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RESUMO

Introducéo: A trissomia do cromossomo 21 é a base genéticandeose de
Down (SD), a cromossomopatia humana mais frequénfendétipo da SD pode incluir
varias caracteristicas dismorficas, deficiéncieelettual, alteracbes imunoldgicas,
cardiopatias congénitas, risco aumentado para n@ase especificas, alteracbes
neurologicas, entre outras. Existem basicaments diymdteses que tentam explicar
como a presenca de trés copias do cromossomo @fiaree fenotipo Down. De acordo
com a hipodtese do “efeito da dosagem génica”, eesspo elevada em cerca de 50% de
um gene especifico ou de um grupo de genes do ssmmm 21 presente em triplicata
em individuos com SD seria diretamente responsgedh manifestacdo de
caracteristicas da sindrome. A segunda hipéteseresug existéncia de efeitos
secundarios de genes trissdmicos, que afetariampiaglvias metabdlicas, resultando
em disfuncédo celular. Estudos recentes mostramaqgtriessomia do cromossomo 21
resulta na expressao elevada de microRNAs, pequemédéculas de RNAs nao-
codificantes envolvidos na regulacdo génica pdsstmicional, o que pode levar a
reducdo da expressdo de proteinas especificas tebaonpara o fendtipo da SD.
Objetivo:  Identificar microRNAs diferencialmente  expressosm e células
mononucleares do sangue periférico de criancas&brem relacdo a criancas sem a
sindrome e identificar processos biolégicos relmsrpara a patogénese da SD
associados a genes-alvo preditos de microRNAsedifg@imente expressos em criangas
com SD.Casuistica e MétodosForam incluidas no estudo seis crian¢cas com Imsso
livre do cromossomo 21 e seis criangas sem a siredrA quantificacdo de microRNAs
maduros foi realizada utilizando-s&dagMan® Low Density Arrays(Applied

Biosystem)s que possibilita a investigacdo da expressaoSdenticroRNAs maduros



Resunxiv

pelo método de reacdo em cadeia da polimeraseitgtiaat (PCRq) fluorescente em
tempo real. A predicdo de genes-alvo dos microRAsealizada utilizando-se o
programarlargetScanHuman. 5.2. Para obtencéo de informacdes sobre osgdve
preditos foi utilizada a ferramenioprocess um banco de dados alimentado com
informacdes dd\ational Center for Biotechnology InformatighCBI). Resultados:
Dos 490 microRNAs maduros expressos no tipo celolastigado, 49 apresentaram
expressdo reduzida no grupo de criancas com SDmMIO®RNAS localizados no
cromossomo 21 ndo apresentaram expressao difdrentia os grupos. A analise de
Bionformatica revelou que genes envolvidos em do®r processos bioldgicos
relevantes para a SD, tais como apoptose, metatmtie espécies reativas de oxigénio,
metabolismo mitocondrial, sistema imunolégico, dmeeimento, ciclo e divisao celular
e controle da expressdo génica, sao alvos preddéomicroRNAs diferencialmente
expressos em criangas com SIhnclusdo: Criangas com SD apresentam expressao
reduzida de microRNAs ndo localizados no cromoss@inem células mononucleares
do sangue periférico, em relacdo a criancas sermdrome. Processos biologicos
relevantes para a patogénese da SD estdo asso@admes-alvo preditos de

microRNAs diferencialmente expressos em criancas $D.
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ABSTRACT

Introduction: Trisomy 21 is the genetic basis of Down syndromé&)(Dthe most
common human chromosomal disorder. DS phenotypeinchyde several dysmorphic
features, intellectual disability, immunologicateahktion, congenital heart disease, high
risk for specific types of leukemia and neuroloy@iéerations. There are basically two
hypotheses to explain how the presence of threesab chromosome 21 results in DS
phenotype. The “gene dosage effect” hypothesiestatat over-expression in about
50% of a specific gene or a group of genes locatecchromosome 21 present in
triplicate in DS individuals is directly respongblfor DS features. The second
hypothesis suggests the existence of secondargteftd trissomic genes that affect
multiple metabolic pathways, resulting in cellutbssfunction. Recent studies show that
trisomy 21 results in the over-expression of midi#R, small molecules of noncoding
RNA involved in post-transcriptional gene regulatiovhich could result in low
expression of specific proteins and contribute ® fihenotypeObjective: To identify
differentially expressed microRNAs in peripherabddd mononuclear cells of DS and
non-DS children and to identify biological processelevant to DS pathogenesis
associated with predicted gene targets of microRN&erentially expressed in DS
children. Casuistic and Methods: Six children with free trisomy 21 and six control
children were included in the study. Mature microR&Nwere quantified using
TagMan® Low Density ArraysApplied Biosystemswhich enable the quantification
of 754 mature microRNAs by real time quantitativdymerase chain reaction (QPCR)
using fluorescent probes. The target prediction wagormed using the software
TargetScanHuman v. 5.2. Information about geneetargvas obtained using the

software Bioprocess, a database that obtains data the National Center for
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Biotechnology Information (NCBIResults: Of the 490 mature microRNAs expressed
in this cell type, 49 are low-expressed in DS grolipe microRNAs located in
chromosome 21 did not present differential expoessbetween the groups.
Bioinformatics analysis showed that genes involwedseveral relevant biological
process to DS, including apoptosis, reactive oxygpeties metabolism, mitochondrial
metabolism, immune system, cell aging, cycle andsiin and control of gene
expression, are predicted targets of microRNA<dkffitially expressed in DS children.
Conclusion: DS children present low expression of microRNAs thacated on
chromosome 21 in peripheral blood mononuclear caiompared to children without
DS. Biological processes relevant to DS pathogsenase associated with predicted

gene targets of microRNAs differentially expresse®S children.
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l. INTRODUCAO

O cromossomo 21, referido como Hsa Ribrfio sapieng€romossomo 21), € o
menor autossomo humano. Na publicacao inicial daé&eia desse cromossomo, em
2000Y) seu contelido foi estimado em 225 genes, inclul@fogenes conhecidos e 98
genes preditos, além de 59 pseudogenes. Em unmsfoewecente do contetudo do
cromossomo 2%) foram identificados 552 genes localizados em sagoblongo (Hsa
21q), dos quais 161 encontram-se catalogados ra dmslados de Sequéncias de
Referéncia RefSe}do National Center for Biotechnology Informati¢NCBI)® como
codificantes de proteinas. Os 391 genes restaateseteridos como genes novos ou
nao catalogados na base de dados de Sequénciasfel@nRia RefSe)y podendo
codificar proteinas ou RNAs funcional®or sua vez, o brago curto do cromossomo 21
(Hsa 21p) apresenta sequéncia altamente homoélagdaagresente nos outros quatro
cromossomos acrocéntricos, mas hé evidéncias damp& de genes ou pseudogenes
nessa regido cromossomi¢a.

Em 1959, Lejeune e colaboradores descobriram guesgnca de trés copias do
cromossomo 21 é base genética da sindrome de DB ( (MIM 190685)," a
cromossomopatia humana mais frequente, com indaléhe 1:660 nascidos vivée.
Desde entdo, muitos esforcos tém sido feitos ntattea de identificar genes do
cromossomo 21 responsaveis pelo desenvolvimentenddipo da sindrome, que inclui
varias  caracteristicas  dismorfidds, deficiéncia  intelectudl?  alteracées
imunoldgicasi®® cardiopatias congénitds) risco aumentado para leucemias
especificas’® alteracdes neurolégicas, como manifestacdo predacédDoenca de

Alzheimer'® e outras complicages clinidd®. A maioria das caracteristicas
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fenotipicas da SD é variavel tanto em gravidadeiguam ocorréncia. Entre os fatores
que contribuem para essa variabilidade estdo coempes1 ambientais e genéticos,
como a variacao interindividual da expressao talgtagenes em triplicata quanto de
genes dissdmicos, em individuos com&D?

Cerca de 95% dos individuos com SD apresenta éni@sax completas do Hsa
21, mais frequentemente devido a falha na segregaginossomica durante a meiose
maternd®® enquanto 1% apresenta mosaicismo e 4% apreseatslotacdes
cromossdmica%'?? A manifestacéo fenotipica resultante da transkc@nvolvendo o
par de cromossomos 21 t(21:21), na qual o Hsa Ztpesta presente, nao difere
daquela observada para a trissomia completa; portagenes contidos no Hsa 21p
ndo sdo considerados importantes para o fenétigbds)

A partir de estudos com individuos apresentandgsdmias parciais do Hsa 21,
foi definida uma “regido critica para a SIDdwn syndrome critical region DSCR),
que inclui parte das regifes 21922.2 e 21g22.3¢driplicada, é associada a varias
caracteristicas fenotipicas da sindrdffieEntretanto, estudos realizados tanto com
individuos com S quanto com modelos animais da sindréfhenostraram que os
genes contidos na DSCR néo sédo suficientes paduzroo fenétipo craniofacial da
SD, o0 que sugere a participacdo de genes locaizamiooutras regides cromossémicas
na determinacdo desta e, possivelmente, de outamséfestacdes fenotipicas. Além
disso, ha evidéncias de que genes localizadosamosisomo 21 fora da regido critica
também contribuem para o fenétipo da sindréfe.

Existem basicamente duas hipoteses que tentantaxptimo a presenca de trés
copias do Hsa 21 resulta no fenétipo Down. Seguntipotese do “efeito da dosagem

génica”, a expressdo elevada de um gene espeoificde um grupo de genes do
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cromossomo 21 presente em triplicata em individnosm SD seria diretamente
responsavel pela manifestacdo de caracteristinatiffecas da sindrome. Teoricamente,
0 aumento esperado da expressdo de genes trissomipooporcional a dosagem
génica, ou seja, de aproximadamente 50%. A seduipdéese sugere que produtos de
genes localizados no Hsa 21 podem provocar alieragh expressdo de genes
dissbmicos, caracterizando efeitos secundarios etesytrissomicos, que afetariam
mdltiplas vias metabdlicas, culminando em disfungéalar®®2)

Considerando o0s elementos essenciais das duasedepptelas nao séo
mutuamente excludentes. Muitos estudos de expreg8aira comparando tecidos
trissdbmicos para o cromossomo 21 e euploides m@afora hipotese do “efeito da
dosagem génicad®®> embora o aumento da expressdo génica nem senuareo si
padrdo esperado de 56%53” Por outro lado, a alteracdo da expressdo de genes
dissomicos também é observada em individuos comeSBodelos animais da
sindromd?’3*3™*DA alteracdo da concentracdo de proteinas fet@issga detectadas
na circulacdo materna e utilizadas na triagem ptétnde aneuploidias, como a
alfafetoproteina e a gonadotrofina coribnica, bewma@ de outros possiveis
biomarcadores da SD, € uma evidéncia indireta dotoefsecundario de genes
trissbmicos, uma vez que 0s genes que codificamsesmoteinas localizam-se nos
cromossomos 4 e 19, respectivaméfit&)

Os achados de estudos que mostram que genes tossGmm sempre seguem
0 padrao esperado de aumento de 50% de sua expréssd como a alteracdo do
padrdo de expressdo de genes dissdmicos, podenexpi#cados pelo fato de
mecanismos regulatérios também estarem alteradosrisgomia do 21. Estudos

mostram que células sanguineas de individuos coma@Bsentam hipermetilacao
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global do DNA em relacdo a individuos sem a sinaé$ii® E possivel que essa
hipermetilacdo global seja resultado da presenceerdaira copia do Hsa 21, o qual
possui sequéncias altamente metildfagu que este aumento da metilacdo do DNA
corresponda a um mecanismo adaptativo para realepressao de genes trissomicos,
uma vez que a metilacdo de regibes promotoras desgeesulta no bloqueio da
transcricdo génic&® Essa ultima hipétese é reforcada por evidénciagudegenes do
Hsa 21 apresentam-se hipermetilados e com exprassdwada em individuos com SD,
sugerindo que a hipermetilacdo do DNA funciona camomecanismo compensatorio
da dosagem géni¢¥) Além disso, um padrdo de metilacédo diferencialiedividuos
com SD também foi observado para genes dissommmsoonsequente alteracédo da
expressao génica, sugerindo que alteracbes nogdendetilacdo gene-especificas sao
uma resposta a trissomia do 21 com consequéncie®fais na regulacao géniéd.
Estudos recentes mostram que a trissomia do 2laesuexpressao alterada de
microRNAs***Y o que poderia resultar em alteracdo da expresséd@roteinas
especificas e contribuir para o fenétipo da SD.rtRNAs sdo pequenas moléculas de
acido ribonucléico (RNA) ndo-codificantes envolddma regulacdo génica pos-
transcricional®® Os genes de microRNAs s&o evolutivamente consesvadpodem
estar localizados em introns ou éxons de genesicamttires de proteinas ou regides
intergénica$®® MicroRNAs s&o expressos como longos transcritosnduips (pri-
microRNA) pela RNA polimerase 4’ e processados no niicleo por um complexo
formado pela enzima Drosha, uma nuclease do tipasBNII®® e uma proteina de
ligacdo ao RNA de fita dupla, DGCRBi(George syndrome critical region geny-8
(Figura 1). Como resultado desse processamentoprs@oizidos os pré-microRNAS,

com cerca 65 nucleotideos em forma de grarhpoin), que sdo exportados para o
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r NﬁCLEO | Pré-microRNA

Processamento
{Drosha)

Transcrigiio

Figura 1. Representacdo esquematida biogénese e do mecanismo de acdo de
microRNAs. ApOs serem transcritos pela RNA polirserall, os
microRNAs séo processados no nucleo (enzima Drpdhayio origem aos
pré-microRNAs. Por sua vez, estes sdo exportados @acitoplasma
(Exportin 5, onde séo reconhecidos pela enzima Dicer, apoakssa os
pré-microRNAs em microRNAs maduros. Uma das fitasnticroRNA
maduro € selecionada para integrar o complexo Rtfp€, conduzira a
repressdo da traducdo do RNA mensageiro (RNAm) pbromeio do
pareamento entre o microRNA maduro e a regido UTR0O3RNAmM.
Figura modificada a partir de

http://www.ambion.com/techlib/resources/miRNA/mirpao.htm|®”
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citoplasma pela proteirxportin 5dependente de Ran-GT®.No citoplasma, os pré-
microRNAs sdo reconhecidos pela enzima Dicer RNidiseA enzima Dicer,
juntamente com proteinas acessorias, processa éasligoRNAs em microRNAsS
maduros, que sdo pequenos RNAs de fita dupla cowa ae 22 nucleotideos de
comprimentd>®

O microRNA de fita dupla resultante do processameeta enzima Dicer pode
dar origem a dois diferentes microRNAs madurosygmentes da extremidade 5 ou
da extremidade 3’ ddairpin. Alguns microRNAs precursores sdo processados para
produzir um unico microRNA maduro dominante, comaymequena quantidade gerada
a partir da extremidade oposta, referida comogd#@asageira ou miR*. Nesse caso, a
escolha da extremidade dominante do microRNA psecyparece ser determinada por
propriedades termodinamicas e estruturais do diffiX Outros microRNAs
precursores sdo processados para produzir quasgidagnificantes de microRNAs
maduros a partir de sequéncias de ambas as exadeside a fita miR*, quando
incorporada ao complexo RISC, também apresentactmpam vias regulatérias de
vertebrado$£%%® Estudos sugerem que a extremidaddnaiopin precursor que vai dar
origem ao microRNA maduro dominante pode variareediferentes tecidos e entre
diferentes estagios do desenvolviméftd® O mais importante é que as sequéncias das
extremidades opostas do microRNA precursor aprasemliferentes alvos e podem
estar envolvidos na regulacdo de diferentes prosdssldgicos.

MicroRNAs maduros reconhecem seu RNAmM alvo por graemto de bases
entre os nucleotideos nas posi¢ées 2 e 7 do mickofRdgidoseed e os nucleotideos
complementares na regido 3’ ndo traduzida (UTRIB’RNAmM alvo®*9 O resultado

€ a inibicho do acumulo da proteina codificada pelAm alvo por meio da
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degradacdo do RNAmM ou, mais comumente em animaisegressao da traducédo do
RNAM."%" Embora a funcéo estabelecida dos microRNAs seg@aacio negativa
da expresséo protéica, ha evidéncias de que tarpbsésam estimular a traducdo sob
certas condicdes; entretanto 0 mecanismo pelo ap@ke aumento da eficiéncia da
traducdo n&o esta estabelecfdd?

E estimado que cerca de 30 a 90% dos genes hursejes regulados por
microRNAS®8") e varios principios gerais relacionados a regolagigenes-alvo por
microRNAs tém sido propostos. Cada microRNA podéempmalmente regular um
grande nimero de genes que codificam prot€frfése diferentes microRNAs podem
atuar em um mesmo gene-dfiib Além disso, os genes-alvo de microRNAs n&o séo
restritos a uma categoria funcional particular @ubioldgica, mas estédo envolvidos em
uma grande variedade de processos biol6dios.

Para fins de nomenclatura de microRNAs, sdo utibzaprefixos de trés ou
quatro letras para designar a espécie, como hsareguesent&lomo sapiensmmu,
gue representilus musculuse dme,Drosophila melanogasteAs sequéncias maduras
sdo designadas ‘miR’ (com “R” maiusculo), enquaashairpins precursores sao
designados ‘mir’ (com “r’ minudsculo), seguidos pom identificador sequencial
numérico. Os nomes dos genes fornecem algumasmafdes sobre a relagédo
funcional entre microRNAs maduros. Por exemplo;mga-101 em humanos e mmu-
miR-101 em camundongo s&o ortdlogos. Sequénciadlogas cujos microRNAs
diferem em somente uma ou duas posi¢oes recebmm Mo sufixos, commmu-
miR-10a e mmu-miR-10b em camundongo. MicroRNAs mrsares distintos que dao
origem a microRNAs maduros idénticos recebem nusneomo sufixos, como dme-

mir-281-1 e dme-mir-281-2 erdrosophila melanogasterE, por fim, quando duas
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sequéncias de microRNAs maduros sao provenientesxttemidades opostas do
mesmo microRNA hairpin precursor, recebem os sufixos -5p (proveniente da
extremidade 5’) ou -3p (proveniente da extremidzj€®

Na versdo mais recente da base de dadB8asgreleasel8)’”, encontram-se
registrados mais de 1.500 microRNAs humanos, 1Sedesintetizados pelo Hsa 21:
hsa-miR-99a, hsa-let-7c, hsa-miR-125b-2, hsa-miR®-hsa-miR-802, hsa-miR-548x,
hsa-miR-3118-5, hsa-miR-3156-3, hsa-miR-3648, h#&3687, hsa-miR-3197, hsa-
mMiR-4327, hsa-miR-4759, hsa-miR-4760 e hsa-miR-B6%ntretanto, as funcdes
desses microRNAs e seus genes-alvo ndo sédo totalroenmhecidos. A complexidade
da funcdo desses microRNAs é demonstrada pelo gnaimhero de possiveis sitios-
alvo inferidos por ferramentas de Bioinformaticargpaalguns dos microRNA
localizados no Hsa Z1°8% Até o presente, nem todos os microRNAs do Hsa 21
apresentam alvos preditgs.

Experimentos sobre a expresséao tecidual dos cinm@RNAs do Hsa 21 mais
estudados, hsa-miR-99a, hsa-let-7c, hsa-miR-125hs3;miR-155 e hsa-miR-802,
incluindo suas respectivas fitas miR* (cerca de ¥6fes menos abundantes que o
microRNA de sua extremidade complementar) mostrajaenhsa-miR-99a, hsa-let-7¢
e hsa-miR-125b-2 sdo abundantemente expressosversasi tecidos, incluindo tecidos
relevantes para a SD, como corag¢do, cérebro, teuidecular, timo, entre outros,
enquanto hsa-miR-155 e hsa-miR-802 apresentamessdw mais restritd) As
evidéncias experimentais da existéncia dos outsge microRNAs do cromossomo 21
sado mais recentes (2009 - 2011) e provém de esmuositilizaram plataformas de
sequenciamento automatico de DNA de nova gerac&agiaria deles relacionada a

expressao diferencial de microRNAs em diferenfasstide cancéf?
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A contribuicdo de microRNAs localizados no Hsa 2atapo fenotipo da SD foi
pouco investigada até o presente, mas ha evidédeiagie a expressao alterada dos
mesmos pode estar relacionada a manifestacfesdtarae. Em estudo com um par de
gémeos monozigdticos discordantes para a trissatoia?l, Sethupathy et 4f
observaram expressao elevada do hsa-miR-155 eabffistos do individuo com SD,
resultando na expressao reduzida do geeeeptor de angiotensina ll, tipo(AGTRJ,
sabidamente regulado por esse microRN2Os autores sugerem que esse mecanismo
de regulacdo pode contribuir para a baixa pressdgusnea apresentada por individuos
com trissomia do 2£2%% uma vez que o gemsGTR1codifica uma proteina receptora
de Angiotensina II, um hormdnio vasopressor quesm@enha papel importante no
controle da pressdo sanguifféh.

Posteriormente, Kuhn et 8f:*" observaram que cinco microRNAs maduros do
Hsa 21 (hsa-miR-99a, hsa-let-7c, hsa-miR-125b-2a-nhiRR-155, hsa-miR-802)
apresentam expressao elevada em pelo menos 50%l@as ao hipocampo fetal e do
coracao de individuos com SD. Os autores mostradémsias de que o gemdeCP2
(Methyl-CpG-binding prote que codifica uma proteina envolvida na neurogéree
gueé alvo de hsa-miR-155 e hsa-miR-802, apresenta&ssfo reduzida em cérebros de
individuos com SD como resultado da expressao ddedesses microRNAs, o que
poderia levar ao desenvolvimento anormal do cérebmesultar em comprometimento
cognitivo nesses individud¥’

Além de microRNAs localizados no Hsa 21, a expesdi@rada de microRNAs
localizados em outros cromossomos em tecidos @sebicardiacos de individuos com
SD também foi observad®) Considerando o cenario metabdlico da SD, a exivess

alterada de microRNAs do Hsa 21 bem como de ogt@wmossomos poderia resultar
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na expressao alterada de inimeras proteinas, RMAs estdo sujeitos a esse controle,
em uma variedade de tecidos.

Assim, a investigacdo do padrdo de expressdo deRNAs em individuos
com SD pode contribuir para a compreensao de uroriante mecanismo de controle
de expressao génica em uma condicdo de aneupbiftinecer informacdes para o
entendimento das bases moleculares de manifestéar@as$picas da sindrome. Além
disso, um importante avanco nas pesquisas com RiZe € o dominio de
metodologias que permitem o silenciamento génico mpeio da utilizacdo de
microRNAs exdgenos, ou ainda a inibicdo ou perdafudegdo de microRNAs
especificos por meio da utilizacdo de oligonuctemis anti-microRNAs. Tais
ferramentas séo utilizadas com o objetivo de ifleati funcées celulares de

microRNAs e como possiveis estratégias terapéypaasdoencas human&s®”
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OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivos:

a) identificar microRNAs diferencialmente expressas células mononucleares
do sangue periférico de criancas com SD em relagii@ncas sem a sindrome;

b) identificar processos biologicos relevantes parapatogénese da SD
associados a genes-alvo preditos de microRNAsedifgamente expressos em criangas

com SD.
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Il. CASUISTICA E METODOS

[I.1. Casuistica

De acordo com Normas Regulamentares de Pesquis&eras Humanos,
Resolucdo 196/96 do Ministério da Saude, este ediidaprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicin&ate José do Rio Preto
(FAMERP), parecer n® 043/2010 (Anexo 1). Apés catiseento livre e esclarecido de
um responsavel (Anexo 2), foram incluidas no estseis criancas com SD (grupo
caso) e seis criancas sem a sindrome (grupo centmijos dados estdo apresentados
na Tabela 1. O grupo caso foi proveniente do Serdiqbulatorial de Genética e do
Servico Ambulatorial de Pediatria em Sindrome devibdo Hospital de Base de Sao
José do Rio Preto (HB), hospital-escola vinculadBAMERP. Foram incluidas no
estudo somente criancas com trissomia livre do essomo 21, de acordo com o
exame do cariotipo, realizado pelo Servico de Gemélo HB por bandeamento GTG
de cromossomos metafasicos, cujo resultado enesatrdisponivel no prontudrio
médico do paciente. Em relacdo ao grupo contnds,driancas foram provenientes do
Servigo Ambulatorial de Pediatria do HB e trés declee da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), campds Sdo José do Rio Preto
(Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exat&LCE).

Os critérios de inclusdo para ambos os grupos fordade entre dois e seis
anos, auséncia de manifestacdes clinicas sugedgviageccdo aguda, incluindo quadro
gripal, tosse, febre e/ou uso de antibidtico atedias antes da data da coleta e auséncia

de infecg&o cronica (bronquite, asma e pneumomiaseticao). Para o grupo controle
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Tabela 1.Dados referentes a idade e sexo das criancasdaslnb 