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Resumo

Introducdo e objetivo: Anemia falciforme € a hemoglobinopatia mais comum na espécie
humana e apresenta alta morbimortalidade. E causada pela mutacdo pontual, uma
substituicdo A-T (GAG—GTG) no primeiro éxon do gene B-globina, que determina a

substituicdo de glutamato por valina ha posi¢cado 6 da cadeia proteica, originando uma variante
estrutural da hemoglobina (HbS), fazendo com que, em condi¢Bes de hipdxia, os eritrocitos
adquiram o formato de foice, impedindo o transporte eficiente de oxigénio. Os tratamentos
amplamente disponiveis no momento apenas amenizam as complicacées da doenca. Nesse
contexto, a técnica de CRISPR-Cas9, que permite a edicao génica diretamente no DNA, surge
como uma solugdo que possibilita corrigir a mutacdo e/ou aumentar a expressao de
hemoglobina fetal. Esta revisdo sistematica integrativa pretendeu responder a seguinte
pergunta: qual a aplicabilidade clinica da técnica de CRISPR-Cas9 no tratamento da anemia
falciforme? Metodologia: Foram selecionados estudos tedricos ou empiricos, primarios ou
secundarios, desenvolvidos com metodologia qualitativa, quantitativa ou mista, publicados até
15 de novembro de 2020, em lingua inglesa, que retratam a temética referente a esta revisao.
A pesquisa foi realizada em trés bases de dados a partir de descritores escolhidos pelo
“Medical Subject Headings”. Resultados: Inicialmente foram identificados 79 estudos
primarios. Com a exclusdo dos artigos repetidos em diferentes bases de dados,
permaneceram 75 estudos que foram avaliados a partir dos seus titulos e resumos, sendo
entdo selecionados 28 artigos. Esses 28 artigos foram lidos na integra, tendo sido excluidos
10 artigos. Assim, foram selecionados 18 artigos no final desta revisdo. N&o foram
identificados estudos clinicos. Observa-se que 12 artigos séo revisbes narrativas de estudos
in vitro ou pré-clinicos que discutem a aplicabilidade clinica; 4 estudos séo estudos qualitativos
ou descritivos sobre a tematica; e 2 estudos séo artigos de opinido. Os estudos selecionados
mostraram que in vivo (em modelos animais) e in vitro, a técnica de CRISPR-Cas9 é capaz
de corrigir a mutacao causadora da anemia falciforme e/ou aumentar os niveis de expresséo
de hemoglobina fetal. Porém, in vivo, os desafios sé@o evitar toxicidade, evitar mutacdes fora
do alvo e garantir a eficiéncia do transplante. Tanto pacientes como familiares, investigadores
e profissionais de salde se predispdem a participar de ensaios clinicos envolvendo CRISPR-
Cas9, porém ndo possuem conhecimento sobre a temética. Conclusdes: A tecnologia de
CRISPR-Cas9 tem grande potencial para uso clinico no tratamento da anemia falciforme. E
necessario educar a populacédo quanto aos fundamentos da edi¢édo génica, facilitando dessa
forma a aceitacdo e a disponibilidade da mesma em relacdo aos ensaios clinicos. Uma
preocupacao adicional é a regularizacéo ética do uso desta tecnologia em seres humanos.

Palavras-chave: CRISPR, Proteina 9 Associada a CRISPR, Anemia falciforme, Revisao
integrativa.



Abstract

Introduction _and objective: Sickle cell disease is the most common hemoglobinopathy in
humans and has a high morbidity and mortality rates. It is caused by a point mutation, an A-T
substitution (GAG—GTG) in the first exon of the B-globin gene, which determines the

replacement of glutamate for valine at position 6 of the protein chain, giving rise to a structural
variant of hemoglobin (HbS), causing, under hypoxia conditions, erythrocytes to acquire a
sickle shape compromising the efficient oxygen transport. The treatments widely available at
the moment only ease the complications of the disease. In this context, the CRISPR-Cas9
technology, which allows gene editing directly into DNA, appears as a solution that allows the
mutation to be corrected and/or improve fetal hemoglobin expression. This systematic
integrative review aimed to answer the following question: what is the clinical applicability of
the CRISPR-Cas9 technology in the treatment of sickle cell disease? Methodology:
Theoretical or empirical studies, primary or secondary, developed with qualitative, quantitative
or mixed methodology, published until November 15" 2020, in English, which portrays the
theme related to this review were selected. The research was carried out in three databases
based on descriptors chosen by the “Medical Subject Headings”. Results: Initially, 79 primary
studies were identified. With the exclusion of repeated articles in different databases, 75
studies remained, which were evaluated based on their titles and abstracts, and 28 articles
were then selected. These 28 articles were read in full and 10 articles were excluded. Thus,
18 articles were selected at the end of this review. No clinical studies have been identified. It
is observed that 12 articles are narrative reviews of in vitro or preclinical studies that discuss
the clinical applicability; 4 studies are qualitative or descriptive studies about the theme; and 2
studies are opinion articles. The selected studies showed that in vivo (in animal models) and
in vitro, the CRISPR-Cas9 technology is able to correct the mutation that causes sickle cell
disease and/or increase the levels of fetal hemoglobin expression. However, in vivo, the
challenges are to avoid toxicity, off-target effects and ensure the efficiency of the transplant.
Patients, family members, researchers and health professionals are predisposed to participate
in clinical trials involving CRISPR-Cas9, but do not have enough knowledge about the subject.
Conclusions: The CRISPR-Cas9 technology has great potential for clinical use in the
treatment of sickle cell disease. It is necessary to educate the population about the
fundamentals of gene editing, thus facilitating its acceptance and availability in regard to clinical
trials. An additional concern is the ethical regularization of the use of this technology in human
beings.

Keywords: CRISPR, CRISPR-Associated Protein 9, Sickle cell disease, Integrative review.
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INTRODUCAO

CRISPR

Em 1987 foi identificado um locus no genoma da bactéria Escherichia
coli, constituido por sequéncias repetidas e sequéncias espacadoras intercaladas,
cujas funcdes eram desconhecidas. Em 1993, essas sequéncias foram analisadas e,
posteriormente, em 2000, as mesmas foram encontradas em genomas de bactérias e
arqueias (MOJICA et al., 2000). Para denominar essas sequéncias, em 2002, foi
criado o epbnimo CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats ou Repeticbes Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente
Interespacadas) (JANSEN et al., 2002).

Em seguida, foi identificado um conjunto de genes proximo ao locus
CRISPR, que foram denominados de genes Cas (CRISPR associated genes), os
quais podem codificar uma familia de proteinas que apresentam dominios funcionais
tipicos de nucleases, helicases, polimerases e proteinas de liga¢ao a polinucleotideos;
e contribuem significativamente para o funcionamento integral do locus (JANSEN et
al., 2002).

Em 2005, foi constatado que as sequéncias espacadoras sao derivadas
de plasmideos ou virus, ou seja, tém origem extracromossdémica. Concluiu-se também
que os virus sdo incapazes de infectar com sucesso bactérias que possuem
espacadores cujas sequéncias sdo analogas as sequéncias do seu genoma
(BOLOTIN et al., 2005).

Tendo em conta todas essas descobertas, em 2005 aventou-se a
hipotese de que CRISPR-Cas seria um sistema imune adaptativo de procariotos onde
0s espagadores serviriam de “memoaria contra invasores anteriores” (MOJICA et al.,
2005). Dessa forma, haveria complementaridade entre as moléculas de RNA geradas
a partir desses espacadores e o patdgeno (re)invasor, o que possibilitaria combaté-lo.
Em seguida, varios estudos demonstraram que esta hipotese é veridica (PEREIRA,
2016).

O sistema CRISPR-Cas é, portanto, uma magquinaria de defesa

adaptativa que permite aos procariotos protegerem-se da reinvasao de bacteriéfagos,
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transposons e plasmideos. Neste sistema, a imunidade é mediada pelas nucleases
Cas e por pequenos RNA-guias (gRNA) que especificam o sitio de clivagem no
genoma. As proteinas Cas funcionam como catalisadoras e o locus CRISPR como
memoria genética (PEREIRA, 2016).

Existem trés sistemas CRISPR-Cas (Tipo I, Tipo Il e Tipo Ill), 11 subtipos
(IA-F, I1A-C e 1lIA-B) e 9 proteinas Cas que compdem esses sistemas. Os sistemas
sdo agrupados de acordo com a conservacdo dos genes Cas e a organizacdo do
operon (PEREIRA, 2016). As diferencas entre os sistemas sao ilustradas na Tabela
1.

Tabela 1: Diferencas entre sistemas CRISPR-Cas.

SIRCEINES ; . o

— Direcionado ao invasor pelo reconhecimento do

Casl, Cas2, Cas3, dominio PAM (Protospacer Adjacent Motif ou
Tipo | Cas5, Cas6, Cas7 Motivo Adjacente ao Protoespacador)
e Cas8 — Cas3 é responsavel pela destruicdo do material

genético exdgeno.

— Sistema mais simples de todos

Tipo Il Casl, Cas2 e — 0 RNA-guia direciona a endonuclease Cas9 que
Cas9 combate o DNA invasor baseando-se no dominio
PAM

— Sistema mais complexo

Casl, Cas2, Cas5, — Nao requer dominio PAM para reconhecimento
Tipo Il Cas6, Cas7 e da sequéncia alvo ou para sua clivagem
Cas10

— Dividido em dois subtipos: IlI-A degrada o DNA
invasor e llI-B degrada o RNA invasor

*As proteinas Cas em negrito sdo exclusivas para cada tipo de sistema. Fonte: Adaptado de
PEREIRA, 2016

Entretanto, € preciso distinguir o processo biolégico da técnica de
CRISPR. CRISPR € um locus bacteriano codificador de RNA-guias de origem viral.
As proteinas Cas agrupam-se a este locus, criando o sistema CRISPR-Cas que esta

envolvido no processo de imunidade antiviral adquirida. O sistema CRISPR-Cas
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baseia-se na captura e insercao de pequenos pedacos de DNA advindos da invasao
por virus ou plasmideos, que sdo incorporados ao genoma da bactéria e contra os
quais ela entdo adquire resisténcia (PEREIRA, 2016).

Com base nesse processo biolégico natural, as pesquisadoras
Emmanuelle Charpentier e Jennifer A. Doudna desenvolveram a técnica de CRISPR-
Cas9 que se utiliza de um RNA-guia e apenas uma proteina Cas, a endonuclease
Cas9. Nesta técnica, ilustrada na Figura 1, a endonuclease cliva o0 DNA na parte
interna da molécula e é direcionada ao alvo especifico através do RNA-guia
(PEREIRA, 2016). O desenvolvimento desta técnica pelas pesquisadoras, em 2012,
fez com que o prémio Nobel em Quimica em 2020 fosse atribuido as mesmas (THE
NOBEL PRIZE, 2020).

CRISPR

—[&=] [ 1 > —§bdflsn =

Trml-:riprimal-rrd1raln|l-lb-:~n\ /Tﬂnl-:-lipbn-n and criRNA Bdcgenatin
-,

Figura 1: Esquema da clivagem de DNA mediada por CRISPR-Cas9. Fonte: ZHANG et al.,
2014.
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A técnica de CRISPR-Cas9 é uma tecnologia de edi¢cdo genética que
permite alterar a sequéncia nucleotidica, através de: (1) delecdo, insercdo ou
substituicdo de um ou poucos nucleotideos, (2) delecdo ou (3) integracdo de
elementos genéticos, como os transgenes. CRISPR-Cas9 pode ainda ser usada para
outros fins, além de edicdo genética: marcacdo de DNA, regulacdo da expressao
génica, clivagem de RNA, mapeamento de genes e rastreamento de DNA (ZHANG et
al., 2014).

Em sintese, a técnica de CRISPR-Cas9 necessita de trés moléculas:
uma nuclease (habitualmente a Cas9 tipo selvagem proveniente de Streptococcus
pyogenes), um RNA-guia (single guide RNA) e o alvo (o DNA que sera alvo da
modificacdo); essa sequéncia alvo de DNA precisa ser flanqueada por PAMs (5’ NGG
3"), fundamentais para a ancoragem da nuclease ao sitio de clivagem (ZHANG et al.,
2014).

O processo de ativacdo e direcionamento da Cas9 é mediado por
moléculas de RNA: crRNA (CRISPR-derived RNA) e tracrRNA (trans-activating RNA).
Para a aplicagdo laboratorial do CRISPR-Cas9, foi desenvolvido o single guide RNA
(sgRNA ou gRNA), uma molécula quimérica resultante da juncdo dos crRNA e
tracrRNA, para ativar e direcionar a Cas9 (PEREIRA, 2016).

A clivagem do DNA pela Cas9 gera quebra da dupla fita de DNA (double
strand break, DSB), que posteriormente precisa ser reparada pela célula através de
dois mecanismos: NHEJ (non-homologous end joining ou juncdo de pontas néo
homologas) e HDR (homology directed repair ou reparo direcionado por homologia),
ilustrados na Figura 2 (GHOSH et al.,, 2019). NHEJ é propensa a erro, gerando
mutacdes do tipo indel (inser¢do ou dele¢do de um ou poucos nucleotideos) no sitio
de juncédo. A funcionalidade final do gene-alvo € comprometida por estas mutacdes
indel, de forma que a acdo conjunta de Cas9-NHEJ frequentemente resulta na
inativacao do gene (nocauteamento). Ja o desencadeamento da HDR é fundamental
quando o objetivo é gerar células/organismos “knock-in” (introdugédo de uma nova
sequéncia de DNA no genoma) ou realizar substituicdo alélica (PEREIRA, 2016).

Em genomas maiores, a CRISPR-Cas9 pode clivar para além das
sequéncias do DNA alvo, as sequéncias de DNA altamente homadlogas ou idénticas,
resultando em mutag¢des em locais indesejados, denominadas mutacdes fora de alvo

(off-target mutations), que podem ser deletérias, resultando em morte ou
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transformacao celular. Assim, para garantir a especificidade da CRISPR-Cas9 e evitar
mutacbes fora de alvo, deve-se selecionar os locais de destino com maior
compatibilidade entre o gRNA e sua sequéncia complementar; além de melhorar e
controlar a dosagem de CRISPR-Cas9 (ZHANG et al., 2014).

Matching
Genomic PAM Guide RNA
Genomic DNA Sequence Sequence

I | —— Cas9

i —

MNHEI HDR

Gene replacement or correction
by homologous recombination

Gene disruption by insertions or deletions

Figura 2: Quebra da fita dupla de DNA e reparo por NHEJ e HDR. Fonte: GHOSH et al.,
20109.

A CRISPR é uma tecnologia de biologia molecular utilizada para edi¢cdes
gendmicas, sendo atualmente mais popular devido a sua eficiéncia e baixo custo
(ZHANG et al.,, 2014). As aplicacdes da CRISPR sao variadas (Figura 3) e
compreendem desde a investigagdo cientifica basica até aplicagbes para saude
humana, agronegdcio e industria. A técnica CRISPR-Cas9 torna possivel para os
cientistas inserir, remover ou corrigir o DNA de forma simples e eficiente. Na area da
saude em particular, ela mantém a perspectiva de tratar ou mesmo curar certas
enfermidades, especialmente aquelas que tém etiologia monogénica, como doenca

falciforme, fibrose cistica e alguns tipos de sindromes hereditarias de cancer; através
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de células-tronco hematopoiéticas derivadas de paciente (HSPC, hematopoietic stem
and progenitor cells), células-tronco hematopoiéticas (HSC, hematopoietic stem cells)
e células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC, induced pluripotent stem cells)
(PEREIRA, 2016).

Biologia Sintética Xenotransplantes

Terapia
génica

|dentificacdo da
funcdo génica

Combate
a patogenos
e ao cancer

Producdo de Pesquisa
modelos animais Basica

OUtrOS Outros

Combate Agricultura & Producdo
a pragas Veterinaria de férmacos

Plantas e animais

resistentes a J Producéo de
doencas biocombustiveis
Geracdo de Producdo de
variabilidade genética biomateriais

Figura 3: Diversidade de aplicacdes da CRISPR. Fonte: PASSOS et al. Aplicacdes da
Técnica. In: PEREIRA, 2016.

A edicdo genética ndo € uma abordagem nova e tem sido usada desde
a década de 1970. Antes do surgimento da técnica de CRISPR, foram desenvolvidas
outras ferramentas, nas quais o uso de nucleases permitem a clivagem do sitio-alvo
e a manipulacdo genética de diversos organismos, viabilizando os primeiros

experimentos de supressao e edicao de genes. Entre estas outras técnicas destacam-
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se: RNAs antisense, ribozimas, RNAs de interferéncia, nucleases dedo de zinco (zinc
finger nucleases, ZFNs) e TALENSs (Transcription activator-like effector nucleases). A
Tabela 2 mostra as principais diferencas entre as técnicas de ZFN, TALEN e CRISPR
(PEREIRA, 2016).

Tabela 2: Diferencas entre ZFN, TALEN e CRISPR.

Determinantes da especificidade

Dominios

ao DNA dedo de zinco UAEEN GROA
Nuclease Fokl Fokl Cas9
Taxa média de mutacao fora de Baixa Alta Alta
alvo

Tamanho do sitio-alvo 18-36pb 30-40pb 17-22pb

Comecar com Timina

. Terminar com
e terminar com

. o Deve ser rico
Restrices do sitio-alvo

em Guanina Adenina NGG (PAM)
Densidade de sitios-alvo 1 a cada 1 a cada 35pb 1 a cada 8pb
100pb
Efeitos off-target (mutacéo fora Alta Baixa Variavel
do alvo)
Toxicidade Variavel-Alta Baixa Baixa
4,2kb (Cas9)
Tamanho da construcao ~1kb x 2 ~ 3kb x 2 + 0,1kb
(gRNA)
Possibilidades de construir Sim. porém
bibliotecas para edicdo em Nao ' P Sim

L tecnicamente dificil
escala genbmica

Fonte: Adaptado de PEREIRA, 2016.
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Anemia falciforme

A hemoglobina é a proteina responsavel por transportar oxigénio e esta
presente nas hemacias ou eritrocitos. A hemoglobina humana do adulto € um
tetrAmero que consiste em dois pares de polipeptideos diferentes chamados de
cadeias alfa (a) e beta (B) de globina. Cada cadeia de globina € constituida por seu
préprio grupo heme, que contém ferro no interior (TURNPENNY e ELLARD, 2017),
como pode ser observado na Figura 4.

HsC

Cadeiap 2

HsC

Fe2+
Heme

Cadeiaa 2

Cadeiaa 1

COOH COOH

Figura 4: Estrutura e molécula da hemoglobina do adulto. Fonte: NASCIMENTO, 2017.

Na espécie humana existem diferentes tipos de hemoglobina e ocorre
uma sucessao desenvolvimental dessas distintas hemoglobinas (Figura 5): na fase
embrionaria hemoglobina Gower | (¢2€2), Gower Il (a2¢2) e Portland | ((2y2); na fase
fetal hemoglobina F (fetal) (a2y2); e na fase adulta hemoglobina A (a232) e A2 (0262),
embora possa persistir até 0,5% da hemoglobina F (TURNPENNY e ELLARD, 2017).
Durante o desenvolvimento ocorre uma mudanca da expressao de genes da globina
denominada “globins witching”. “Switches” sdo as mudancas temporais na sintese de
globina e sdo acompanhadas pelas alteracbes no local principal de eritropoiese,
processo de producdo e maturacdo das hemacias. Durante a fase embrionaria a
sintese de globina ocorre no saco vitelino. Préximo a quinta semana de gestacéo, o

local principal de eritropoiese passa a ser o figado fetal, onde ha predominancia de
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cerca de 70% da hemoglobina fetal. A sintese das cadeias B torna-se significativa ao

nascimento, possibilitando assim que aos seis meses de idade quase toda

hemoglobina presente na crianca seja do tipo adulto (NUSSBAUM et al., 2016).
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Figura 5: A) Organizacdo dos genes das globinas humanas e as hemoglobinas produzidas
em cada estagio do desenvolvimento humano. As setas curvas referem-se aos efeitos de

“liga-e-desliga”

(switches)

na expressdo génica durante o desenvolvimento.

B)

Desenvolvimento da eritropoiese no feto e no recém-nascido. O esquema mostra 0s tipos
celulares responsaveis pela sintese de hemoglobina, os 6rgdos envolvidos e os tipos de
cadeia de globina sintetizada nos sucessivos estagios. Fonte: NUSSBAUM et al., 2016.
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Os disturbios de hemoglobina podem ser, basicamente, de dois tipos:
variantes das cadeias estruturais de globina (como, por exemplo, a anemia falciforme)
e disturbios de sintese de cadeia de globina (talassemias) (TURNPENNY e ELLARD,
2017).

Os distarbios de sintese de cadeia de globina ocorrem devido a
mutacdes ou delecdes de genes que reduzem a sintese dos tipos alfa e beta da
globina causando um desequilibrio quantitativo na producdo de cadeias de
hemoglobina. Esses disturbios incluem as talassemias alfa e beta. Individuos normais
possuem quatro genes codificantes para as cadeias alfa da hemoglobina. No caso
das alfa-talassemias, estas estdo relacionadas a delecdo de um, dois, trés ou quatro
genes alfa: a delecdo de um gene alfa resulta na forma assintomatica, com alteracdes
laboratoriais minimas ou ausentes; a delecdo de dois genes resulta no traco
talassémico e manifesta-se por anemia leve e microcitose; a delecao de trés genes
resulta na doenca da hemoglobina H caracterizada por anemia, microcitose,
hipocromia, ictericia e esplenomegalia; e a delecao dos quatro genes resulta na forma
mais grave das sindromes talassémicas, a hidropsia fetal. As beta-talassemias
resultam da alteracdo quantitativa da sintese de globinas beta, normalmente causadas
por uma Unica substituicdo de par de bases nos genes, e podem ser classificadas
como talassemias beta zero, caso ndo ocorra sintese de globina, e talassemias beta
mais, caso ocorra alguma sintese. Pelo fato das cadeias beta estarem presentes
somente na hemoglobina A, a beta-talassemia é uma doenca que ndo apresenta
sintomatologia clinica no periodo intrauterino (NUSSBAUM et al., 2016).

Nos disturbios nos quais ha variacdes nas cadeias estruturais de globina
ocorre a alteracdo do peptideo de globina sem, no entanto, afetar a sua taxa de
sintese. A anemia falciforme € a alteragdo que mais se destaca neste grupo de
patologias devido a grande incidéncia mundial. Outro disturbio estrutural prevalente é
a hemoglobina C, que resulta em mutacdo no gene da globina beta, havendo
substituicdo do acido glutamico (GAG) pela lisina (AAG), conferindo a hemacia uma
tendéncia maior de cristalizacdo (TURNPENNY e ELLARD, 2017).

A anemia falciforme, uma doenca genética autossémica recessiva € a
hemoglobinopatia estrutural mais comum na espécie humana (TURNPENNY e
ELLARD, 2017). A doenca foi primeiro reconhecida no século XIX e, em 1940, as

hemacias de individuos com anemia falciforme foram vistas ao microscépio na sua
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forma distorcida sob condicbes desoxigenadas. Ao analisar por eletroforese a
hemoglobina de pacientes com anemia falciforme, notou-se que a hemoglobina S
possuia uma mobilidade diferente da hemoglobina A (TURNPENNY e ELLARD,
2017).

Na anemia falciforme, a diferenca entre a hemoglobina normal do adulto
(A) e a hemoglobina em forma de foice (S) € resultado de uma muta¢édo de ponto: o
gene da globina beta, localizado em 11p15.4, sofre mutacdo resultando na
substituicdo de acido glutamico (GAG) pela valina (GTG) na posicdo 6 da cadeia
proteica, originando uma variante estrutural da hemoglobina (HbS) (TURNPENNY e
ELLARD, 2017). A Tabela 3 compara as hemoglobinas A e S.

Tabela 3: Relagfes entre condig¢des clinicas e tipos de hemoglobinas.

Hemoglobina Composicao Genotipo Condicao clinica
HbA o”23A2 ac/aa Normal
/B
HbA, HbS Ziig/;z a;/;sa Traco falcémico
HbS GIEEEEE %Z;gg Anemia falciforme

Fonte: Adaptado de NUSSBAUM et al., 2016.

A mutacéo causadora da anemia falciforme resulta na dobra anormal da
hemoglobina, como pode ser observado na Figura 6, fazendo com que, em situagcdes
de hipdxia, esta tenha uma tendéncia a se polimerizar e agregar, transformando os
glébulos vermelhos em células rigidas em forma de foice. Essas células inflexiveis
tendem a grudar umas nas outras e nas paredes dos vasos sanguineos, causando
vaso-ocluséo, o que diminui o fluxo sanguineo, diminuindo o fornecimento de oxigénio
aos tecidos (TURNPENNY e ELLARD, 2017).

Geralmente, nos primeiros dois anos de vida, pacientes com anemia

falciforme apresentam atraso no crescimento péndero-estatural, esplenomegalia,
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infeccdes repetidas e dactilite. Derrames, sindrome toracica aguda, necrose papilar
renal, auto-esplenectomia, Ulceras nas pernas, priapismo, necrose 6ssea asseéptica e
perda visual sdo causados pelos infartos vaso-oclusivos. A suscetibilidade destes
pacientes as infec¢cdes bacterianas, como sepse pneumocdcica e osteomielite por
Salmonella, é devido a alteracdo da fagocitose e, com a evolu¢do da doenca, a
asplenia funcional, sendo as infecgbes a maior causa de morte dos pacientes em
todas idades. Outras causas comuns de morte entre os 40 a 50 anos sdo a
insuficiéncia renal progressiva e a insuficiéncia pulmonar. A infec¢do por parvovirus
faz com que estes pacientes desenvolvam anemia aplasica que também pode levar a
morte, uma vez que esta infeccdo causa uma cessacdo temporaria da producao de
eritrocitos (NUSSBAUM et al., 2016).

Figura 6: Esfregaco de sangue periférico mostrando hemacias afoicadas e normais.
Eritrcitos policromatofilicos (reticuldcitos) estdo presentes (seta Unica pequena). Eritrocitos
em alvo (seta uUnica grande) e falciformes (seta dupla) podem ser vistos. Fonte:
LAZARCHICK, 2009.
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Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), mais de 5% da
populacdo mundial é portadora de genes responsaveis por hemoglobinas anormais.
A anemia falciforme, especificamente, é mais frequente na Africa e em populacdes
cujos ancestrais sdo provenientes do continente Africano, como América do Norte,
Central e do Sul; € comum também na Arabia Saudita, india e na regido do
Mediterraneo como Grécia, Turquia e Italia. Aproximadamente 1 em 600 afro-
americanos nasce com anemia falciforme. A condicdo heterozigota desta doenca
encontra-se presente em 8% dos afro-americanos, porém, em regides como centro-
oeste da Africa até 25% dos recém-nascidos sdo heterozigotos (NUSSBAUM et al.,

2016). A Figura 7 ilustra a epidemiologia global da anemia falciforme.

Oriente Médio
Norte da Africa| India
~180.000 >1 milhédo

Américado Norte | América Latina | Africa Subsaariana | Europa
| 100.000 85.000 | >5 milhoes ~40.000

Figura 7: Epidemiologia global da anemia falciforme. Os nimeros apresentam os casos de
doentes com anemia falciforme em cada continente. Fonte: NOT ALONE IN SICKLE CELL.
(https://www.notaloneinsicklecell.com/Global-Impact-Of-SCD/).

No Brasil, a anemia falciforme possui incidéncia de 1-3/1.000 recém-
nascidos e é mais frequente nas regiées Norte e Nordeste do pais (6 a 10%) onde

maior parte da populagdo € afrodescendente, quando comparadas as regides Sul e
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Sudeste, onde a prevaléncia € menor (2 a 3%). Segundo dados do Ministério da
Saude, estima-se a existéncia de cerca de 2 milhdes de individuos com o traco
falciforme e 8 mil afetados com doenca falciforme no Brasil. A miscigenacdo entre
populacdes indigenas, imigrantes europeus e africanos, contribuiu bastante para a
dispersdo dos genes das mutagdes das hemoglobinas, tornando a anemia falciforme
a doencga hereditaria mais prevalente no pais (RAMALHO et al., 2003). A Figura 8

ilustra a epidemiologia da anemia falciforme no Brasil.

Frequéncia do
gene S no Brasil

Populacao
186,7 milhoes

AS 4% (1:23)
DF 1:1.400

Bahia
AS 5,3% (1:17)
DF 1:650

Sdo Paulo
AS 2,6% (1:35)
DF 1:4.000

Minas Gerais
AS 3% (1:23)
DF 1:1.400

Rio de Janeiro
AS 4% (1:21)
DF 1:1.200

Rio Grande do Sul
AS 2% (1:65)
DF 1:10.000

AS=traco faldforme
DF=doenca falciforme
Fonte: Ministério da Sadde do Brasil

Figura 8: Epidemiologia do traco e da doenca falciforme no Brasil. Fonte: CANCADO e
JESUS, 2007.

Em 2001, Ministério da Saude criou, através da Portaria 822, o Programa
Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) vinculado ao Sistema Unico de Satde (SUS),

que abrangia inicialmente as doencas: fenilcetondria, hipotireoidismo congénito,
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fibrose cistica e hemoglobinopatias, permitindo o diagndstico precoce e orientacdo
terapéutica dos pacientes (LEAO e AGUIAR, 2008). Mais recentemente, foram
incluidas as seguintes doencas no PNTN: deficiéncia de bionitidase e hiperplasia
congénita de adrenal (BRASIL, 2016). Devido ao perfil epidemiolégico das
hemoglobinopatias no Brasil e o reconhecimento das mesmas como um problema de
saude publica, as hemoglobinopatias ndo poderiam ficar fora da triagem neonatal no
pais. A triagem neonatal € a Unica forma de diagnostico precoce destas patologias,
assumindo um papel muito importante na alteracao da historia natural da doenca e na
diminuicdo de custos para o sistema de saude. Quando feita de forma devida, causa
um grande impacto nas taxas de morbimortalidade e aumenta a sobrevivéncia e a
qualidade de vida dos pacientes (LEAO e AGUIAR, 2008). Nos Ultimos anos foi feita
uma analise do impacto do PNTN e observou-se que houve um progresso na
acessibilidade a testes laboratoriais, a automacao dos processos e a facilidade que
este programa proporciona a pesquisa cientifica (BRASIL, 2016).

O PNTN baseia-se na realizacdo do teste de triagem neonatal mais
conhecido como “teste do pezinho”, que é feito a partir de uma amostra de sangue
retirada por puncdo cutanea de uma das regifes laterais do calcaneo do recém-
nascido, que deve ter entre 3 a 7 dias de vida. O profissional de enfermagem faz a
coleta da amostra de sangue em papel filtro na Unidade Basica de Saude mais
préxima a casa da familia, e apos a secagem do material, o papel é enviado para o
laboratorio responsavel pela realizacdo dos testes. Por se tratar apenas de uma
triagem ou rastreio, quando ha alteracdo na triagem € necesséria a realizacao de
exames diagnosticos confirmatérios (LEAO e AGUIAR, 2008). Na triagem, a
identificacdo das diferentes hemoglobinas habitualmente é feita por meio de ensaios
laboratoriais de eletroforese, o que permite o diagndstico das hemoglobinopatias tanto
estruturais como as de sintese (LEAO e AGUIAR, 2008).

Os heterozigotos para a mutacao (portadores do traco falcémico) néo
apresentam nenhum risco a saude, mas em condi¢cdes de hipdxia muito grave os
eritrocitos podem se afoicar e provocar sintomas semelhantes aos da doenca classica
(NUSSBAUM et al., 2016). Por isso, o PNTN, quando identifica um individuo doente,
permite a prevencao de complicacdes; enquanto a identificacdo do portador permite
que seja realizado aconselhamento genético, com definicdo do risco de recorréncia
na familia e possibilidade de diagndstico pré-natal (LEAO e AGUIAR, 2008).
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O tratamento conservador da anemia falciforme inclui transfusbes de
sangue; terapias preventivas com profilaxia com penicilina e vacinagéo
pneumocacica; terapia com hidroxiureia, que aumenta os niveis de hemoglobina fetal,
diminuindo a polimerizacdo da hemoglobina S; e o transplante alogénico de células-
tronco hematopoéticas de doadores saudaveis. Embora o transplante de células-
tronco hematopoiéticas seja uma estratégia de tratamento promissora com uma taxa
de sucesso de 85 a 90%, esse método nao esta disponivel para todos os pacientes
devido a rara disponibilidade de doadores compativeis e aos efeitos colaterais
associados ao transplante (SIMOES et al., 2010).

No momento apenas trés medicamentos foram aprovados pelo FDA
(Food and Drug Administration) para diminuir as complicacdes da doenca, uma vez
gue ainda nado existe cura. Porém, todos eles apresentam efeitos colaterais que
podem ser significativos. Os medicamentos sao: (1) ADAKVEO (crizanlizumab-tmca);
(2) Endari (L-glutamine); e (3) Oxbryta (voxelotor). O Adakveo (crizanlizumab-tmca) é
um anticorpo monoclonal IgG2 kappa humanizado que se liga a P-selectina e bloqueia
as interacdes com seus ligantes, incluindo P-selectina glicoproteina ligante 1. A
ligacdo da P-selectina na superficie do endotélio ativado bloqueia as interacbes de
plaguetas entre o endotélio, plaquetas, glébulos vermelhos e leucécitos, reduzindo a
frequéncia das crises vaso-oclusivas. Pode ser administrado através de infuséo
intravenosa em adultos e criancas maiores de 16 anos (CENTER WATCH, 2019a). O
Endari (L-glutamina) reduz o dano oxidante aos glébulos vermelhos, melhorando o
potencial redox do dinucleotideo de adenina nicotinamida, uma coenzima que foi
identificada como o regulador primario da oxida¢do. Pode ser administrado oralmente
em adultos e criangcas maiores de 5 anos (CENTER WATCH, 2017). O Oxbryta
(voxelotor) € um inibidor da polimerizacdo da hemoglobina S (HbS) que se liga & HbS
com uma estequiometria 1:1 e exibe particdo preferencial para os globulos vermelhos.
Ao aumentar a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, o Voxelotor demonstra a
inibicdo da polimerizacédo da HbS dependente da dose. Estudos néo clinicos sugerem
que o Voxelotor pode inibir a falcizacdo dos eritrocitos, melhorar a deformabilidade
dos eritrocitos e reduzir a viscosidade do sangue total. Pode ser administrado em
forma de comprimido em adultos e criancas maiores de 12 anos (CENTER WATCH,
2019b).
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A anemia falciforme € um distarbio monogénico hereditario que resulta
em grave mortalidade e morbidade em todo o mundo. Ainda que nos ultimos 30 anos
se tenha conhecido melhor a base molecular da doenca, os enfoques terapéuticos
disponiveis hoje em dia para evitar o processo de afoicamento tém tido beneficios
limitados (TURNPENNY e ELLARD, 2017).

Justificativa para a revisao

As ferramentas de edi¢do genética criaram possibilidade de cura para
doencas monogénicas, como a anemia falciforme, por meio de diferentes
mecanismos.

Pode-se corrigir a mutacdo subjacente nas células-tronco
hematopoiéticas derivadas do paciente (HSPC, hematopoietic stem and progenitor
cells) e/ou induzir a expressao da hemoglobina fetal para contornar a faléncia das
hemacias do adulto. As células hematopoiéticas derivadas do paciente possuem um
alto potencial de longevidade e capacidade de autorrenovagao, por isso sdo alvo em
transferéncias génicas. Nessas situagcfes, 0 objetivo € gerar uma diferenciacao das
mesmas de modo a proporcionar o fenétipo desejado, que no caso seria a sintese de
hemoglobina fetal (GONCALVES e PAIVA, 2017).

Por meio da técnica de CRISPR é possivel também gerar células-tronco
pluripotentes induzidas (iPSC, induced pluripotent stem cells) que expressem
hemoglobina fetal. Estas células tém capacidade de se diferenciar em varios tipos
celulares e previnem a rejeigdo imunoldgica em terapia celular, o que representa uma
vantagem adicional (ZHANG et al., 2014).

A descoberta recente do CRISPR-Cas9 ndo apenas revolucionou a
engenharia do genoma, mas também trouxe a possibilidade de traduzir esses
conceitos em uma realidade clinicamente significativa para pacientes com anemia
falciforme, o0 que suscitou esta revisao integrativa.

As ferramentas de edicdo genética criaram possibilidade de cura para
doencas monogénicas, como a anemia falciforme, por meio de diferentes

mecanismos.
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OBJETIVOS

Geral

Realizar uma reviséo sistematica do tipo integrativa dos estudos que
abordam a aplicabilidade clinica da técnica de CRISPR-Cas9 no tratamento da
anemia falciforme.

Em Jdltima instancia pretendeu-se contribuir para sintese do
conhecimento cientifico produzido sobre esta tematica, contribuindo para identificacédo

de lacunas nas areas de estudos.

Especificos

v lIdentificar e selecionar artigos cientificos que apresentem dados
primarios ou discutam sobre a aplicabilidade clinica da técnica de
CRISPR-Cas9 no tratamento da anemia falciforme.

Avaliar o nivel de evidéncia dos artigos selecionados.
Analisar e sintetizar os textos selecionados.

Mapear o estado de conhecimento sobre o assunto, problematizando e

refletindo sobre o tema.

v Explicitar perspectivas de pesquisa e de utilidade clinica na area.
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METODOLOGIA

Tipo de pesquisa

Esta € uma pesquisa exploratoria. Trata-se de uma revisdo sistematica
do tipo integrativa (GAE, 2014) de estudos que abordam a tematica da aplicabilidade
clinica da técnica de CRISPR-Cas9 no tratamento da anemia falciforme.

A revisédo integrativa surge da necessidade de se proporcionar aos
profissionais de salde melhor acesso as evidéncias cientificas uma vez que, cada vez
mais, existe um grande numero e complexidade de informacdes. Ela permite a sintese
do conhecimento e aplicabilidade de resultados de estudos significativos na prética de
saude. Este método de revisdo, ferramenta da Préatica Baseada em Evidéncias (PBE),
permite a inclusdo de estudos experimentais e nao experimentais para uma
compreensao mais ampla do estudo realizado, e € a abordagem mais completa no
gue se refere as revisodes sisteméaticas (WHITTEMORE e KNAFL, 2005; SOUZA et al.,
2010; HOPIA et al., 2016; CASARIN et al., 2020).

Nas revisbes integrativas, a inclusdo simultdnea de estudos com
diferentes delineamentos de pesquisas, proporciona uma compreensdo mais
completa do tema de interesse. Este método também permite a combinacao de dados
de literatura tedrica e empirica (BIBLIOTECA PROF. PAULO DE CARVALHO
MATTOS, 2015). A diversidade na composicédo de uma amostra da revisdo integrativa
em conjunto com a multiplicidade de propésitos deste método fornece um quadro
completo de conceitos, teorias ou problemas complexos relacionados aos cuidados
de saude (WHITTEMORE e KNAFL, 2005; SOUZA et al., 2010).

Para a construgdo de uma revisdo integrativa, € necessario seguir seis
etapas distintas: (1) identificacdo do topico e selecdo de hipdtese ou questdo de
pesquisa; (2) estabelecimento dos critérios de inclusédo e exclusdo para os estudos/
amostra ou busca na literatura; (3) definicdo das informacdes a serem extraidas dos
estudos selecionados/categorizacao dos estudos; (4) avaliagdo dos estudos incluidos;
(5) interpretacdo de resultados; e (6) apresentacdo da revisdo/sintese do
conhecimento (SOUZA et al., 2010; CASARIN et al., 2020). A Figura 9 ilustra as

diferentes etapas de uma revisao integrativa.
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Figura 9: Etapas de uma reviséo integrativa. Fonte: BOTELHO et al., 2011.

Definicdo da questdo da pesquisa estruturada no formato do acronimo PICOD
A sigla PICOD significa: (P) populacdo alvo; (I) intervencéo; (C)
comparacao das intervencoes; (O) resultados obtidos; e (D) desenho dos estudos. O
formato PICOD fornece uma estrutura eficiente para busca de dados em bases
eletrbnicas (STILLWELL et al., 2010; GAE, 2014; CASARIN et al., 2020).
A questdo desta pesquisa, estruturada no formato PICOD esta
apresentada na Tabela 4 e pode ser sintetizada como: qual a aplicabilidade clinica

da técnica de CRISPR-Cas9 no tratamento da anemia falciforme?
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Tabela 4: Protocolo desta revisdo integrativa fundamentado pelo parametro PICOD.

Populacao Quem foi Pacientes (humanos) com anemia
P . :
(participantes) estudado? falciforme
| Intervencao O que foi feito?  Terapia com CRISPR-Cas9
Comparacio Quando disponivel, comparacao entre a
parag Comparacao técnica de CRISPR-Cas9 e os métodos
C das :
. ~ entre resultados conservadores de tratamento da anemia
intervencoes .
falciforme
— Mutacbes fora de alvo (efeitos off-
target)!
Desfechos Quais foramos - Toxicidade?
@] observados resultados ou — Transplante eficiente®
efeitos? — Taxa de expressédo de HbF*
— HSPCs/iPSCs corrigidas °
— Potencial para aplicacéo clinica®
Estudos tedricos ou empiricos; primarios
Desenho do . ou secundarios; intervencionais ou nao,
D Como é? . .
estudo desenvolvidos com metodologia

gualitativa, quantitativa ou mista.

! Efeitos off-target — sdo mutacdes, podendo ser delecdes ou insercdes fora da
sequéncia alvo.

2 Toxicidade — quando a célula libera citotoxinas como resposta imune a alguma
modificacdo genética que tenha sofrido.

3 Eficiéncia do transplante — quando as células corrigidas/modificadas séo inseridas
no tecido/6rgao/organismo alvo e este ndao desenvolve uma reacéo de rejeicao
permitindo assim com que se atinja o objetivo desejado.

4 Taxa de expressédo de HbF — a percentagem de expresséo de HbF na célula apés
a correcédo da mutacéao.

5> HSPCs/iPSCs corrigidas — quéo eficiente a técnica de CRISPR-Cas9 foi na
correcdo da mutagcdo causadora da anemia falciforme nas células hematopoiéticas
derivadas do paciente (HSPC, hematopoietic stem and progenitor cells) e nas
células pluripotentes induzidas (iPSC, induced pluripotent stem cells)

6 Potencial para a aplicacdo clinica — se o estudo apresenta metodologia segura e
eficiente para que se avance para a aplicacéao clinica.
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Critérios de incluséo e exclusdo dos estudos primarios

Critérios de incluséo
Artigos publicados até 15 de novembro de 2020, em linguas portuguesa

ou inglesa, que retratam a tematica referente a revisdo desta pesquisa.

Tipos de estudo
Inicialmente, buscou-se estudos clinicos intervencionais. Estudos

clinicos intervencionais caracterizam-se pela manipulacéo artificial da intervencéo por
parte do pesquisador, administrando-se uma intervencao e observando-se seu efeito
sobre o desfecho em pacientes (NEDEL e SILVEIRA, 2016). Dividem-se normalmente
em ensaio clinico randomizado e ensaio clinico ndo-randomizado (HOCHMAN et al.,
2005).

Em funcéo da natureza do tipo de reviséo bibliografia e considerando-se
0 objeto de estudo, poderiam ser selecionados também: revisées sistematicas do tipo
metandlise, estudos clinicos do tipo caso-controle, estudos clinicos do tipo coorte,
revisbes narrativas de estudos in vitro ou pré-clinicos que discutem a aplicabilidade
clinica, estudos qualitativos ou descritivos sobre a tematica, estudos de opinido
(HOCHMAN et al., 2005; NEDEL e SILVEIRA, 2016).

Foram excluidos estudos primarios in vitro (em modelos celulares) ou

estudos primarios pré-clinicos (experimentais, desenvolvidos em modelos animais).

Identificac&o e selecdo dos estudos

A pesquisa foi realizada nas bases de dados eletronicas: (1) Biblioteca
Virtual em Saude (que inclui as bases Lilacs e Scielo), (2) MEDLINE/PubMed, e (3)
Cochrane.
O endereco eletrbnico de cada uma das bases de dados utilizada
encontra-se listado abaixo:
1. Biblioteca Virtual em Saude - www.bvsalud.org
2. MEDLINE/PubMed - www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

5. Cochrane - http://www.cochranelibrary.com/
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A consulta foi conduzida pelos seguintes descritores, definidos do
“Medical Subject Headings” (http://www.nIm.nih.gov/mesh/): (CRISPR OR Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats OR CRISPR-Associated Protein 9)
AND (Sickle Cell Disease OR HbS Disease OR Hemoglobin S Disease OR Sickle Cell
Anemia OR Sickle Cell Disorders OR Sickling Disorder Due to Hemoglobin S).

A busca dos artigos foi feita pela estudante e pela orientadora, de forma
independente. Em seguida, a estudante elaborou uma lista dos artigos selecionados
e o0s textos repetidos nas diferentes bases de dados foram considerados uma uUnica
vez. Os artigos inicialmente identificados nas bases de dados foram analisados a partir
dos titulos e resumos, realizando-se uma primeira selecéo.

Os artigos selecionados foram entéo lidos integralmente pela estudante
e submetidos a uma nova etapa de exclusdo, considerando-se o0s critérios de
elegibilidade. Para guiar essa etapa, foi utilizada uma ficha de avaliagdo de
elegibilidade (Ficha A, Anexo 1), padronizada e elaborada previamente, que contém
basicamente os critérios de elegibilidade (inclusdo e exclusdo) estabelecidos. As
divergéncias foram resolvidas por consenso, depois de nova critica do artigo em
questao junto a orientadora, sendo os artigos excluidos justificados.

Os textos finalmente selecionados, que consistiram nos resultados da
pesquisa, foram relidos integralmente, avaliados, analisados (com extracao dos dados

relevantes) e sintetizados.

Avaliagado do nivel de evidéncia dos estudos selecionados

Nesta pesquisa, para avaliar as caracteristicas metodolégicas dos
estudos primarios selecionados na reviséo, foram utilizados os critérios apresentados
na Tabela 5, adaptados de STILLWELL et al., 2010.
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Tabela 5: Niveis de evidéncia das producbes cientificas selecionadas, adaptados de
STILLWELL et al., 2010.

Nivel de
evidéncia

Tipo de estudo

Descricao

Evidéncia proveniente de uma revisédo
Revisdo sistemética do tipo sistematica do tipo metanalise de
metanalise todos os estudos clinicos
randomizados

Evidéncia obtida de um estudo clinico
Ensaio clinico randomizado 1 aleatorizado, controlado e bem
delineado

Evidéncia proveniente de um estudo
Ensaio clinico ndo-randomizado I clinico controlado e bem delineado,
mas sem aleatorizacéo

. Evidéncia proveniente de um estudo
Estudo clinico caso-controle ou P

\ lini i -control
de coorte clinico do tipo caso-controle ou de
coorte

Reviséo narrativa de estudos in Evidéncia proveniente de uma revisédo
vitro ou pré-clinicos que Vv narrativa de estudos primarios ndo
discutam a aplicabilidade clinica clinicos
Estudo qualitativo ou descritivo Vi Evidéncia de um Unico estudo
sobre atemética descritivo ou qualitativo

o Evidéncia proveniente de opinido de
Estudo de opiniéo VI P P

autoridades

Extracdo de dados dos estudos

Para extracdo sistematica dos dados dos estudos selecionados foi
preenchida uma ficha especifica para cada estudo, considerando-se as variaveis
descritas na Ficha B (Anexo 2). Essa extracdo de dados foi realizada pela estudante
e revisada pela orientadora. As duvidas e discordancias foram resolvidas por
consenso.

Uma vez extraidos os dados, foi feita sintese e discussdo, com
problematizacdo e integracdo dos resultados. A Figura 8 ilustra, na forma de

fluxograma, a metodologia que foi usada nesta revisao sistematica integrativa.
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Estudos primarios
identificados nas bases
eletronicas

Exclusao de estudos
repetidos

!

Analise baseada nos titulos
e resumos dos estudos

!

Exclusao de estudos
fora do tema

Estudos selecionados 1

!

Analise baseada na leitura
integral dos estudos
selecionados 1

Estudos excluidos e
motivos da exclusao

|

Estudos selecionados finais

1

Avaliacdo do nivel de
evidéncia dos estudos
selecionados finais

!

Extragcao de dados dos
estudos selecionados finais

!

Discussao e sintese dos
resultados

Figura 10: Fluxograma que ilustra a metodologia utilizada nesta revisao sistemética.
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RESULTADOS

Identificacéo e selecéo dos artigos

A Figura 11 sintetiza os resultados da busca e selecdo de estudos
primarios nas bases de dados consideradas para esta revisao.

Apbs a elaboracéo da pergunta a ser respondida pela reviséo e definicao
dos descritores, foi realizada a busca dos estudos primarios nas trés bases de dados
definidas pelas pesquisadoras (BVS, MEDLINE/PubMed e Cochrane) com
identificacdo de 79 estudos primarios. Chama atencdo que todos os 79 artigos estéo
em lingua inglesa.

Os estudos encontrados incialmente (N=79), ap6s exclusédo dos estudos
repetidos (N=4; 79-4=75), foram avaliados pela estudante, com base no titulo e
resumo, sendo selecionados aqueles que se aproximavam da tematica desta revisao.
Nessa etapa, foram excluidos 47 estudos (Tabela 6). Assim, permaneceram 28
estudos selecionados 1.

Os 28 estudos selecionados 1 foram lidos integralmente pela estudante
e submetidos a novo processo de selecdo. Para isso, foram preenchidas fichas de
elegibilidade (Ficha A, Anexol) de cada um destes 28 estudos. Nessa etapa, 10
estudos foram excluidos (Tabela 7) e, portanto, 18 estudos fazem parte dos estudos

selecionados finais e compdem esta revisdo (Tabela 8).
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PubMed Cochrane

75 0
Total = 79 Excluidos repetidos:
79-4=75
75 arti
: il Excluidos apds leitura
selecionados nas ., .
de titulo e resumo:
bases de dados 75-47=28
28.art|gos Excluidos ap6s leitura
selecionados 1 integral:
28-10=18
18 artigos
selecionados
finais

Figura 11: Sintese dos resultados de busca e sele¢do dos artigos.

A Tabela 6 apresenta os titulos e bibliografia dos 47 artigos excluidos
com base na leitura do titulo e do resumo, na primeira etapa da sele¢édo dos estudos

primarios identificados nas bases de dados.

Tabela 6: Artigos excluidos com base nos titulos e resumos (N=47).

Justificativa da
exclusao

Titulo Autores Bibliografia

A natural regulatory mutation in

1 the proximal promoter elevates mggfg ’ Blood 2019; O estudo foi feito in vitro
* fetal globin expression by Kurita R. et ’al 133(8):852-856. em modelos celulares.
creating a de novo GATAL site. ’ ’
O estudo aborda apenas
. L . Jamal M, Ullah Current Issues in a técnica de CRISPR e
2 Treating Genetic Disorders Using A, Ahsan M, et Molecular Biolo suas aplicacdes, ndo
" State-Of-The-Art Technology. ! ’ Tnn. 9y iplicacoes, na
al. 2018; 26: 33-46. especifica na anemia
falciforme.
O estudo aborda apenas
Delivery approaches for Luther DC, Lee Expert Opinion on a técnica de CRISPR e
3. CRISPR/Cas9 therapeutics in YW, Nagaraj H, Drug Delivery 2018;  suas aplicacdes, ndo
vivo: advances and challenges. etal. 15(9):905-913. especifica na anemia
falciforme.
The promise and challenge of Nature 2020; Abordagem superficial
4. Doudna JA. .

578(7794):229-236 sobre as técnicas de

therapeutic genome editing. edicao gendmica. Nao
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Genome editing of HBG1 and
HBG2 to induce fetal
hemoglobin.

Induction of fetal hemoglobin
synthesis by CRISPR/Cas9-
mediated editing of the human -
globin locus.

Direct promoter repression by
BCL11A controls the fetal to
adult hemoglobin switch.

Highly efficient editing of the B-
globin gene in patient-derived
hematopoietic stem and
progenitor cells to treat sickle cell
disease.

CRISPR-Cas9 genome editing in
human hematopoietic stem cells.

Domain-focused CRISPR screen
identifies HRI as a fetal
hemoglobin regulator in human
erythroid cells.

Enhancement of red blood cell
transfusion compatibility using
CRISPR-mediated erythroblast
gene editing.

A high-fidelity Cas9 mutant
delivered as a ribonucleoprotein
complex enables efficient gene
editing in human hematopoietic
stem and progenitor cells.

CRISPR-CAS9 mediated
correction of the sickle mutation
in human CD34+ cells.

EHMT1 and EHMT2 inhibition
induces fetal hemoglobin
expression.

Targeted deletion of BCL11A
gene by CRISPR-Cas9 system
for fetal hemoglobin reactivation:
A promising approach for gene
therapy of beta thalassemia
disease.

Optimization of CRISPR/Cas9
Delivery to Human
Hematopoietic Stem and
Progenitor Cells for Therapeutic
Genomic Rearrangements.

A Universal Approach to Correct
Various HBB Gene Mutations in
Human Stem Cells for Gene
Therapy of Beta-Thalassemia
and Sickle Cell Disease.

Métais JY,
Doerfler PA,
Mayuranathan
T, et al.

Antoniani C,
Meneghini V,
Lattanzi A, et al.

Liu N,
Hargreaves VV,
Zhu Q, et al.

Park SH, Lee
CM, Dever DP,
et al.

Bak RO, Dever
DP, Porteus
MH.

Grevet JD, Lan
X, Hamagami N,
et al.

Hawksworth J,

Satchwell TJ,

Meinders M, et
al.

Vakulskas CA,
Dever DP,
Rettig GR, et al.

Hoban MD,
Lumaquin D,
Kuo CY, et al.

Renneville A,

Van Galen P,

Canver MC, et
al.

Khosravi MA,
Abbasalipour M,
Concordet JP, et

al.
Lattanzi A,
Meneghini V,

Pavani G, et al.

Cai L, Bai H,
Mahairaki V, et
al.

Blood advances
2019;12;3(21):3379-
3392

Blood 2018;
131(17):1960-1973.

Cell 2018;
173(2):430-442.

Nucleic acids
research 2019;
47(15):7955-7972.

Nature protocols

2018; 13(2):358-376.

Science 2018;
361(6399):285-290.

EMBO molecular
medicine 2018;
10(6):e8454.

Nature Medicine
2018; 24(8):1216-
1224.

Molecular Therapy:
The Journal of The
American Society of
Gene Therapy 2016;
24(9):1561-9.

Blood 2015;
126(16):1930-9.

European Journal of
Pharmacology 2019;
854:398-405.

Molecular Therapy:
The Journal of The
American Society of
Gene Therapy 2019;
27(1):137-150.

Stem Cells
Translational
Medicine 2018;
7(1):87-97.

especifica em anemia
falciforme.

O estudo foi feito in vivo

porém em camundongos.

O estudo foi
desenvolvido em
modelos celulares.

O estudo nao aborda a
técnica de CRISPR e foi

desenvolvido em
modelos celulares.

O estudo foi
desenvolvido em
camundongos.

O estudo foi
desenvolvido em
camundongos.

A pesquisa foi feita em
culturas celulares.

O estudo foi feito em
modelos celulares.

O estudo foi feito em
modelos celulares.

O estudo foi
desenvolvido in vitro e
limitou-se a modelos
celulares.

O estudo foi
desenvolvido em
roedores.

A pesquisa foi feita em
modelos celulares.

A pesquisa foi
desenvolvida em
modelos celulares.

A pesquisa limitou-se a

nivel celular.

39



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

20.

30.

31.

Editing the Sickle Cell Disease
Mutation in Human
Hematopoietic Stem Cells:
Comparison of Endonucleases
and Homologous Donor
Templates.

Highly Efficient and Marker-free
Genome Editing of Human
Pluripotent Stem Cells by
CRISPR-Cas9 RNP and AAV6
Donor-Mediated Homologous
Recombination.

CRISPR/Cas System for
Genome Editing: Progress and
Prospects as a Therapeutic Tool.

Double-blind, randomized,
multicenter phase 2 study of
SC411 in children with sickle cell
disease (SCOT trial).

Francisellanovicida Cas9
interrogates genomic DNA with
very high specificity and can be
used for mammalian genome
editing.

Using nanoBRET and
CRISPR/Cas9 to monitor
proximity to a genome-edited
protein in real-time.

CRISPR-Cas9 interrogation of a
putative fetal globin repressor in
human erythroid cells.

Reactivation of y-globin in adult
B-YAC mice after ex vivo and in
vivo hematopoietic stem cell
genome editing.

Continuous evolution of SpCas9
variants compatible with non-G
PAMs.

Development of gene editing
strategies for human (3-globin
(HBB) gene mutations.

The HRI-regulated transcription
factor ATF4 activates BCL11A
transcription to silence fetal
hemoglobin expression.

In Vivo Outcome of Homology-
Directed Repair at the HBB Gene
in HSC Using Alternative Donor
Template Delivery Methods.

The E3 ligase adaptor molecule
SPOP regulates fetal hemoglobin
levels in adult erythroid cells.

Rapid and Sensitive Assessment
of Globin Chains for Gene and
Cell Therapy of
Hemoglobinopathies.

Romero Z,
Lomova A, Said
S, etal.

Martin RM,
lkeda K, Cromer
MK, et al.

Sahel DK, Mittal
A, Chitkara D.

Daak AA,
Dampier CD,
Fuh B, et al.

Acharya S,
Mishra A, Paul
D, et al.

White CW,
Vanyai HK, See
HB, et al.

Chung JE,
Magis W, Vu J,
et al.

Li C, Psatha N,
Sova P, et al.

Miller SM, Wang
T, Randolph PB,
et al.

Kalkan BM, Kala
EY, Yuce M, et
al.

Huang P, Peslak
SA, Lan X, et al.

Pattabhi S, Lotti
SN, Berger MP,
et al.

Lan X, Khandros
E, Huang P, et
al.

Loucari CC,
Patsali P, van
Dijk TB, et al.

Molecular Therapy:
The Journal of The
American Society of
Gene Therapy 2019;
27(8):1389-1406.

Cell Stem Cell 2019;
24(5):821-828.

The Journal of
Pharmacology and
Experimental
Therapeutics 2019;
370(3):725-735.

Blood advances
2018; 2(15):1969-
1979.

Proceeding of the
National Academy of
Science of The
United States of
America 2019;
116(42):20959-
20968.

Scientific Reports
2019; 7(1):3187.

PLoSOne 2017;
14(1):e0208237.

Blood 2018;
131(26):2915-2928.

Nature Biotechnology
2020; 38(4):471-481.

Gene 2020;
734:144398.

Blood 2020;
135(24):2121-2132.

Molecular Therapy,
Nucleic Acids 2019;
17:277-288.

Blood advances
2019; 3(10):1586-
1597.

Human Gene
Therapy Methods
2019; 29(1):60-74.

O estudo foi
desenvolvido em
camundongos.

O estudo foi
desenvolvido em
modelos celulares.

Estudo ndo experimental
e superficial sobre a
teméatica. Ndo especifica
em anemia falciforme.

A pesquisa nédo aborda
CRISPR mas sim a
administracdo de
medicamentos.

O estudo nao foi
feito/discutido em
humanos.

O estudo nao aborda a
anemia falciforme.

A pesquisa foi feita em
células.

A pesquisa foi feita em
camundongos.

O estudo conduzido em
células.

O estudo foi feito em
células.

O estudo foi feito em
camundongos.

O estudo foi feito em
camundongos.

O estudo foi feito em
células.

A pesquisa foi feito in
vitro em células humanas
mas posteriormente in
vivo em camundongos.
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32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

A chance to cut (the genome) is
a chance to cure.

Harnessing the potential of gene
editing technology using CRISPR
in inflammatory bowel disease.

Cellular function reinstitution of
offspring red blood cells cloned
from the sickle cell disease
patient blood post CRISPR
genome editing.

Novel HDAdJ/EBV
Reprogramming Vector and
Highly Efficient AdJ/CRISPR-Cas
Sickle Cell Disease Gene
Correction.

Interventions for preventing silent
cerebral infarcts in people with
sickle cell disease.

Building access to care in adult
sickle cell disease: defining
models of care, essential
components, and economic
aspects.

HDAd5/35 ++ Adenovirus Vector
Expressing Anti-CRISPR
Peptides Decreases
CRISPR/Cas9 Toxicity in Human
Hematopoietic Stem Cells.

Production of Gene-Corrected
Adult Beta Globin Protein in
Human Erythrocytes
Differentiated from Patient iPSCs
After Genome Editing of the
Sickle Point Mutation.

Recent advances in globin
research using genome-wide
association studies and gene
editing.

Genetic disruption of the KLF1
gene to overexpress the y-globin
gene using the CRISPR/Cas9
system.

In vivo Modeling Implicates
APOLL1 in Nephropathy:
Evidence for Dominant Negative
Effects and Epistasis under
Anemic Stress.

Looking into a Crystal Ball: An
Interview with Ron Crystal.

In Vivo HSC Gene Therapy
Using a Bi-modular HDAd5/35++
Vector Cures Sickle Cell Disease
in a Mouse Model.

Montbleau KE,
Sankaran VG.

Limanskiy V,
Vyas A,
Chaturvedi LS,
et al.

Wen J, Tao W,
Hao S, Zu Y.

Li C, Ding L,
Sun CW, et al.

Estcourt LJ,
Fortin PM,
Hopewell S, et
al.

Kanter J, Smith
WR, Desai PC,
et al.

Li C, Psatha N,
Gil S, et al.

Huang X, Wang
Y, Yan W, et al.

Orkin SH.

Shariati L,
Khanahmad H,
Salehi M, et al.

Anderson BR,
Howell DN,
Soldano K, et al.

Davies K.

Li C, Wang H,
Georgakopoulou
A, et al.

Blood 2018;
131(17):1884-1885

World Journal of
Gastroenterology
2019; 25(18):2177-
2187

Journal of
Hematology and
Oncology 2017;

10(1):119.

Science Reports
2016; 6:30422.

The Cochrane
database of
systematic reviews
2020;
6;4(4):CD012389.

Blood Advances
2020; 4(16):3804-
3813

Molecular Therapy.
Methods and Clinical
Development 2018;
9:390-401

Stem Cell 2015;
33(5):1470-9

Annals of New York
Academy of Science
2016; 1368(1):5-10

The Journal of Gene
Medicine 2016;
18(10):294-301.

PLoS Genetics 2015;
11(7):1005349.

Human Gene
Therapy. Clinical
Development 2019;
30(3):97-101

Molecular Therapy
2020; 5:51525-
0016(20)30458-5.

Abordagem superficial
sobre a tematica e suas
possibilidades. N&do
especifica em anemia
falciforme.

A anemia falciforme nao
é abordada no estudo.

A pesquisa foi feita em
células.

A pesquisa foi feita em
células.

A pesquisa nédo aborda
CRISPR.

A pesquisa nédo aborda
CRISPR.

Pesquisa feita a nivel
celular e em
camundongos.

Estudo feito em células e
sem discussao da
aplicacao clinica.

A pesquisa é sobre
talassemias.

A pesquisa ndo aborda
anemia falciforme.

O estudo é sobre os
possiveis tratamentos de
doencas renais.

Tematica do artigo néo é
explicita.

A pesquisa foi conduzida
em camundongos.
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Supramolecular nanosubstrate-
mediated delivery system
enables CRISPR-Cas9 knockin
of hemoglobin beta gene for
hemoglobinopathies.

Viral myocarditis involves the
generation of autoreactive T cells
with multiple antigen specificities
that localize in lymphoid and
non-lymphoid organs in the
mouse model of CVB3 infection.
Natural regulatory mutations
elevate the fetal globin gene via
disruption of BCL11A or ZBTB7A
binding.

45.

46.

47.

Wienert B, Yang

Science advances
2020;
6(43):eabb7107

Yang P, Chou
SJ, Li J, et al.

Basavalingappa

RH. Arumugam Molecular

R Llasradoﬂl et Immunology 2020;
al 124:218-228.
Martyn GE,

Nature Genetics

L, etal. 2018; 50(4):498-503.

A pesquisa foi conduzida
em camundongos.

A pesquisa foi feita em
camundongos e ndo ha
abordagem quanto a
Anemia Falciforme nem
quanto a CRISPR.

O estudo foi feito em
nivel celular.

A Tabela 7 apresenta os 10 artigos excluidos ap0s leitura integral do

texto.

Tabela 7: Artigos excluidos apds leitura integral do texto (N=10).

[\ Titulo

Highly efficient therapeutic gene
1. editing of human hematopoietic
stem cells.

CRISPR/Cas9 beta-globin gene
2. targeting in human
haematopoietic stem cells.

A genome-editing strategy to treat
B-hemoglobinopathies that

3. recapitulates a mutation
associated with a benign genetic
condition.

Genome editing using CRISPR-
Cas9 to create the HPFH

4. genotype in HSPCs: An approach
for treating sickle cell disease and
B-thalassemia.

A Comprehensive, Ethnically
Diverse Library of Sickle Cell
Disease-Specific Induced
Pluripotent Stem Cells.

Efficient Delivery and Nuclear
Uptake Is Not Sufficient to Detect

6. Gene Editing in CD34+ Cells
Directed by a Ribonucleoprotein
Complex.

Autores

Bibliografia

\F/z\/ous(\:(c,)eZeBrILg gt Nature Medicine 2019;
Sl 25(5):776-783.

Dever DP, Bak Nature 2016;

RO, Reinisch .
A etal. 539(7629):384-389.
Traxler EA .
’ Nature Medicine 2016;
Yao Y, Wang : '
YD, et al. 22(9):987-90.
Proceeding of the
National Academy of
Y_?al;],\\;v Zrt]gl‘]’ Science of The United
' ’ States of America 2016;
113(38):10661-5 .
Park S,
Gianotti-
Sommer A, Stem Cell Reports 2017;
Molina- 8(4):1076-1085.
Estevez FJ, et
al.
Modarai SR, Molecular Therapy.
Man D, Bialk Nucleic Acids 2018;
P, etal. 11:116-129.

Justificativa da
exclusao

O estudo foi
conduzido em
camundongos.

O transplante das
células
hematopoiética foi
feito em
camundongos.

Nao houve ensaio
clinico, apenas
celular.

N&o houve ensaio
clinico, apenas
celular.

Nao houve ensaio
clinico, apenas
celular.

O estudo foi feito em
células de mamiferos.
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Gene correction in patient-
specific iPSCs for therapy

Human Genetics 2016;

N&o aborda
especificamente a

7. . Jang YY, Ye Z. . ) CRISPR e ndo
(rjne(;/;éﬁﬁment and disease 135(9):1041-58. apresenta ensaios
9- clinicos.
Finotti A, O estudo aborda beta-
8 Recent trends in the gene therapy Breda L, Journal of Blood talassemias e o
* of B-thalassemia. Lederer CW, et  Medicine 2015; 6:69-85. = ensaio foi feito em
al. camundongos.
Editing a y-globin repressor
binding site restores fetal Weber L, Frati Science Advances 2020 O transplante das
9. hemoglobin synthesis and G, Felix T, et 6(7):caay9392 ' células foi feito para
corrects the sickle cell disease al. -eaay ’ camundongos.
phenotype.
Precise and error-prone CRISPR- Modarai SR O estudo nédo
directed gene editing activity in ' Gene Therapy 2020 apresenta ensaios
10. g . Kanda S, Bloh - - -
human CD34+ cells varies widely K etal (Online ahead of print) clinicos, apenas
among patient samples. ’ ’ celular.
A Tabela 8 apresenta os 18 artigos selecionados finais e incluidos nesta
revisao.

Tabela 8: Artigos selecionados finais (N=18).

[\ Titulo Autores

Bibliografia

Sharpening the Molecular

Possibilities, and Challenges.

Broeders M, Herrero-
Hernandez P, Ernst MPT,

JF.

iScience 2020;

1 Scbsors: Advancesin Genesyan der Ploeg AT, Piinappel 23(1):100789
9 ay- WWMP.
. Molecular Therapy.
Engineering Globin Gene Davis R Gurumurthy A, Methods and clinical
2. . Hossain MA, Gunn EM, .
Expression. Bunaert J development 2018;
gert. 12:102-110.
. Ernst MPT, Broeders M Molecular Therapy.
’) 1 1
Reg_dy for Repair? G_er_1e Herrero-Hernandez P, Methods and Clinical
3. Editing Enters the Clinic for the d I | )
Treatment of Human Disease Oussore_p E, van der Ploeg Development 2020;
’ AT, Pijnappel WWMP. 18:532-557.
Genome and Epigenome Mussolino C, Alzubi J, Human Gene Thera
4, Editing to Treat Disorders of the Pennucci V, Turchiano G, . ) Py
L 2017; 28(11):1105-1115
Hematopoietic System. Cathomen T.
Use of genome-editing tools to : Human genetics 2016;
S treat sickle cell disease. VEEEm |, JENT &, 2720 7L 135(9): 1011-28.
CRISPR/Cas9 for Sickle Cell Demirci S, Leonard A, Haro-  Advances in Experimental
6. Disease: Applications, Future Mora JJ, Uchida N, Tisdale Medicine and Biology

2019; 1144:37-52.

43



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Gene therapy for sickle cell
disease: An update.

Emerging genetic therapy for
sickle cell disease.

Wake-up Sleepy Gene:
Reactivating Fetal Globin for 3-
Hemoglobinopathies.

Perspectives of Sickle Cell
Disease Stakeholders on
Heritable Genome Editing.

Improving the justice-based
argument for conducting human
gene editing research to cure
sickle cell disease.

A CRISPR focus on attitudes
and beliefs toward somatic
genome editing from
stakeholders within the sickle
cell disease community.

A justice-based argument for
including sickle cell disease in
CRISPR/Cas9 clinical research.

The Meaning of Informed
Consent: Genome Editing
Clinical Trials for Sickle Cell
Disease.

Gene editing and CRISPR in
the clinic: current and future
perspectives.

Efficient CRISPR/Cas9-based
gene correction in induced
pluripotent stem cells
established from fibroblasts of
patients with sickle cell disease.

CRISPR/Cas9 system and its
applications in human
hematopoietic cells.

CRISPR in personalized
medicine: Industry perspectives
in gene editing.

Demirci S, Uchida N, Tisdale
JF.

Orkin SH, Bauer DE.

Wienert B, Martyn GE,
Funnell APW, Quinlan KGR,
Crossley M.

Hollister BM, Gatter MC,
Abdallah KE, Armsby AJ,
Buscetta AJ, Byeon YJJ,
Cooper KE, Desine S,
Persaud A, Ormond KE,
Bonham VL.

Chan B.

Persaud A, Desine S,
Blizinsky K, Bonham VL.

Baffoe-Bonnie MS.

Desine S, Hollister BM,
Abdallah KE, Persaud A, Hull
SC, Bonham VL.

Hirakawa MP, Krishnakumar
R, Timlin JA, Carney JP,
Butler KS.

Sato M, Saitoh I, Inada E.

Hu X.

Hong A.

Cytotherapy 2018;
20(7):899-910.

Annual review of medicine
2019; 70:257-271.

Trends in Genetics 2018;
34(12):927-940.

The CRISPR Journal
2019; 2(6):441-449.

Bioethics 2020; 34(2):200-
202.

Genetics in Medicine 2019;
21(8):1726-1734.

Bioethics 2019; 33(6):661-
668.

AJOB empirical bioethics
2020; 11(4):195-207.

Bioscience Reports 2020;
40(4):BSR20200127

Stem Cell Investig. 2016;
3:78.

Blood cells, molecules and
diseases 2016; 62:6-12.

Seminars in Perinatology
2018; 42(8):501-507.
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Avaliacdo do nivel de evidéncia dos estudos selecionados

Os 18 artigos selecionados finais foram avaliados com base nos niveis
de evidéncia que estdo na Tabela 5 (metodologia) a partir dos critérios adaptados de
STILLWELL et al. (2010).

A Tabela 9 sintetiza esses resultados sobre os niveis de evidéncia dos
18 estudos selecionados finais. Observa-se que 12 artigos possuem nivel de
evidéncia V porgue sdo revisbes narrativas de estudos in vitro ou pré-clinicos que
discutem a aplicabilidade clinica; 4 estudos possuem nivel de evidéncia VI porque sdo
estudos qualitativos ou descritivos sobre a tematica; e 2 estudos possuem nivel de

evidéncia VII porque sao estudos de opinido.

Extracdo de dados dos estudos

A extracdo de dados dos artigos selecionados finais foi elaborada com
base na Ficha B (Anexo 2).
Os dados extraidos dos 18 artigos selecionados finais sdo apresentados

sinteticamente a seguir, na Tabela 10.
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ARTIGOS

Tabela 9: Qualidade da evidéncia dos 18 artigos selecionados, de acordo com critérios adaptados de STILLWELL et al., 2010.

AVALIACAO DO NIVEL DE EVIDENCIA

Sharpening the
molecular scissors:
advances in gene-editing
technology.

Engineering globin gene
expression.

Ready for Repair? Gene
editing enters the clinic
for the treatment of
human disease.

Genome and epigenome
editing to treat disorders
of the hematopoietic
system.

Use of genome-editing
tools to treat sickle cell
disease.

CRISPR/Cas9 for Sickle
Cell Disease:
Applications, Future

Revisao
narrativa de
estudos in vitro
ou pré-clinicos

Revisao
narrativa de
estudos in vitro
ou pré-clinicos

Revisao
narrativa de
estudos in vitro
ou pré-clinicos

Revisao
narrativa de
estudos in vitro
ou pré-clinicos

Revisao
narrativa de
estudos in vitro
ou pré-clinicos

Revisdo
narrativa de

TIPO DE NIVEL DE
ESTUDO EVIDENCIA JUSTIFICATIVA

Este estudo tedrico € uma revisao narrativa baseada em estudos in vitro
gue abordaram os avancos tecnolégicos de meganucleases, ZFNs,
TALENSs e CRISPR, assim como os desafios para a implementacao das
mesmas no tratamento de beta-talassemia, anemia falciforme, HIV, cancer
e entre outras doencas.

Com base em outros estudos primarios, este estudo tedrico descreve e
compara os procedimentos de engenharia genética que tém potencial para
se tornarem terapias seguras e eficientes para o tratamento de
hemoglobinopatias.

Este estudo tedrico apresenta uma revisao sobre ensaios clinicos, ex vivo
e in vivo, nos quais CRISPR, TALENSs e ZFNs sdo usados para o
tratamento de HIV, cancer, beta-talassemia e anemia falciforme.

Nesta revisdo narrativa sdo apresentados os fundamentos da edi¢cdo
gendmica, bem como o estado atual na area da pesquisa, com base em
outros estudos primarios. Este estudo foca nos avancos feitos na
implementacéo de nucleases em células tronco para o tratamento de
imunodeficiéncias e hemoglobinopatias.

Esta revisdo narrativa discute o uso de nucleases CRISPR-Cas9, ZFNs e
TALENS para o tratamento da anemia falciforme, o uso das mesmas para
a inducao da hemoglobina fetal e faz uma comparacgéo entre as trés
técnicas.

Esta revisao narrativa apresenta a engenharia genética, bem como o seu
uso, para o tratamento da anemia falciforme.
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9.

10.

11.

12.

Possibilities, and
Challenges.

Gene therapy for sickle
cell disease: An update.

Emerging genetic
therapy for sickle cell
disease.

Wake-up Sleepy Gene:
Reactivating Fetal Globin
for B-
Hemoglobinopathies.

Perspectives of Sickle
Cell Disease
Stakeholders on
Heritable Genome
Editing.

Improving the justice-
based argument for
conducting human gene
editing research to cure
sickle cell disease.

A CRISPR focus on
attitudes and beliefs
toward somatic genome
editing from stakeholders
within the sickle cell
disease community.

estudos in vitro
ou pré-clinicos

Revisao
narrativa de
estudos in vitro
ou pré-clinicos

Revisao
narrativa de
estudos in vitro
ou pré-clinicos

Revisao
narrativa de
estudos in vitro
ou pré-clinicos

Estudo
qualitativo ou
descritivo sobre
a tematica

Estudo de
opinido
(comentario)

Estudo
qualitativo ou
descritivo sobre
a tematica

Vi

Vi

Vi

Nesta revisdo narrativa sdo abordadas terapias génicas ex vivo nas quais
a CRISPR-Cas9 foi usada em iPSCs e HSPCs para o tratamento da
anemia falciforme, bem como as limitages para o avanco clinico.

Esta revisdo narrativa apresenta e discute trés possiveis mecanismos nos
guais a CRISPR-Cas9 pode ser usada para o tratamento da anemia
falciforme: terapia genética em células hematopoiéticas, edicao genética
para corrigir a mutacdo e manipulagdo genética para induzir a producéo de
hemoglobina fetal.

Esta revisdo narrativa discute novas descobertas referentes ao uso de
CRISPR-Cas9 no tratamento da anemia falciforme, focando nos genes da
hemoglobina fetal de modo a serem reativados na fase adulta e induzir a
sua expressao.

O publico participante deste estudo gualitativo foi a comunidade da anemia
falciforme (pacientes e familiares), bem como investigadores e
profissionais de salde. Os dados foram coletados por meios de grupos
focais. O estudo e apresenta as perspectivas dos participantes no que diz
respeito a edigcdo genética para o tratamento da anemia falciforme.

A autora deste estudo de opinido (um comentario) apresenta argumentos
para defender o uso de CRISPR-Cas9 no tratamento da anemia falciforme.
Discute-se que essa terapia ajudaria a minimizar as injusticas que as
comunidades afetadas por esta hemoglobinopatia enfrentam, tanto na area
da pesquisa quanto na area da assisténcia a saude.

Os participantes deste estudo qualitativo foram pacientes com anemia
falciforme, seus pais e seus médicos. Os dados foram coletados por meio
de grupos focais. O estudo faz um levantamento das perspectivas de
pacientes, pais e médicos acerca do uso de CRISPR-Cas9 em ensaios
clinicos para o tratamento da anemia falciforme.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

A justice-based argument
for including sickle cell
disease in CRISPR/Cas9
clinical research.

The Meaning of Informed
Consent: Genome
Editing Clinical Trials for
Sickle Cell Disease.

Gene editing and
CRISPR in the clinic:
current and future
perspectives.

Efficient CRISPR/Cas9-
based gene correction in
induced pluripotent stem
cells established from
fibroblasts of patients
with sickle cell disease.

CRISPR/Cas9 system
and its applications in
human hematopoietic
cells.

CRISPR in personalized
medicine: Industry
perspectives in gene
editing.

Estudo
qualitativo ou
descritivo sobre
a tematica

Estudo
qualitativo ou
descritivo sobre
a tematica

Revisao
narrativa de
estudos in vitro
ou pré-clinicos

Estudo de
opinido
(editorial)

Revisao
narrativa de
estudos in vitro
ou pré-clinicos

Revisao
narrativa de
estudos in vitro
ou pré-clinicos

VI

VI

VI

Este estudo descritivo reflete sobre as questdes éticas relacionadas ao uso
de CRISPR-Cas9 no tratamento da anemia falciforme bem como o
histérico sécio-politico que impede o mesmo.

Este estudo qualitativo teve como objetivo apresentar a pacientes com
anemia falciforme, pais e profissionais de salde os fundamentos da edi¢ao
genética, bem como suas questdes éticas envolvidas no procedimento. Os
dados foram coletados por meio de grupos focais. Foi feito um
levantamento sobre a pré-disposi¢cdo para participar ou ndo de um ensaio
clinico envolvendo CRISPR-Cas9 no tratamento de anemia falciforme.

Nesta revisao narrativa € abordado o uso de CRISPR-Cas9, ZFNs e
TALENS no tratamento de cancer e anemia falciforme. O estudo apresenta
também os desafios da terapia genética in vivo e perspectivas futuras.

Este editorial apresenta as perspectivas de cientistas envolvidos em
estudos que abordam o uso de CRISPR-Cas9 no tratamento da anemia
falciforme, tanto em iPSCs quanto em HSPCs.

Esta revisdo narrativa aborda a descoberta de CRISPR-Cas9 e suas
aplicacdes, bem como de outras nucleases (TALENs e ZFNs), na edicao
genética de células tronco hematopoiéticas para o tratamento de anemia
falciforme e HIV.

Esta revisdo narrativa, baseada em outros estudos primarios, discute o

potencial clinico no uso da CRISPR-Cas9 em terapia humana, bem como
seus desafios.
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Tabela 10: Informac®es relativas aos 18 artigos selecionados.

10.

Sharpening the molecular scissors: advances in
gene-technology.

Engineering globin gene expression.

Ready for repair? Gene editing enters the clinic for
the treatment of human disease.

Genome and epigenome editing to treat disorders
of the hematopoietic system.

Use of genome-editing tools to treat sickle cell
disease.

CRISPR/Cas9 for Sickle Cell Disease:
Applications, Future Possibilities, and Challenges.

Gene therapy for sickle cell disease: An update.

Emerging genetic therapy for sickle cell disease.

Wake-up Sleepy Gene: Reactivating Fetal Globin
for B-Hemoglobinopathies.

Perspectives of Sickle Cell Disease Stakeholders
on Heritable Genome Editing.

O uso de CRISPR-Cas9 para o tratamento da anemia falciforme ex vivo permite
maior controle de qualidade quanto a toxicidade, porém requer que o transplante
de células seja bastante eficiente. Enquanto que terapias in vivo estdo mais
sujeitas a efeitos off-target (mutagdes fora de alvo).

Inibidor de LSD1 e HRI induzem a expressdo de hemoglobina fetal.

Os autores defendem que NHEJ é mais eficiente que HDR e que ambos sao
métodos promissores para o tratamento da anemia falciforme, reprimindo
reguladores (BCL11A) que impedem a expresséo da HbF.

Os autores defendem que CRISPR-Cas9 é mais eficiente que ZFNs e TALENS no
gue diz respeito ao potencial da aplicagéo clinica.

CRISPR-Cas9 apresenta um grande potencial para o tratamento de anemia
falciforme bem como a inducéo de HbF, aliviando dessa forma as complicacdes
clinicas da doenca. O uso de edi¢cdo génica em HSCs é ineficiente. Efeitos off-
target (mutacdes fora do alvo), métodos seguros de transplante de células e
reducdo de toxicidade sdo aspectos que precisam ser melhorados.

CRISPR-Cas9 apresenta um grande potencial clinico no tratamento da anemia
falciforme.

Altos niveis de expresséo de anti-slicking de beta globina e alta expressao de HbF
através da co-heranca de HBFH podem diminuir as complica¢Bes da doenca.

CRISPR-Cas9 apresenta um grande potencial clinico para o tratamento da anemia
falciforme.

Mutacdes que causam a expressao de HbF podem diminuir as complicacfes da
anemia falciforme.

Investigadores apoiam o uso de CRISPR-Cas9 no tratamento da anemia
falciforme tanto quanto profissionais de saude, porém mais que o publico em geral.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Improving the justice-based argument for
conducting human gene editing research to cure
sickle cell disease.

A CRISPR focus on attitudes and beliefs toward
somatic genome editing from stakeholders within
the sickle cell disease community.

A justice-based argument for including sickle cell
disease in CRISPR/Cas9 clinical research.

The Meaning of Informed Consent: Genome
Editing Clinical Trials for Sickle Cell Disease.

Gene editing and CRISPR in the clinic: current and
future perspectives.

Efficient CRISPR/Cas9-based gene correction in
induced pluripotent stem cells established from
fibroblasts of patients with sickle cell disease.

CRISPR/Cas9 system and its applications in
human hematopoietic cells.

CRISPR in personalized medicine: Industry
perspectives in gene editing.

A autora defende que o uso da CRISPR-Cas9 trara melhor qualidade de vida a
guem é afetado pela doenca; além disso a doencga terd mais atengéo de
pesquisadores e profissionais de saude.

Os participantes do estudo expressaram alguma esperanca pois acreditam que o
uso de CRISPR-Cas9 no tratamento da anemia falciforme pode revolucionar o
curso da doenca. Mas apresentam preocupac¢8es no que diz respeito aos
resultados de ensaios clinicos, bem como seu envolvimento.

O uso da biotecnologia pode mudar o curso histérico que impede avancos no
tratamento da anemia falciforme através da CRISPR-Cas9.

Investigadores preocupam-se com os efeitos colaterais do tratamento da anemia
falciforme através da CRISPR-Cas9, mecanismo de agao, critérios de sele¢céo
para participagdo em ensaios clinicos e o impacto na qualidade de vida dos
doentes.

A seguranca e eficiéncia do uso da CRISPR-Cas9 no tratamento da anemia
falciforme in vivo ainda precisa ser discutida, bem como a eficiéncia do
transplante, apesar de todos avancgos que esta técnica apresentou ao longo dos
anos. Os efeitos off-target (mutac¢des fora do alvo) podem afetar tecidos e 6rgéos,
representando um risco.

Comparando iPSCs e HSPCs, iPSCs sao mais eficientes quanto a diferenciacéo
podendo ser um melhor alvo para a corre¢do da mutagéo e indugdo da expressao
de HbF.

CRISPR-Cas9 ¢ simples, eficiente a apresenta versatilidade quanto & manipulagéo
genética. Usando iPSCs e através de CRISPR-Cas9 foi-se capaz de corrigir
mutagdes, permitir com que as iPSCs se diferenciem em eritrcitos maduros e
expressem altos niveis de HbF. A eficiéncia do transplante de células, de modo a
evitar rejeicao e risco aos pacientes, precisa ser estudada.

O uso de CRISPR-Cas9 na area clinica necessita da aprovacao do FDA e de uma
série de procedimentos burocréaticos ainda a serem cumpridos.
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DISCUSSAO

Quando se desenhou o projeto desta revisdo sistematica, esperava-se
encontrar estudos empiricos, do tipo ensaios clinicos, nos quais tivesse havido
intervencao com a técnica de CRISPR-Cas9 em pacientes com anemia falciforme, e
que permitissem analisar e avaliar manifestacdes clinicas da doenca pés intervencao,
como infartos vaso-oclusivos, dactilite, asplenia funcional, bem como a qualidade de
vida e as taxas de morbimortabilidade. Porém, n&o foram encontrados estudos
clinicos conduzidos com CRISPR-Cas9 e anemia falciforme publicados até a data
desta reviséo. Identificou-se varios estudos in vitro e pré-clinicos, desenvolvidos em
modelos animais. O fato de até entdo ndo existirem resultados de ensaios clinicos
utilizando-se CRISPR-Cas9 para tratamento da anemia falciforme, reforca o quao
negligenciada esta doenca €, e que precisa da atencédo de pesquisadores e ndo so,
tendo em conta inclusive que a maioria das pessoas afetadas sao africanas e afro-
americanas.

Foram localizados trés ensaios clinicos em conducdo no momento
utilizando CRISPR-Cas9 em pacientes com hemoglobinopatias: dois em pacientes
com beta-talassemia (NCT03728322 - ALLIFE MEDICAL SCIENCE AND
TECHNOLOGY CO. LTD, 2018 e NCT03655678 - VERTEX PHARMACEUTICALS
INCORPORATED, 2018a) e um terceiro em pacientes com anemia falciforme
(NCT03745287 - VERTEX PHARMACEUTICALS INCORPORATED, 2018b). O
estudo NCT03728322, sob responsabilidade da companhia “Allife Medical Science

and Technology”, sobre beta-talassemia, ainda ndo teve seus resultados divulgados.

Os dois estudos sob responsabilidade da indastria farmacéutica Vetex -
NCT03655678 e NCT03745287 — que sao sobre beta-talassemia e anemia falciforme,
respectivamente, tiveram seus resultados iniciais publicados conjuntamente em uma
comunicacdo breve (brief report) no “New England Journal of Medicine” em 05 de
dezembro de 2020 (FRANGOUL et al., 2020). Essa comunicagao foi localizada
durante a discusséo dos resultados desta revisdo, embora ndo estivesse incluida no
MEDLINE/PubMed quando a identificacdo dos artigos foi conduzida, em 15 de

novembro de 2020.
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O estudo mencionado acima (FRANGOUL et al.,, 2020) trata-se do
primeiro que apresenta resultados clinicos do uso da CRISPR-Cas9 no tratamento da
anemia falciforme, representando um avango enorme tanto para medicina como para
pesquisa. Este estudo tinha como objetivo reduzir a expressao de BCL11A nas células
dos eritrécitos, restaurar a sintese de gama-globina e reativar a producdo de
hemoglobina fetal. Para o primeiro ensaio clinico os critérios de incluséo foram: idade
entre 18-35 anos, ter sido diagnosticado com anemia falciforme e ter um historico de
pelo menos 2-3 infartos vaso-oclusivos por ano. Neste ensaio apenas 1 paciente foi
submetida a infusdo intravenosa de CTX001 — uma terapia autéloga ex vivo de
CRISPR-Cas9 na qual células-tronco hematopoiéticas derivadas do paciente sao
geneticamente modificadas para produzirem altos niveis de hemoglobina fetal nos
eritrocitos. Antes da infusédo a paciente foi tratada com bussulfano, um medicamento
antineoplésico capaz de alquilar o DNA. Apos a infuséo, foram retiradas as células da
medula 6ssea para andlise da quantidade de DNA que tivesse sido editado. Observou-
se que antes da infusdo a paciente apresentava 9,1% de hemoglobina fetal e apds 15
meses passou a ter 43,2%. Quanto a hemoglobina S antes da infusdo constituia
74,1% e apds 15 meses passou para 52,3%. A paciente manifestou alguns sintomas
considerados graves que foram pneumonia na presenca de neutropenia, colelitiase e
dor abdominal; e um sintoma considerado ndo grave que foi linfopenia. Mais 2
pacientes com anemia falciforme foram submetidos ao ensaio clinico e
acompanhados por 3 meses e o0s resultados ndo diferem dos apresentados na
paciente do primeiro ensaio clinico. Dois pacientes foram removidos em meio ao
ensaio clinico por decisdo do médico responsavel devido a complicagdes clinicas, 1
paciente foi excluido devido a dificuldades de comunica¢cdo com o mesmo dificultando
0 acompanhamento e 1 paciente desistiu apds assinar o contrato. Portanto, no periodo
de 3-15 meses os 3 pacientes demonstraram um aumento nos niveis de hemoglobina
do adulto e de hemoglobina fetal e ndo apresentaram crises vaso-oclusivas, o que &
um resultado bastante gratificante, tratando-se de uma das manifestagdes da doenca
gue pode resultar em derrames, sindrome toracica aguda, necrose papilar renal, auto-
esplenectomia, Ulceras nas pernas, priapismo, necrose 0ssea asséptica e perda
visual. Segundo os autores, ainda € um desafio o uso de células-tronco derivadas do
proprio paciente para corrigir a mutacdo (FRANGOUL et al., 2020). Apesar de se ter
ainda pouca informacédo sobre a pesquisa, os resultados obtidos e divulgados
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demonstram que h& sim potencial para uso da CRISPR-Cas9 no tratamento da
anemia falciforme. Este estudo n&o faz a comparacéo entre CRISPR-Cas9 e os
tratamentos convencionais da anemia falciforme como por exemplo a hidroxiureia que
aumenta os niveis da sintese de hemoglobina fetal, de modo a se avaliar a eficacia
de ambos tratamentos e qual deles proporciona maior sintese de hemoglobina fetal.

Na maioria dos estudos do tipo “revisao narrativa” selecionados nesta
revisdo sistematica (TASAN et al., 2016; HU, 2016; DEMIRCI et al., 2017;
MUSSOLINO et al., 2017; HONG, 2018; DAVIS et al. 2018; DEMIRCI et al., 2018;
BROEDERS et al., 2020; ERNST et al., 2020; ORKIN e BAUER, WIENERT et al.,
2020; HIRAKAWA et al., 2020) foi demonstrado que, in vitro, a técnica de CRISPR-
Cas9 é capaz de corrigir a mutacdo causadora da anemia falciforme em HSPCs. Com
a correcao in vitro, os niveis de expressao de hemoglobina fetal aumentaram; porém,
in vivo, os desafios séo: evitar toxicidade, evitar efeitos off-target (mutacdes fora do
alvo) e garantir a eficiéncia do transplante. Apesar destes desafios a serem superados,
a partir da analise dos artigos selecionados, apreende-se que a técnica de CRISPR-
Cas9 tem grande potencial para uso clinico no tratamento da anemia falciforme.

Dos artigos selecionados finais, trés deles sdo estudos qualitativos
(HOLLISTER et al., 2019; PERSAUD et al., 2019; DESINE et al., 2020) focados em
pacientes, familiares, investigadores e profissionais de saude, nos quais se discutiu a
implementacdo da CRISPR-Cas9 no tratamento da anemia falciforme e buscou-se
obter as perspectivas do publico alvo sobre a temética. Os resultados destes estudos
apontam que tanto pacientes como familiares, investigadores e profissionais de salde
se predispdem a participar de ensaios clinicos, porém n&do possuem conhecimento
sobre a tematica: os procedimentos, as implicagcbes e efeitos colaterais pos-
intervencdo. Portanto, ha uma necessidade de se criar programas educacionais
destinados a populacdo em geral para abordar esta tematica, facilitando dessa forma
a adesdo da mesma em futuros ensaios clinicos.

O estudo original descritivo sobre a tematica (BAFFOE-BONNIE, 2019),
bem como os de opinido (SATO et al., 2016; CHAN, 2020), mostram que 0 uso da
CRISPR-Cas9 no tratamento da anemia falciforme trara impactos historicos e sociais
para a sociedade de um modo geral, mudando o percurso desta doenca na area

clinica (no que diz respeito a relacdo paciente-profissional de salde, no tratamento) e
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na pesquisa. Reverter a mutacao causadora da anemia falciforme pode ser uma forma
de permitir o tratamento, criando alguma possibilidade de erradicar esta doenca.

Pensando na prevencdo, € muito importante também a atuacédo de
programas de rastreio populacional, como o PNTN do Brasil, que possibilitam oferecer
aconselhamento genético para individuos heterozigotos. Ha que se analisar também
a acessibilidade a cuidados de satde em regides remotas tanto para diagnostico como
para prevencao terciaria e tratamento da doenca (DINIZ e GUEDES, 2006). Tudo isso,
favorece potencializar esforcos na pesquisa com relacdo aos ensaios clinicos.

Com o rapido avanco da CRISPR-Cas9 e sua ampla atuagéo, os autores
revisados expressam sua preocupacado sobre a possivel falta de regularizacdo ética
do uso desta tecnologia em seres humanos. Questbes como avaliacdo de risco,
seguranca do procedimento e consciéncia das implicacées precisam ser discutidas. E
importante que se atente ao uso desta técnica para beneficio da sociedade como um
todo (por exemplo, tratamento de doencas) e ndo para beneficio préprio ou para gerar
capital. Outra reflexdo que surge é sobre quéao invasivo é o procedimento, se vai contra
os principios religiosos/culturais e em que etapa de vida do individuo seria permitido
usar esta técnica: na fase adulta, na infancia ou mesmo na fase embrionaria. No caso
de menores de idade, questiona-se também se seria justo e suficiente apenas o
consentimento dos familiares ou se instancias juridicas precisariam ser acionadas.
Outra questao que surge quanto ao uso desta técnica em seres humanos e talvez até
seja um dos impasses para 0 avanco na pesquisa e medicina € a frequéncia com que
podem ocorrer as mutacdes fora de alvo podendo causar fendtipos indesejados.
Pesquisadores, pacientes, seus familiares, profissionais de saude e a sociedade em
geral tém algum receio quanto as implicagfes e possiveis consequéncias do uso desta

tecnologia para o tratamento de doencas.

54



CONCLUSOES

Melhorias precisam ser feitas tanto na area de pesquisa quanto na area
da assisténcia a salude aos pacientes com anemia falciforme.

Os estudos in vivo (em modelos animais) e in vitro desenvolvidos até
entdo demonstram que existe grande potencial no uso desta técnica para o tratamento
da anemia falciforme. O Unico ensaio clinico realizado em humanos com resultados
publicados, aponta que os pacientes submetidos a intervencdo com CRISPR-Cas9
apresentaram altos niveis de expressao de hemoglobina adulta e fetal, o que reduziu
a morbidade associada a doenca.

E necessério educar a populacdo quanto aos fundamentos da edicdo
génica, de forma a quebrar os tabus quanto a tematica, facilitando dessa forma a
aceitacado e a disponibilidade da mesma em relacdo aos ensaios clinicos.

Uma preocupacdo adicional € a regularizacdo ética do uso desta

tecnologia em seres humanos.
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ANEXOS

Anexo 1: Ficha A - Ficha de elegibilidade dos estudos primarios identificados
nas bases de dados eletrdnicas pesquisadas.

NOME DO REVISOR

IDENTIFICACAO DO ARTIGO

Sobrenome do autor (se o0 autor pertencer a um grupo de pesquisa, indicar o nome do

grupo)

Nome do jornal (abreviagdo comumente utilizada, nome no PubMed ou nome completo do

Jornal)

Ano de publicacdo Volume NUmero da primeira pagina

CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

1.TIPO DE ESTUDO:

2. VERNACULO DO ESTUDO
() portugués ( )inglés

3. PARTICIPANTES
Envolve discusséao sobre pacientes com diagnéstico de anemia falciforme?

() Sim ( ) Néao ( ) N&o esta claro

4. INTERVENCAO
Foi realizada técnica de CRISPR-Cas9?

() Sim ( ) Néao ( ) N&o esta claro

5. DESFECHOS AVALIADOS:

DECISAO FINAL

() Incluir () Excluir
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Anexo 2: Ficha B - Ficha de extracdo de dados dos artigos selecionados.

CITAGAO BIBLIOGRAFICA DO ARTIGO SELECIONADO:

Desenho do estudo:

Detalhamento do desenho do estudo (metodologia):

Local do estudo (pais/cidade), periodo e cenario de coleta dos dados:

NUmero de participantes nos diferentes grupos:

Critérios de incluséo e excluséo dos individuos investigados:
Incluséo -

Exclusao -

Comparacao entre CRISPR-Cas9 e outros tratamentos para anemia falciforme:

Desfechos:

Descreva possiveis fatores de confusédo que podem ter influenciado o desfecho do estudo:

Resultados principais — resuma os principais achados do estudo, relacionando-os aos
objetivos dessa reviséo:

Apresente as limitagdes do estudo:
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