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RESUMO

Nos tltimos anos houve um aumento significativo de ensaios clinicos na tentativa de descobrir novos
medicamentos que possam retardar a evolugdo da Esclerose Lateral Amiotrofica. O objetivo deste
estudo foi realizar uma revisdo sistemdtica com metanalise de ensaios clinicos randomizados com
duragdo de seis ou mais meses para avaliar a eficacia de tratamentos em pacientes com Esclerose
Lateral Amiotroéfica realizados no periodo de 2016 a 2021 tendo como medida de desfecho a pontuagao
final na Escala de Avaliagdo Funcional da Esclerose Lateral Amiotrofica Revisada. A busca por artigos
abrangeu as principais bases de dados além do site do ClinialTrials.gov e no final, 18 estudos foram
selecionados para andlise. No total, 4.214 participantes foram inscritos, 1.880 receberam o
medicamento e 1.933 receberam o placebo e cerca de 30% foram descontinuados ao longo dos estudos.
A idade média foi de 57 anos com predominancia do sexo masculino (65%) e 21,4% dos participantes
apresentaram inicio dos sintomas na regidao bulbar e 77,0% na regido espinhal. A leitura dos artigos
também revelou grande variabilidade clinica entre os pacientes. Dos15 medicamentos que foram
testados, Edaravona, Relyvrio e Masitinibe apresentaram efeitos positivos desde que fossem
administrados antes do comprometimento grave da funcionalidade. Entretanto, um recente estudo
falhou em atingir a meta principal do Relyvrio de desacelerar o declinio nas pontuacdes ALSFRS-R
em comparagdo com um placebo. Na analise metodologica, dois estudos apresentaram algumas
preocupacdes devido ao cegamento incluir apenas pacientes e pesquisadores, além de apresentarem
taxas elevadas de descontinuagdo. O grafico de dispersdo em funil e o teste de regressao de Egger
mostraram auséncia de viés de publicacdo. A andlise de subgrupos mostrou que a heterogeneidade
substancial dos estudos incluidos na analise foi significativamente maior no grupo de artigos
publicados ao contrario dos estudos ndo publicados.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos houve um aumento significativo de ensaios clinicos na tentativa de descobrir
novos medicamentos que possam retardar a evolugdo da Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA), uma
doenca degenerativa causada pela morte dos neurdnios motores. Uma das medidas mais usadas para
avaliar a eficacia desses tratamentos ¢ a pontuacao da Escala de Avaliacdo Funcional da ELA Revisada
(ALSFRS-R) que consiste em 12 questdoes que podem ter uma pontuacao de 0 a 4. Uma pontuagado de
0 em uma questao indica auséncia de fun¢ao, enquanto uma pontuacao de 4 indica fun¢do completa. A
pontuacao final varia de 0 a 48, quanto maior for a pontuagdo, maior serd o grau de funcionalidade 1.
O Riluzol, de a¢do antiglutamatérgica, foi o primeiro medicamento aprovado para o tratamento da ELA
2. Apesar do aumento de Ensaios Clinicos Randomizados (ECRs), existem alguns desafios na
generaliza¢do dos seus resultados devido ao tempo de duracdo de cada estudo, selecdo de pacientes

com grande variabilidade clinica e diferentes desfechos clinicos analisados.

2 OBJETIVO
O objetivo deste estudo foi realizar uma revisdo sistematica com metanalise de ECRs com
duragdo de seis ou mais meses para avaliar a eficacia de tratamentos em pacientes com ELA realizados

no periodo de 2016 a 2021 tendo como medida de desfecho a pontuagdo final na ALSFRS-R.

3 METODOLOGIA
Este estudo seguiu o protocolo do Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-

Analyses (PRISMA) 3 e foi publicado na Plataforma PROSPERO (CRD42023434501).

3.1 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Foi utilizada a estratégia PICOT (populagdo, intervencado, controle, resultados e tipo de estudo)
para estabelecer os critérios de elegibilidade: (1) populagdo: pacientes diagnosticados com ELA ou
provavel ELA; (2) interven¢ao: medicamento; (3) controle: placebo; (4) resultados: pontuagao final na
Escala de Avaliacdo Funcional da ELA Revisada; (5) tipo de estudo: Ensaio Clinico Randomizado.
Foram excluidos artigos de revisdo, cartas e relatos de casos. Também foram excluidos estudos que
ndo relataram dados/resultados ou os dados/resultados relatados eram insuficientes. Além disso,

estudos observacionais ndao foram incluidos.
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3.2 BASES DE DADOS E ESTRATEGIA DE BUSCA

Foi realizada no dia 20 de janeiro de 2022 a busca por artigos nas Bases de dados: MEDLINE
via Pubmed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov), ELSEVIER via Embase (https://www.embase.com) e
Scopus  (https://www.scopus.com), LILACS via Biblioteca Virtual em Saude (BVS)
(https://lilacs.bvsalud.org) e o Registro Central Cochrane de Ensaios Controlados (CENTRAL)
(https://www.cochranelibrary.com/central), publicados em inglés utilizando o sistema de metadados
médicos em lingua inglesa (MeSH) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh), e registros de ECRs
concluidos que tiveram seus primeiros resultados postados no site https://clinicaltrials.gov no periodo
2016 a 2021. A literatura cinzenta consultada foram os artigos da ALS News Today. A estratégia de
busca envolveu os seguintes termos e caracteres booleanos: ("amyotrophic lateral sclerosis" OR “Lou
Gehrig Disease”) AND ("randomized controlled trial" OR "double-blind method" OR phase AND
"clinical trial") AND (experimental AND "control group" OR placebo) AND functional AND rating
AND scale.

3.3 SELECAO DOS ESTUDOS

A identificacdo de artigos duplicados e a selecdo de estudos foram realizadas utilizando o
software Rayyan (https://www.rayyan.ai/) 4. Os textos completos foram selecionados por 2 revisores
independentes que realizaram uma busca por estudos potencialmente relevantes com base em titulos e
resumos. Os estudos relevantes foram lidos integralmente, incluidos na metandlise de acordo com os

critérios de elegibilidade e as discordancias foram resolvidas por consenso ou por um terceiro revisor.

3.4 EXTRACAO E SINTESE DE DADOS

As informagdes obtidas quanto a populagdo do estudo, interven¢do, periodo de seguimento,
taxa de perda de dados e resultados foram tabulados em uma planilha no Excel. A avaliagcdo da
qualidade foi realizada independentemente pelos revisores usando a ferramenta de risco de viés da
Cochrane. A metanalise foi baseada no modelo de efeitos aleatérios € na avaliacao da eficacia dos
tratamentos, foram calculados a diferenca padronizada das médias, diferenca ajustada das médias dos
minimos quadrados e intervalos de confianga (IC). O grafico de floresta (forest plot) foi utilizado para
representacao grafica dos tamanhos de efeito e IC (95%). Valores de p < 0,05 numa analise bicaudal
foram considerados estatisticamente significantes. O indice de heterogeneidade estatistica foi usado
para estimar a inconsisténcia entre os estudos (I12) 5. A avalia¢do do viés de publicagdo foi realizada a
partir do grafico de dispersdao em funil e pelo teste de egressdo de Egger. A andlise dos dados foi

realizada no software Meta Essentials 6.
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4 RESULTADOS

A busca nas bases de dados identificou 465 estudos. Além disso, 39 ECRs foram identificados
no site do clinicaltrials.gov. O processo continuou com a remog¢ao dos artigos duplicados (n = 152),
com a exclusdo de artigos nas fases de titulo e resumo (n = 285) e, por fim, com a retirada de 49 estudos
na fase de leitura de artigos completos de acordo com os critérios de elegibilidade, restando para a
analise da qualidade metodologica e meta analise 18 estudos. Todo o processo esta ilustrado na Figura
1. A Tabela 1 apresenta 12 estudos publicados em revistas cientificas (estudos de 1 a 12) e 6 ECRs. Os
quatro primeiros estudos foram realizados com o medicamento Edaravona (MCI-186) da Mitsubishi
Tanabe Pharma Corporation e os estudos 13, 14 e 15 foram realizados com o medicamento Tirasemtive
da Cytokinetics nas dosagens de 250, 375 e 500 mg, respectivamente. Em todos os estudos, a alocacao
dos pacientes ocorreu de forma aleatorizada e o modelo de intervengao utilizado foi o de atribuicao
paralela. Nos estudos 7, 8 e 19 o cegamento foi de pacientes e pesquisadores, enquanto nos estudos
10, 12, 13, 14 e 15 o cegamento foi de pacientes, prestadores de cuidados e pesquisadores, e nos demais
estudos o cegamento foi de pacientes, prestadores de cuidados, pesquisadores e avaliadores. O estudo
9 teve como objetivo primdrio avaliar a seguranca da DM 1003 (Biotina) por meio do monitoramento
de efeitos adversos graves, eventos relacionados a doenga, exames laboratoriais de rotina e sinais
vitais. O estudo 16 teve como objetivo principal avaliar a dosagem de biomarcadores
farmacodinamicos e o estudo 20, a seguranca e a eficacia de TRO19622 (Olesoxime) avaliado pela
taxa de sobrevivéncia de 18 meses. Optamos por incluir estes trés estudos na analise por termos 0s
dados da pontuagdo da ALSFRS-R disponiveis. Os demais estudos tiveram como objetivo principal a
intencao de tratar. No total, 4.214 participantes foram inscritos, mas 3.813 iniciaram os estudos sendo
1.880 que receberam o medicamento e 1.933 que receberam o placebo e 1.222 pacientes foram
descontinuados (29,0%) ao longo dos estudos. O tamanho das amostras variou de 16 a 942, com
mediana de 137 participantes. A idade média dos participantes foi de 57 anos com predominancia do
sexo masculino (65%). Baseado nos doze primeiros estudos, 21,4% dos participantes apresentaram
inicio dos sintomas na regiao bulbar e 77,0% na regido espinhal. Treze estudos apresentaram dados do
uso do Riluzol e ficou na média de 80,0% para os grupos placebo e medicamentos. A andlise do risco
de viés para os estudos com intengdo de tratar revelou algumas preocupagdes para os estudos 8 e 11 e
para os demais estudos, baixo risco (Figura 2). Os tamanhos de efeito de cada estudo com seus
respectivos IC (95%) e peso estao representados na Figura 3. O tamanho de efeito combinado dos vinte
estudos foi de 0,35 (IC 95% —0,44 — 1,14). Este valor ndo foi considerado estatisticamente significante
(valor de Z = 0,94; p = 0,350). A heterogeneidade (I12) entre os estudos foi de 52,58%, valor

considerado substancial (Tabela 2).
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FIGURA 1. Fluxograma do processo de selecao.
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TABELA 1. ESTUDOS SELECIONADOS PARA METANALISE.

Estudo | Referéncia Ensaios Clinicos* Intervencéo Inscritos | Experimental | Placebo | Descontinuacéo
Estudo 7 NCT00330681 Edaravona 72 40 32 4
1 Placebo
Estudo 8 NCT00424463 Edaravona 52 27 25 5
2 Placebo
Estudo 9 NCT00415519 Edaravona 25 13 12 4
3 Placebo
Bstudo | 4 NCT01492686 Edaravona 137 69 68 10
4 Placebo
Bstudo | 5 NCT03127514 PB-TURSO 90 56 34 .
5 Placebo
Bstudo | 1 NCT03280056 NurOwn 196 95 94 7
6 Placebo
Bstudo | NCT02588677 Masitinibe 107 45 62 8
7 Placebo
Estudo Dimetil
. 1 ACTRN12618000534280 | fumarato 109 72 35 32
Placebo
Estudo " NCT03114215 Biotina 20 20 10 2
9 Placebo
Estudo 1 NCT01786603 Rasagiline 80 60 20 30
10 Placebo
- _208
Estudo . 2017-001983-39 PenGH 16 0 6 10
11 Placebo
Estudo 18 NCT01753076 Ozanezumabe | 55 152 151 95
12 Placebo
Estudo Tirasemtive
e 19 NCT02496767 (250 mg) 314 126 188 102
Placebo
Estudo Tirasemtive
" 19 NCT02496767 (375 mg) 314 125 188 117
Placebo
Estudo Tirasemtive
e 19 NCT02496767 (500 mg) 313 122 188 122
Placebo
Estudo 20 NCT03456882 RNSE0 147 74 73 37
16 Placebo
Estudo 21 NCT02118727 Memantina 89 54 29 36
17 Placebo
Estudo 2 NCT01281189 Dexpramipexole | g, 331 321 290
18 Placebo
Acetato de
Estudo 2 NCT00326625 Glatiramer 366 130 144 92
19
Placebo
Estudo | o NCT00868166 Olesoxime 512 259 253 226
20 Placebo

* Com excecdo dos estudos 8 e 11, todos os outros foram registrados no site do clinicaltrials.gov. # Registrado no site do
Registro de Ensaios Clinicos da Australia e Nova Zelandia. ¥ Registrado no site do Banco de Dados de Ensaios Clinicos

das Autoridades Reguladoras de Medicamentos da Unido Europeia.
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FIGURA 2. RISCO DE VIES DOS ESTUDOS SELECIONADOS.
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FIGURA 3. GRAFICO DE FLORESTA DE ESTUDOS REALIZADOS PARA TRATAR ELA. O EIXO X FORMA A
ESCALA DO TAMANHO DE EFEITO, PLOTADA NA PARTE SUPERIOR DO GRAFICO. OS VALORES DO LADO
POSITIVO DO ZERO FAVORECEM O TRATAMENTO E DO LADO NEGATIVO, FAVORECEM O PLACEBO. A
LINHA INFERIOR (OU “LINHA DE RESUMO”) TRANSFORMA O GRAFICO EM UMA “METANALISE”. ESTE
RESULTADO META-ANALITICO CONSISTE EM DOIS INTERVALOS, AMBOS EM TORNO DO MESMO
MARCADOR. ESTE MARCADOR REPRESENTA O EFEITO MEDIO PONDERADO (TAMANHO DO EFEITO
COMBINADO). O INTERVALO MENOR, PRETO, E O INTERVALO DE CONFIANCA. O INTERVALO MAIOR,
VERDE, E O INTERVALO DE PREDICAO.
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TABELA 2. Tamanho de efeito combinado e heterogeneidade dos estudos.

Tamanho de Efeito Combinado
Tamanho de Efeito 0,35
Erro Padrdo 0,38
Limite Inferior do Intervalo de Confianca -0,44
Limite Superior do Intervalo de Confianga 1,14
Limite Inferior do Intervalo de Predicdo -1,58
Limite Superior do Intervalo de Predicéo 2,28
Valor de Z 0,94
Valor de p unicaudal 0,175
Valor de p bicaudal 0,350
Heterogeneidade
Q 40,07
Pq 0,00
12 52,58%
T? 0,71
T 0,84

A andlise de viés de publicagdo a partir do grafico de dispersdo em funil revelou simetria na
distribuicdo dos estudos (Figura 4) e o resultado do teste de regressao de Egger ndo foi estatisticamente

significante (t = 0,64 (df = 19); p = 0,528).

FIGURA 4. GRAFICO DE DISPERSAO EM FUNIL.
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5 DISCUSSAO

Um dos desafios na andlise dos estudos realizados em pacientes com ELA se deve a
variabilidade clinica entre eles. Este estudo teve como foco os casos de ELA esporadica deixando de
lado os casos de ELA familiar. Quinze medicamentos foram avaliados para o tratamento da ELA
esporadica. No caso do Edaravona, um medicamento de agdo antioxidante indicado no tratamento do
infarto cerebral agudo no Japao desde 2001, ndo foi possivel demonstrar sua eficacia no primeiro
estudo de fase III em comparagdo com placebo no tratamento da ELA por meio da pontuagdo na
ALSFRS-R 25. Uma analise post-hoc de subgrupos foi realizada para identificar um subgrupo no qual
se poderia esperar que o Edaravona mostrasse eficacia. O conjunto completo da analise (FAS) consistiu
em todos os pacientes que receberam pelo menos uma dose do Edaravona ou placebo e que tinham
dados de eficacia disponiveis. O subgrupo de maior eficicia esperada dentro do FAS, identificado
como EESP, tinha capacidade vital forcada (CVF) igual ou superior a 80% e 2 ou mais pontos para
todos os itens da ALSFRS-R antes do tratamento. O subgrupo de maior eficacia esperada dentro do
grupo EESP, identificado como dpEESP2y, tinha diagndstico de ELA "definida" ou "provavel" de
acordo com os critérios da Airlie House de El Escorial ¢ inicio da doenca dentro de dois anos. As
diferengas entre os grupos que receberam Edaravona e placebo para a mudanga na média dos minimos
quadrados na pontuagdo da ALSFRS-R =+ erro padrao, foram de 0,65 = 0,78 (p = 0,4108) no FAS, 2,20
+ 1,03 (p = 0,0360) no EESP ¢ 3,01 + 1,33 (p = 0,0270) no dpEESP2y. Nesta metanalise incluimos o
resultado do grupo dpEESP2y. O segundo estudo realizado para avaliar a eficicia e seguranca a longo
prazo do Edaravona nos grupos FAS e EESP 8 e o terceiro estudo envolvendo pacientes com
classificagdo de gravidade da ELA no Japao Grau 3, ELA definida, provavel ou provavel apoiada por
laboratorio (Airlie House de El Escorial), CVF > 60%, duracdo da doenga < 3 anos no momento do
consentimento ¢ mudanca na pontuagdo na ALSFRS-R de —1 a —4 pontos durante o periodo de pré-
observacdo de 12 semanas 9 ndo mostraram resultados estatisticamente significantes comparados com
o placebo, e no quarto estudo, Edaravona exibiu eficacia no grupo dpEESP2y 10. Outro medicamento
que apresentou resultados positivos foi o Fenilbutirato de Sédio—Acido Tauroursodeoxicélico (PB-
TURSO) (estudo 5) também conhecido como AMX0035 e Relyvrio. O Fenilbutirato de Sédio ¢ um
inibidor da histona desacetilase que regula positivamente as proteinas de choque térmico diminuindo
o estresse oxidativo no reticulo endoplasmatico 26. O Acido Tauroursodeoxicolico previne a
translocagdo da proteina Bax para a membrana mitocondrial, reduzindo assim a permeabilidade
mitocondrial e aumentando o limiar apoptético da célula 27. O primeiro estudo realizado para avaliar
a eficacia do PB-TURSO durante um periodo de 24 semanas envolvendo pacientes com ELA definida

que tiveram inicio dos sintomas nos ultimos 18 meses, revelou uma taxa média de mudanga no escore

~
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da ALSFRS-R de —1,24 pontos por més com o medicamento ativo e —1,66 pontos por més com o
placebo (diferenca de 0,42 pontos por més; IC 95% 0,03 — 0,81; p = 0,03) 28. Posteriormente, um
estudo realizado para avaliar a eficacia e seguranca a longo prazo (48 semanas) do PB-TURSO revelou
uma diferenca de 4,23 + 1,87 (p = 0,02) comparado com o placebo 11. Nesta metanalise incluimos o
resultado do estudo a longo prazo. Apesar dos primeiros resultados reportados com base em dados do
estudo CENTAUR de Fase 2 (NCT03127514) forem a favor do PB-TURSO, recentemente o estudo
PHOENIX Fase 3 (NCT05021536) foi langado para confirmar a eficacia do PB-TURSO ao longo de
um ano, inscrevendo 664 pessoas com ELA precoce. No entanto, os dados mostraram que o estudo
falhou em atingir sua meta principal de desacelerar o declinio nas pontuagdes ALSFRS-R em
comparagdo com um placebo. Esses resultados foram um fator-chave na decisdo de remover o Relyvrio
(PB-TURSO) do mercado 29. Outro medicamento com resultados promissores ¢ o Masitinibe (estudo
7), um inibidor seletivo da tirosina quinase que exerce papel protetor dos sistemas nervoso central e
periférico. A andlise de sobrevida a longo prazo (seguimento médio de 75 meses a partir do
diagnéstico) indicou que o Masitinibe oral (4,5 mg/kg/dia) pode prolongar a sobrevida em mais de 2
anos em comparacao com o placebo, desde que o tratamento seja iniciado antes do comprometimento
grave da funcionalidade 13. Vale destacar que no ensaio realizado com a Penicilina G/hidrocortisona
(PenGH) (estudo 11), 56,0% dos pacientes tiveram ELA de inicio bulbar, nimero bem acima dos outros
estudos e taxa de progressao da doenca de 2,2 (IC 95% 1,1 — 3,3) pontos na ALSFRS-R/més, quase o
dobro do observado em ensaios clinicos anteriores 17. Na analise metodologica, o risco de viés dos
estudos 8 e 11 apresentou algumas preocupacdes devido ao cegamento incluir apenas pacientes e
pesquisadores deixando de lado cuidadores e avaliadores, além de apresentar elevadas taxas de
descontinuagao de 30 e 60%, respectivamente. Em todos os estudos foi relatado o uso concomitante
de Riluzol, mas apenas treze estudos apresentaram dados do uso do medicamento que ficou na média
de 80,0%. A andlise de viés de publicagdo a partir do grafico de dispersdo em funil (Figura 4) ndo
mostrou assimetria, isto €, ndo houve viés de publicagcdo. O resultado do teste de regressao linear de
Egger corroborou com a nao-assimetria da primeira analise (t = 0.64 (df =19); p = 0.528). O Tamanho
de Efeito Combinado dos vinte estudos ndo foi estatisticamente significante prevalecendo a hipdtese
nula indicando a auséncia de efeito para o conjunto de estudos. Entretanto, como evidenciado na Figura
3, os estudos 1, 4, 5 e 7 tiveram efeito estatisticamente significante favorecendo os medicamentos e
uma heterogeneidade substancial de 52,58%, levou-nos a realizar uma analise de subgrupos para
explorar melhor estes resultados. Dividimos os estudos em trés subgrupos, o primeiro subgrupo
formado pelos estudos publicados em revistas cientificas cujos resultados ndo foram estatisticamente

significantes (estudos 2, 3, 6 e 8 a 12), o segundo subgrupo formado pelos estudos com tamanho de

~

REVISTA ARACE, Sio José dos Pinhais, v. 6, n. 2, p. 752-766, 2024 762



| ‘“--IIIIIIIIIIIIIIII

Revista

ARACE

efeito estatisticamente significantes (estudos 1, 4, 5 e 7) e o terceiro subgrupo formado pelos ECRs
que tiveram os resultados postados no site do ClinicalTrials.gov, mas nao foram publicados em revistas
cientificas (estudos 13 a 20). O tamanho de efeito do primeiro subgrupo foi de —0,41 (IC 95% —2,26 —
1,45), do segundo subgrupo foi 2,97 (IC 95% 1,58 — 4,36) e do terceiro subgrupo foi 0,05 (IC 95% —
0,08 — 0,19). O resultado também revelou heterogeneidade de 44,15% para o primeiro subgrupo
enquanto nos outros a heterogeneidade foi 0% (p = 0,013). A variacdo dos resultados dos estudos
incluidos na analise, portanto, foi significativamente maior no grupo de artigos publicados ao contrario

dos estudos nao publicados.

6 CONCLUSOES

Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia de ECRs de medicamentos usados para tratar
pacientes com ELA durante o periodo de 2016 a 2021. A busca por artigos abrangeu as principais bases
de dados além do site do ClinialTrials.gov. 18 estudos foram selecionados para a avaliagdo
metodoldgica e metandlise. No total, 4.214 participantes foram inscritos, 1.880 receberam o
medicamento e 1.933 receberam o placebo e cerca de 30,0% dos participantes foram descontinuados
ao longo dos estudos. A idade média foi de 57 anos com predominéncia do sexo masculino (65,0%) e
21,4% apresentaram inicio dos sintomas na regido bulbar e 77,0% na regido espinhal. A leitura dos
artigos também revelou grande variabilidade clinica entre os pacientes. Dos15 medicamentos que
foram testados, Edaravona, Relyvrio e Masitinibe apresentaram efeitos positivos desde que fossem
administrados antes do comprometimento grave da funcionalidade. Entretanto, um recente estudo
mostrou que o Relyvrio falhou em atingir sua meta principal de desacelerar o declinio nas pontuagdes
ALSFRS-R em comparagdo com um placebo. Na analise metodoldgica, dois estudos apresentaram
algumas preocupagdes devido ao cegamento incluir apenas pacientes e pesquisadores além de
apresentarem taxas elevadas de descontinuagdo. O gréfico de dispersdo em funil e o teste de regressao
de Egger mostraram auséncia de viés de publicacdo. A andlise de subgrupos mostrou que a
heterogeneidade substancial dos estudos incluidos na analise foi significativamente maior no grupo de

artigos publicados ao contrario dos estudos nao publicados.
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