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RESUMO

Introdugéo: O p-fenilenodiamina (PPD), amina aromatica sensibilizante, vem sendo adicionado
ao po de hena para modificar sua cor natural para preta, aumentando seu tempo de fixacao, pratica
proibida em tinturas para cilios e sobrancelhas. Objetivo: O objetivo deste estudo foi otimizar
e validar, em niveis intralaboratoriais, um método analitico por CLAE/UV para identificacao e
quantificacao de PPD em tinturas de hena para cabelos e sobrancelhas. Método: Foi utilizada
coluna em fase reversa C8, fase mavel trietanolamina 1% (pH 8,4) e acetonitrila (99:1, v/v),
deteccao a 280 nm, volume de injecao de 10 pL, fluxo 1,0 mL/min, temperatura da coluna
32°C, tempo de corrida 10 min, linearidade 5-45 pg/mL (n = 5) com coeficiente de correlacao
de 0,9982. Para o teste de Cochran (homocedasticidade), 0,3350 e o C_,., (0,3934), com 99%
de confianca. Limites de deteccao, 1,17 pg/mL e quantificacao, 3,54 pg/mL. O coeficiente de
variacdo da repetibilidade 0,12% e na precisao intermediaria pelo teste F obteve-se p-valor de
0,283 com 95% de confianca. Resultados: Os resultados da exatiddo compreenderam os critérios
de aceitacao (90%-107%). Das 19 amostras analisadas, 14 apresentaram teor de PPD entre 1,74%
a 3,65% p/p, em desacordo com a Legislacdo. Conclusées: O método proposto podera contribuir
com o monitoramento da qualidade e seguranca de uso destes produtos.

PALAVRAS-CHAVE: PPD; Hena; Validacdo de Método

ABSTRACT

Introduction: p-Phenylenediamine (PPD), aromatic sensitizing amine, has been added to
henna powder to modify its natural color to black, increasing its fixation time, a practice
that is prohibited in eyelash and eyebrows dyes. Objective: The objective of this study was
to optimize and validate, at an intra-laboratory level, an analytical method by HPLC/UV
for identification and quantification of PPD in hen dyes for hair and eyebrows. Method:
In the method, C8 reverse phase column, mobile phase 1% triethanolamine (pH 8.4) and
acetonitrile (99: 1, v/v), detection 280nm, injection volume: 10uL, flow 1.0 mL/min, column
temperature 32°C, run time 10 min, linearity 5-45 pg/mL (n = 5) with correlation coefficient
0.9982, were used. For Cochran test (homoscedasticity): 0.3350 and Critical (0.3934) with 99%
confidence. Limits of detection 1.17 pyg/mL and quantification 3.54 pg/mL. The coefficient
of variation of repeatability was 0.12% and the intermediate precision by F-test yielded p
value of 0.283 with 95% of confidence. Accuracy results comprised acceptance criteria of
90%-107%. Results: Of the 19 analyzed samples, 14 presented PPD content between 1.74
and 3.65% w/w, in disagreement with Legislation. Conclusions: The proposed method can
contribute to monitoring of quality and safety of use of these products.

KEYWORDS: p-fenilenodiamina; Henna; Method Validation
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INTRODUCAO

O p-fenilenodiamina (PPD) é uma amina aromatica, considerada
pelo Comité Cientifico de Seguranca do Consumidor (CCSC) da
Unido Europeia um dos cinco compostos quimicos identificados
como potentes sensibilizantes'. Foi sintetizado na Alemanha por
Hofmann em 1863, com o objetivo de desenvolver uma substan-
cia com propriedades antioxidante e corante?. E um prohapteno,
sua oxidacdo intraepidérmica produz benzoquinona, que é a
substancia responsavel pela alergia de contato®.

Em 1883 iniciou-se o uso desses pigmentos em tinturas para
cabelos e, a partir dessa data, houve um crescimento no tin-
gimento de cabelos tanto por mulheres, como por homens?. No
Brasil, segundo dados do Instituto Nacional de Metrologia, Quali-
dade e Tecnologia (Inmetro), 26% da populacao adulta utiliza tin-
tura para cabelo, dos quais 85% sao mulheres e 15% sao homens.

Nos Emirados Arabes Unidos (EAU), o uso da hena faz parte da
tradicao e da cultura. Mulheres de todas as idades usam hena
na pele como decoracao, que é considerada uma parte essen-
cial das cerimonias de casamento e outras celebraces’. Um
estudo realizado em 2010 neste pais mostrou que amostras de
hena adquiridas em salées foram analisadas e continham altas
concentracoes de PPD. As pessoas envolvidas no estudo desen-
volveram dermatite de contato devido ao seu uso, fazendo com
que pesquisadores recomendassem ainda que a adicao de PPD a
hena natural fosse proibida nos EAU*.

0 poé da hena natural é de cor marrom-avermelhada e apresenta
sensibilidade a luz’. O seu uso é relativamente seguro, devido
a seu baixo potencial alergénico. Existem ainda poucos relatos
na literatura sobre o surgimento de reagdes alérgicas, embora
haja estudos in vitro e in vivo sobre o potencial de apresentar
genotoxicidade/mutagenicidade®”2.

A adicdo do PPD ao p6 de hena tem o intuito de modificar a
coloracao marrom-avermelhada dos seus pigmentos para colo-
racdo preta ou cor de ébano, aumentando o tempo da tatuagem
em até 6 semanas, embora esta pratica seja proibida em tintu-
ras para cilios e sobrancelhas, conforme disposto na RDC n° 03,
de 20 de janeiro de 2012°. Esta Resolucdo apenas estabelece
o limite maximo de até 6% de PPD em formulacdes de tinturas
corantes para cabelos.

O PPD usado em tinturas apresenta caracteristicas moleculares
que fornecem resultados estéticos satisfatorios, no entanto, por
ser facilmente absorvido pela pele, pode causar sensibilizacao
promovendo a dermatite de contato alérgica™. Em estudos rea-
lizados com pessoas submetidas a testes de contato com PPD,
o percentual de dermatite alérgica obtido foi em torno de 4%.
A literatura reporta reagdes adversas relacionadas a exposicdo
de produtos que contenham PPD, em tintura de cabelo e em
tatuagens de hena’.

Concentracoes elevadas de PPD e de outros componentes consti-
tuintes das tinturas para tatuagem, ao entrarem em contato com
a pele durante o processo de tatuagem, também podem induzir
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uma intensa resposta imunoldgica que favorece a sensibilizacao
concomitante’. O PPD pode ocasionar lesdes sistémicas e induzir
hipersensibilidade imediata, provocando urticaria, angioedema
e dificuldade respiratoria. Pode agir ainda por mecanismos de
hipersensibilidade tardia, com reacdes que as vezes aparecem
anos apos a tatuagem'.

Produtos para tingir sobrancelhas estao se tornando cada vez
mais populares, consequentemente, dermatites alérgicas de
contato nessa area tornaram-se um problema emergente ao
longo da ultima década. O PPD e seus derivados sao os alérge-
nos mais comuns em cilios e tinturas de sobrancelhas™. A lite-
ratura ainda reporta reacdes adversas relacionadas a exposicao
de produtos que contenham PPD em tintura de cabelo e para
tatuagens de hena'.

Devido a crescente incidéncia de casos alérgicos ao produto,
varios procedimentos analiticos foram desenvolvidos para sepa-
rar, identificar e quantificar aminas intermediarias e o PPD em
tinturas para cabelos e pele. A literatura reporta técnicas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada a diver-
sos detectores: CLAE/ultravioleta (UV), CLAE/espectrometria de
massas (MS), CLAE/arranjo de fotodiodos (DAD)™. Além de méto-
dos como CLAE/DAD combinada a cromatografia idnica’, cro-
matografia em fase gasosa/espectrometria de massas (CG/MS)'.
Algumas destas técnicas envolvem processos complexos para a
extracao e derivatizacao quimica dos pigmentos das tinturas de
cabelo, além de serem técnicas de alto custo e que requerem
longo tempo de analise.

Neste cenario, o objetivo do presente estudo foi otimizar e
validar, em nivel intralaboratorial, um método analitico por
CLAE/UV para identificacao e quantificacao de PPD em tinturas
de hena para cabelos e sobrancelhas.

A aplicacao do método foi efetuada no doseamento de produtos
adquiridos no mercado, pela Vigilancia Sanitaria e pelo Instituto
de Criminalistica de Sao Paulo.

METODO

Padrao de p-fenilenodiamina da Sigma - Aldrich, lote
#WXBC1642V, com 99,4% de pureza. Acetonitrila e metanol
grau cromatografico (Merck). Trietanolamina, acido fosfdrico
PA (Merck) e sulfito de sodio grau de pureza analitico (Vetec),
solucdes tampao Material de Referéncia Certificado 4,0, 7,0 e
10,0 (Digimed) e agua ultrapura. Membranas HV em PVDF com
poros de 0,45 p de didametro e unidades filtrantes de 0,45 pm
de poro (ambas da marca Durapore, Millipore®). As colunas
cromatograficas utilizadas foram em fase reversa e capeadas,
coluna Purospher Star® RP8 (Merck) com particulas de 5 pm, de
125 x 4 mm de comprimento e de didmetro interno, Poroshell
HPH-C18 da Agilent e a coluna X-Terra C18, de 5 pm, com
25 x 4 mm, da Waters. Utilizou-se vidraria calibrada consti-
tuida de baldes volumétricos ambares, pipetas volumétricas,
vials ambares e tubos Falcon. Para a matriz de hena, sem o
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analito, foi adquirida no comércio uma amostra de hena natural
incolor sem a adicao de PPD.

Os equipamentos utilizados foram: balanca analitica Mettler
Toledo MT5, pHmetro Metrohm, centrifuga refrigerada Quimis®,
ultrassom Unique Ultrassonic Cleaner, sistema Purilab Classic
(Elga), cromatografo liquido Waters modelo Alliance e 2695
(Mildford, MA, USA), com desgaseificador, forno de colunas,
bomba quaternaria, detector com arranjo de diodos e controlado
pelo software Empower.

Dentre as 19 amostras de hena em poé avaliadas neste trabalho,
sete foram adquiridas aleatoriamente em comércio regular na
cidade de Sao Paulo (SP), duas foram encaminhadas pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e dez pelo Instituto de
Criminalistica de Sao Paulo. As amostras eram tinturas de hena
para sobrancelhas e cabelos de diferentes marcas, procedentes
de quatro fabricantes, com tonalidades e lotes diferentes. Apos
a realizacao de diversos testes analiticos, obteve-se a condicao
final do método: coluna cromatografica em fase reversa C8, a
fase movel trietanolamina 1% em agua (pH ajustado a 8,4 com
acido fosforico) e acetonitrila (99:1, v/v), deteccao em 280 nm,
volume de injecao de 10 pL, fluxo 1 mL/min, temperatura da
coluna 32°C, tempo de corrida de 10 min. O padrao de PPD foi
preparado com solugao aquosa de Na,SO, a 0,1% (p/v) na concen-
tracao de 30 pg/mL.

Concluida a otimizacdo do método, este foi submetido ao teste
de verificacao do sistema (system suitability) conforme estabe-
lecido na RDC n° 166, de 24 de julho de 2017". Foram avaliados
os parametros cromatograficos de fator cauda, resolucédo, efi-
cacia do sistema (nimero de pratos teoricos) e desvio-padrao.

Foram realizados alguns testes para verificar a estabilidade da
solucao padrao PPD com o método otimizado, em trés concentra-
coes diferentes, armazenadas em vidro ambar e em geladeira.
A seguir, verificou-se a pureza de pico na solucao padrao de PPD
por meio do detector de arranjo de diodos na faixa de com-
primento de onda entre 210 a 295 nm, e na matriz (hena sem
analito PPD)'8.

As amostras de hena foram processadas de forma que 200 mg
foram solubilizados com 10 mL da solucdo de sulfito de sodio
a 0,1% p/v em tubos falcon, agitados manualmente por 1 min,
centrifugados a 4.000 rpm por 30 min e filtrados em unidades
filtrantes para vials ambares.

A validacdo do método foi realizada de acordo com a RDC
n° 166/2017" e com o estabelecido no documento DOQ-CGCRE-008
do Inmetro®. Os parametros avaliados foram: seletividade, linea-
ridade, precisdo (intermediaria e repetibilidade), exatidao (recu-
peracao), limite de deteccao, limite de quantificacao.

Seletividade: foi determinada utilizando-se solucao de hena
(matriz sem analito de PPD). Preparou-se dois grupos de solu-
coes, grupo 1 e grupo 2. Ambos com 6 replicatas independentes,
e adicao de 1 nivel de concentracao de 40 pg/mL de PPD.

« Grupo 1: branco do ensaio + adicao de padrao do analito.
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» Grupo 2: matriz sem analito (amostra - branco) + adicao de
padrao do analito.

Curva analitica de calibracao: preparada com cinco concentra-
¢cOes de PPD: 5, 15, 25, 30 e 45 pg/mL, em triplicatas indepen-
dentes, divididas em dois grupos.

« Grupo 1: branco (solucdo de sulfito de sodio a 0,1%) mais a
adicao do padrao de PPD.

e Grupo 2: matriz sem analito (amostra de hena sem PPD) mais
a adicao do padrao de PPD.

0 tratamento estatistico da curva utilizado foi o teste t pareado.
Os limites de deteccao e quantificacao foram obtidos por meio
da curva analitica.

Precisdo: avaliada em relacdo a repetibilidade e precisao
intermediaria. A repetibilidade foi realizada com mesmo pro-
cedimento de medicao, mesmo analista, mesmo instrumento
sob as mesmas condicoes de ambiente. As repeticoes foram
independentes com nove determinacoes de 35 pg/mL de uma
amostra (A) contendo o analito PPD e foi calculado o coefi-
ciente de variacao (CV¥%).

A precisao intermediaria foi realizada na mesma amostra, uti-
lizando-se mesmas condicdes analiticas e variando o analista e
o dia. O parametro foi avaliado utilizando o teste F e analise
de variancia.

Exatidao: realizada nos termos de recuperacao pelo método de
adicao padrao a matriz isenta do analito (PPD) com trés niveis de
concentracao: 15, 30 e 45 pg/mL (baixa, média e alta) do padrao
de PPD em triplicata.

Apos a validacdo do método, este foi aplicado na identificacdo
e quantificacao de PPD em 19 amostras de hena com diversas
finalidades de uso e diferentes marcas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As condicdes cromatograficas descritas no método de Fu e Lei™
e Almeida et al.® apresentaram tempo de retencao do pico prin-
cipal de PPD menor que 2 min e fator cauda maior que 2. Esse
tempo de retencao reflete pouca interacao entre o analito e os
sitios ativos da coluna, devido a desvios em relacdo a disper-
sao normal do analito na fase estacionaria. Por consequéncia, a
pouca efetividade da coluna impactou no fator cauda. A otimiza-
cao do método envolveu varias etapas: utilizacdo de colunas C18
de diversos fabricantes e coluna C8; alteracao do pH de 7,7 para
8,4 minimizando assim a ionizacao do analito; testes de fases
moveis de polaridades diferentes, até a obtencao de resultados
satisfatorios que atendessem a adequabilidade do sistema.

O diluente descrito no método de Fu e Lei™ e Almeida et al.t,
foi alterado para a solucdo de sulfito de sodio 0,1%, o qual apre-
sentou excelentes resultados na solubilidade do PPD, tanto no
padrao como nas amostras de hena contendo PPD, avaliados no
teste de recuperacao de amostras isentas de PPD e com PPD.
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A matriz, hena natural incolor, foi avaliada na mesma concentra-
cao das solucdes das amostras e nao apresentou pico no mesmo
tempo de retencao da solucao padrao.

Apos otimizacdo do método, os resultados dos estudos de esta-
bilidade da solucao do padrao de PPD demonstraram que nas
condicOes estabelecidas, a estabilidade nao foi maior que 8 h.

Os resultados do teste de adequabilidade do sistema cromato-
grafico do método otimizado foram: 1,26 de fator cauda, 4.375,4
numero de pratos tedricos e desvio-padrao de 1,28%. Desta
forma, o método otimizado atendeu aos parametros estabeleci-
dos na adequabilidade do sistema.

Foi verificada a seletividade do método por meio da analise
da solucao padrao e das amostras por absorcao molecular na
regido UV com auxilio do DAD. Para a verificacdo da pureza de
pico, foram extraidos os espectros de varredura na regiado UV
(240-400 nm) do sinal do ativo, nos respectivos tempos de reten-
cao nos cromatogramas do padrao e das amostras analisadas,
conforme apresentados na Figura 1. Obteve-se pelo software
Empower, tanto para a solucao padrao quanto para a amostra,
valores de purity angle inferior ao purity threshold, confirmando
a pureza dos picos. Determinou-se a similaridade entre os espec-
tros de 0,99, considerando adequada a seletividade.

Na Figura 2 estao demonstrados os cromatogramas A, B e C
desenvolvidos no método otimizado e validado. O cromatograma
A corresponde ao desenvolvimento de uma amostra de hena
(matriz) isenta de PPD e, no tempo de 2,65 min, nao é observada
a presenca de possivel interferente da matriz na determinacao
do PPD no sistema cromatografico. O cromatograma B corres-
ponde ao desenvolvimento da solucdo padrao de PPD, no qual o
tempo de retencao de 2,65 min evidencia boa interacao entre
os sitios ativos da coluna e o analito PPD. O cromatograma C é
de uma amostra de hena acrescentada de solucao de PPD. Desta
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maneira esta demonstrado que o método é adequado para os fins
analiticos pretendidos.

A literatura reporta varios procedimentos para clean-up de vege-
tais, como o uso de mistura de sais de Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, Safe (QUEChERS). Foram realizados testes de purificacao
de amostras de hena com a presenca de PPD. Com estes sais, 0s
resultados apresentados foram insatisfatorios devido a adsorcéo dos
pigmentos de PPD pelo carvao ativo, componente dos QUEChERS?.

A validacdo do método foi iniciada com o teste de seletividade
para garantir que os componentes da hena, assim como de outros
pigmentos presentes na formulacao, nao interferissem na iden-
tificacao e quantificacao do PPD. Os resultados obtidos na com-
paracao do grupo 1 e 2, mediante o teste estatistico de Grubbs
com 99% de confianca, nao apresentaram valores dispersos e os
testes F e t com 95% de confianca apresentaram variancias hete-
rogéneas e médias equivalentes respectivamente, demonstrando
que nao ha interferéncia da matriz de hena.

0 método apresentou linearidade na faixa de 5 a 45 pg/mL (n = 5)
com coeficiente de correlacao (r) igual a 0,9982 e equacao da
reta y = 4350,2x + 2077,5. O tratamento estatistico da curva
de calibracao feito pelo teste de Cochran apresentou resultados
para homocedasticidade de 0,3350 eo C_,. _ (0,3934) com 99% de
confianca. Concluiu-se que as variancias sdo homogéneas.

O limite de deteccao (LD) de 1,17 pg/mL e o limite de quanti-
ficacdo (LQ) 3,54 pg/mL foram obtidos através do tratamento
estatistico da curva analitica. Baseou-se no desvio-padrao resi-
dual da curva analitica (Sx/y) e na inclinacdo da curva analitica.
O valor de LQ equivalente ao menor nivel de concentracdo da
curva foi determinado com precisao e exatidao aceitaveis.

Os resultados da precisdo do método foram obtidos através do
coeficiente de variacao (CV%), sendo menor que 1% (0,12%). Este
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Figura 1. Os cromatogramas A e B de pureza de pico, desenvolvidos no método otimizado e validado, representam respectivamente solucdes de padrao

de PPD e amostra.
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Figura 2. Os cromatogramas A, B e C, desenvolvidos no método otimizado e validado, representam respectivamente solugcdes de hena (matriz) sem
adicao de PPD; padrao de PPD e amostra adicionada do padrao de PPD.

foi calculado pela razdo do desvio-padrao com a média dos valo- Conforme os resultados expressos na Tabela 2, 14 amostras anali-
sadas constituidas de hena para sobrancelhas apresentaram valo-
res de teor de PPD entre 1,74% a 3,65% p/p, estando, assim, em
desacordo com o estabelecido na RDC n° 03/2012¢, que proibe o

uso de PPD em tinturas de hena para sobrancelhas, bem como nao

res obtidos, evidenciando que o método € preciso.

Os resultados da precisdo intermediaria avaliados pelo teste F
para seis determinacoes foram equivalentes, p-valor = 0,283 com
95% de confianca.

Os resultados do teste de exatiddo foram obtidos mediante o Tabela 2. Determinacio de PPD em amostras de hena.

ensaio de recuperacao de amostras fortificadas com o padrao de

AILEEITES Indicagédo de uso Cor LS (2
PPD, em trés niveis de concentracéo, conforme demonstrado na de hena (% p/p)
Tabela 1. Eles atenderam ao critério de aceitacao de 90% a 107%, A Sobrancelhas (pelo e pele)  Castanho claro 2,95
estabelecido DOQ-CGCRE-008 do Inmetro, por tratar-se de um B Sobrancelhas (pelo e pele)  Castanho claro 3,28
produto cosmético de uso topico, considerando que a legislagao c Sobrancelhas (pelo e pele)  Castanho claro 3,23
admite o uso de PPD em tinturas capilares e proibe o seu uso D Sobrancelhas (pelo e pele) Marrom 1,80
para tinturas em cilios e sobrancelhas'. E Sobrancelhas (pelo e pele) Louro 2,52
B Sobrancelhas (pelo e pele) Castanho escuro 2,96
Os resultados dos parametros de validacao demonstraram ser G Sobrancelhas (pelo e pele)  Castanho médio 2,9
este método apropriado para aplicagcdo na determinacédo quali- H Sobrancelhas (pelo e pele) LGN CEEE 2,93
tativa e quantitativa de PPD em produtos de hena para cabelos e | Sobrancelhas (pelo e pele) Marrom 1.80
sobrancelhas (pelo e pele), conforme demonstrado na Tabela 2. J Sobrancelhas (pelo e pele)  Castanho médio 3,39
K Sobrancelhas (pelo e pele)  Castanho claro 2,96
) . ) L Sobrancelhas (pelo e pele) Marrom 1,80
Tabela 1. Exatidao do método cromatografico utilizado na analise do PPD.
M Sobrancelhas (pelo e pele) Marrom 1,74
Exatidao
N Sobrancelhas (pelo e pele) Preto 3,65
triplicat 3 3 3
n (triplicata) 0] Sobrancelhas (pelo e pele) Vinho 0
C tracao teori /mL 15,0 30,0 45,0
oncentracao teorica pg/m p Cabelos Preto 0
C tracio obtida pg/mL 14,9 27,5 40,5 i
oncentragao obtida Hg/m Q Cabelos Acinzentado 0
% Recuperacao 99,8 91,8 90,1
R Cabelos Natural 0
Coeficiente de variacao (%) 2,4 2,4 1,2
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regulamenta o seu uso em tinturas de hena para cabelos. Dentre
as amostras analisadas, uma declarava no rétulo a presenca de
PPD em sua formulacao, porém néo indicava o seu teor, refletindo
0 nao cumprimento da legislacao por parte do fabricante.

Nas amostras de hena analisadas (Tabela 2) nao se observou uma
maior concentracao do teor de PPD nas tinturas de hena, inde-
pendentemente das tonalidades, em contradicao ao relatado na
literatura por pesquisadores que encontraram altas concentra-
coes de PPD em hena de cor negra?'. Enquanto, para as amostras
analisadas de hena de uso capilar, nao foi encontrado PPD em
sua formulacgao.

CONCLUSOES

0 método otimizado e validado é simples, rapido e sensivel
para identificar e quantificar PPD por CLAE/UV. Esta técnica,
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