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INFORMAQ(BES SOBRE O ARTIGO RESUMO

Historico do artigo: Objetivo: Identificaram-se mutagdes no gene da febre mediterranica (MEFV) relatadas como
Recebido em 13 de junho de 2015 responsdveis pela febre mediterranica familiar (FMF). Este estudo teve como objetivo deter-
Aceito em 25 de setembro de 2015 minar a frequéncia de mutacées no MEFV na regido sul do mar de Marmara e investigar
On-line em 21 de fevereiro de 2016 o impacto dos polimorfismos genéticos G138G (rs224224, c.414A>G) e A165A (rs224223,

€.495C > A) nos achados clinicos da doenca.

Palavras-chave: Métodos: Foram incluidos neste estudo 116 pacientes com diagnéstico de FMF e 95 individuos
Febre mediterranica familiar no grupo controle. Usou-se o método de andlise da sequéncia de DNA para identificar as
Gene MEFV 10 mutagdes mais prevalentes localizadas nos éxons 2 e 10 do gene MEFV.

Polimorfismo Resultados: Como resultado da andlise da muta¢do MEFV, a mutagdo mais comum foi a

mutagao alélica M694 V, com uma taxa de frequéncia de 41,8%. Quando os grupos de pacien-
tes e controles foram comparados em termos de frequéncia de ambos os alelos polimérficos
(alelo polimérfico G, observado no G138G e o alelo polimérfico A, observado no A165A), a
variacdo observada foi estatisticamente significativa (p<0,001). Verificou-se que os tipos
de mutacdo no MEFV ndo tinham relacdo com os achados clinicos nem com a amiloidose
(p>0,05).
Conclusdes: Que se tem conhecimento, este estudo é o primeiro feito na regido sul do mar
de Marmara que relata a frequéncia de mutac¢des no MEFV. Os achados indicam que os poli-
morfismos G138G e A165A podem ter um impacto sobre o progresso da doenca. Acredita-se
que sdo necessarios mais estudos que abranjam um maior niimero de casos e investiguem
os polimorfismos do gene MEFV.
© 2016 Elsevier Editora Ltda. Este é um artigo Open Access sob uma licenca CC
BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Investigation of MEFV gene polymorphisms (G138G and A165A) in adult
patients with familial Mediterranean fever

ABSTRACT

Aim: Various mutations have been identified in the Mediterranean Fever (MEFV) gene which
isreported to be responsible from Familial Mediterranean Fever (FMF). In our study, we aimed
to determine the frequency of the MEFV mutations in our region and to investigate the
impact of G138G (rs224224, c.414A > G) and A165A (rs224223, c.495C > A) gene polymorphisms
on the clinical findings of the disease.

Methods: One hundred and sixteen patients diagnosed with FMF and 95 control subjects
were included in this study. We used the DNA sequence analysis method to identify the
most prevailing 10 mutations located in exon 2 and 10 of MEFV gene.

Results: As a result of the MEFV mutation analysis, the most common mutation was the
M694 V mutation allele with a frequency rate of 41.8%. When the patients group and control
group were compared in terms of frequency of both polymorphic alleles (G polymorphic
allele, observed in G138G and the A polymorphic allele, observed in A165A), the variation
was observed to be statistically significant (p <0.001). It was found that the MEFV mutation
types have no relation with clinical findings and amyloidosis (p >0.05).

Conclusions: To our knowledge, our study is the first study in the Southern Marmara region

Keywords:

Familial Mediterranean fever
MEFV gene

Polymorphism

that reports the frequency of MEFV mutations. Our findings imply that the polymorphisms
of G138G and A165A may have an impact on progress of the disease. We think that more
studies, having higher number of cases and investigating the polymorphisms of MEFV gene,

are needed.

© 2016 Elsevier Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY-NC-ND

license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introducao

A febre mediterranica familiar (FMF) é uma doenca inflama-
téria hereditdria autossdmica recessiva que afeta as pessoas
da regido do Mediterraneo, incluindo turcos, arménios, judeus
ndo Ashkenazi e drabes. Caracteriza-se por episédios recor-
rentes de peritonite, febre, erupcdes cutaneas, artrite e outras
inflamagdes serosas.' Embora as crises sejam autolimita-
das, em alguns pacientes a FMF causa a amiloidose tipo AA,
que leva a insuficiéncia renal. A amiloidose comumente causa
danos em outros érgdos, além de insuficiéncia renal. O prog-
néstico é determinado pela complicacdo de amiloidose AA.
Os episddios inflamatérios e a amiloidose renal podem ser
prevenidos pelo tratamento com colchicina.?*®

A FMF é causada por mutacdes no gene MEFV. Esse
gene estd localizado no brago curto do cromossomo 16 e
é composto por 10 éxons. A proteina codificada por esse
gene é denominada pirina/marenostrina; estd presente quase
exclusivamente nos neutréfilos e em seus precursores. Essa
proteina estd envolvida na regulacdo da inflamacdo, apop-
tose e/ou secrecdo de citocina.*’® As quatro mutacdes mais
comuns, M694V, V726A, M680I e M694I, sdo encontradas no
éxon 10 do gene. Outra mutacdo, a E148Q, é encontrada
no éxon 2. Essas cinco mutagdes sdo encontradas em mais
de dois tercos dos casos.?? Diversos estudos demonstra-
ram que a mutacdo M964V estd associada a doenca grave,
caracterizada por inicio precoce, frequéncia elevada de cri-
ses, necessidade de altas doses de colchicina e alta frequéncia
de amiloidose em pacientes ndo tratados. A E148Q é encon-
trada em populacdes em que a FMF é rara. A mutacao E148Q
também é comum, mas seu papel na doenca é controverso.

A maior parte dos especialistas em FMF se refere a ela como
uma mutagdo que causa doenca leve.>'"13 Muitos polimor-
fismos, como o D102D (rs224225, ¢.306T > C), G138G (rs224224,
c.414A>G), A165A (rs224223, c. 495C>A) e R202Q (rs224222,
€.605G > A), sdo encontrados no éxon 2 do gene MEFV. Os
polimorfismos D102D, G138G e A165A sdo sinénimos vari-
antes. Em um estudo, Bagarslan et al.'* informaram que as
frequéncias alélicas dos polimorfismos G138G e A165A sdo
maiores em pacientes com FMF. Em outro estudo, Akar et al.’
citaram que os portadores do alelo 138Gly tinham maior pro-
penséo ao desenvolvimento de amiloidose e acrescentaram
que nado houve diferenca estatisticamente significativa em
termos do polimorfismo G138G entre pacientes e individuos
saudéveis.'*1>

O presente estudo teve como objetivo determinar a
frequéncia de mutacdo no MEFV na regido sul do mar de
Marmara e investigar o impacto dos polimorfismos genéticos
G138G e A165A sobre os achados clinicos da doenca.

Material e métodos
Amostra

Foram analisados retrospectivamente os prontudrios de
pacientes com FMF acompanhados pelo Departamento
de Medicina Interna da Faculdade de Medicina da Universi-
dade de Uludag, em Bursa, Turquia.

O grupo de pacientes foi montado com adultos nos quais
a andlise da mutacdo genética MEFV foi estudada por causa
do diagnéstico presuntivo de FMF. O grupo de pacientes con-
sistia em 116 individuos em quem o diagnéstico de FMF foi
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verificado clinicamente (com base nos critérios de Tel Hasho-
mer) e foi identificada mutacdo no gene MEFV. O grupo
controle foi composto por 95 individuos em quem a FMF foi
excluida clinicamente e nio foi identificada mutacgédo no gene
MEFV. Coletaram-se dados demograficos do grupo de pacien-
tes e grupo controle. O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica da Universidade de Uludag.

Isolamento do DNA e andlise do gene MEFV (éxons 2 e 10)

Coletaram-se amostras de sangue do grupo de pacientes
e grupo controle, que foram colocadas em tubos com EDTA.
O DNA gendmico foi extraido do sangue total com o kit de
isolamento de DNA diferente de acordo com as instru¢oes do
fabricante (Dr. Zeydanl Life Sciences, Ltda., Turquia; RTA RTA
Laboratuvarlan Biyolojik Urtinler Ila¢ ve Makine San. Tic. A.S.,
Gebze, Kocaeli, Turquia).

Os fragmentos de DNA com dois éxons do gene MEFV
(éxons 2 e 10) foram amplificados por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), com primers especificos. A amostras de PCR
foram analisadas por sequenciamento direto dos éxons 2 e 10
do gene MEFV no analisador de DNA ABI-3130 (Applied Bio
systems, EUA). Apés sequenciamento, os dados foram ana-
lisados por meio do software de anélise do sequenciamento
de DNA v. 5.2 a procura de mutacdes (E148Q, M694V, M680],
V726A, K695R, M694I, R761 M, A744S) e polimorfismos do éxon
2 (G138G e A165A) mais frequentes.

Andlise estatistica

As idades foram representadas como valores medianos
(minimo-méaximo) e foram comparadas entre os grupos com o
teste U de Mann-Whitney. Na comparagdo das varidveis cate-
goricas, foram usados os testes de qui-quadrado de Pearson,
qui-quadrado de Yates e exato de Fisher. Todas as andlises
estatisticas foram feitas com o programa SPSS 13.0 (Chicago,
IL). A significancia estatistica foi fixada em p<0,05.

Resultados

O estudo foi composto por 116 adultos com FMF (61 do sexo
feminino, 55 do masculino) e 95 individuos do grupo controle
(51 do sexo feminino, 44 do masculino). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa no sexo ouidade entre os grupos
(p=0,9 e p=0,4, respectivamente). As caracteristicas demogra-
ficas e clinicas dos pacientes com FMF sdo mostradas na tabela
1. Além disso, 10 pacientes (8,6%) tinham doenca renal cronica
e 15 (12,7%) tinham proteinuria.

A frequéncia das cinco mutagdes no MEFV mais comuns
neste estudo é apresentada na tabela 2.

A distribuicdo dos genétipos do gene MEFV (homozigoto,
heterozigoto e heterozigoto composto) é mostrada na tabela
3. A distribuicdo dos gendtipos (G138G e A165A) foi significa-
tivamente diferente entre os grupos de pacientes com FMF
e controles (p<0,001, tabela 4). Para o polimorfismo genético
G138G, a frequéncia do alelo G foi de 68% no grupo de pacientes
com FMF e 46% no grupo controle (fig. 1). Para o polimorfismo
genético A165A, a frequéncia do alelo A foi de 67% no grupo
de pacientes com FMF e 45% no grupo controle (fig. 2). As

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas do grupo de pacientes
com FMF e grupo controle

FMF Controlen=95 (%) p
n=116 (%)
Género femi- 61 (52,6)/55 (47,4) 51 (53,7)/44 (46,3) 0,9
nino/masculino)
Idade (anos)? 30 (18-79) 30 (18-71) 0,4
Dor abdominal 114 (98,3) - -
Febre 127 (74,1) - -
Artrite/artralgia 46 (33,6) - -
Exantema do 14 (12,1) - -
tipo erisipela
Dor toracica 14 (12,1) - -
Amiloidose 7 (6) - =

@ Mediana (minimo-maximo).

Tabela 2 - Frequéncias alélicas das muta¢des mais
frequentemente encontradas

Mutacao Frequéncia alélica®
M694V 41,8% (97/232)
M680I (L/C) 14,6% (34/232)
V726A 6% (14/232)
K695R 3,4% (8/232)
E148Q 2,1% (5/232)

2 Total de alelos=232.

Tabela 3 - Distribuicdo das muta¢6es no MEFV

Mutagoes no MEFV Nuimero de pacientes %
M694V/N 38 32,7
M694V/M694V 20 17,2
M680I (L/C)/N 11 9,4
M694V/M680I (L/C) 10 8,6
V726A/N 7 6
K695R/N 6 5,4
M680I (L/C)/M6801I (L/C) 5 4,3
M694V/V726A 5 4,3
E148Q/N 4 3,4
M694V/M6941 2 1,7
M6801I (L/C)/V726A 2 1,7
M694V/E148Q 1 0,9
M694V/R761M 1 0,9
M680I (L/C)/R761M 1 0,9
K695R/K695R 1 0,9
A744S/N 1 0,9
R761M/N 1 0,9
Total 116 100
N, normal.

frequéncias alélicas de ambos os polimorfismos foram esta-
tisticamente diferentes entre os grupos (p <0,001).

Nao houve relacdo estatisticamente significativa entre
quaisquer mutagdes ou polimorfismos (G138G e A165A) e
achados clinicos como febre, dor abdominal, artrite/artralgia,
exantema do tipo erisipela, doenca renal cronica, proteinuria
ou amiloidose (p > 0,05 para todos).
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Tabela 4 - Distribuicdo do genétipo MEFV entre os
grupos FMF e controle

FMF Controle p
n=116 n=95

Polimorfismo <0,001
genético
G138G
(rs224224,
c.414A > 1)
Genotipo
A/A
Genotipo
A/L
Genotipo
G/G

Polimorfismo
genético
Al165A
(rs224223,
c.495C>A)

Genotipo C/C

Genodtipo C/A

Genodtipo A/A

12 (10,30) 30(65,70)

50 (43,10) 43(31,30)
54 (46,60) 22(3)

<0,001

12 (10,30)
53 (45,70)
51 (44)

30(31,60)
44 (46,30)
21(22,10)

100
920

68
70 — 54 [] Frequéncia do
60 6 alelo A (%)
50

— [ Frequéncia do
40 3o

alelo G (%)
30
20
10
0

Grupo FMF ' Grupo comrole‘

Figura 1 - Distribuicdo das frequéncias alélicas do
polimorfismo genético G138G (rs224224, c.414A > G) do gene
MEFV no grupo de pacientes com FMF e grupo controle. As
barras brancas representam a frequéncia do alelo A e as
barras cinzas representam a frequéncia do alelo G

em ambos os grupos.

55 [] Frequéncia do

— 45 alelo C (%)
50 — [ Frequéncia do

33 alelo A (%)

Grupo FMF [ Grupo controle [

Figura 2 - Distribuicdo das frequéncias alélicas do
polimorfismo genético A138A (rs224223, c.495C> A)

do gene MEFV no grupo de pacientes com FMF e grupo
controle. As barras brancas representam a frequéncia
do alelo G, e as barras cinzas representam a frequéncia
do alelo A em ambos os grupos.

Discussao

No presente estudo, avaliaram-se as frequéncias das
mutacdes genéticas no MEFV, a frequéncia alélica dos
polimorfismos G138G e A165A e as manifestacdes clinicas
da doenca em 116 pacientes adultos com FMF que vivem
em Bursa, na regido do sul do mar de Marmara, na Turquia.
Encontrou-se uma frequéncia significativamente maior do
alelo G no polimorfismo G138G e do alelo A no polimorfismo
A165A. No entanto, ndo foi possivel encontrar uma associac¢ao
significativa entre esses polimorfismos e as caracteristicas
clinicas desses pacientes.

A prevaléncia estimada da doenca na Turquia é de 0,1%.
No entanto, como muitos pacientes ndo sdo diagnosticados,
acredita-se que possa ser maior. Ainda ndo ha um exame labo-
ratorial especifico para o diagnéstico de FMF. Na atualidade,
o diagnoéstico é feito com base nas caracteristicas clinicas do
paciente, como achados clinicos, etnia, histéria familiar, res-
posta a colchicina etc.'%1°

No Turkish FMF Study Group, os achados clinicos em paci-
entes com mais de 18 anos incluem dor abdominal (93,7%),
febre (92,5%), artrite (27,1%) e exantema do tipo erisipela
(10,4%). Em outro estudo, feito por Kasifoglu et al., os acha-
dos clinicos foram dor abdominal (94,6%), febre (91,9%), artrite
(39,8%) e exantema do tipo erisipela (23,7%)."'® Observam-
-se sinais/sintomas clinicos - além da febre - em incidéncias
semelhantes nos estudos. Por causa do uso regular de colchi-
cina e do uso de farmacos anti-inflamatérios nao esteroides
com o aparecimento da dor abdominal, a frequéncia de febre
encontrada pode ser mais baixa do que a real.

Apesar da falta de informacdo em relacdo a frequéncia total
de mutacdo nos estudos feitos em nosso pais, as frequéncias
de mutacdo nessas diferentes regides foram descritas pelos
estudos feitos nessas regides. O Turkish FMF Study Group ava-
liou muitos pacientes e pessoas saudaveis em 2005. De acordo
com esse estudo, foi feita andlise genética em 1.090 pacien-
tes; as mutacdes mais comuns foram detectadas nas seguintes
frequéncias: M694V 51,4%, M680I 14,4% e V726A 8,6%.' Com
base no estudo feito pelo Turkish FMF Study Group, considera-
-se que o diagnéstico genético da FMF pode ser feito pela
determinacao dessas trés mutacoes na maior parte dos paci-
entes (cerca de 74%).

Em estudos feitos em vdarias regides da Turquia, foram
descritos resultados semelhantes as frequéncias encontradas
pelo Turkish FMF Study Group. Gunesag et al.’® relataram
que as mutac¢des mais comuns em 90 pacientes nas proxi-
midades da regido de Cukurova foram a M694V (51,66%), a
M680I (17,22%), a V726A (10,55%) e a M694I (1,66%). Em um
estudo conduzido por Akar et al.?° na regido da Anatélia cen-
tral, as frequéncias da mutacio M694 V, M6801, V726A e M6941
foram determinadas como de 43,5%, 12%, 11,1% e 2,8%, res-
pectivamente. Em outro estudo feito em Erzurum, Ertekin
et al.?! determinaram que a mutacdo M694V (51,3%) era o
tipo mais comum de mutacao. Esse tipo era seguido pelas
mutacoes M680 (7,3%), V726A (4,9%), E148Q (4,9%) e R761H
(2,4%), respectivamente. De acordo com um estudo feito por
Yilmaz et al.?”? nas proximidades de Ankara, as mutacdes e
frequéncias encontradas nos pacientes foram: M694 V 51,55%,
M680I 9,22%, V726A 8,8%, E148Q 3,55% e M694I 0,44%. Em
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estudos recentes, a frequéncia das mutagdes M694 V, M680I e
V726A foram determinadas como de 33,7%, 15,5% e 5%, res-
pectivamente, por Yigit et al.>®> na regido do mar Negro; as
frequéncias das mutagdo M694 V, E148Q, V726 A e M680I foram
determinadas como de 47,6%, 16,75%, 12,95%, 11,94%, respec-
tivamente, por Akin et al.? na regido do Egeu. Em outro estudo
recente feito em Ancara, Dogan et al.® relataram as mutagdes
e frequéncias como de M694V 42,05%, E148Q 19,27% e M680I
16,27%. No presente estudo, as frequéncias de mutacao foram
semelhantes as encontradas pelo Turkish FMF Study Group.

A FMF é um diagnéstico clinico, que pode ser apoiado, mas
néo excluido, pelo teste genético. Os autores recomendaram o
uso de testes genéticos somente em casos atipicos, quando ha
davidas em relagdo ao diagnéstico clinico.’* Acredita-se que
conhecer o tipo de mutacgéo é til para confirmar o diagnés-
tico e determinar o tratamento das complica¢des que podem
ocorrer com base nos tipos de mutacao. Os pacientes com FMF
que carregam dois dos alelos que comumente apresentam
mutagdo (homozigotos ou heterozigotos compostos), espe-
cialmente para a mutacdo M694V ou mutacdes na posicao
680-694 no éxon 10, devem ser considerados em risco de ter
uma doenca mais grave.’* Os pacientes homozigotos para a
mutacdo M694V estdo em risco de doenca de inicio precoce
e desenvolvimento de amiloidose como complicac¢do.'® Tam-
bém se sabe que a amiloidose imp&e um risco de insuficiéncia
renal. Relata-se que a introduc¢do de colchicina reduz signi-
ficativamente as complicagdes em pacientes diagnosticados
clinicamente em uma fase precoce.?>?°

Em um relatério do Turkish FMF Study Group, as quei-
xas articulares foram significativamente mais frequentes nos
pacientes homozigotos para M694 V/M694V, enquanto nao
houve diferenca estatisticamente significativa na analise de
correlacdo entre as mutagoes e achados clinicos como febre,
dor abdominal e amiloidose.”

No presente estudo, ndo foi encontrada correlacdo esta-
tisticamente significativa entre os tipos de mutacdo e as
frequéncias de doenca renal cronica, amiloidose, proteind-
ria e sintomas como febre, dor abdominal, artralgia, artrite e
exantema do tipo erisipela. Que se tem conhecimento, o pre-
sente estudo é importante por ser o primeiro a descrever a
frequéncia de mutacdes no MEFV na regido do sul do mar de
Marmara.

A falha em definir exatamente a relacdo genétipo-fenétipo
das mutacoes classicas conhecidas tem atraido a atengdo para
polimorfismos nos quais a importancia clinica ndo é bem
conhecida. Na literatura, a relacdo entre os polimorfismos
G138G (rs224224), A165A (rs224223), R202Q (rs224222) no éxon
2 do gene MEFV e a doenca e suas complicacdes é descrita em
uma pequena quantidade de artigos.'*1>?

Em um estudo feito no pais, Ozturk et al. relataram que
portar o polimorfismo R202Q nao tem quaisquer efeitos sobre
a FMF, mas também afirmaram que as mutac¢des no éxon 10
deste gene afetam os sintomas da doenga.?”’

Em um estudo feito por Akar et al.’® foram incluidos
124 pacientes com FMF e 81 controles saudaveis. Foi investi-
gado o polimorfismo Ala138Gly. Entre os grupos de pacientes
e controles, ndo houve diferenca estatisticamente significa-
tiva em termos de polimorfismo e Alal38Gly. No entanto,
quando 47 pacientes com amiloidose foram comparados com
outros pacientes nos quais a amiloidose nao foi detectada, foi

observada diferenca estatisticamente significativa em termos
do polimorfismo Ala138Gly; relatou-se ainda que o alelo poli-
moérfico do 138Gly em pacientes com FMF esteve associado
a amiloidose. No estudo conduzido por Basarslan et al.,'*
as frequéncias dos alelos polimérficos do G138G (rs224224) e
A165A (rs224223) nos pacientes eram mais elevadas do que no
grupo controle.

No presente estudo, houve diferenca significativa em ter-
mos dos polimorfismos G138G e A165A quando comparados
pacientes e individuos sauddveis. Além disso, no presente
estudo, ao contrdrio de outros estudos, foi investigada a
relacdo entre os polimorfismos G138G e A165A e caracteris-
ticas clinicas, como febre, dor abdominal, artrite/artralgia,
exantema do tipo erisipela, doenca renal cronica, proteiniria
e amiloidose. No entanto, ndo houve associacdo estatistica-
mente significativa. O pequeno tamanho da amostra estudada
e sua idade (todos os individuos eram maiores de 18 anos)
podem ter afetado os resultados.

No presente estudo, houve diferenca estatisticamente sig-
nificativa entre o grupo de pacientes e o grupo controle em
relacdo aos polimorfismos G138G e A165A. Esses achados
precisam ser avaliados em estudos posteriores, com maior
numero de casos e dados de seguimento para determinar a
relacdo entre o fendtipo e as implicacdes ao desenvolvimento
de complicacdes da doencga de modo claro.

Entre as limitages do presente estudo estdo o desenho
transversal, o tamanho relativamente pequeno da amostra e a
pequena quantidade de pacientes com amiloidose (sete), além
da exclusdo de pacientes com menos de 18 anos. Acredita-se
que sdo necessarios outros estudos com amostras maiores
e metodologia longitudinal para elucidar o papel exato das
mutacdes e dos polimorfismos no contexto clinico e prognos-
tico de pacientes com FMF.

Em conclusdo, que se tem conhecimento, este é o pri-
meiro relato da regido sul do mar de Marmara a determinar
as frequéncias de mutac¢des no MEFV. Observou-se que as
frequéncias de muta¢oes no MEFV em nossa regido sao simila-
res as encontradas na literatura. Além disso, foram observados
alelos polimérficos do G138G e A165A em maior frequéncia em
pacientes com FMF em comparagao aos controles. No entanto,
nao se observou qualquer associacdo entre essas mutacoes ou
polimorfismos nesses pacientes.
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