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RESUMO - Racional: O resultado negativo de uma pesquisa nem sempre indica falha, e quando os
dados obtidos ndo permitem uma conclusdo adequada, ou ainda, sdo contrarios ao projeto inicial,
ndo devem simplesmente ser desprezados e arquivados. Objetivo: Relatar falha ao realizar em
animais de pequeno porte modelo experimental de isquemia e reperfusdo hepatica normotérmica,
continua ou intermitente, visando estudar parametros bioquimicos e histologicos apds a
recuperacdo pos-operatoria. Métodos: Quinze ratos da linhagem Wistar foram divididos em trés
grupos com cinco animais cada; todos foram operados, a cavidade abdominal foi suturada apds os
procedimentos propostos para cada grupo e os ratos foram observados por 6 h ou até morrerem,
quando foram reoperados. Foram realizados no Grupo 1, controle (sham-operated): dissec¢do do
hilo hepatico; no Grupo 2: pincamento do hilo hepatico por 30 m; no Grupo 3: pincamento do
hilo hepatico por 15 m, reperfusdo do figado por 5 m e mais 15 m de pingamento. Os dados
dos grupos 2 e 3 foram comparados com o teste t de Student. Resultados: Todos os animais do
Grupo 1 sobreviveram 6 h. Dois do Grupo 2 morreram antes das 6 h necessarias para a validacdo
do experimento, dois ndo se recuperaram da primeira anestesia e um sobreviveu até o final. No
Grupo 3, quatro animais morreram antes das 6 h previstas e um sobreviveu o tempo necessario.
Apenas um animal do Grupo 2 e um do Grupo 3 sobreviveu ou se encontrava em condi¢des
para a complementagdo do estudo. Nao houve significancia estatistica quando os resultados dos
Grupos 2 e 3 foram comparados (p>0,05). Conclusdo: A morte de seis animais antes do periodo
de observacao necessario apos a primeira operagao inviabilizou a proposta inicial do experimento.

ABSTRACT - Background: The negative result of a research does not always indicate failure, and
when the data do not permit a proper conclusion, or are contrary to the initial project, should
not simply be discarded and archived. Aim: To report failure after performing experimental
model of liver ischemia and reperfusion normothermic, continuous or intermittent, in small
animals aiming at the study of biochemical and histological parameters after postoperative
recovery. Methods: Fifteen Wistar rats were divided into three groups of five animals each; all
underwent surgery, the abdomen was sutured after the proposed procedures for each group
and the animals were observed for 6 h or until they died, and then were reoperated. In Group 1,
control (sham-operated): dissection of the hepatic hilum was performed; in Group 2: clamping
of the hepatic hilum for 30 m; in Group 3: clamping of the hepatic hilum for 15 m, reperfusion
for 5 m and another 15 m of clamping. Data from Groups 2 and 3 were compared with
Student's t test. Results: All animals of Group 1 survived for 6 h. Two animals in Group 2 died
before the 6 h needed to validate the experiment; two did not recover from anesthesia and
one survived until the end. In Group 3, four animals died before the 6 h established and one
of them survived the required time. Only one animal in Group 2 and one in Group 3 survived
and were able to accomplish the study. There was no statistical significance when the results
of Groups 2 and 3 were compared (p>0.05). Conclusion: The death of six animals before the
necessary period of observation turned the initial proposal of the experiment unfeasible.

INTRODUCAO

com maior frequéncia resultados ndo esperados obtidos com experimentos,

existem poucos destes relatos em publicacdes nacionais. O resultado
negativo de uma pesquisa nem sempre indica falha e, quando os dados obtidos ndo
permitem uma conclusdo adequada, ou ainda, sdo contrarios ao projeto inicial, ndo
devem simplesmente ser desprezados e arquivados. O aprendizado com possiveis
erros, evitando que outros pesquisadores repitam o mesmo método de estudo, justifica
a publicacdo de resultados desfavoraveis, pratica que deve ser estimulada?20.2s,

Em 1908 James Hogarth Pringle? descreveu a manobra que hoje leva seu nome,
comprimindo as estruturas do hilo hepatico (veia porta, artéria hepatica e ducto biliar),
para diminuir o sangramento e permitir o tratamento de lesdes traumaticas graves de
oito doentes. Esta tatica de grande valia é utilizada no trauma hepético, na realizacdo
de operacdes eletivas do figado e na cirurgia experimental com resultados satisfatorios.
Habitualmente é realizada em humanos com periodos de 15 m de pincamento da triade
portal, intercalados com 5 m de reperfusdo em doentes com funcdo hepética normal e

Embora em publica¢bes cientificas de lingua Inglesa sejam apresentados
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com 10 m de oclus&o vascular intercalados com os mesmos 5
m de reperfusdo quando a funcdo hepatica é comprometida®.

Modelos experimentais podem ser desenvolvidos
com esta manobra, que produz isquemia intermitente do
tecido hepatico, assim como congestdo venosa nos vasos
esplancnicos e isquemia intestinal, com acidose metabdlica
significativa, sendo Util para o estudo do choque®*. Como
as veias do sistema digestorio drenam principalmente para
o sistema porta, podem ser encontradas altera¢cbes também
no intestino, no baco!® e no pancreas®. Estudos em ratos
habitualmente sdo realizados apenas até o final do periodo
proposto para a isquemia e reperfusdo, ndo sendo prevista
a sobrevivéncia dos animais apds a realizagdo da manobra
de Pringle com coleta de dados apds algumas horas de
reperfusdo. Quando a sobrevivéncia é necessaria, geralmente
sao empregados animais de maior porte, como os coelhos#21,

Os estudos motivados pelo desenvolvimento dos
transplantes hepaticos passaram a utilizar a denominacdo
isquemia e reperfusdo a partir dos anos 1980. As lesdes
nesta situacdo ocorrem com maior intensidade quando o
orgdo isquémico recebe aporte de oxigénio>8182223.29; aste
fenémeno corresponde a mobilizacdo de ions hidrogénio,
radicais livres, enzimas e eletrélitos como o potéassio, que
alcangam a circulagdo sistémica quando os tecidos isquémicos
sdo rapidamente reperfundidos, com repercussbes
significativas®'2. Apds a reperfusdo ocorrem fendmenos
sistémicos dependentes de leucécitos e radicais livres, que
englobam disfuncdo endotelial, lesdes de outros 6rgaos além
do inicialmente comprometido, reagdo inflamatéria sistémica
(SIRS) e faléncia de multiplos érgdos. A lesdo a distancia
deve-se aos mediadores de estresse oxidativo, derivados do
acido aracdonico, metais e Oxido nitrico, representando um
campo de estudo experimental extenso3>18,

Assim, o relato da falha ao se desenvolver um modelo
experimental deve ser considerado importante, uma vez que
estes dados podem auxiliar outros pesquisadores, evitando
perda de tempo com modelos ja testados, bem como podem
ser respeitados os preceitos de uso racional de animais de
experimentagdo?®, motivando a divulgacao deste estudo, que
nao pode ser completado.

METODOS

Este experimento foi realizado no Laboratério de
Habilidades Cirdrgicas Avangadas da Universidade Nove de
Julho, Sao Paulo, SP, Brasil ap6s ser autorizado pela Comissdo
de Etica no Uso de Animais da Universidade (protocolo
0041/2012). Os cuidados com o preparo dos animais,
anestesia, pds-operatério, analgesia e cuidados gerais em
biotério foram rigorosamente supervisionados na Institui¢do
e seguiram protocolos especificos?®. Como a mortalidade
dos animais foi significativa, em respeito aos preceitos
éticos de experimentagdo animal, o modelo experimental foi
interrompido sem que o estudo de parametros bioquimicos
como a dosagem de bicarbonato, a avaliacdo do pH, gases
sanguineos e o estudo histolégico do figado fossem realizados.

Antes dos procedimentos operatérios, os ratos
permaneceram em gaiolas individuais com acesso a agua e
racéo padronizada ad libitum, mantidos em temperatura de 25°
C, ciclos de luz e escuro de 12 h. Os animais foram pesados,
anestesiados com injecdo intraperitoneal de cloridrato de
quetamina (50 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), sendo realizada
laparotomia mediana e, apds os procedimentos propostos para
cada um dos trés grupos, a operacao foi finalizada com sutura
da parede abdominal anterior por planos, com fio de nailon 4-0.

Foram utilizados 15 animais (Rattus norvegicus albinus),
da linhagem Wistar, pesando em média 210 — 370g, divididos
randomicamente em trés grupos com cinco animais cada.
Os 15 ratos foram operados e observados por 6 h ou até
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morrerem, quando foram reoperados. Foram realizados no
Grupo 1, controle (sham-operated): disseccdo do hilo hepatico
(Figura 1). No Grupo 2: pingamento do hilo hepatico por 30 m,
obtido pela tracdo do fio de sutura utilizado na dissec¢do. No
Grupo 3: pingamento do hilo hepatico por 15 m, reperfusdo
do figado por 5 m e mais 15 m de pincamento. Os dados dos
Grupos 2 e 3 foram comparados com o teste t de Student.

RESULTADOS

Foi evidenciada congestdo dos vasos do territorio
esplancnico apds os 15 m iniciais de oclusdo vascular (Grupo
3), inclusive no es6fago abdominal e estdbmago, confirmando
que o pincamento foi realizado de forma adequada, acima
da desembocadura da veia gastrica esquerda na veia porta
(Figura 2-a). As tributarias da veia mesentérica superior
também apresentaram congestdo significativa, confirmando
que a repercussao da manobra de Pringle ndo ocorre apenas
no figado (Figura 2-b).

Quando no Grupo 3 foi realizada a reperfusdo
hepética por 5 m, foi notado que alguns vasos mesentéricos
permaneciam turgidos (Figura 3-a) e as alcas intestinais
macroscopicamente apresentavam precocemente sinais de
edema e alteragdes circulatérias (Figura 3-b).

Um animal do Grupo 2 (pincamento continuo) e um
do Grupo 3 (pincamento intermitente) sobreviveu as 6 h
necessarias para a complementacdo do estudo. Estes dois
animais foram novamente anestesiados e reoperados, mas
apresentavam sinais de comprometimento significativo do
figado e das alcas intestinais (Figura 4).

Os seis de 16 animais (40%) que morreram antes das 6
h necessarias e os dois que ndo se recuperaram da primeira
anestesia ndo puderam ser utilizados para a coleta de dados
e o experimento foi interrompido. Quando foi constatada a
morte destes animais procedeu-se a abertura dos pontos da
cavidade abdominal e todos apresentavam extensas areas de
comprometimento do intestino delgado, petéquias na parede
das alcas intestinais e exsudato sanguinolento na cavidade
peritoneal (Figura 5).

O estudo previa a sobrevivéncia dos ratos por 6 h,
quando parametros bioquimicos e histolégicos seriam
avaliados, mas a mortalidade global de 40% (seis de 15
animais ndo conseguiram sobreviver as 6 h previstas),
ocorrendo a morte de dois animais (13,3%) antes de 6 h no
grupo onde foi realizada a compressdo continua da triade
portal por 30 m (Grupo 2) e a morte de quatro animais
(26,6%) quando foi realizada a reperfusdo hepatica por 5 m
entre dois periodos de 15 m de compressao do hilo hepatico
(Grupo 3), inviabilizou o estudo. Os dois animais do Grupo 2
que ndo se recuperaram da primeira anestesia também néao
puderam ser utilizados (Tabela 1).

DISCUSSAO

Embora os estudos de Pringle? tenham sido publicados
hd mais de 100 anos (1908), devem ser lidos agora ndo
apenas com enfoque histérico, mas pela atualidade de alguns
conceitos relatados. O autor cita que laceragdes menores do
figado podem ser tratadas de forma conservadora, mas que nas
lesGes graves a operacdo deve ser imediata e o hilo hepatico
rapidamente comprimido; faz referéncia direta ao choque,
palavra que embora tenha sido descrita pela primeira vez em
1743 e a caracterizacdo de instabilidade fisiologica associada
a esta condicdo seja de 1815%, classicamente se considera que
estes conceitos foram difundidos apenas posteriormente, em
funcdo da Primeira Guerra Mundial (1914-18). O artigo relata
a maior gravidade do trauma contuso do que os ferimentos
diretos por trauma penetrante, cita estatisticas de mortalidade
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FIGURA 1 - a) Disseccdo e reparo com fio de sutura do hilo
hepético; b) imagem obtida com auxilio de
microscopio cirdrgico, a seta maior demonstra a veia
porta, a menor indica a veia mesentérica superior e
a seta tracejada evidencia a veia esplénica

FIGURA 4 - Aspecto do figado e das alcas intestinais dos
animais que sobreviveram até o final do
experimento (6 h); tanto a isquemia continua
quanto a intermitente se acompanhou de
repercussoes tardias significativas.

FIGURA 2 - Aspecto das visceras apds 15 min. de pincamento
do hilo hepatico (Grupo 3): a) congestdo venosa
intensa e precoce no territorio esplancnico; b)
e nas tributarias da veia mesentérica superior,
evidenciando repercussdo da manobra de
Pringle ndo apenas na perfusdo hepética.

FIGURA 5 - Aspecto das alcas intestinais com edema e
sinais de sofrimento vascular de animal que
nao sobreviveu até o final do estudo proposto;
notam-se petéquias na parede da alga intestinal
(destaque) e exsudato sanguinolento na
cavidade peritoneal (setas)

FIGURA 3 - Aspecto da cavidade abdominal apdés 5 m de
reperfusao, depois dos 15 m iniciais de pingamento
do hilo hepético (Grupo 3); a congestdo venosa
persistiu (@) mesmo apds este periodo de
reperfusdo; nota-se edema e sinais macroscopicos
sugestivos de alteragdes circulatdrias precoces (b).

TABELA 1 - Periodo de isquemia e mortalidade dos animais dos Grupos 2 e 3: apenas um animal de cada grupo sobreviveu 6 h em
condicbes satisfatorias e ndo houve significancia estatistica quando os valores dos dois grupos foram comparados

(p>0,05).
30 minutos continuos 2 2 1 NS (p > 0,05)

15 minutos de isquemia,

5 minutos de reperfusao, 4 0 1 NS (p > 0,05)

mais 15 minutos de isquemia

§
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e epidemiologia destes traumas, relata as necropsias realizadas,
discorre sobre ferimento toracico e abdominal, multiplos
traumas, cita pressdo intra-abdominal, taticas para rafia
hepatica e apresenta material para sintese do tecido hepatico
especialmente desenvolvido para o autor. As repercussdes da
compressao do pediculo hepatico sobre a circulagdo intestinal
também foram citadas neste artigo pioneiro, que descreveu o
tratamento de oito doentes em Glasgow, assim como o estudo
experimental de Pringle em coelhos, relatando o escurecimento
do intestino de um dos quatro animais onde realizou cortes no
parénquima e a resseccdo de um lobo hepatico. O objetivo
do experimento foi avaliar a diminuicdo do sangramento que
ocorre com a compressao da triade portal e embora o pediculo
hepatico do primeiro coelho operado tenha sido clampeado
por 1 h, o animal sobreviveu, assim como trés outros. Os
oito doentes faleceram, e sdo citados autores da época,
Ponfick e Langenbuch, que relataram a “perigosa congestao
do intestino” que acompanha a obstrucdo da circulacdo
portal e também o tromboembolismo pulmonar originado
nos vasos hepaticos, definido como “comum e fatal”. Pringle
também descreveu taticas bastante atuais, como a seccdo dos
ligamentos do figado para melhorar a exposicdo do 6rgao
durante a operagdo, a seccdo das costelas inferiores e do
diafragma quando ainda nao havia intubagao traqueal, assim
como o tamponamento do ferimento e laparotomia abreviada.
Considerando a época em que foi escrito, nota-se que muitos
conceitos considerados “atuais”, ja foram utilizados pelo autor
e mesmo com os recursos agora disponiveis, dificilmente
alguns doentes operados por ele seriam salvos.

Tralhdo et al.2!, em Coimbra, utilizaram duas op¢des
taticas para auxiliar a realizacdo de resseccbes hepaticas
eletivas em 61 doentes. A manobra de Pringle intermitente
foi realizada em 33 doentes e o clampeamento seletivo
dos ramos direito ou esquerdo da veia porta e da artéria
hepatica foi utilizado em 11 doentes. Os 17 restantes nao
necessitaram manobras especificas para a realizacdo das
resseccOes hepaticas. Os autores ndo encontraram diferencas
com significancia estatistica com relacdo a morbidade,
repercussdes nos parametros clinicos de monitorizagdo e
na andlise de parametros bioquimicos, ocorrendo apenas
alteracbes dos valores de algumas enzimas hepaticas.

Hirano et al®, estudando choque hipovolémico
em ratos, realizaram a manobra de Pringle por 15 m e
encontraram congestdo venosa com dilatacdo das veias e
cianose do intestino delgado e do bago logo nos primeiros
minutos ap6s a compressdo da triade portal. No estudo aqui
apresentado encontrou-se congestdo, mas ndo cianose, e apds
os 15 m iniciais, quando no Grupo 3 foi realizada a reperfuséo
hepatica por 5 m, notou-se que alguns vasos mesentéricos
permaneciam tdrgidos e as algas intestinais apresentavam
precocemente sinais de edema e alteragdes circulatorias, como
pode ser visto na Figura 3. Os mesmos autores, estudando
apenas o periodo agudo do experimento, relataram
mortalidade global de 9,3% (trés animais em 32), sendo um
(12,5%) no grupo em que realizaram a manobra de Pringle e
dois (25%) quando a mesma manobra foi realizada em animais
em choque hipovolémico; o experimento evidenciou, além de
congestdo venosa esplancnica, petéquias nas alcas intestinais
e exsudato sanguinolento na cavidade abdominal. O estudo
que aqui realizou-se previa a sobrevivéncia dos ratos por
6 h, quando pardmetros bioquimicos e histoldgicos seriam
avaliados, mas a mortalidade global de 40% (seis de 15 animais
nao conseguiram sobreviver o tempo previsto), ocorrendo a
morte de dois animais (13,3%) antes de 6 h no grupo onde
foi realizada a compressdo continua da triade portal por 30
m e a morte de quatro animais (26,6%) quando foi realizada
a reperfusdo hepatica por 5 m entre dois periodos de 15 m
de compressdo do hilo hepatico, acarretou na suspensdo
do experimento. Também evidenciaram-se petéquias em
alca do intestino delgado e exsudato sanguinolento na
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cavidade (Figura 5). A reperfusdo do parénquima hepatico
apos periodos de isquemia e a grande congestdo venosa no
territorio esplancnico durante o pingamento da triade portal
acarretam repercussoes sistémicas significativas, que no estudo
apresentado inviabilizaram a sobrevivéncia dos animais.

Embora se considere que a manobra de Pringle por
mais de 30 m em ratos se acompanhe de alta mortalidade?,
Unalp et al.?? a utilizaram por 30 e 60 m nestes animais, mas o
experimento terminava apos este periodo, sem que houvesse
necessidade de sobrevivéncia. Rocha et al.?2, ocluiram a
aorta abdominal de ratos para avaliar isquemia mesentérica
por até 90 m, mas o experimento também previa a retirada
dos o6rgdos apos periodos curtos de reperfusdo. Neste
estudo quatro animais do grupo em que houve a isquemia
intermitente e dois do grupo em que a isquemia foi continua
morreram antes de 6 h e embora dois animais tenham
sobrevivido até o final do experimento, ndo se recuperaram
da primeira anestesia e possivelmente ndo sobreviveriam por
muito tempo. Esperava-se mortalidade maior dos animais
que permaneceram por 30 m com a triade portal pincada,
mas quatro animais do grupo onde foi realizada a isquemia
intermitente morreram precocemente. Embora ndo tenha sido
evidenciada significancia estatistica entre a mortalidade dos
Grupos 2 e 3, possivelmente as repercussdes dos fendmenos
da isquemia e reperfusdo contribuiram para estes resultados.

No final da década de 1980, com o desenvolvimento
da solucdo para preservacdo hipotérmica de o6rgdos na
Universidade de Wisconsin, houve grande desenvolvimento
dos transplantes hepaticos. A solugdo hipotérmica reduz o
metabolismo, a concentracao de enzimas catabdlicas, o edema
celular e a acidose, minorando a lesdo do enxerto que sera
transplantado e sua consequente disfuncdo, acompanhada
de grande morbidade e mortalidade®®. A diminui¢do da
oxigenacao dos hepatdcitos durante a isquemia resulta em
deplecdo de ATP, acumulo de ions hidrogénio, alteracbes
eletroliticas do sédio e calcio, com ativacdo de enzimas e
edema de células hepaticas, disfuncdo da microcirculagao,
acumulo e ativacdo de neutrofilos, liberacdo de radicais
livres, citocinas inflamatdrias, incluindo o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 (IL-1) e proteases. Os
linfécitos T ativados nesta situagdo potencializam a resposta
celular®. O restabelecimento do fluxo sanguineo resulta em
fenémenos pouco compreendidos, envolvendo mecanismos
e vias metabolicas celulares complexas, que agravam a lesdo
isquémica. Ocorre disfuncdo endotelial, ativacdo das células
de Kupffer, sequestro de leucécitos, agregacgdo de plaquetas,
disturbios da microcirculacdo, liberacdo de radicais livres,
oxido nitrico e outros mediadores pro-inflamatoérios,
agravando a lesdo®. Os radicais livres sdo importantes
para o desenvolvimento de fendmenos inflamatdrios,
principalmente porque reagem com os fosfolipides da
membrana celular, desencadeando desintegracdo desta
membrana com danos celulares irreversiveis, gerando fatores
quimiotaticos e acimulo de leucécitos polimorfonucleares
nos tecidos lesados'?®. Os fendmenos descritos nesta
situacdo sao complexos, envolvem mecanismos ainda pouco
compreendidos e representam amplo campo de pesquisa
com muitos dados a serem estudados.

A apresentacdo de resultados adversos na pratica
clinica e as dificuldades relacionadas a abordagem do tema
sempre provocaram discussdes; muitos artigos importantes
discutem os aspectos éticos da pesquisa e as falhas, inclusive
intencionais, na conducgdo de estudos em varios paises*67:20:25,
Em 1994, Altman? publicou editorial na conceituada Revista
British Medical Journal, com aproximadamente uma pagina,
afirmando que precisa-se de menos pesquisas médicas,
porém de estudos com maior qualidade; relatou a ocorréncia
frequente de falhas de metodologia (intencionais ou por
ignorancia), do emprego de métodos de analise incorretos,
particularmente da escolha do método estatistico, que
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quando adequado, seria uma forma de minimizar as falhas
de interpretacdo dos resultados. A repercussdo do texto
denominado, em traducdo livre, “o escandalo da pesquisa
médica pobre” foi rapida, na forma de dez Cartas ao Editor,
publicadas no mesmo volume da revista, que ocuparam
pelo menos o triplo do espaco impresso do primeiro
editorial471113.1617.19.2627.30 |Jma das cartas publicadas neste
mesmo volume citou um estudo Inglés sobre cancer da
mama, publicado em 1990 na Revista The Lancet, que foi
amplamente divulgado inclusive pela imprensa leiga, mas
posteriormente evidenciou-se que a coleta de dados de
acompanhamento do estudo foi falha e a analise estatistica
incorreta, sendo definida, também em traducéo livre, como:
“ndo s6 a pesquisa foi ruim, ‘ndo-ética em si mesmo’, mas
neste caso surgiram mais problemas éticos por causa dos
danos causados as mulheres que participaram da pesquisa”.
Apds a repercussdo negativa um dos autores do estudo
cometeu suicidio®, mas o editor da Revista The Lancet na
época ndo aceitou publicar uma retratacdo formal, afirmando
que esta atitude deve ser reservada a casos de fraude e ndo
quando ocorreu erro, sendo criticado por sua atitude, uma
vez que o artigo, com conclusdes inadequadas, teve ampla
repercussao e continuou a ser citado no mundo todo’.

Em muitas situagdes, o uso de animais de
experimentacao é fundamental, mas deve haver revisao critica
dos modelos experimentais periodicamente, impedindo
mortes desnecessarias®*?® devendo ser respeitado, portanto,
o principio humanitario da experimentacdo animal conhecido
como os trés R: Reduction, Replacement e Refinement
(Redugdo, Reposicao e Refinamento).

CONCLUSOES

A proposta inicial deste estudo, analise dos parametros
bioquimicos e histolégicos do figado, ndo pode ser seguida
em funcdo da mortalidade dos animais, evidenciando que
as repercusses da manobra de Pringle sdo significativas
também sobre o territorio esplancnico, mesmo com aisquemia
intermitente da triade portal. O respeito aos preceitos éticos
da experimentacdo com animais fez com que o estudo fosse
interrompido e os resultados adversos apresentados, para
evitar que este método, que implica na sobrevivéncia dos
animais por periodo maior apds a reperfusdo completa, seja
repetido em outras pesquisas.
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