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RESUMO

Objetivo: revisar os aspectos etiopatogénicos da infec¢do por Chlamydia pneumoniae na doenga aterosclerdtica,
analisando estudos em modelos animais e in vitro, assim como ensaios clinicos que avaliaram associagdo entre a
presenca do patoégeno e doenga aterosclerotica.

Fonte de Dados: foram revisados artigos disponiveis nas bases de dados PubMed, SciELO e LILACS, publicados
entre 1986 e 2009.

Sintese dos Dados: a Chlamydia pneumoniae pode se replicar no endotélio, células musculares lisas e macréfagos,
contribuindo para a aterogénese. Lipopolissacarideos e proteinas de choque térmico oriundos do patdégeno podem
induzir a formagao de células espumosas. In vitro, macrofagos humanos infectados por Chlamydia pneumoniae
apresentam acumulo intracelular de lipidios por desregulagdo na absor¢do de lipoproteinas de baixa densidade. Em
modelos animais, o patégeno ¢ encontrado no ateroma de animais hiperlipémicos, e macréfagos murinos aderem
melhor ao endotélio quando infectados por Chlamydia pneumoniae. Os estudos soroepidemioldgicos sdo controversos
em termos da frequéncia de anticorpos anti-Chlamydia pneumoniae em pacientes com aterosclerose. Em ensaios
clinicos, nido ha evidéncia cabal de beneficio da terapia antibidtica sobre o progndstico da doenga arterial coronaria.
A ocorréncia de infec¢do por Chlamydia pneumoniae ndo ¢é, até o momento, fator de risco definido para doenca
aterosclerotica.

Conclusées: a infeccdo por Chlamydia pneumoniae pode constituir achado de importancia etiopatogénica na
ateromatose. Entretanto, a relevancia clinica dessa associagdo, como mostram os estudos epidemioldgicos e ensaios
clinicos aqui revisados, ainda ¢ incerta.

DESCRITORES: CHLAMYDOPHILA PNEUMONIAE; INFLAMACAO; ATEROSCLEROSE; MODELOS ANIMAIS; IN VITRO.

ABSTRACT

Aims: To study the etiopathogenic role of Chlamydia pneumoniae infection in the atherosclerotic disease, in vitro
studies and animal models involving Chlamydia pneumonia and atheromatosis were reviewed, as well as clinical
assays that analyzed the association between the pathogen and atherosclerotic disease.

Source of Data: Articles found in Pubmed, SciELO and LILACS data bases, published between 1986 and 2009,
were reviewed.

Summary of Findings: Chlamydia pneumoniae can replicate in the endothelium, smooth muscle cells and macrophages,
contributing to atherogenesis. Lipopolysacharides and heat-shock proteins originated from the pathogen can induce
the formation of foam cells. In vitro, human macrophages infected by Chlamydia pneumoniae induce intracellular
accumulation of lipids through a deregulation in the absorption of low-density lipoproteins. In animal models, the
pathogen is found in atheroma of hyperlipemic animals, and murine macrophages adhere better to the endothelium
when infected by Chlamydia pneumoniae. The sero-epidemiological studies are controversial in terms of the anti-
Chlamydia pneumoniae antibody frequency in patients with atherosclerosis. In clinical studies, there is no unequivocal
evidence of the benefit of antibiotics on the prognosis of the coronary arterial disease. The occurrence of the infection
by Chlamydia pneumonia is not, up to date, a defined risk factor for atherosclerotic disease.

Conclusions: Infection by Chlamydia pneumonia may constitute an important etiopathogenic finding in atheromatosis.
However, the clinical relevance of this association, as shown in the epidemiologic and clinical studies herein reviewed,
is yet uncertain.
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INTRODUCAO

A aterosclerose ¢ uma doenca progressiva
caracterizada pelo acumulo de lipidios e de células
inflamatérias e por um componente fibroso em
grandes artérias. E a causa primaria da doenca arterial
coronariana e do acidente vascular cerebral, sendo
responsavel por aproximadamente 50% das mortes
no Ocidente.!?

H4 aproximadamente 100 anos, William Osler
sugeriu uma relagdo entre infec¢do e inflamagdo na
aterosclerose. Aliada aos tradicionais fatores de risco
para aterosclerose, como hipertenséo, hiperlipidemia,
diabetes, tabagismo, estresse, obesidade e fatores
genéticos, a infeccdo cronica poderia constituir-se em
fator de risco adicional para aterosclerose.’ Patdgenos
como citomegalovirus, Herpes simplex, Helicobacter
pylori e virus da hepatite A sdo exemplos de agentes
patogénicos que podem estar associados com a
aterosclerose. Nenhum patégeno, entretanto, tem
gerado mais aten¢do do que a Chlamydia pneumoniae
(C. pneumoniae) nessa circunstancia.*

A C. pneumoniae ¢ uma bactéria intracelular
obrigatoria que causa fundamentalmente doencas
respiratorias em adultos. A prevaléncia de anticorpos
para esse patdogeno € superior a 50% em pessoas com
mais de 20 anos e superior a 70% em pessoas com
mais de 60 anos. A bactéria € responsavel por 10% dos
casos de pneumonia e por 5% dos casos de faringite,
bronquite e sinusite. Ela pode se manter em estado
cronico ou de laténcia e a recidiva ¢é frequente apesar
da antibioticoterapia.’” O primeiro isolamento de C.
pneumoniae foi realizado a partir de secregdo ocular
de criangas no ano de 1965, em Taiwan. Entretanto,
ndo era considerada um patdégeno até 1983, quando
foi isolada do trato respiratorio de estudantes da
Universidade de Washington com faringite. Apenas em
1989 foi classificada como uma espécie de clamidia.®’

As clamidias s@o bactérias intracelulares com um
ciclo de vida bifasico, com duas formas morfoldgicas
distintas. O corpo elementar (forma infecciosa e
metabolicamente inativa) é endocitado pela célula
hospedeira em vesiculas citoplasmaticas, onde a
bactéria impede a fusdo com os lisossomos. Em um
periodo de 6 a 8 horas depois da entrada na célula o
corpo elementar reorganiza-se na forma nao-infecciosa
e metabolicamente ativa denominada corpo reticular,
que se multiplica por fissdo bindria. Alguns corpos
reticulares se transformam na forma infecciosa e sao
liberados para o exterior ap6s lise da célula hospedeira,
podendo, entdo, infectar outras células.'®

Sabe-se que o processo inflamatério desempenha
papel relevante no deflagramento e na progressao
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da lesdo aterosclerdtica. Ha indicios, baseados em
estudos soroepidemioldgicos, in vitro e em modelos
animais, de que a C. preumoniae esteja envolvida no
processo aterosclerotico.!! Esta revisao estd focada na
atualizagdo sobre os aspectos fisiopatogénicos e clinico-
epidemiologicos da infecg¢do por C. pneumoniae na
doenca aterosclerotica.

FONTE DE DADOS

A revisdo foi baseada em artigos publicados entre
1986 ¢ 2009, tendo como fonte as bases de dados
PubMed, SciELO e LILACS. Os termos pesquisados
foram Chlamydia pneumoniae AND atherosclerosis,
combinados com outras variaveis.

FISIOPATOLOGIA DA ATEROSCLEROSE

O conhecimento da fisiopatologia da aterosclerose
evoluiu sobremaneira nas tltimas décadas. Na década
de 1970, as teorias apontavam a relacdo direta entre
dislipidemia e ateromatose. Atualmente, sabe-se que
0s mecanismos que culminam com a ateromatose sao
complexos e envolvem fatores genéticos, ambientais
e resposta inflamatoria.!>!?

A estria gordurosa constitui a lesdo inicial da placa
aterosclerdtica. Compreende o acumulo de lipidios,
células inflamatorias e elementos fibrosos que se
depositam na parede das artérias.’* O resultado ¢ a
formacdo de trombos e o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares. A formacao da placa aterosclerdtica
inicia-se com a agressao ao endotélio por fatores como
hiperlipidemia, hipertensado arterial e tabagismo. A
disfuncdo endotelial aumenta a permeabilidade da
intima as lipoproteinas plasmaticas, favorecendo a
retengdo das mesmas no espago subendotelial.'* As
lipoproteinas de baixa densidade (LDL, low-density
lipoproteins) retidas e acumuladas podem sofrer
modificagdes oxidativas, resultando em lipoproteinas
de baixa densidade oxidadas (LDL-0x); lipoproteinas
oxidadas sdo capazes, por sua vez, de deflagrar uma
resposta inflamatoéria local. '

O surgimento de moléculas de adesao leucocitaria
na superficie endotelial ¢ responsavel pela atragdo de
monocitos e linfocitos da circulagdo sanguinea para a
parede arterial. Entre as principais moléculas de adesao,
destacam-se a moléculas de adesdo vascular (VCAM-1), a
molécula de adesao intercelular ICAM-1) e a E-seletina,
entre outras."’ Acredita-se que a secrecao de moléculas
de adesdo ¢ mediada por interleucina (IL)-1, 1L-4,
fator de necrose tumoral-alfa e interferon-gama, a
maioria sintetizada por macrofagos, linfécitos e pelo
proprio endotélio.'*'® Induzidos por essas citocinas, os
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mondcitos migram para o espaco subendotelial, onde
se diferenciam em macréfagos e LDLox, gerando
células espumosas, principais componentes das
estrias gordurosas.'*'> As LDLox também atuam como
agente quimiotatico para macrofagos e linfocitos T e,
além disso, sdo citotoxicas para células endoteliais,
induzindo-as a liberar mediadores pro-inflamatorios
que contribuem para as diversas fases do processo
aterosclerotico.'*? De interesse, a oxidacdo das LDL
pode gerar a disponibilizacao de epitopos imunogénicos
que deflagram resposta anticorpica.?!

Sabe-se que um consideravel montante de LDL
circulantes estao acopladas a molécula de beta2-
glicoproteina I (beta2-gpl), um cofator fosfolipidico
com propriedades anticoagulantes. Digno de nota, o
complexo LDLox-beta2-gpl pode ser internalizado no
macrofago somente através da mediagdo de anticorpos,
e ndo através de receptores scavenger.”? Recentemente,
demonstrou-se que o complexo LDLox-beta2-glp esta
aumentado na circulagdo periférica de pacientes com
doencas autoimunes e em alguns casos de sindrome
coronariana aguda.?

A progressdo das estrias gordurosas requer
a infiltracdo de células inflamatdrias e também a
proliferacdo de células musculares lisas. Alguns
mediadores da inflamag¢do estimulam a migragao
dessas células da camada média para a intima arterial.
Células musculares lisas, a0 migrarem para a intima,
passam a produzir ndo apenas citocinas ¢ fatores de
crescimento, como também a matriz extracelular que
formata a capa fibrosa da placa aterosclerética.'* A
ruptura da capa expde o nucleo lipidico, altamente
trombogénico, o que culmina com oclusao do [imen arte-
rial.'424

ATEROSCLEROSE E Chlamydia pneumoniae

Ha indicios de que a C. pneumoniae esteja
envolvida em todos os estdgios do processo de
formagdo do ateroma, desde a les@o inflamatoria
inicial até a ruptura da placa. A C. pneumoniae pode
infectar, potencialmente, todas as células envolvidas
na aterogénese, incluindo células endoteliais, células
musculares lisas e macrofagos.z>2°

Adisseminagdo da C. pneumoniae para a vasculatura
ocorre a partir da infec¢do de macrofagos e linfocitos
do trato respiratério, de onde ocorre a migragao para
as artérias.?>?* Células endoteliais estimuladas pela
presenca de C. pneumoniae expressam moléculas
de adesdo como VCAM-1, ICAM-1 e E-selectina e
secretam citocinas pro-inflamatorias como IL-8, IL-6
e TNF, promovendo a adesdo celular e migragdo de
leucodcitos para o subendotélio.?”?
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A exposi¢ao a lipopolissacarideos e a proteina
de choque térmico de 60 kilodaltons (Hsp60) da C.
pneumoniae pode induzir a uma maior captacdo do
LDL pelos macrofagos, o que incrementa a formagao
de células espumosas. A Hsp60 originaria da C.
pneumoniae teria, assim, uma funcao pro-inflamatoria
no ateroma. Além disso, antigenos da C. pneumoniae
parecem deflagrar hiperexpressdo de IL-18 em
pacientes com aterosclerose coronaria.?3! Mei et al.??
reportaram que a C. pneumoniae induz a formacgao de
células espumosas por atuar diretamente em receptores
ativados por proliferadores de peroxissoma gama/alfa,
reguladores do metabolismo lipidico de macrofagos,
0 que pode contribuir para suas propriedades pro-
aterogénicas.

A infec¢do das células endoteliais por C.
pneumoniae faz com que o endotélio secrete, além
de citocinas, fatores de crescimento que estimulam
também a proliferagdo e migracdo de células mus-
culares lisas, o que gera a formagdo da capa fibrosa
do ateroma.** Por fim, a estabilizagdo da placa pode
também ser afetada pela presenc¢a da C. pneumoniae.
A infeccdo celular pela bactéria aumenta a expressao
de fator tecidual, induzindo um estado pro-coagulante;
além disso, inibe a sintese de colageno e fibronectina
por fibroblastos, o que aumenta a vulnerabilidade da
placa aterosclerotica.?*3

ESTUDOS IN VITRO

A maioria dos estudos in vitro aponta para um
papel relevante da C. pneumoniae na formacgdo do
ateroma. Sabidamente, a C. pneumoniae pode se
replicar nas células endoteliais, células muscula-
res lisas e nos macrofagos.’>?7 A suscetibilidade a
infec¢do por C. pneumoniae no sistema monocito-
macrofago de individuos saudaveis foi avaliada,
concluindo-se que individuos cujos macréfagos
ndo restringem o crescimento de C. pneumoniae
sdo mais vulneraveis a infec¢do crénica por esse
agente.”® A infec¢do de macroéfagos humanos por C.
pneumoniae induz, in vitro, ao acimulo intracelular
de lipidios, através de uma desregulacdo na absor¢ao
do LDL, contribuindo para a formacdo de células
espumosas.?-3

Alguns estudos indicam que a Hsp60 produzida
pela C. pneumoniae constitui estimulo antigénico capaz
de deflagrar respostas humorais e celulares especificas,
0 que também contribuiria para a imunopatologia da
aterosclerose. A Hsp60 oriunda da C. pneumoniae ¢
também capaz de induzir secrecdo de interferon-gama
pelos linfocitos, desta forma ampliando a resposta
celular no ateroma.*



MODELOS ANIMAIS

Os modelos animais tém sido uteis na defini¢ao
do papel etiopatogénico da C. pneumoniae na
aterosclerose. Na maioria desses modelos, o patdogeno
¢ introduzido no trato respiratorio dos animais para
simular a porta de entrada em humanos, ¢ o tecido
vascular ¢ examinado a posteriori. Um estudo
envolvendo camundongos foi usado para determinar
se C. pneumoniae contribui para a aterogénese
aortica; observaram-se mudancas inflamatorias apos
a inoculacao do patdogeno em animais ndo expostos a
dieta rica em lipidios e lesdes mais progressivas em
animais expostos a dieta hiperlipidica.* Esses dados,
assim como outros provenientes de estudos realizados
em coelhos,**2 sugerem a participa¢ao do patdogeno na
aterogénese.

Outro estudo demonstrou que a infec¢do cronica
por C. pneumoniae pode gerar processo inflamatorio
na aorta de camundongos com padrao lipidico normal,
mas ndo deflagrar formacao de ateroma.* Depreende-
se, por esse estudo, que a eventual formacdo do ateroma
¢ dependente de hiperlipidemia em animais infectados
pelo patdégeno. Entretanto, o assunto é matéria de
polémica. Coelhos infectados com C. pneumoniae
desenvolveram pneumonite aguda, e dois de seis
animais evoluiram com lesdo aterosclerdtica grave
na aorta.*! Em outro estudo, alteracdes inflamatoérias
similares a aterosclerose foram documentadas em seis
de nove coelhos inoculados com C. pneumoniae.**

Macrofagos murinos infectados com C. pneumoniae
aderiram melhor ao endotélio do que macrofagos
nao infectados, de onde se infere que a infec¢do cro-
nica por C. pneumoniae possa ser aterogénica por
promover a aderéncia de macrofagos a superficie
endotelial.®

Embora estes modelos animais estejam contribuindo
para a compreensdo do papel etiopatogénico da C.
pneumoniae na aterogénese, deve-se ter cautela em
transferir conclusdes para a raca humana.

ESTUDOS SOROEPIDEMIOLOGICOS E
MOLECULARES

A primeira descricdo acerca do binomio C.
pneumoniae e aterosclerose ocorreu em 1988 na
Finlandia, em estudo de caso-controle: 50% dos
pacientes com infarto agudo do miocardio ¢ 68%
dos pacientes com angina pectoris apresentavam
elevagoes séricas de IgA e IgG anti-C. pneumoniae,
enquanto entre os controles 7% tinham teste
positivo.* Em uma revisdo sistemdtica que incluiu
18 estudos soroepidemiologicos com 2.700 casos e
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5.000 controles, a presenga dos anticorpos anti-C.
pneumoniae associou-se com ocorréncia de doenga
coronariana e cerebrovascular.’

A pesquisa de anticorpos IgA e IgG anti-C.
pneumoniae foi feita em 102 pacientes com estenose
coronariana confirmada por angiografia e em pacientes
sob hemodidlise. A positividade para IgA, mas ndo para
IgG, esteve fortemente associada com a presenca de
estenose coronariana, mesmo apos ajustes para fatores
de confusdo (OR:18; 1C95%: 7,5-45,3).* Em indianos,
houve associagdo de niveis elevados de proteina C
reativa e IgA anti- C. pneumoniae com doenga arterial
coronariana.®

A soroprevaléncia de IgG anti-C. prneumoniae foi
significativamente maior em pacientes com doenca
cérebro-vascular comparativamente a controles
sem aterosclerose. O mesmo estudo revelou que a
presenca do DNA da C. pneumoniae foi mais frequente
em biopsias de carotidas de pacientes do que de
controles.>® Uma metanalise que incluiu dados de 25
artigos revelou uma associagdo fraca entre titulos de
1gG anti-C. pneumoniae (OR: 1,15; 1C95%: 0,97-1,36)
e de IgA anti-C. pneumoniae (OR: 1,25; 1C95%:
1,03-1,53).5!

Dadas as limitagdes dos estudos sorologicos, que
envolvem técnicas muitas vezes ndo padronizadas e
diagnostico indireto, a deteccao direta da C. pneumoniae
na placa aterosclerética tem sido motivo de interesse.
A identificacdo inicial do patogeno na lesdo data da
década de 1990 por microscopia eletronica, reagdo
em cadeia da polimerase (PCR) e imuno-histoquimica
em artéria corondria lesada.’>>* Em uma populacido
iraniana, C. pneumoniae foi identificada por PCR em
18% das biopsias de cardtidas e 21% das bidpsias da
aorta abdominal de pacientes ateroscleroticos, mas
nio em controles.’ Interessantemente, Kuo et al.*
reportaram a presenca da bactéria em macrofagos
e células musculares lisas no ateroma, mas ndo em
células de tecido normal.

Em estudo recente, a presenca de lipopolissacarideo
da C. pneumoniae foi documentada na parede arterial
de pacientes com estenose da artéria carétida, doenca
oclusiva da aorta e aneurisma de aorta abdominal.>*
Thomas et al. procederam dissecgdes de artérias
coronarias em necropsias no intuito de verificar
a presenga do DNA da C. pneumoniae. O DNA
da bactéria foi detectado por PCR em 78,8% dos
individuos, mas a sua distribui¢do nao se correlacionou
com a gravidade ou progressao da doenca.*® Outros
estudos evidenciaram, através de métodos moleculares,
microscopia eletrénica ou imuno-histoquimica, a
presenga do patogeno em artérias como cardtidas, aorta
e femoral.*’
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ENSAIOS CLINICOS

Evidéncias prévias conectando C. pneumoniae ¢
aterosclerose levaram a realizacdo de ensaios clinicos
com antibidticos em coronariopatas infectados com C.
pneumoniae, com foco no prognostico cardiologico.
Neste ambito, o primeiro ensaio clinico foi conduzido
por Gupta et al.*® que administraram, por curto periodo
de tempo (3 ou 6 dias), placebo ou azitromicina
(500mg/dia). Ao final de 18 meses de observacdo
clinica, o tratamento prévio com azitromicina
reduziu significativamente a ocorréncia de eventos
cardiovasculares (p=0,03), bem como diminuiu os
titulos de anticorpos anti-C. pneumoniae.*®

Outro estudo que envolveu o uso de azitromicina,
o ACADEMIC (Azithromycin in Coronary Artery
Disease: Elimination of Myocardial Infection with
Chlamydia), expandiu o numero de pacientes (300
versus 60) e o periodo da antibioticoterapia para trés
meses. Os autores observaram que, passados 12 a 18
meses, ndo houve diferenga significativa na ocorréncia
de eventos cardiacos entre os grupos, embora os niveis
de marcadores inflamatoérios tenham sido reduzidos no
grupo da azitromicina comparativamente ao grupo que
recebeu placebo.®

O estudo multicéntrico WIZARD (Weekly Inter-
vention with Zithromax for Atherosclerosis and its
Related Disorders) avaliou o efeito da azitromicina em
adultos com IgG anti-C pneumoniae positiva e infarto
do miocardio prévio. Apds um seguimento médio de
14 meses, ndo houve reducdo significativa de nenhum
dos desfechos estudados, incluindo morte, infarto do
miocardio recorrente, procedimentos de revascularizacao
e hospitaliza¢des por angina, nos pacientes que usaram
azitromicina por 12 semanas (n = 3879) comparados
aos que receberam placebo (n = 3868).°° Outros autores
também ndo relataram efeitos vantajosos do uso de
azitromicina por cinco dias em pacientes com sindromes
coronarianas agudas recorrentes.®!

Duzentos e dois pacientes com angina foram tratados
com roxitromicina ou placebo. Redugdes significativas
dos sintomas foram notadas ap6s um més de intervencao
terapéutica com o antibiotico, mas o efeito ndo se
manteve na andlise efetuada apods seis meses.*> Stone
et al.®* recrutaram 325 pacientes com angina e infarto
agudo do miocardio, que foram separados em trés grupos
(placebo, grupo amoxicilina-metronidazol-omeprazol
e grupo azitromicina-metronidazol-omeprazol). O
tratamento com antibioticos por 12 semanas, comparado
com placebo, reduziu em 36% os eventos cardiacos,
dado persistente apds um ano.®

Em estudo de 2008, adolescentes previamente
tratados para infecgdo por C. pneumoniae na infancia
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foram avaliados por ecografia arterial. Considerando-se
os dados de espessura arterial, o tratamento prévio com
antibidticos ndo foi protetor para alteragcdes vasculares
precoces.** Um ensaio clinico randomizado de fase
III testou o efeito do rifalazil, potente droga anti-C.
pneumoniae, em 297 pacientes com doencga arterial
periférica. Apos um ano de observagdo, o tratamento
antibiotico ndo modificou a qualidade de vida dos
pacientes quando comparado ao grupo controle.®

Em suma, os dados disponiveis em ensaios clinicos
publicados até o momento mostram que os efeitos da
antibioticoterapia para C. pneumoniae no progndstico
vascular nao sdo ainda uniformes.

CONSIDERACOES FINAIS

A aterosclerose ¢ correntemente aceita como uma
entidade inflamatoria. O papel etiopatogénico da C.
pneumoniae, bactéria de tropismo respiratorio, na
doenca aterosclerdtica, ¢ motivo de grande interesse
em anos recentes. Produtos da C. preumoniae
(lipopolissacarideos, proteinas de choque térmico)
podem ativar macréfagos e induzir formacido de
células espumosas. A C. pneumoniae pode se replicar
em células endoteliais, células musculares lisas e
macréfagos, o que pode contribuir para a formacao e
perpetuacao do ateroma. In vitro, macréfagos humanos
infectados por C. pneumoniae captam de maneira mais
efetiva as particulas de LDL-ox.

Em modelos animais, a C. pneumoniae é encontrada
no ateroma de animais dislipidémicos. Macroéfagos mu-
rinos aderem mais fortemente ao endotélio quando
infectados por C. pneumoniae. Os estudos soroepide-
miologicos publicados até o momento trazem resultados
contraditérios em termos da frequéncia de anticorpos
anti-C. pneumoniae em pacientes com aterosclerose.

M¢étodos moleculares, imunohistoquimicos e
microscopia eletronica podem detectar a C. pneumoniae
em ateromas humanos de diversas localizagdes. Em
ensaios clinicos, um eventual beneficio da terapia
antibiotica sobre o progndstico da doenca arterial
coronaria ainda ndo foi cabalmente demonstrado. A
ocorréncia de infecgdo por C. pneumoniae nao ¢, até
o momento atual, fator de risco definido para doenca
aterosclerodtica, mas o assunto ainda deve ser motivo
de estudos futuros.
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