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Resumen

Introduccion: La enfermedad renal cronica (ERC) puede provocar anemia e inducir afectacio-
nes neurologicas. La eritropoyetina humana recombinante (rHUEPOQ) se utiliza en el tratamiento
de la anemia en la ERC. Sin embargo, existe poca evidencia de los efectos de la rHUEPO sobre la
conducta y las funciones cognitivas en la ERC. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
del tratamiento con rHUEPO sobre las funciones sensoriomotoras y cognitivas en un modelo de
ERC.

Métodos: Ratas macho de la cepa Wistar fueron asignadas a 4 grupos: control y ERC, con y
sin tratamiento con rHUEPO (1.050 Ul/kg de peso, una vez por semana durante 4 semanas).
Las pruebas conductuales de laberinto acuatico de Morris, campo abierto y cinta adhesiva se
realizaron de manera simultanea a la induccion del dafio renal y el tratamiento. Mientras que
la determinacion de marcadores de funcion renal y anemia se realizaron al término del estudio.
Resultados: El tratamiento con rHUEPO redujo el dafno en el rindn y corrigiod la anemia en las
ratas con ERC. En las pruebas conductuales, el tratamiento con rHUEPO redujo la disfuncion
sensoriomotora observada en los animales con ERC. Por otra parte, en los animales con ERC y
tratamiento con rHUEPO resolvieron el laberinto en menor tiempo en comparacion a los grupos
control.

* Autor para correspondencia.
Correo electrénico: amarquez@ciatej.mx (A.L. Marquez-Aguirre).
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Conclusiones: El tratamiento con rHUEPO reduce el dafo en el rindn, corrige la anemia y reduce
la disfuncion sensoriomotora y cognitiva en los animales con ERC.

© 2017 Sociedad Espanola de Neurologia. Publicado por Elsevier Espafa, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

Human recombinant erythropoietin reduces sensorimotor dysfunction and cognitive
impairment in rat models of chronic kidney disease

Abstract

Introduction: Chronic kidney disease (CKD) can cause anaemia and neurological disorders.
Recombinant human erythropoietin (rHUEPO) is used to manage anaemia in CKD. However,
there is little evidence on the effects of rHUEPO on behaviour and cognitive function in CKD.
This study aimed to evaluate the impact of rHUEPO in sensorimotor and cognitive functions in
a CKD model.

Methods: Male Wistar rats were randomly assigned to 4 groups: control and CKD, with and
without rHUEPO treatment (1050 IU per kg body weight, once weekly for 4 weeks). The Morris
water maze, open field, and adhesive removal tests were performed simultaneously to kidney
damage induction and treatment. Markers of anaemia and renal function were measured at the
end of the study.

Results: Treatment with rHUEPO reduced kidney damage and corrected anaemia in rats
with CKD. We observed reduced sensorimotor dysfunction in animals with CKD and treated with
rHUEPO. These rats also completed the water maze test in a shorter time than the control
groups.

Conclusions: rHUEPO reduces kidney damage, corrects anemia, and reduces sensorimotor and
cognitive dysfunction in animals with CKD.

© 2017 Sociedad Espanola de Neurologia. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/

4.0/).

Introduccion

El deterioro cognitivo es una complicacion frecuente entre
las personas que presentan enfermedad renal crénica (ERC).
Algunas de estas alteraciones son déficits de atencion, pro-
blemas en la habilidad verbal y problemas en el aprendizaje
y la memoria’. La informacion epidemioldgica indica que
mas del 60% de los individuos con ERC tienen altas proba-
bilidades de desarrollar desordenes cerebrovasculares, los
cuales potencian el deterioro cognitivo y la demencia?“.

Los principales factores patogénicos de las alteracio-
nes neuroldgicas relacionadas con la ERC son las altas
concentraciones de toxinas urémicas circulantes’, las cito-
cinas proinflamatorias y las especies reactivas de oxigeno?,
las cuales provocan cambios en los sistemas de neuro-
transmision serotoninérgicos y colinérgicos asi como en
la inflamacién y disfuncion endotelial®. Estos factores
son capaces de afectar al sistema nervioso en todos sus
niveles, propiciando alteraciones neurolégicas como la
encefalopatia urémica, problemas cognitivos y desérdenes
neuromusculares, como la mononeuropatia, la polineuropa-
tia y la miopatia’.

En una etapa avanzada de la enfermedad renal puede
presentarse una anemia severa conocida como anemia renal,
la cual es ocasionada por una deficiencia en la produccion
de eritropoyetina (EPO) por el rifdn®'°, Diversos trabajos
han reportado que la anemia tiene un impacto negativo en

la funcion cognitiva'’'2, debido a la reduccion en la capa-
cidad de acarreo de oxigeno lo que promueve un suministro
inadecuado del mismo al cerebro’®. La hipoxia cronica pro-
voca toxicidad derivada del estrés oxidativo, la que aunada
a la acumulaciéon de toxinas urémicas’'#, incrementa la
degeneracion neuronal'>". El tratamiento para la anemia
en pacientes con ERC, es el uso de agentes estimulado-
res de eritropoyesis, como la EPO recombinante humana
(rHUEPO)'°,

Si bien la EPO tiene una funcion esencial en la eritropoye-
sis, se han descrito otras funciones no eritropoyéticas, como
las actividades antinflamatoria'® y antiapoptética'’, como
estimulador de la neurogénesis y la diferenciacion neuronal
en estadios tempranos del desarrollo'®, asi como protector
tisular de rindn'® y cerebro?®?'.

Los efectos neuroprotectores de este factor de creci-
miento se han demostrado tanto en modelos celulares'” 22,
como en diversos modelos animales, en los que el trata-
miento con rHUEPO fue capaz de promover la angiogénesis,
la neurogénesis y la migracion de precursores neurales hacia
la zona de lesion, asi como la inhibicion de la apopto-
sis a través de la supresion de la secrecion de glutamato
y la modulacién del calcio intracelular’®?. De manera
interesante, en estudios clinicos, se ha reportado que la
administracion de rHUEPO disminuye el deterioro cognitivo
a través de la mejora en la memoria y los problemas en el
aprendizaje?®3'.
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En algunos modelos animales de ERC se han eviden-
ciado problemas motores®?, asi como del aprendizaje y la
memoria*3. Sin embargo, existe poca evidencia de los efec-
tos neuroprotectores de la EPO en la ERC, por lo que el obje-
tivo de este trabajo fue evaluar el efecto del tratamiento
con rHUEPO sobre la actividad sensoriomotora, la memoria
y el aprendizaje, cuando es administrada de manera simul-
tanea a la induccion del dafo renal en un modelo ERC.

Métodos
Sujetos

Se utilizaron 24 ratas macho de la cepa Wistar (ENVIGO RMS),
con peso entre 250-300¢ al inicio de los experimentos. Se
alojaron en cajas de policarbonato translicidas en un bio-
terio con temperatura ambiente (25 + 2 oc) y ciclo de luz
oscuridad de 12/12 h. El acceso al agua y al alimento fue ad
libitum. Todas las manipulaciones experimentales se reali-
zaron de acuerdo con los estandares éticos internacionales
basados en la Guide for care and use of laboratory animals 'y
nacionales basados en la NOM-062-Z00-1999, con el codigo
de aprobacion interno CICUAL-2016-019.

Grupos experimentales y tratamientos

Las ratas fueron asignadas aleatoriamente a los siguientes
grupos de estudio: 1) control + placebo (n = 5); 1) con-
trol + rHUEPO (n = 5); m) ERC + placebo (n = 7), y wv) ERC +
rHUEPO (n = 7). La induccion de la ERC se realiz6 mediante
la administracion de adenina a una dosis de 100 mg/kg/dia
durante 28 dias por via orogastrica**. A su vez, los grupos
1y m fueron tratados con placebo (solucion salina), mientras
que los grupos 11 y Iv recibieron tratamiento rHUEPO a una
dosis de 1,050 Ul/kg de peso, mediante inyeccion subcuta-
nea dorsal, una vez por semana durante 4 semanas. Todas las
pruebas conductuales se realizaron de manera simultanea a
la induccion del dafo renal y el tratamiento.

Toma de muestras, determinaciéon de parametros
bioquimicos y hematolégicos

Al término del tratamiento y las pruebas conductuales, los
animales se colocaron en jaulas metabdlicas para la reco-
leccion de orina durante 24 h. Posteriormente, se realizo la
eutanasia de los animales por sobredosis de anestésico (40-
60 mg/kg pentobartital sodico via i.p.), se colect6é sangre
total con EDTA y suero. Finalmente, se disecaron, midieron
y pesaron los rinones. Las determinaciones de creatinina
y urea se realizaron por el método de quimica seca en el
equipo Vitros® 250 Ortho Clinical Diagnostics, mientras que
la medicion de hemoglobina, hematocrito, eritrocitos y reti-
culocitos se realizo con el analizador hematologico KX-21N
Sysmex Corporation.

Prueba de campo abierto

La prueba de campo abierto permite evaluar de manera
general la actividad locomotora y la ansiedad de los

animales®®. Para realizar la prueba se utiliz un aparato de
campo abierto de color blanco de 50 cm x 50 cm x 50 cm. Las
ratas fueron colocadas en el centro del piso del aparato y se
les permitio explorar libremente durante 3 min. Las ratas
se videograbaron para su posterior analisis. Terminada la
prueba, las ratas fueron colocadas en sus respectivas jaulas
y el aparato de ensayo se limpi6 en su totalidad con etanol
al 70% después de cada prueba. Los componentes de com-
portamiento a evaluar fueron: 1) el tiempo de exploracion;
2) el tiempo de latencia; 3) el nUmero de intentos de escape
y 4) el acicalamiento.

Prueba de remocion de cinta adhesiva

Esta prueba permite la evaluacion de las funciones somato-
sensorial y la motora. La prueba consiste basicamente en
colocar cinta adhesiva en las extremidades (delanteras o
traseras); el desempeno del animal es evaluado mediante
la determinacion del tiempo necesario para sentir y remo-
ver los adhesivos®-*%. La prueba consistid en 3 repeticiones
por dia durante 3 dias. A las ratas se les colocaron 2 cin-
tas adhesivas de igual tamano en las patas anteriores. Las
respuestas tactiles se midieron por el tiempo del contacto
inicial con la cinta y el tiempo que esta tardé en removerse
la cinta. Las ratas que no lograron quitarse las cintas dentro
de 60 s se consideraron incapaces de la remocion y se les
removio la cinta.

Prueba de laberinto acuatico de Morris

Esta prueba se desarrollé en una piscina circular (110cm
de didmetro y 60cm de altura) llena de agua (tempera-
tura de 23 + 2°C) de acuerdo a Tothova et al. con las
siguientes modificaciones®®. El laberinto se dividié virtual-
mente en 4 cuadrantes y en la pared de cada cuadrante
se colocd una figura geométrica para que funcionara como
una pista externa para la orientacion del animal. En el cen-
tro de alguno de los cuadrantes se coloco una plataforma
cuadrada de 10cm x 10 cm de policarbonato. Las ratas reci-
bieron una fase de entrenamiento que consistio de 4 sesiones
diarias durante 3 dias seguidos, en donde se les permitid
nadar libremente durante un minuto entrando en cada oca-
sion por cada uno de los 4 cuadrantes para que encontraran
la plataforma visible a 1 cm del nivel del agua y en la Gltima
prueba la plataforma se sumergié 1 cm sobre el nivel del
agua. Los animales que no fueron capaces de llegar a la pla-
taforma dentro de 60 s fueron guiados y colocados sobre ella
durante un tiempo de 20 s para permitir la orientacion espa-
cial. Cada ensayo fue videograbado para su posterior analisis
y los parametros a evaluar fueron el tiempo de llagada a la
plataforma y la distancia recorrida.

Analisis estadistico

Los datos de funcion renal y anemia fueron analizados
mediante ANOVA de una via, mientras que los datos de las
pruebas de actividad locomotora y nado fueron analizados
mediante ANOVA de 2 vias para muestras repetidas tomando
como factores el tratamiento y los dias de entrenamiento.
Se consideran las diferencias significativas cuando se alcan-
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zaron valores de p < 0,05 y se aplicé la prueba post hoc de
Tukey. Los resultados son presentados como la media + el
error estandar.

Resultados

El tratamiento con eritropoyetina humana
recombinante reduce el dafio en rifdn y corrige la
anemia renal en las ratas con enfermedad renal
crénica

El analisis de datos de funcion renal revel6 que los anima-
les con ERC presentaron una pérdida significativa de peso
corporal (datos no mostrados), asi como una disminucion de
los niveles de creatinina en orina (p < 0,05) y un incremento
de creatinina y urea en el suero (p < 0,05). Asi mismo, se
encontré un incremento del volumen urinario (p < 0,05), asi
como del tamano y el peso de los rifones en un 39 y un
152%, respectivamente, en comparacion con el grupo con-
trol. Esto se traduce en una reduccion de la tasa de filtracion
glomerular (TFG) del 66%, lo que demuestra una pérdida de
la funcion renal en estos animales (tabla 1). Por otra parte,
en los parametros hematologicos se encontré que los ani-
males con ERC presentaron una disminucion significativa en
las concentraciones de hemoglobina del 21%, del 25% en el
hematocrito, el 21% de eritrocitos y el 65% de reticulocitos
respecto al grupo control (p < 0,05) (tabla 2).

El tratamiento con rHUEPO reduce de manera significa-
tiva el incremento de creatinina y la concentracion de urea
en el suero observada en los animales con ERC (p < 0,05).
Asi mismo, se observo que el tratamiento con rHUEPO pre-
viene la hipertrofia de los rifiones al disminuir 1,5 veces el
peso y 1,2 veces el tamano renal respecto los animales del
grupo ERC sin tratamiento (tabla 1). De manera adicional,
se observo que los animales tratados con rHUEPO disminu-
yeron el volumen urinario (9,4%) y aminoraron la TFG en un
33%, aunque sin ser estadisticamente significativo (tabla 1).
De manera paralela, se evidencié que el tratamiento con
rHUEPO en los animales con ERC fue capaz de corregir la
anemia renal, ya que los niveles de hemoglobina, reticulo-
citos, eritrocitos, asi como el porcentaje del hematocrito,
regresaron a los niveles basales del grupo control (tabla 2).

El tratamiento con eritropoyetina humana
recombinante reduce la disfuncion sensoriomotora
de los animales con enfermedad renal crénica

Los animales con ERC incrementaron los tiempos de latencia
en las pruebas de campo abierto y cinta adhesiva, aumen-
tando con ello los tiempos de inactividad respecto a los
animales del grupo control (p < 0,05) (tabla 3). Estos anima-
les también redujeron de manera significativa los tiempos de
exploracion, intentos de escape y las veces de acicalamiento
en la prueba de campo abierto (p < 0,05); de igual forma,
incrementaron el tiempo de remocion de la cinta adhesiva
demostrando una respuesta tactil tardia en comparacion con
el grupo control (p < 0,05) (tabla 3).

El tratamiento con rHUEPO incremento de manera signifi-
cativa los intentos de escape y las veces de acicalamiento en

la prueba de campo abierto (p < 0,05), y redujo el tiempo
de remocion de la cinta adhesiva respecto a los animales
sin tratamiento (tabla 3). De manera interesante, el trata-
miento con rHUEPO redujo los tiempos de latencia en ambas
pruebas e incrementd el tiempo de exploracion observado
en los animales con ERC (p < 0,05) (fig. 1A).

El tratamiento con eritropoyetina humana
recmbinante reduce el tiempo de nado hacia la
plataforma en animales con enfermedad renal
crénica

En la prueba del laberinto acuatico se encontré una dismi-
nucion significativa del tiempo de nado hacia la plataforma
entre las sesiones de entrenamiento 1 y 4 para todos los
grupos de estudio (p < 0,05). Aunque todos los animales
mostraron una disminucion significativa en el tiempo de
nado para encontrar la plataforma en las pruebas 5 a 7, el
tratamiento con rHUEPO redujo de manera consistente los
tiempos de nado hacia la plataforma a partir de la tercera
sesion en los animales con ERC (fig. 1B).

Discusioén

El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos del
tratamiento simultaneo de rHUEPO sobre las funciones sen-
soriomotoras y cognitivas en un modelo de ERC. La ERC se
caracteriza por anormalidades de la estructura y la funcion
renal®’. En este estudio se encontré que la administracién
de adenina —utilizada para la induccion ERC— incrementd
las concentraciones de urea y creatinina en suero; redujo la
TFG y provoco anemia renal, lo que coincide con lo repor-
tado previamente para este modelo®?“'. El tratamiento con
rHUEPO en las ratas con ERC corrigié la anemia y disminuy6
el dano renal de manera similar a Coldewey et al., quie-
nes encontraron que la administracion de EPO atenuaba la
disfuncién renal aguda en un modelo murino de sepsis*.

Debido a que las pruebas conductuales se realizaron de
manera simultanea a la induccion del dafo renal, se logro
observar una disfuncion sensoriomotora progresiva, ya que
los animales con ERC presentaron un incremento paulatino
de los tiempos de latencia en las pruebas conductuales, ade-
mas de una reduccion en la capacidad de remocion de la
cinta adhesiva, los tiempos de exploracion, los intentos de
escape Yy las veces de acicalamiento. Estos efectos son simi-
lares a lo descrito por Mazumder et al. y Karthick et al.,
quienes observaron que los animales con dano renal pre-
sentaban un mayor tiempo de inactividad (2-3 veces) en las
pruebas de conducta®**. Los cambios en el comportamiento
durante la ERC pudieran ser atribuidos a un incremento de
las concentraciones de urea en el plasma y a una reduc-
cion de la TFG, lo que generaria un estado neurotoxico
debido a la acumulacion de las toxinas urémicas, promo-
viendo la neurodegeneracion?“4. Asi también, estos cambios
pudieran estar asociados al estado anémico en la enferme-
dad renal, lo que contribuye a la reduccion del suministro
de oxigeno al cerebro vy, por lo tanto, a una mayor distri-
bucion de las toxinas urémicas alterando el metabolismo
cerebral'>%,
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Tabla 1 Marcadores de funcion renal

Parametros Grupos
Control ERC
Placebo rHUEPO Placebo rHUEPO

Peso promedio rifiones (g) 1,14 £ 0,05 1,09 + 0,05 2,8 +0,2° 1,8 +0,11°
Tamano promedio rinones (cm) 1,7 +£ 0,09 1,6 + 0,02 2,3 +0,08° 1,9 + 0,04°
Volumen urinario (ml) 16,7 + 1,9 13,4 + 1,7 66 + 7,0% 59,8 + 2,82
Urea (mg/dl) 435+ 1,5 38,2 +2,5 196,6 + 33,4° 78,2 + 5,3°
Creatinina en suero (mg/dl) 0,62 + 0,04 0,63 £+ 0,04 2,19 + 0,42° 0,93 + 0,09°
Creatinina en orina (mg/dl) 46,75 + 8,4 489 + 3,7 19 + 1,42 19,3 + 2,2°
TFG (ml/min/g) 0,73 + 0,05 0,67 + 0,04 0,24 + 0,08° 0,47 + 0,08

Los datos son presentados como medias + error estandar (N = 24).
Los valores de p representan los resultados del analisis de varianza ANOVA de una via. Cuando p < 0,05, se considero una diferencia
significativa.

@ ERC vs. control.

b ERC + rHUEPO vs. ERC.

Tabla 2 Datos hematologicos

Parametros Grupos
Control ERC
Placebo rHUEPO Placebo rHUEPO
Hemoglobina (g/dl) 16,3 + 0,14 17,5 + 0,37 13,3 4+ 0,427 17,8 + 0,89°
Reticulocitos (%) 3,24+0,4 3,6 0,5 1,2 +£0,2° 4+0,3°
Eritrocitos (x 100/ ul) 8,5+0,4 8,4 +£0,2 6,7 £0,12 8,8 +£0,5°
Hematocrito (%) 52,8 + 0,3 57,3 + 1,6 41,3 + 1,32 58,2 + 3,4°

Los datos son presentados como medias + error estandar (N = 24).
Los valores de p representan los resultados del analisis de varianza ANOVA de una via. Cuando p < 0,05, se consider6 una diferencia
significativa.

@ ERC vs. control.

b ERC + rHUEPO vs. ERC.

Tabla 3 Pruebas de conducta sensoriomotora

Prueba Parametros Grupos
Control ERC
Placebo rHUEPO Placebo rHUEPO

Campo Latencia (s) 47,0 £+ 3,0 89,8 +7,4 129,8 + 6,0? 97,4 + 3,2°
abierto Exploracion (s) 133,0 £ 3,0 90,2 + 7,4 442 + 1,4° 82,6 + 3,2P

Escape (veces) 14,7 + 0,8 10,5 +1,7 5,8 +0,9° 10,8 + 0,7°

Acicalamiento (veces) 2,3+0,2 2,0+0,3 0,75+ 0,2° 2,3+0,1°
Cinta Latencia (s) 0,75 + 0,4 0 1,9 £+ 0,6° 0
adhesiva Remocion (s) 9,0+ 0,8 9,0 + 1,1 22,2 +2,2° 14,1 +1,6°

Los datos son presentados como medias + error estandar (N = 24) de la ultima sesion de prueba. Los valores de p representan los
resultados del analisis de varianza ANOVA de una via. Cuando p < 0,05, se considerd una diferencia significativa.

@ ERC vs. control.

b ERC + rHUEPO vs. ERC.

Si bien algunos trabajos no se lograron observar los Nuestros resultados demuestran que el tratamiento con
efectos del tratamiento con EPO sobre las funciones rHUEPO reduce los tiempos de latencia e incrementa los
cognitivas*®*’, diversos estudios si demuestran efectos favo- tiempos de exploracion, ademas de reducir el tiempo de
rables sobre las funciones motoras, el aprendizaje y la remocion de la cinta adhesiva, por lo que demuestra una
memoria?>27:33:48, mejora del dafio sensoriomotor presente en los animales con
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Figura1 Pruebas de conducta. A) Prueba de campo abierto. Se muestran los tiempos de latencia y exploracion en cada una de las

sesiones. B) Prueba de laberinto acuatico de Morris. Se muestran el tiempo de nado hacia la plataforma en cada una de las sesiones
y el recorrido representativo de los animales hacia la plataforma.
Los datos son presentados como medias + error estandar (N = 24). Los valores de p representan los resultados del analisis de varianza
ANOVA cuando p < 0,05 se considero6 una diferencia significativa *ERC vs. control y **ERC + rHUEPO vs. ERC.

ERC. Esto, de manera similar a trabajos previos, donde el
tratamiento preventivo con una dosis Unica de EPO mejord
el desempeno de los animales en las pruebas de motrici-
dad tanto en modelos de trauma cerebral inducido®®* e
isquemia®’, asi como en un modelo de ERC inducido por la
administracion de adenina, donde el tratamiento simulta-
neo y postratamiento con EPO mejoro los efectos sobre la
conducta®.

Finalmente, es importante mencionar que en este estudio
se encontro una ligera alteracion de las funciones cognitivas
de la memoria y el aprendizaje durante la induccion de la
ERC. De acuerdo con lo reportado por Tothova et al., la dura-
cion del estudio es importante para observar las alteraciones
cognitivas en ratas con dafo renal®. A diferencia de otros
estudios, donde se pudo observar una mayor afectacion de
la memoria y el aprendizaje después de varias semanas de
establecida la falla renal®®>'. Esto se debe a que el dete-
rioro cognitivo se encuentra asociado a la severidad de la
ERC a consecuencia la uremia y el estado anémico, lo que
conlleva a un estado crénico de hipoxia en el cerebro®.

En conclusion, aunque se observaron ligeros cambios en
las funciones cognitivas después de 4 semanas, la induccion
del dafo renal con adenina provoco cambios sensoriomoto-
res progresivos en estos animales. El tratamiento simultaneo
con rHUEPO corrigi6 la anemia y redujo la uremia y el dano
en el rindn; lo que puede estar asociado a la disminucion
de disfuncion sensoriomotora observada en los animales con
ERC.
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