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APRESENTACAO

Ha exatos dezenove anos, mais precisamente na data de 21 de junho de 2000,
um dos anuncios mais esperados nos ultimos tempos pela comunidade cientifica era
feito: simultaneamente nos Estados Unidos e em Londres o presidente Bill Clinton e o
primeiro ministro Tony Blair divulgaram, o que segundo eles seria uma nova era para
a humanidade, o sequenciamento do genoma humano. O “rascunho da vida” como
denominaram traria novas expectativas quanto a doencas incuraveis, desafios éticos,
novas propostas tecnolbgicas para a pesquisa, mas principalmente uma acessibilidade
muito maior ao conceito de genética para a populagao.

Desde entdo uma revolucdo molecular péde ser observada, novos conceitos
adentraram as salas de aula, novos equipamentos evoluiram os laboratérios de
pesquisa, novos e milhares de artigos passaram a publicar quase que “em tempo real”
as descobertas no campo ambiental, microbioldgico, industrial e da saude. Podemos
dizer também que a genética chegou como nunca as mesas das familias, deixando de
ser um assunto apenas dos cientistas.

Portanto a literatura aqui apresentada e intitulada “Conceitos basicos da
genética” torna-se relevante ndo apenas por abordar assuntos relativos a comunidade
académica, mas principalmente por demonstrar a diversidade de areas que hoje utilizam
das ferramentas genéticas e moleculares em seus estudos que estdo diretamente
relacionados ao dia-a-dia da populagao.

Cada vez mais, o acelerado mundo das descobertas cientificas caminha a passos
largos e rapidos no sentido de transformar a pesquisa basica em aplicada, portanto €
relevante destacar que investimentos e esforcos nessa area contribuem grandemente
com o desenvolvimento de uma nacgéo. A genética como sabemos possui um campo
vasto de aplicabilidades que podem colaborar e cooperar grandemente com 0s
avancos cientificos e tecnolégicos.

Esperamos que seja apenas o primeiro de muitos outros livros na area, ja que a
cada dia novas tecnologias genéticas tornam-se acessiveis e novas descobertas sao
possiveis. Parabenizamos cada autor pela teoria bem fundamentada aliada a resultados
promissores, e principalmente a Atena Editora por permitir que o conhecimento seja
difundido e disponibilizado para que as novas geragdes se interessem cada vez mais
pelo ensino e pesquisa em genética.
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RESUMO: A mastite € a doenca de maior
prevaléncia em rebanhos leiteiros e
considerada a mais importante causa de
perdas econémicas, sendo o rapido diagnéstico
desta enfermidade um fator determinante para
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CAPRINOS LEITEIROS

a reducao dos impactos causados. O Antigeno
Leucocitario Caprino (GoLA) é uma regiao do
genoma caprino que tem recebido atencéo
um papel na resposta
imunoldgica e nas caracteristicas de producéo

por desempenhar

e qualidade do leite. Diante da necessidade
de novas informagdes, este capitulo tem
como objetivo levantar o estado da arte da
resisténcia a doencas, destacando o papel do
Complexo Principal de Histocompatibilidade
e, particularmente, do gene candidato GoLA-
DRB.2 em caprinos.

PALAVRAS-CHAVE: Complexo Principal de
Histocompatibilidade; GoLA-DRB.2; Mastite;

MHC.

ABSTRACT: Mastitis is the most prevalent
disease in dairy herds and considered the most
important cause of economic losses, and its
rapid diagnosis is a determining factor for the
reduction of the impacts caused. Goat Leukocyte
Antigen (GoLA) is a region of the goat genome
that has received attention because it plays an
important role in the immune response, milk
production and quality characteristics. In view
of the need for new information, this chapter
aims to raise the state of the art of disease
resistance, highlighting the role of the Major
Histocompatibility Complex and particularly the
candidate GoLA-DRB.2 gene in goats.

KEYWORDS:

Principal  Histocompatibility
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Complex; GoLA-DRB.2; Mastitis; MHC.

11 INTRODUCAO

A mastite é a doenca endémica de maior prevaléncia em rebanhos leiteiros e
considerada a mais importante causa de perdas econémicas, tanto para o produtor,
qguanto para a industria leiteira. Pode ser definida como sendo uma inflamacéo da
glandula mamaria caracterizada por alteracdes fisicas, quimicas e bacteriologicas do
leite, e por disturbios patologicos do tecido glandular (GERMANO & GERMANO, 1995;
DIAS, 2007; PEIXOTO et al., 2013).

E importante destacar a importancia da mastite para a satde publica, uma
vez que leite e derivados provenientes de animais com esta enfermidade poderao
veicular bactérias altamente patogénicas e residuos de antibiéticos (CORRALES
et al., 1995; CARDOSO et al., 2000). Os patdgenos usualmente relacionados com
esta enfermidade em cabras pertencem aos géneros Staphylococcus, Streptococcus,
Escherichia, Pseudomonas e Mycoplasma (LANGONI et al., 2006; MOTA, 2008; DAL
POZZO et al., 2011).

O diagnostico precoce e a diminuicdo dos impactos causados pela mastite séo
uma busca constante de todos os setores envolvidos na cadeia produtiva, ndo somente
pelo aspecto econémico, mas também porque os animais que apresentam maior
resisténcia a essa enfermidade forneceréo produtos de melhor qualidade e maior tempo
de prateleira. Com esse intuito, esforcos tém sido direcionados para a identificacéo de
genes ou regides cromossdmicas e suas associagdes com a resisténcia a doencas,
de modo a selecionar concomitantemente animais produtivos e resistentes (MOTA,
2003).

Uma regidao do genoma caprino que estd associada a mastite € o Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC), formado por um grupo de genes que
desempenham importante papel no sistema imunologico dos animais e que na espécie
caprina foi denominado de regido GoLA (Goat Lymphocyte Antigen) (BAGHIZADEH
et al., 2009; ZHAO et al., 2011). Esta regido apresenta um elevado polimorfismo e
tem recebido destaque nos estudos sobre a resposta imunoldgica dos individuos aos
agentes infecciosos (AMILLS et al., 1996; SCHASCHL et al., 2004; BAGHIZADEH et
al., 2009; PARACHA et al., 2015). No entanto, ao contrario do observado nos estudos
com vacas, a pesquisa sobre a genética da resisténcia em cabras leiteiras ainda é
incipiente e pouco se sabe sobre a associagcéo entre os alelos do gene GoLA-DRB.2
com a resisténcia as doencas e caracteristicas de produ¢do em cabras.

Torna-se indiscutivel a necessidade de busca por novas informagdes para
alavancar a atividade pecuaria atual. Assim, esta revisdo de literatura tem como
objetivo levantar o estado da arte da resisténcia a doencas, destacando o papel do
Complexo Principal de Histocompatibilidade e, particularmente, do gene candidato
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GoLA-DRB.2 em caprinos.

2| RESISTENCIA GENETICAS AS DOENCAS

A resisténcia genética a doencas pode ser utilizada como uma ferramenta
benéfica para a pecuaria. Numa escala global, a resisténcia poderia ser definida como
a capacidade de evitar a doenca ou promover a rapida recuperacao apds um processo
infeccioso (RUPP & BOICHARD, 2003).

O sistema imunolégico € um mecanismo especifico que atua limitando a
evolucado de doencas infecciosas, sendo fundamental para a sobrevivéncia do animal,
desde que atue de forma eficaz (JARDIM et al., 2014). Com o intuito de prevenir o
estabelecimento de doencas, através da elaboracdo de respostas imunoldgicas, 0s
mecanismos de defesa da glandula mamaria sdo classificados em imunidade natural
ou inespecifica e em imunidade especifica ou adaptativa (FONSECA & SANTOS,
2000; CARNEIRO et al., 2009). A imunidade natural &€ predominante no inicio da
infeccdo, sendo ativada rapidamente por numerosos estimulos e ndo aumentam de
intensidade pela exposicéo repetida ao mesmo microrganismo (FONSECA & SANTOS,
2000; RAINARD & RIOLLET, 2006). Por outro lado, a imunidade especifica é ativada
quando a infeccao progride e nédo foi eliminada, sendo um processo de aprendizagem
do sistema imune, voltado ao combate de um agente patogénico unico (FONSECA
& SANTOS, 2000; JARDIM et al., 2014). Conjuntamente, a imunidade natural e a
especifica participam de um processo eficaz de defesa do hospedeiro, garantindo que
0s animais apresentem resisténcia as enfermidades (TIZARD, 2008).

A imunidade natural € a primeira linha de defesa contra as infeccbes (ABBAS
et al., 2008) e, consequentemente, apresenta grande influéncia na susceptibilidade
a doenca. Com relacdo a glandula mamaria, as células epiteliais que recobrem a
superficie interna do érgao desempenham papel crucial nas primeiras interacoes entre
o patégeno e o hospedeiro, contribuindo como barreira efetiva entre 0 ambiente externo
e o interior da glandula (KORHONEN et al., 2000). No entanto, a sobrevivéncia e a
patogenicidade dos microrganismos causadores de infec¢do sdo influenciadas pela
capacidade destes de resistir aos mecanismos efetores de imunidade (ABBAS et al.,
2008).

Os genes envolvidos narespostaimune tém sido indicados como fortes candidatos
na determinacé@o de resisténcia as doencas nos animais domésticos (FONSECA et
al., 2009). Com o advento da biotecnologia, a maioria dos estudos tém sido voltados
para a busca por associacdo de genes candidatos com caracteristicas de defesa do
hospedeiro. Informacdes sobre a imunidade da glandula mamaria em bovinos tém
avancado significativamente (CARNEIRO et al., 2009), enquanto que trabalhos com
esse objetivo em cabras leiteiras ainda sao escassos. Desta forma, a investigacao dos
polimorfismos génicos associados com a resposta imunitaria e resisténcia a doenca
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em caprinos vém ganhando énfase por permitir a selecéo de animais superiores, a sua
incorporacao nos rebanhos regionais e a obtencao de produtos de melhor qualidade.

A conservacgao da diversidade genética é hoje universalmente aceita como vital
paraodesenvolvimento sustentavel e gestdo dos recursos genéticos animais (AJMONE-
MARSAN, 2010; SALLES et al., 2011). Doencas economicamente importantes em
animais domésticos representam um problema e a busca pela identificacéo de genes
ou regides cromossOmicas associadas a uma maior resisténcia do hospedeiro aos
patdbgenos vem sendo apontada como uma necessidade para prevencao de doencas.

2.1 Resisténcia a mastite

A mastite caracteriza-se por ser uma das enfermidades que acarreta grandes
prejuizos econémicos na cadeia produtiva do leite, pela reduc¢ao da quantidade e pelo
comprometimento da qualidade do leite, e até pela perda total da capacidade secretora
da gléndula mamaria, sendo considerada a principal doenca que afeta os rebanhos
leiteiros no mundo (RIBEIRO et al., 2007).

As perdas econémicas decorrentes dessa enfermidade sao resultantes dareducéo
da quantidade e qualidade do leite e produtos lacteos, morte precoce dos animais,
custos com drogas, servigo veterinario e necessidade de aumento da méo-de-obra
(CUNHA et al., 2006; PINHEIRO et al., 2007). Deve-se levar em consideracao ainda
0s riscos a saude publica pela comercializacéo de leite com residuos de antibiéticos,
além do impacto social, principalmente no que se refere a criagdo caprina, uma vez
gue esta é geralmente desenvolvida em pequenas propriedades e gerida por familias
de agricultores, tendo importante contribuicdo no desenvolvimento socioeconémico do
pais (MARTIN, 2011; NOGUEIRA et al., 2008).

Mastite € uma doenca desafiadora e onerosa para a industria de laticinios e para
0s pecuaristas, sendo a selecdo de animais mais resistentes e a incorporacao desta
caracteristica aos rebanhos uma alternativa para reducéo dos problemas causados pela
enfermidade (FONSECA et al., 2009). No entanto, verifica-se que a selecédo tem sido
voltada, ao longo do tempo, ao aumento da quantidade de leite produzido, enquanto
caracteristicas relacionadas a resisténcia a mastite e a composicao do leite tém sido
pouco consideradas em programas de melhoramento genético (NASCIMENTO et al.,
2006).

A resisténcia a mastite € uma funcdo complexa e envolve diversos caminhos
biolégicos, moleculares e celulares, onde numerosos genes candidatos podem estar
envolvidos (RUPP & BOICHARD, 2003). Trata-se de uma resposta imunologica que
pode ser desencadeada por mais de um fator etiolégico e também com reposta em
multiplos componentes (ASHWELL et al., 1997; PEREIRA et al., 2000).

2.2 Complexo Principal de Histocompatibilidade

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do inglés Major
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Histocompatibility Complex) € uma regiao do genoma com um denso agrupamento de
genes, apresentando fundamental importéncia no sistemaimunologico e exercendo um
importante papel na resposta do hospedeiro a patdgenos (MAGALHAES et al., 2004;
KELLEY et al., 2005). Os genes que compdéem o MHC séao altamente polimérficos
e responsaveis por iniciar a resposta imune adaptativa, codificando proteinas e
apresentando antigenos derivados de patdgenos para as células T (PARACHA et al.,
2015). Embora o MHC seja considerado como uma regiéo associada a resisténcia a
doencas (YADAV et al., 2016), a caracterizagcao completa dos genes que a compdem
é dificil devido ao seu grande tamanho. Dessa forma, estudos tém sido realizados em
fragmentos, de acordo com a importancia de diferentes regides (SHRIVASTAVA et al.,
2015).

O MHC caracteriza-se como alvo potencial na identificacao de genes candidatos
nos estudos da variagdo molecular, devido a sua influéncia sobre as caracteristicas
produtivas e as relacionadas a saude animal, uma vez que apresenta acao direta
sobre as fungbes imunoldgicas, podendo ainda apresentar efeito indireto sobre as
caracteristicas de producdo, onde individuos que apresentem melhores condicoes
gerais de saude podem ser mais produtivos (MACHADO et al., 2005). Segundo estes
autores, quando identificado e verificado o efeito de um gene candidato, ele pode
ser imediatamente utilizado na selecdo assistida por marcadores, com resultados
satisfatérios.

A regiao MHC possui uma estrutura relativamente conservada entre as espécies
de mamiferos, estando localizada no cromossomo 20 em ovinos € no cromossomo 23
em bovinos e caprinos (AMILLS et al., 1998; DE GOTARI et al., 1998; BAGHIZADEH
et al., 2009; ILHAN et al., 2016). A porcao mais polimoérfica desta regido designa e
diferencia a denominacdo em cada espécie, sendo o MHC bovino denominado de
regiao BoLA — Bovine Lymphocyte Antigen (MOSAFER et al., 2011), o de ovino como
Ovar (“Ovar’representa Ovis aries) (Ilhan et al., 2016) e na espécie caprina denominado
de regido CLA — Caprine Lymphocyte Antigen ou GoLA — Goat Lymphocyte Antigen
(ZHAO et al., 2011).

Em mamiferos os produtos dos genes localizados nessa regidao estéao divididos
em trés classes, com base em diferencas nas suas fungdes: Classe |, Classe Il e Classe
[ll. As Classes | e Il apresentam maior diversidade polimérfica (BAGHIZADEH et al.,
2009, ZHAO et al., 2011; PARACHA et al., 2015), sendo que os produtos dos genes da
Classe | s&o encontrados na superficie das células do organismo, enquanto que os da
Classe Il sédo expressos em células especializadas do sistema imunolégico, como os
linfécitos (AHMED & OTHMAN, 2006; ZHAO et al., 2011). A Classe lll apresenta varios
genes com funcgdes gerais, sendo que apenas alguns estdo envolvidos na resposta
imunolégica (GUILLEMOT et al., 1988).

O MHC em caprinos, ovinos e bovinos apresenta-se de forma semelhante,
possuindo dois antigenos da Classe Il funcionalmente expressos, o0 DQ e o DR, sendo
estes extensamente caracterizados em ovinos e bovinos, enquanto que em cabras
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apenas quatro genes foram identificados: GoLA-DRA, GoLA-DRB, GoLA-DYA e GoLA-
DIB (AMILLS et al., 2004; YADAV et al., 2016).

DRB é o gene da Classe Il mais polimoérfico, sendo os alelos dos genes BoLA-
DRB em bovinos amplamente estudados e associados com a ocorréncia de doencgas
e caracteristicas de producao (SHARIF et al., 1998; TRUJILLO-BRAVO et al., 2005;
NASCIMENTO et al., 2006; VILACA et al., 2016). No entanto, ao contrario dos avancos
observados nos estudos com vacas leiteiras, pouca informacé&o ainda existe acerca da
regiao MHC e de suas possiveis associagcdes em ovinos e caprinos (CHARON, 2004;
PETLANE et al., 2012).

2.2.1Gene GoLA (Goat Lymphocyte Antigen)

Em cabras leiteiras os genes DR da Classe Il foram os mais bem caracterizados
e 0 segundo éxon do gene DRB (GoLA-DRB.2) é a regidao mais estudada devido ao
seu elevado polimorfismo, além de ser considerado responsavel pelas diferencas na
resposta imunolégica dos individuos aos agentes infecciosos (BAGHIZADEH et al.,
2009; PARACHA et al., 2015).

Amills et al. (2004) relataram a existéncia de 22 alelos diferentes do locus DRB
em cabras. No entanto, a pesquisa sobre a genética da resisténcia as doencas em
cabras ainda € insipiente e pouco se sabe sobre a frequéncia alélica desse gene e as
possiveis associagdes entre os seus alelos (PETLANE et al., 2012; SHRIVASTAVA
et al., 2015). Além disso, esse gene tem sido relacionado com uma ampla variedade
de caracteristicas de producdo, seguranca e qualidade de produtos em animais
domésticos (PARACHA et al., 2015).

A Tabela 1 apresenta a evolucdo das pesquisas voltadas ao estudo do gene
GoLA em cabras leiteiras.

REFERENCIA ESPECIE PAIS OBJETIVO

Descri¢ao da técnica NESTED-PCR
Amills et al. Caprino Espanha associada ao RFLP para amplificacdo
(1996) do segundo éxon da Classe Il do MHC
caprino em cabras e em outras espécies

Dongxiao & Yuan Identificacéo de polimorfismos do gene

(2004) Caprino China MHC-DRB por PCR-RFLP
Ahmed & Othman Caprino Eqito Identificacéo de polimorfismos do gene
(2006) P 9 MHC-DRB por PCR-RFLP

. . . Identificacéo de polimorfismos do gene
Li et al. (2006) Caprino China GolLA-DRB3.2 por PCR-RFLP
Baghizadeh et al. Caprino I3 Identificacéo de polimorfismos do gene
(2009) P GoLA-DRB3 por PCR-RFLP
. . Identificac&o de polimorfismos do gene
Zhao et al. (2011) Caprino China CLA-DRB3 por PCR-RFLP
. . - Identificacéo de polimorfismos do gene
Singh et al. (2012) Caprino India MHC-DRB por PCR-RFLP
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Petlane et al. Identificac&o de polimorfismos do gene

(2012) Caprino Indonesia MHC-DRB por PCR-RFLP
Yakubu et al. Cabrino Niéria Diversidade filogenética do gene MHC-
(2013) P 9 DBQ1

Identificac&o de polimorfismos do

Shrivastavaetal.  ¢a5ring india gene MHC-DRBT por PCR-RFLP 6

(2015) .
sequenciamento
Identificac&o de polimorfismos do gene
Yadav et al. . - CLA-DRBS3 por PCR-RFLP e associagéo
Caprino India LA :
(2016) com resisténcia aos nematoides

gastrointestinais

Tabela 1. Evolugao dos estudos voltados a identificacao de polimorfismos do gene GoLA em
caprinos.

Um dos primeiros estudos sobre o éxon 2 da regidao GoLA-DRB em caprinos
foi realizado por Amills et al. (1995), que desenvolveram uma PCR nested para
amplificacdo de um segmento génico de 285 pares de base (pb). Os mesmo autores
no ano seguinte publicaram um novo artigo mais completo (Amills et al., 1996) com
um acréscimo de um novo passo apdés amplificacdo, onde foi realizada a digestéo
do produto amplificado com enzimas de restricdo (PCR-RFLP, do inglés Restriction
Fragment Length Polymorphism), sendo esta a metodologia mais amplamente utilizada
nos estudos sobre a identificacdo de polimorfismos do gene GoLA-DRB.2.

O estudo mundial sobre o polimorfismo genético do gene GoLA-DRB.2 em
caprinos tem sido focado naidentificacdo das frequéncias alélicas e genotipicas atravées
da utilizacdo de enzimas de restricao (AMILLS et al., 1996; DONGXIAO & YUAN,
2004; BAGHIZADEH et al., 2009; ZHAO et al., 2011; SINGH et al., 2012; PETLANE et
al., 2012; YADAV et al. 2016).

A figura 1 apresenta a eletroforese do gene GoLA-DRBS3, utilizada por Yadav et
al. (2016) para amplificacdo do fragmento de 285 pb e apoOs digestdo com a enzima

de restricao Pstl.
(a) (b)

L]

il ]

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 2%. (a) Produtos de PCR do gene GoLA-DRB3 (285
pb); (b) Mesmas amostras apos digestdo com a enzima de restricdo Pstl. Fonte: Yadav et al.
(2016).
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Em estudo realizado por Petlane et al. (2012) e ao observar os polimorfismos
genéticos do GoLA-DRB.2 em caprinos leiteiros, constataram que o I6cus avaliado foi
polimérfico podendo ser explorado com proposito de selecéo. Resultados semelhantes
foram relatados por Zhao et al. (2011) ao investigarem as variacées genéticas do gene
GoLA-DRB.2 em dez racas caprinas. Por outro lado, Yadav et al. (2016), buscando
associacao de variantes polimérficas do gene GoLA-DRB, concluiram que este l6cus
ndo pode ser utilizado para selecao de cabras para resisténcia a nematoides no
rebanho avaliado.

Uma vez que o gene GoLA-DRB.2 est4 envolvido com o sistema imunoldgico,
se faz necessaria pesquisa que busque a associacdo deste com os parametros de
qualidade do leite e maior resisténcia a mastite (PETLANE et al., 2012). Em bovinos,
Nascimento et al. (2006) em estudo do gene DRB em vacas pertencentes ao Programa
de Melhoramento Genético da raga Gir, observaram associacdo desse gene com a
producdo de proteina, gordura e contagem de células soméaticas (CCS). Associacéo do
gene DBR.2 com CCS em bovinos também foi relatada por outros autores (LEDWIGE
et al., 2001; RUPP et al., 2007). E importante destacar que no Brasil ainda n&o
existem trabalhos que busquem associar os polimorfismos do gene GoLA-DRB.2 com
caracteristicas de CCS e resisténcia a mastite em caprinos.

Muito ainda esta para ser conhecido sobre a interpretacao bioldgica e relevancia
fenotipica de caracteristicas relacionadas a resisténcia a mastite. Estudos adicionais
ainda sdo necessarios para a confirmacéo das associa¢gdes dos alelos do GolLA-
DRB.2 aos fendtipos e a resisténcia as doencas, visando utilizar os resultados para a
melhoria genética de animais de producéo.

Apesar do aumento nos ultimos anos de informagdes sobre a caracterizacao
genética em caprinos, nao existem dados relacionados aos polimorfismos genéticos
do gene GoLA-DRB.2 nem sobre sua associacdo com caracteristicas de interesse
econémico em rebanhos caprinos nacionais.

O estudo do polimorfismo genético do gene GoLA-DRB.2 e a identificagéo de
variacdes alélicas especificas podem contribuir para o desenvolvimento de marcadores
genéticos que possam ser utilizados para a identificacéo e incorporagcao nos rebanhos
de caracteristicas de resisténcia a doencas que representam um impacto econémico
na producao animal, além de auxiliar no desenvolvimento de estratégias de criacdo de
cabras leiteiras (PARACHA et al., 2015; SHRIVASTAVA et al., 2015).
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