http://dx.doi.org/10.1590/1678-4162-11: o

C.R.O.Santos

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.72, n.2, p.339-345, 2020 hitps-//orcid.org/0000-0002-8676-60

A.M. Amude

https://orcid.org/0000-0001-7515-75

F.P.Araujo

https://orcid.org/0000-0001-6990-91

Achados clinicos, histopatolégicos e moleculares da mielopatia F-¢:M.Bezera

https://orcid.org/0000-0001-9850-09

degenerativa canina: relato de caso JF.Nogueira
https://orcid.org/0000-0002-1425-20

J.J.SGouveia
[Clinical, histopathological and molecular findings of canine https://orcid.org/0000-0002-0438-09

degenerative myelopathy: case report] D.B. Junior

C.R.O. Santos', A.M. Amude?, F.P. Aratjo®, F.C.M. Bezerra®,
J.F. Nogueira®, J.J.S. Gouveia*, D. Baratna Janior*

Aluno de pés-graduagdo - Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco - Petrolina, PE
2Faculdade de Medicina Veterinéria - Universidade de Cuiaba - Cuiaba, MT
3Médico Veterinario autdnomo - Salvador, BA
*Universidade Federal do Vale do Sao Francisco - Petrolina, PE

RESUMO

Objetivou-se descrever os achados clinicos, histopatolégicos e moleculares associados a MDC em um céo
da raga Pastor-Suico. O cdo possuia uma paraparesia progressiva em membros pélvicos e foi submetido a
avaliagOes clinicas, pelas quais se obteve, entre outros diferenciais, o diagnostico presuntivo de MDC.
Com a evolugdo dos sinais, 0 tutor optou pela eutanasia. Os achados histopatoldgicos da medula espinhal
foram compativeis com uma degeneragdo segmentar axonal e mielinica. O diagnéstico molecular foi
realizado por meio da extracdo do DNA obtido por swab oral. Uma PCR foi otimizada utilizando-se
primers descritos em literatura para amplificar a regido do gene SOD1. A amostra foi, entdo, submetida a
sequenciamento unidirecional, que revelou que o animal em questdo era homozigoto para o alelo A para a
mutacdo ¢.118G>A no éxon 2 do gene SOD1. O diagnéstico clinico presuntivo da MDC no presente caso
foi esclarecido por meio dos achados histopatolégicos, associados aos achados clinicos, e da sua
caracterizacdo molecular. Ressalta-se a contribuicdo deste relato, que traz aspectos clinicos,
histopatolégicos e moleculares associados & MDC na raga Pastor-Suigo, para a qual, até o presente
momento, na literatura consultada, ndo ha relato dessa enfermidade.

Palavras-chave:esclerose lateral amiotrofica, medula espinhal, neurodegeneracéo, superoxido dismutase 1
ABSTRACT

The objective of this study was to describe the clinical, histopathological and molecular findings
associated with MDC in a Swiss Shepherd dog. The dog had a progressive paraparesis in pelvic limbs
and was submitted to clinical evaluations where, among other differentials, the presumptive diagnosis of
MDC was obtained. With the progression of the nervous deficits tutor opted for euthanasia. The
histopathological findings of the spinal cord were compatible with axonal and myelinic segmental
degeneration. Molecular diagnosis was performed by extracting the DNA obtained by oral swab. PCR
was optimized using primers described in the literature to amplify the SOD1 gene region. The sample was
then subjected to one-way sequencing which revealed that the animal in question was homozygous for the
A allele for the ¢.118G>A mutation in exon 2 of the SOD1 gene. The presumptive diagnosis of MDC in
the present case was clarified by histopathological findings, as well as by its molecular characterization.
The contribution of this report brings clinical, histopathological and molecular aspects associated with
canine degenerative myelopathy in the Swiss Shepherd breed, that until this moment, in the literature
consulted, there is no report of this disease in the breed mentioned.
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INTRODUCAO

Mielopatia degenerativa canina (MDC) é uma
enfermidade neurodegenerativa da medula
espinhal, progressiva e ascendente (Dewey e
Costa, 2017). Essa afeccdo foi inicialmente
descrita em cdes da raga Pastor-Alem&o (Awverill,
1973) e atualmente também é relatada em
diversas outras ragas, incluindo o Cdo-Esquimo-
Americano, Boiadeiro-Bernés, Boxer, Welsh
Corgi Cardigan, Chesapeake Bay Retriever,
Golden Retriever, Kerry Blue Terrier, Poodle,
Welsh Corgi Pembroke, Pug, Rhodesian
Ridgeback, Husky Siberiano, Soft Coated
Wheaten Terrier, Fox Terrier pelo duro (Coates
et al.,, 2007; Ivansson et al., 2016; Dewey e
Costa, 2017).

As principais apresentagbes clinicas sdo
paraparesia progressiva e assimétrica de
neurbnio motor superior, ataxia proprioceptiva
em membros pélvicos e auséncia de dor na
palpacéo epaxial. Com maior duragéo da doenca,
os sinais clinicos podem progredir para uma
paralisia de neurdnio motor inferior nos
membros pélvicos, que pode afetar os membros
tordcicos. Nao ha predilecdo sexual e a idade de
inicio dos sinais neuroldgicos varia entre cinco e
nove anos de idade (Coates et al., 2007; Dewey e
Costa, 2017).

O diagnéstico definitivo da-se no post mortem,
por meio do exame histopatolégico da medula
espinhal, e os achados sdo caracterizados por
uma degeneracgdo axonal e mielinica que afeta os
funiculos, principalmente no aspecto dorsal dos
funiculos laterais e dos funiculos dorsais, além
de perda do corpo celular neuronal (March et al.,
2009).

A MDC ¢é equivalente & esclerose lateral
amiotrofica em humanos (ELA) e é caracterizada
como uma doenga genética autossdmica
recessiva causada por mutacbes no gene da
proteina superdxido dismutase 1 (SOD1).
Atualmente ja foram descritas duas mutagdes
associadas a essa afeccdo; a primeira é uma
transicdo (c.118G>A) no éxon 2 do gene SOD1,
resultando na mudanca de glutamato para lisina
no aminoacido 40 da cadeia polipeptidica
(Awano et al., 2009), e a segunda, uma
transversdo (c.52A>T) localizada no éxon 1 do
mesmo gene e que resulta na mudanca de
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treonina para serina na posicdo 18 da cadeia
polipeptidica (Pfahler et al., 2014).

Nédo ha tratamento efetivo para a MDC e todos
os protocolos utilizados até o momento foram
empiricos, sem evidéncias cientificas. Assim,
comumente os tutores optam pela eutandsia a
medida que a paralisia ascende, ou ainda quando
hd sinais de comprometimento respiratério e
urinario (Coates e Wininger, 2010). Na literatura
consultada, ainda ndo hé relatos da MDC em céo
da raca Pastor-Suico, bem como na literatura
nacional ndo ha, até o presente momento,
descricbes que associem aspectos clinicos,
histopatoldgicos e moleculares da MDC. Assim,
objetivou-se descrever o0s achados clinicos,
histopatolégicos e moleculares associados a
mielopatia degenerativa canina em um cédo da
raca Pastor-Suico.

CASUISTICA

Foi atendido um paciente da espécie canina, da
raca Pastor-Suico, fémea, com 10 anos de idade.
A queixa relatada pelo seu tutor era de
dificuldade locomotora progressiva em membros
pélvicos ha trés semanas. A primeira avaliacao
neurolégica revelou ataxia proprioceptiva
discreta em membros pélvicos. O reflexo cutaneo
do tronco foi ausente até a regido de primeira e
segunda vértebras lombares (L1-L2), e o animal
possuia discreta dor na palpacdo epaxial da
coluna toracolombar e lombar.

Foram solicitadas radiografias simples da coluna
toracolombar e lombossacra nas projecdes lateral
e dorsoventral, além de  tomografia
computadorizada da coluna toracolombar e
lombossacra. As  proje¢des  radiograficas
demonstraram espondilose deformante em T13-
L1, porém sem significado clinico evidente nas
avaliacOes neurologicas realizadas. A tomografia
computadorizada ndo foi realizada pelo tutor. Foi
iniciada terapia com meloxicam (0,1mg/kg, por
via oral, a cada 24h, até a suspensdo médica) e
dipirona (25mg/kg, por via oral, a cada oito
horas, até a suspensao médica).

Apds seis meses, 0 animal retornou apresentando
piora acentuada da ataxia proprioceptiva
(deambulava somente com auxilio), diminuicdo
da propriocepcdo consciente bilateral em
membros pélvicos e hipotrofia da musculatura
nesses membros. O reflexo cutdneo do tronco
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estava ausente até a regido das vértebras
toracicas T11-T12, e estava mais responsivo do
lado direito. Na palpacdo epaxial, notou-se
apenas um discreto incomodo.

Os  possiveis  diagnosticos  diferenciais
estabelecidos incluiram inicialmente mielopatia
degenerativa canina, neoplasia e doenca do disco
intervertebral. Com a evolucdo para a piora do
quadro, foi reforgado o diagnéstico presuntivo de
mielopatia degenerativa e esclarecido o
progndstico  desfavordvel. Considerando a
progressdo dos sinais neuroldgicos, o tutor optou
pela eutanasia do cao.

Para a avaliacdo histopatolégica da medula
espinhal, o segmento da medula espinhal

o

Figura 1. Fotcrografia de seccdes tr

ansversas de medula espinhal corada c

toracolombar foi removido e esta foi fixada em
formalina neutra tamponada a 10%. Cortes
transversais de 0,5cm da medula espinhal
previamente fixada foram obtidos, processados
rotineiramente para histologia e corados pela
técnica de hematoxilina e eosina (HE). A
avaliagdo microscopica revelou degeneragdo
vacuolar difusa nos funiculos medulares, mais
acentuada principalmente nos funiculos laterais e
dorsal. Dentro dos vacuolos, foi possivel
identificar ax6nios degenerados tumefeitos e
residuos de debris axonais, bem como presenca
de axonofagia (Fig. 1). Em muitos vaclolos, nao
foram observados resquicios axonais. Também
foram observadas astrogliose e astrocitose na
substéncia branca medular.

om hematoxilina-eosina

(segmento toracolombar) de cdo Pastor-Suigo diagnosticado com mielopatia degenerativa. A. Observam-
se dois grandes vacuolos axonais, um com debris axonais residuais e outro sem resquicio axonal (setas),
objetiva de 100. B. Notam-se dois vacuolos com debris axonais (setas) em processo de axonofagia e
aumento do conteddo celular por gliose, objetiva de 100. C. Presenca de axdnio tumefeito e degenerado
em corte longitudinal (seta), aumento de contetdo celular por gliose, objetiva de 100. D. Fotomicrografia
panoramica de funiculo medular de cdo Pastor-Suico (sec¢do transversa), corada com hematoxilina-
eosina (segmento toracolombar). Nesta imagem, ja se notam os vacUolos axonais com e sem resquicios
axonais, além de diversos axdnios tumefeitos e degenerados, objetiva de 40.

Para realizacdo do diagnoéstico molecular da
transicdo (c.118G>A) no éxon 2 do gene SOD1,
0 DNA foi extraido de swab oral, utilizando-se
uma adaptacdo do protocolo de extracdo salina
descrito por Regitano et al. (2007). Apos a
extracdo, a amostra foi submetida a eletroforese
em gel de agarose (2%) para verificacdo de
concentragdo e qualidade do DNA.

Para a reacdo em cadeia da polimerase, foram
utilizados  os primers F1-SOD (5-
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GTCCCCAGCCTAGAATGGTTAA-3) e R2-
SOD (5- CGGCTTTGTGGATCATTTCC-3),
descritos por Turba et al. (2017). A reagdo
consistiu em: tampdo de PCR (1X), MgCI2
(1,5mM), dNTP (0,2mM), primer F1-SOD
(0,2uM), primer R2-SOD (0,2uM), Taqg DNA
polimerase (2U) e DNA (80ng). As reacOes
ocorreram em um volume final de 25uL, com
uma desnaturagdo inicial a 95°C por 10 minutos,
seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por
30 segundos, anelamento a 54°C por 30 segundos
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e extensdo a 72°C por um minuto, seguido de
uma extensdo final a uma temperatura de 72°C
por 10 minutos.

A amostra  foi, entdo, submetida a
sequenciamento Sanger unidirecional (utilizando

0 primer F1-SOD) em empresa particular
(HELIXXA-Bases for Life). O sequenciamento
revelou que o animal em questdo era homozigoto
para o alelo “A” da mutag¢do ¢.118G>A no éxon
2 do gene SOD1 (Fig. 2).

OMNASequences Transiated Protein Sequences
Species/Abbi Group Name
1. rs85302643

2. PCO1

—

-
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ACCATTACAGGGCTGACTRAAGGCGAGCATGGA
ACCATTACAGGGCTGACT.AAGGCGAGCATG(_‘:A

- o x

180 190 200 210
GTGGTATCAGGAACCATTACAGGGCTGACTRAAAGGCGAGCATGG

Figura 2. Eletroferograma de cdo da raga Pastor-Suico com a muta'géo c.118G>A no éxon 2 do gene
SOD1 e alinhamento com a sequéncia de referéncia. O realce esta na mutagdo associada com a mielopatia

degenerativa canina.
DISCUSSAO

Na MDC, a idade do inicio dos sinais
neurologicos geralmente é de cinco anos, ou
ainda mais tarde, em ragas de cdes grandes, e um
dos primeiros sinais clinicos da enfermidade é
ataxia proprioceptiva de membros pélvicos. No
momento da apresentacdo clinica da MDC, as
alteracBes posturais e de reflexos segmentares
sdo consistentes com acometimento de neurdnio
motor superior, localizado nos segmentos da
medula espinhal T3 a L3 (Coates e Wininger,
2010). O céo do presente relato estava na faixa
etaria para o inicio dos sinais clinicos, bem
como em um curso clinico semelhante ao
descrito em literatura para a enfermidade
relatada.

Outras enfermidades podem gerar sinais clinicos
semelhantes a MDC, e, por isso, foram
consideradas no plano de diagnéstico. Um
exemplo é a doenca do disco intervertebral
cervical (C1-C5), ou toracolombar (T3-L3)
(protruséo ou extrusdo) (Coates et al., 2007). No
caso da doenga do disco intervertebral cervical,
a disfuncdo de membros pélvicos pode
apresentar-se antes mesmo da disfuncdo dos
membros  tordcicos  (por exemplo, na
espondilomielopatia cervical caudal), fazendo
com que possa ser considerada na lista de
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diferenciais (Coates et al., 2007; Dewey e Costa,
2017).

Comparativamente a uma sindrome cervical
caudal, os sinais de mielopatia compressiva
toracolombar sdo mais semelhantes aos sinais
visualizados na MDC, por tratar-se de um
acometimento que, a principio, é atribuido a
lesdo em neurbnio motor superior (Dewey e
Costa, 2017).

A neoplasia 6ssea ou a da medula espinhal
possuem possibilidade de compressdo da medula
espinhal e consequentemente 0s  sinais
neurolégicos podem ser decorrentes de uma
mielopatia compressiva progressiva (Coates et
al., 2007). Assim, foram solicitadas radiografias
simples, bem como a  tomografia
computadorizada, que auxiliaria nesses possiveis
diagnosticos diferenciais.

Entre os exames solicitados que poderiam ser
feitos ante mortem para descartar as
enfermidades do plano de diagnostico diferencial
para o cdo deste presente relato, a tomografia
computadorizada ndo pdde ser realizada pelo
tutor. Esse exame poderia contribuir para
detectar possivel mielopatia associada a uma
doenca de disco intervertebral ou, ainda, sugerir
sinais de neoplasia 6ssea ndo evidenciada por
radiografia simples. As radiografias simples
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realizadas ndo sugeriram nenhum padrdo
compativel com neoplasia 6ssea.

Segundo Dewey e Costa (2017), o uso de
analgésicos pode ajudar a descartar mielopatias
compressivas da medula espinhal, pois trara
algum beneficio para esses pacientes e auxilia o
clinico na conducdo do seu plano diagndstico.
Considerando essa afirmagdo e também
objetivando fornecer um conforto ao animal
devido a dor apresentada na palpacéo epaxial,
foram prescritos o meloxicam e a dipirona. E
importante considerar que cdes idosos podem
comumente sentir discreta dor na palpagéo
epaxial, possivelmente, devido a artrose (Dewey
e Costa, 2017). Todos esses fatores exigem
atencdo especial do avaliador para detectar o
local da lesdo predominante e identificar a
etiologia associada.

No retorno do animal, ainda foi percebido um
discreto incobmodo na palpacdo epaxial, 0 que
revela que os analgésicos prescritos néo
influenciaram muito nesse sentido, uma vez que
0s sinais neuroldgicos evoluiram para pior,
porém sem sinais de dor severa por algum tipo
de compressdo evidente. Portanto, como citado
anteriormente, esse incémodo pode ser atribuido
a palpagdo epaxial em animais idosos devido a
artrose.

A maioria dos tutores opta pela eutanésia
quando a MDC evolui para a paraparesia ndo
ambulatoria, e assim também foi decidido pelo
tutor do céo deste relato. Uma vez que o
diagndstico definitivo ¢ baseado nos achados
histopatolégicos da medula espinhal (Coates e
Wininger, 2010), foi, entdo, solicitado o exame
histopatoldgico no presente caso.

Os achados da histopatologia inerentes a MDC
sdo consistentes com degeneracdo axonal ndo
inflamatoria em todos os funiculos, mas podem
aparecer também especialmente nos funiculos
laterais e dorsais (March et al., 2009; Coates e
Wininger, 2010), assim como foi descrito nos
achados de microscopia do segmento medular
analisado no presente caso. Cdes com MDC
podem evidenciar padrdes caracteristicos de
vacuolizacdo e perda axonal, o que foi
constatado no exame histopatolégico deste
relato, além de uma perda acentuada de axdnios,
mielina e grandes areas de astrogliose. Tais
achados descritos na histopatologia do segmento
da medula espinhal avaliado, foram consistentes
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com a literatura para a MDC (March et al.,
2009; Coates e Wininger, 2010).

Uma distribuicdo similar das alteracdes no
histopatolégico tem sido observada em muitos
outros casos de MDC (Coates e Wininger, 2010;
Wininger et al., 2011). Outros diagnosticos
diferenciais estabelecidos para este relato, como
a doenca de disco intervertebral e as neoplasias,
ndo possuem caracteristicas microscopicas
semelhantes as descritas para a MDC.

Um  diagnéstico  presuntivo de  MDC
frequentemente é realizado com base na falta de
mielopatia compressiva clinicamente relevante.
Para tal, os exames de neuroimagem podem ser
especialmente Gteis para identificar neoplasia da
medula espinhal intramedular precoce e
evidéncia de mielopatia compressiva extradural,
além de frequentemente revelarem protrusdes de
disco, que pode atrapalhar um diagnéstico de
MDC. O clinico, por sua vez, deve ser guiado
pela experiéncia clinica para avaliar a rapidez da
progressdao da doenga, a presenca de hiperestesia
paraespinhal e a gravidade da compressdo da
medula espinhal para explicar a gravidade da
mielopatia (Coates e Wininger, 2010).

Em termos patolégicos, a mielopatia
degenerativa canina é uma axonopatia central
priméria, e as causas atribuidas a ela sdo
bastante pesquisadas, principalmente pela sua
similaridade nos aspectos genéticos e clinicos
com a ELA humana, o que a tornou um modelo
de estudo para a doenga (Nardone et al., 2015;
Dewey e Costa, 2017). Awano et al. (2009)
relataram, pela primeira vez, que a mutacdo
causal para a MDC era uma transicio
(c.118G>A) no éxon 2 do gene SOD1 (que leva
a mudanca de glutamato para lisina no
aminodcido 40 da cadeia polipeptidica).

Essa mutagdo, citada anteriormente por Awano
et al. (2009), foi identificada no cdo descrito
neste relato e, segundo a literatura, pode ser
considerada como o principal fator de risco
associado a manifestagdo da doenca (Capucchio
et al., 2014; Holder et al., 2014).

Um dos papéis dos testes genéticos é auxiliar o
médico veterinrio com o diagndstico diferencial
de distarbios que compartilham sinais clinicos
semelhantes (Mellersh, 2012), principalmente
quando se fala das diferentes mutages dentro do
mesmo gene ou em genes diferentes, que podem
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levar a0 mesmo quadro clinico, ou seja, o
fendmeno de heterogeneidade genética. Esse
fendbmeno foi relatado em cles da raca
Boiadeiro-Bernés com uma mutagdo diferente
dentro do mesmo gene da SOD1 (Wininger et al.,
2011; Pfahler et al., 2014). Nessa raga, a
mutacdo consiste em uma transverséo (c.52A>T)
localizada no éxon 1 do gene da SOD1 (que
resulta na mudanca de treonina para serina na
posicdo 18 da cadeia polipeptidica), também
associada ao aparecimento da MDC (Wininger et
al., 2011; Pfahler et al., 2014).

Além da heterogeneidade genética, a MDC
apresenta penetrancia incompleta, ou seja, nem
todos os cdes homozigotos para as mutagdes
causais associadas ao gene SOD1 irdo
desenvolver a doenga durante o tempo de vida
(Awano et al., 2009). Diante disso, o veterinario
precisa estar atento & associagdo do teste com 0s
aspectos clinicos do paciente e ainda levar em
consideracdo outros exames complementares
associados. Assim, deve-se atentar ndo somente
para os resultados da genotipagem, mas fazer a
associagdo com o curso clinico da enfermidade,
bem como, no caso da MDC, realizar o exame
histopatolégico da medula espinhal para o
diagndstico definitivo (Mcclellan e King, 2010).

Ao possuir a informacdo que um cdo €
homozigoto para a mutagdo no gene da SOD1,
devem-se considerar ainda outras enfermidades
que podem ter sinais semelhantes, uma vez que
possuir o genétipo homozigoto para a doenga
ndo significara que a MDC ir4 se desenvolver,
contudo o valor da genotipagem desse animal é
agregado a outras analises que o clinico precisara
realizar, incluindo a evolucdo do quadro clinico
neurolégico, as técnicas de imagem empregadas
e exames histopatolégicos (O’Brien e Leeb,
2014).

Neste cdo, ndo houve a oportunidade de realizar
o teste molecular para a investigacdo de uma
mutacdo no gene da SOD1 ainda em vida, e,
portanto, na ocasido da coleta de segmento
medular no post mortem, também foi coletada
saliva por meio de swab oral para que esse
animal participasse de um projeto de pesquisa
que investigou essa mutacdo em cées de ragas
predispostas.

Como a idade média de inicio da enfermidade
cursa entre nove e 11 anos de idade, muitos caes
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com a mutacdo no gene SOD1 podem morrer
por outras causas antes de atingir essa idade, ou
mesmo ha relatos de cdes que sdo homozigotos
para o alelo mutante e que viveram, em média,
14-15 anos de idade, sem desenvolver sinais da
doenca (O’Brien e Leeb, 2014). Contudo, no
presente caso, 0 cdo possuia a idade descrita
para o inicio do desenvolvimento da MDC e os
sinais  clinicos  compativeis, 0 que
posteriormente foi confirmado no estudo
histopatolégico.

Devido aos aspectos genéticos que envolvem
essa doenca, as ferramentas de genotipagem tém
se tornado cada vez mais uma tendéncia entre o0s
veterinarios e criadores, uma vez que é possivel
selecionar quais animais serdo utilizados nos
acasalamentos. Isso torna possivel o controle ou,
até mesmo em alguns casos, a erradicacdo de
doencas. Contudo, essas ferramentas devem ser
usadas com cautela e estratégias bem definidas,
para que métodos rigorosos, a ponto de excluir
animais que possam contribuir para a populacéo,
ndo sejam aplicados a um plantel (Lyons et al.,
2016).

Uma vez que os testes de DNA estdo se tornando
mais aplicaveis, é fundamental que os clinicos
compreendam a aplicacdo e a interpretagcdo
adequada dos resultados que eles trazem,
levando em consideracdo os diversos aspectos
que envolvem a enfermidade investigada
(O’Brien e Leeb, 2014).

CONCLUSOES

Tomados em conjunto, os achados clinicos,
histopatolégicos e o diagnoéstico molecular
permitiram  confirmar o diagnoéstico de
mielopatia degenerativa canina em um céo
Pastor-Suico. Esses resultados contribuem para
as investigacGes do aspecto molecular da doenca,
pois confirmam uma mutagao ja descrita no gene
SOD1 em caes, a qual é atribuida como fator de
risco ao desenvolvimento da mielopatia
degenerativa canina. Esse tipo de descri¢do
clinica, associada a achados histopatoldgicos e
moleculares, traz suporte cientifico para 0s
clinicos introduzirem a MDC no diagndstico
diferencial de mielopatia nas racas descritas
como predispostas a doenca, bem como
empregarem as  ferramentas  moleculares
disponiveis para agregar valor ao seu
diagnostico.
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