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Elevada incidéncia de anormalidades cromossomicas
numéricas detectadas por FISH multicentromérico
em pacientes com mieloma miltiplo

High incidence of chromosomal numerical abnormalities by multicentromeric FISH in multiple myeloma patients

Maria de Lourdes L. F. Chauffaille'; Anibal Ribeiro Jr.% Mihoko Yamamoto®; Maria Madalena Rodrigues*;
Manuella S. S. Almeida? Christian Ribas? Luis A. Calheiros? Giselle W. B. Colleoni?

resumo

Mieloma milltiplo

Caridtipo

Este estudo objetivou detectar as alteracdes genéticas em pacientes com mieloma mdltiplo (MM), usando
0 método de hibridagéo in situ por fluorescéncia em interfases (FISH interfasico). Para detectar as alteracdes

numéricas foram usadas sondas multicentroméricas e para os rearranjos mais freqlientemente observados
na doenca foram utilizadas as sondas I6cus especificas para IGH, P53, ciclina D1 e RB1. Foram estudados 34
FISH pacientes com MM em estagio avancado, ainda que recém-diagnosticados, 97% dos quais apresentaram
anormalidades numéricas detectadas por FISH, sendo 75% hiperdipléides, 18% hipodipldides e 3% tri/tetra-
pldides. Em relagao as demais anormalidades, a delecéo 13q foi encontrada em 30% dos casos e o rearranjo
IGH, em 25%. Agrupando os pacientes com hipodiploidia e com delecéo 13q14 (grupo desfavoravel) e
comparando-os com os demais (grupo néo-desfavoravel), houve tendéncia a pacientes jovens no grupo des-
favoravel (p = 0,06) e niveis de hemoglobina (Hb) significativamente mais baixos (< 8,5 g/dI, p = 0,03).

Aneuploidia

Prognstico

abstract ISIWE
This study aimed to characterize genetic alterations by interphase multicentromeric FISH focusing on chromo- | Multiple myeloma
somal numerical abnormalities and using some locus specific probes for the most frequent aberrations found Karyotype
in the disease, in a homogeneous cohort of 34 advanced stage, but recently diagnosed MM patients; 97%
Aneuploidy

had numerical chromosomal abnormalities detected by FISH, being 75% hyperdiploid, 18% hypodiploid and
3% tri/tetraploid. Using locus specific probes, we found 13q deletion in 30% and IGH rearrangement in 25% | sy
of cases. Grouping hypodiploid patients together with del13q (unfavorable group) and comparing them to
the remaining cases (non unfavorable group) we found a trend towards younger patients presenting more
unfavorable abnormalities (p = 0.06) and significant lower hemoglobin level (Hb < 8.5 mg/dl, p = 0.03).

Prognosis

da doenca®. O MM é atualmente considerado uma

Introducéo

doenca incurdvel, apesar dos avancos no tratamento,
O mieloma multiplo (MM) é neoplasia clonal de

entre os quais se destaca a alta dose de quimioterapia
seqguida por transplante autélogo de células-tronco
hematopoéticas'”. Na verdade, um dos desafios para o

célula B, que se caracteriza pelo acimulo de plasmoé-
citos produtores de imunoglobulina. A sobrevida dos
pacientes acometidos por MM varia de alguns meses hematologista é estabelecer a melhor opgéo terapéutica

a varios anos, o que traduz a grande heterogeneidade que possibilite uma remisséo prolongada. Nesse sentido,
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a identificacdo de caracteristicas clinicolaboratoriais que
afetem a resposta ao tratamento e a sobrevida dos pacientes
com MM ¢ essencial para o planejamento terapéutico.

Embora a deteccdo de aberracdes genéticas em células
de MM tenha aumentado o entendimento da patogénese
da doenga®, as implicagdes clinicas e progndsticas dessas
alteracdes heterogéneas ainda nao foram completamente
elucidadas.

Os estudos cromossdmicos em MM sdo, até certo ponto,
limitados devido a dificuldade na obtencéo de metafases,
ja que os plasmaécitos malignos apresentam, via de regra,
baixo indice mitdtico. A andlise do cariétipo por banda
G permite a deteccdo de 20% a 50% de casos anormais®
4. Pelo método da hibridacdo in situ por fluorescéncia
(FISH), os diferentes cromossomos podem ser enumera-
dos e é possivel detectar alta incidéncia de anormalidades
numéricas com o uso de sondas multicentroméricas®.
Porém, o cariétipo convencional ainda guarda seu valor,
ao diagndstico, por auxiliar na identificacdo de alteracdes
com significado progndstico.

O objetivo deste estudo foi detectar alteracdes cro-
mossdmicas numéricas (com auxilio de sonda multicen-
tromérica), e alteragcGes estruturais, como a translocacao
t (11;14), delecdo 13q14, correspondente ao gene RBT,
delecdo 17p13.1, correspondente ao gene P53, e rearranjos
envolvendo IGH (14g32.3) por FISH interfasico, em amos-
tras de medula 6ssea de pacientes com diagnéstico de MM
provenientes de hospital plblico, para correlacioné-las com
alguns aspectos clinicolaboratoriais.

Casuistica e método

Foram estudados 34 casos de MM, diagnosticados entre
maio de 2002 e janeiro de 2004, na Universidade Federal
de Séo Paulo/Escola Paulista de Medicina (Unifesp/EPM) e
no Hospital do Servidor Pablico Estadual Francisco Morato
de Oliveira (HSPE-FMO), ap6s consentimento informado.
Dezoito pacientes eram do sexo masculino e 16 do femi-
nino (relacdo de 1,8:1), com mediana de idade de 60 anos
(variando de 40 a 79 anos). De acordo com o sistema de
estadiamento de Durie e Salmon®, 32 (94%) pacientes
foram diagnosticados em estadio Il e apenas dois em
estadio | da doenca.

A B2 microglobulina (32MG) foi maior que 3,5 mg/dl
em 74% dos casos e a albumina foi inferior a 3,5 g/dl em
60% dos casos. Segundo o sistema internacional de escore
progndstico (ISS)7?, 3 (10%) dos pacientes foram classifi-

cados como escore I; 13 (42%) como Il e 15 (48%) como
[, isto é, 90% apresentaram escores ISS elevados. Sessenta
e quatro por cento dos casos apresentaram isotipo IgG e
74% secretavam cadeia leve kappa.

O FISH foi realizado nas células mononucleares da
medula 6ssea com as seguintes sondas: Chromoprobe
Multiprobe-I system (Cytocell, UK) para enumeracdo cen-
tromérica, LSI cyclin D1 spectrum orange/CEP 11 spectrum
green; (11q13) (Vysis Inc., USA.); LSI 13/RB1 DNA spectrum
orange (13q14) (Vysis Inc., USA); LSI p53 spectrum orange
(17p13.1) (Vysis Inc., USA) e LSI IGH dual color break a
part probe (14932.3) (Vysis Inc., USA), de acordo com as
instrucdes do fabricante. As células foram analisadas em
microscopio de fluorescéncia (Axioskop 2 Plus — Carl Zeiss
Corporation, Germany). Os sinais de hibridacdo foram ava-
liados em 100 células/observador, por dois observadores.
As imagens foram digitalizadas em computador com o
programa MacProbe 4.4 para FISH da Power Gene System
(Applied Imaging Corporation, USA).

Para controle interno da reacdo de hibridacdo foram
usadas cinco amostras de medula éssea de doadores vo-
luntérios de medula para transplante, apds consentimento
informado. Essas amostras serviram tanto de controle
intra-reacdo como para determinar o nivel de hibridacao
para células, com um ou mais dominios para cada sonda
em células hematopoéticas normais. Os niveis de corte para
o diagnéstico de aneuploidia foram definidos pela média
mais 2 desvios-padrdo dos sinais observados nas amostras-
controle. As associacOes entre as varidveis dicotomicas de
interesse foram testadas com o teste qui-quadrado (X?) de
Pearson. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UNIFESP.

Resultados

Noventa e sete por cento dos casos, ou seja, todos
exceto um (caso 9) apresentaram alteracdo cromossomica
numérica detectada pelo FISH interfasico (Tabela 1). Entre
esses casos aneupldides, 25 (75%) eram hiperdipléides; 6
(18%) hipodipldides; 1 (3%) tripldide/tetrapldide (caso 28)
e outro era pseudodipléide (caso 34). Com uso de sondas
I6cus especificas, a delecdo 13q (del13q) foi observada em
10 de 33 casos (30%) e rearranjo IGH em 8 de 32 casos
(25%). Nao se observaram delecdo p53 e/ou rearranjo
envolvendo ciclina D1 na presente casuistica (Tabela 2).
Devido a escassez de amostra, o caso 4 foi testado apenas
para a sonda multicentromérica e os casos 24 e 32 nao
foram testados para ciclina D1 e rearranjo IGH, respec-
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tivamente. Trés casos (5, 20 e 28) (30%), entre os nove
nao-hiperdipldides, apresentaram delegdo 13q simulténea
as alteracdes numéricas e dois deles (casos 5 e 28) apresen-
taram evolucdo desfavoravel, alcancando ébito por doenca
agressiva em curto periodo de tempo.

Embora seja realizado de forma rotineira, nem todos
0s casos apresentaram resultado de cari6tipo pelo método
convencional por banda G, porém entre aqueles com
resultado disponivel, 21% apresentaram alteracdes (casos
15,17,19, 23 e 28).

Ao agrupar os pacientes com hipodiploidia com aqueles
com delecdo 13q (hipo/del13q) (grupo de prognéstico
desfavoravel)'® e comparar com os casos remanescentes,
em relacdo a idade, concentracdo de hemoglobina (Hb),

n.1ep. 17-23 « fevereiro 2007

B2MG, creatinina, célcio sérico e desidrogenase latica
(DHL) (Tabela 3), dados interessantes puderam ser extra-
idos. Com relacéo a idade, 9 de 27 pacientes (33%) com
mais de 50 anos apresentaram anomalias cromossomicas
desfavoraveis versus a maioria (5/7, 71%) daqueles com
menos de 50 anos, percebendo-se entdo uma tendéncia
para pacientes jovens apresentarem mais anomalias des-
favoraveis (p = 0,06). No tocante a concentracéo de Hb,
64% do grupo hipo/del13q apresentou Hb < 8,5 mg/dl
versus menos de 30% dos demais (p = 0,03). Em relacdo
ao célcio, todos os casos favoraveis apresentaram célcio <
11,5 mg/dl contra 72,7% dos do grupo desfavoravel (p =
0,09). Nao houve diferenca em relacdo a p2MG, DHL e
creatinina entre ambos os grupos.

Tabela 1 Resultado do FISH multicentromérico

Sistema Multiprobe I

+3 (4),+9 (6),-13/21 (35)

*+1 (18),+7 (0,5),49 (29),-13/21 (34),14/22 (26,5)

-1 (15,5),+1 (15),+2 (13,5),+2+2 (32,5),+3 (64,5),+6 (34),+7

(60,5),+9 (33),+10 (2,5),-13/21 (35),-13/21 -13/21 (32),-14/22
(65),+15 (22),+16 (0,5),+17 (38),+18 (28),+20 (0,5),-X (42)

Cariétipo
1 46, XY[8]
2 46, XX [7]
3 46, XX [5]
4 46, XX [2]

Sem metafases

-6 (20), +6 (25), -7 (21),-8 (11,5),-11 (15,5), -13/21 (32,5), +15 (6)
*+1(9), +3 (19),-7 (21), +9 (20), -11 (18,5),-13/21 (30,5), -15

(26), -18 (15)

Sem metafases
46, XY [2]

-1 (16), +9 (18,5), +11 (10), -17 (13,5), -18 (16,5)
+4 (35), +6 (10,5), +7 (4,5), +9 (14), -12 (5,5), -13/21 (84,5),

-14/22 (35), +15 (9,5),+18 (11),-X (21)

8 Sem metafases
Sem metafases

10 46, XY [2]

11 46, XX [6]

12 46, XX [4]

13 46, XX [7]

14 Sem metafases

+2 (8,5), -4 (1,5), -13/21 (44), -15 (15,5)

Normal by FISH

+7 (2), +9 (1), +10 (3), +12 (10)

+1(9), -7 (9), -12 (5), -13/21 (28), -15 (21), -16 (14,5)

+6 (9), +7 (5), +9 (2), +15 (3), -X (10)

+9 (37), 49 49 (35), +12 (2), +17 (2,5), -X (15)

+1(25), +6 (1,5), +7 (3), +9 (6,5), +10 (4,5), +10+10 (1,5), +12+12 (4,5),

-13/21 (35), -14/22 (38,5), +15 (31,5),+ 16 (1),+17 (1),+20 (1)

15 45, XY,-9 [2]

16 46, XY [2]
17 43,X,-Y,-5,-17 [1]

+7 (12), -9 (15,5), +11 (6,5), +12 (3),+15 (5), +17 (2,5), -18 (13),
+18 (7,5)

+3 (10), +6 (4), +7 (4), -15 (20)

+1 (17), +3 (10), +6 (2), -9 (29), +11 (2),-13/21 (56), -15 (15), +17

(1,5), -Y (37,5)

18 Sem metafases
19 46, XY [10] / 45~46,XY,-1,+3,-4,-13 [3]

26), +7

+6 (3),47 (3),-13/21 (27)
(3,5), +17 (30), -13/21 (34)

+3 (
20 46, XY [12] +7 (1), 49 (2), -11 (10), -12 (5), -13/21 (28), -17 (11)

Cont.~
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21
22

23
24
25
26
27
28

29
30
31
32
33
34

46, XY [3]
46, XX [8]

46, XY [6] / 47, XY,+17 [2]

46, XY [8]

46, XY [3]

46, XY [6]

Sem metafases

46, XY [3] / 78~81, XXXYYY [7]

46, XX [3]
46, XY, [9]
46, XX [2]
Sem metafases
Sem metafases
Sem metafases

+7(3)
+7 (5), +8 (2), +9 (12), +11 (1), -12 (10), +12 (3), +15 (7), +16 (1),
-17 (12), +17 (20)
+17 (1)
+3 (4),+47 (12),+15 (2,5)
-9 (20)
+6 (3), +7 (2), +9 (4), +10 (2), +16 (4), +17 (5), +20 (5)
-7 (7), +7 (1), +15 (7), +16 (1)
+1 (12), +3+3 (8), +6 (9), +6+6 (1), +7 (3), +7+7 (3), +8 (2), +9
(5),+11 -13/21 (64), -15 (17), +15 (9),

(4), +12 (3), +12+12 (2),
+16 (2,5), +16+16 (1,5), +17 (2)
+8 (2), 49 (1), +11 (1)
+4 (4), +9 (1), -13/21 (32), +17 (1)
-8 (28), +9 (4,5), +15 (4)

*+3 (18)
*+8 (6),49 (3),+15 (5),+16 (4),+17 (4)
*+3 (7),-12 (7)

Legenda: nos [ ] e nos () estdo especificados o nimero de metdfases e interfases encontradas com aquela alteragdo cromossémica numérica, respectivamente

Tabela 2
Caso

O© 00 N o U1 N W P =

L5 T e S T O N g ey
O W 00 N OO0 U1 N W D -, O

Anormalidades encontradas pelas diferentes sondas locus especificas

Multicentromérica  Cromossomo 13ql4 IgH p53 Ciclina D1
Hiper Normal Normal Normal DEL
Hiper Normal Normal Normal Normal
Hiper Normal Normal Normal Normal
Hipo NR NR NR NR
Hipo Del Normal Normal Mono
Hiper Normal Rearranjo Normal Normal
Hiper Del Normal Normal Normal
Hipo Normal Normal Normal Normal
Normal Normal Normal Normal Normal
Hiper Normal Normal Normal DEL
Hipo Normal Normal Normal Desconhecida
Hiper Normal Monossomia Normal Normal
Hiper Normal Monossomia Normal Normal
Hiper Del Normal Normal Normal
Hiper Normal Normal Normal Normal
Hiper Normal Normal Normal Normal
Hiper Del Rear/mono/del Normal Normal
Hiper Normal Normal Normal Normal
Hiper Del Normal Normal Normal
Hipo Del Normal Normal Normal

Cont.—
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21 Hiper Normal Normal Normal Normal
22 Hiper Normal Normal Normal Normal
23 Hiper Normal Normal Normal Normal
24 Hiper Normal Rearranjo Normal NR

25 Hipo Normal Normal Normal Normal
26 Hiper Del Normal Normal Normal
27 Hiper Del Rearranjo Normal Normal
28 Tri/Tetra Del Rearranjo Normal Tetra/mo
29 Hiper Del Rear./mono Normal Normal
30 Hiper Normal Normal Normal Normal
31 Hiper Normal Rearranjo Normal Normal
32 Hiper Normal NR Normal Trissomia
33 Hiper Normal Normal Normal Desconhecida
34 Pseudodiploide Normal Rearranjo Normal Normal

Hiper = hiperdiploide; Hipo = hipodiploide; NR = néo realizado; Del = delecéio; NA = ndo avaliado; RP = resposta parcial; SR = sem resposta; mono: monossomia.

Pacientes hipodiploide/del13q versus os demais em relacao a determinados aspectos

Tabela 3 clinicolaboratoriais

Hipodiploide e/ou del3ql4 Demais pacientes p

Idade (anos) <50 (7) 5 2
>50 (27) 9 18 0,06

Hb (g/dl) <8,5 (15) 9 6
> 8,5 (19) 5 14 0,03

2M (mg/1) <3,5(8) 3 5
> 3,5 (23) 10 13 0,76

Albumina (g/dl) < 3,5 (20) 9 11
> 3,5 (13) 4 9 0,41

Creatinina (mg/dl) <2 (21) 7 14
2 (13) 7 6 0,29

Calcio (mg/dl) < 11,5 (20) 8 12
>11,5 (3) 3 0 0,09

DHL (U/1) < 240 (7) 3 4
> 240 (21) 10 11 0,43

Isotipo Light chain (6) 4 2
IgG (22) 8 14 0,37

IgA (6) 2 4

Cadeia leve Kappa (19) 6 13
Lambda (12) 7 5 0,14

ISS I(3) 1 2

II (13) 6 7
I1I (15) 6 9 0,90

DHL: desidrogenase ldctica.
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O aparecimento das alteracdes cromossdmicas no MM
esta relacionado aos rearranjos génicos, que provocam
a producédo das proteinas responsaveis pela proliferacdo
celular e pelo bloqueio da apoptose dos plasmdcitos. A
literatura apresenta o envolvimento das transloca¢des
(13914 com o gene RB1; 17p13 com p53; 14932 com IGH;
e 11913 com ciclina D1), demonstrando a importancia de
se conhecer as alteragdes cromossomicas e suas relacdes
com o gene e/ou as proteinas anormais que aparecem na
doenga(4, 6,10,12,13, 15)'

Neste estudo foram caracterizadas as alteracdes gené-
ticas por FISH multicentromérico, com foco nas alteracdes
numéricas, e utilizando-se sondas l6cus especificas para as
aberracdes mais freqiientemente encontradas na doenca,
em um grupo de pacientes com MM em estagio avancado,
ainda que recém-diagnosticados.

O cariétipo por banda G apresenta habitualmente elevada
taxa de resultado normal em MM devido ao baixo indice mité-
tico dessas células; portanto, nesses casos, ndo é considerado
como representativo do clone anormal. A baixa deteccédo de
alteracdo cromossdmica por caridtipo convencional em MM,
em amostra de medula dssea, € bem reconhecida, pois na
imensa maioria dos casos (50%-70%) o cariétipo revela me-
tafases normais pertencentes aos demais elementos mieldides
da medula, em razdo do fato de os plasmacitos terem um ciclo
celular lento em relagdo as demais células ndo-malignas da
medula . Uma consequiéncia dessa diferenca na cinética
celular é que, para a identificacdo de clone anormal, séo
necessarias analises em um grande ndmero de células.

Entre os casos com resultado de cariétipo disponivel
neste estudo, 21% apresentaram alteracdes, um percentual
em conformidade com o descrito na literatura® . Entre-
tanto, tem sido apontado que quando se observa alteracéo
cromossdmica em MM, pode-se inferir que se trata de célula
com atividade proliferativa aumentada e, conseqlientemente,
maior potencial de agressividade. De fato, todos os casos com
cari6tipo anormal, nesta casuistica apresentavam p2MG e cre-
atinina elevadas. A freqiiéncia de alteracdes cromossomicas se
correlaciona com o estagio da doenca, sendo, portanto, mais
freqliente em pacientes com extensa massa tumoral e, como
conseqiéncia, com intensa atividade proliferativa®.

O uso de FISH produziu grande efeito na demonstracdo
de alteracdes cromossdmicas nos pacientes deste estudo,
pois permitiu a ampliacdo da deteccdo de anomalias. Com
efeito, aneuploidias (alteragdes numéricas como monosso-
mia ou trissomia) sdo detectadas em 80%-90% dos casos

de MM, geralmente por estudo citogenético molecular
(FISH)®, embora, evolutivamente, também pelo classico.
Porém, nesta casuistica, a elevada taxa observada pode ser
devida ao estégio agressivo da doenca diagnosticado na
maioria dos pacientes.

Uma importante caracteristica da instabilidade ge-
nomica é a falha da célula em manter o nimero correto
de cromossomos. O processo que modifica o nimero de
cromossomos € diferente daquele que causa mutagdes ou
translocacdes. Apenas 10% dos casos hiperdipléides tém re-
arranjos cromossomicos, enquanto isso ocorre em 70% dos
demais casos. Esse achado sugere que o MM pode sequir
duas vias distintas, baseando-se na instabilidade genémica:
aqueles com translocacao e os demais com hiperploidia. A
importancia prognostica e terapéutica desses dois grupos
ainda é objeto de investigacdo, mas é muito provavel que
eles se comportem de formas diferentes® 2.

As anormalidades cromossdmicas numéricas permitem
separar os pacientes em dois subgrupos biologicamente
distintos: aqueles com hiperdiploidia versus os demais ndo-
hiperdipléides (onde estao inseridos os casos hipodiploides,
pseudodipléides e hipotetrapléides)® 2. H& também no-
tavel associacdo entre ndo-hiperdipléide e monossomia do
cromossomo 13®, Fato assinalado em 64% (5/8, casos 4,
5,8, 11 e 20) dos casos aqui estudados.

As anomalias do cromossomo 13 constituem um
elemento biolégico peculiar relacionado a sobrevida mais
curta e a pior taxa de resposta ao tratamento. O acha-
do de 94% de pacientes em estadio de Durie e Salmon,
avancado ou com marcadores desfavordveis, tanto pode
refletir uma questdo de diagnéstico tardio numa parcela
da populacdo economicamente menos favorecida, a qual é
atendida em instituicdes plblicas no pais (e para tanto esses
dados devem ser confirmados), como pode apontar para
a necessidade de medidas para possibilitar um diagnéstico
mais precoce. Assim, esses pacientes poderdo em breve se
beneficiar do recente desenvolvimento nas éreas genémica
e protedmica em MM, que permitiram avancos no enten-
dimento da patogénese da doenca e, conseqlientemente,
identificaram novos alvos terapéuticos, viabilizando uma
sustentacdo cientifica para a combinacéo de terapias que
visem maior toxicidade para a célula tumoral e bloqueio da
resisténcia a droga. Resta esclarecer, no entanto, se, nesses
casos, o estagio avancado e/ou a doenca agressiva implicam
em resisténcia a tratamento.

Em relacdo ao lécus IGH, que esteve envolvido em
rearranjos em 25% dos casos estudados, esse pode refletir
diferentes translocacdes, muta¢des ou recombinacées en-
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volvendo a regido variavel do gene da imunoglobulina. Os
parceiros podem ser os cromossomos 4, 6 e 16.

Conclusao

Encontrou-se alta incidéncia de alteragcbes cromos-
sdmicas numéricas por FISH multicentromérico em MM

n.1ep. 17-23 « fevereiro 2007

em estagio avancado. Ao se agruparem os pacientes com
hipodiploidia com aqueles com del13q, e comparé-los
com os demais casos, houve tendéncia a acimulo de
pacientes jovens no grupo com anomalias desfavoraveis
(p=0,06). Porém, o grupo hipo/del13q apresentou niveis
de hemoglobina significativamente mais baixos (Hb < 3,5
g/dl, p=10,03).
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