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RESUMO

Introdugdo Os esfingolipidios sdo uma classe de moléculas lipidicas que participam
ativamente do processo inflamatério, atuando entre outras fungdes, na migracdo de
linfécitos para circulagdo. A esclerose mdultipla é uma doenca desmielinizante,
incuravel, que acomete o sistema nervoso, podendo trazer diferentes manifestagGes
clinicas, como perda da visdo, parestesias, espasticidade, comprometimento motor,
fadiga e disartria. O tratamento clinico para a esclerose mltipla consiste na melhora
dos sintomas clinicos do paciente, levando a uma redug¢édo do nimero de remissdes e
da gravidade dos sintomas mas por se tratar de uma doenga com participacéo ativa
do processo inflamatério, imunomoduladores sdo indicados. Objetivo Revisar a
literatura cientifica sobre a eficacia do tratamento com imunomoduladores da via da
S1P na Esclerose Mdltipla. Metodologia Trata-se de uma Revisdo Sistematica da
literatura, onde foram incluidos ensaio clinicos randomizados, publicados nos ultimos
5 anos, que comparavam os resultados do tratamento de 12 linha da esclerose multipla
com o tratamento a base do imunomodulador da SiP. Os pacientes incluidos tinham
entre 18-60 anos, com esclerose multipla de acordo com os critérios de McDonald de
2010, com lesdes sugestivas de esclerose multipla ao exame de ressonancia
magnética e com pontuacéo na Escala Expandida do Estado de Incapacidade entre 0
e 5,5. Os desfechos primarios analisados foram a redugéo da taxa anual de recaida,
e a melhoria da cogni¢do dos pacientes. Para elaboragdo revisdo sistemética foi o
utilizada o PRISMA. Para avaliar a qualidade metodol6gica dos artigos foi usada a
ferramenta CONSORT e para avaliar o risco de viés foi utilizado o RoB2. Resultados
Foram analisados cinco artigos que se encaixavam em todos os critérios de incluséo,
com um total de 3855 pacientes. Os imunomoduladores da S1P utilizados foram
Ozanimod, com dosagem de 0,5mg e 1mg, Ponesimod 2mg e Fingolimod 0,5mg. Os
achados nesses estudos mostram que o tratamento a base dos imunomoduladores
da SiP apresentaram uma reducéo da taxa anualizada de recaidas e redugdo do
namero e tamanho das lesdes sugestivas de esclerose mdltipla na ressonancia
magnética, quando comparados ao tratamento padrdo. Conclusdes Diante do
exposto conclui-se que a utilizacdo dos imunomoduladores da SiP foram mais
eficazes do que o tratamento de primeira linha para reduzir remissdes clinicas da
doenca, aparecimento de lesbes sugestivas de EM ao exame de imagem e tornando
mais lento o declinio cognitivo. De forma que tais evidéncias fortalecem a indicagao
de seu uso na esclerose multipla.

Palavras chave: Esclerose multipla, imunomodulador, receptor da S1P, eficacia.



ABSTRACT

Introduction Sphingolipids are a class of lipid molecules that actively participate in the
inflammatory process, acting, among other functions, in the migration of lymphocytes
to the circulation. Multiple sclerosis is a demyelinating, incurable, inflammatory disease
mediated by the central nervous system, which can bring different clinical
manifestations, such as vision loss, paresthesias, spasticity, motor impairment, fatigue
and dysarthria. Clinical treatment for multiple sclerosis consists of improving the
patient's clinical symptoms, leading to a reduction in the number of remissions and the
severity of symptoms. Objectives To compare the benefits brought about as a result
of standard treatment with those brought about by the use of S1P immunomodulators
in multiple sclerosis. Methodology This is a Systematic Review of the literature, which
included Randomized Clinical Trials from the last 5 years, which compared the results
of the 1st line treatment of multiple sclerosis with the treatment based on
immunomodulators. Patients included were aged 18-60 years, with multiple sclerosis
according to the 2010 McDonald criteria, with lesions suggestive of multiple sclerosis
on MRI examination, and with an Expanded Disability Status Scale score between 0
and 5.5. The primary outcomes are reduction in the annual rate of relapse, in 4 of the
selected articles, and in one it is the improvement of the patient's cognition. To prepare
a systematic review, PRISMA was used. To assess the methodological quality of the
articles, the CONSORT tool was used, and to assess the risk of bias, RoB2 was used.
Results Five articles were found that met all inclusion criteria. Sixty-one articles were
excluded due to exclusion criteria, such as being duplicated, being beyond the 5-year
period, not addressing the subject of the review, not evaluating efficacy, as they dealt
with the pediatric population. In these five articles, they aggregate a total of 3855
patients. The inhibitors used were Ozanimod, with a dosage of 0.5mg and 1mg,
Ponesimod 2mg and Fingolimod 0.5mg. The findings in these studies show that
treatment based on S1P immunomodulators reduced the annualized rate of relapses
and reduced the number and size of lesions suggestive of multiple sclerosis on
magnetic resonance imaging. Conclusions In view of the above, it is concluded that
the use of S1P immunomodulators was more effective than first-line treatment in
reducing clinical remissions of the disease, the appearance of lesions suggestive of
MS on imaging and slowing down cognitive decline.

Keywords: Multiple sclerosis, imunomodulator, S1P1 receptor, efficacy.
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1 INTRODUCAO

Os esfingolipidios sédo uma classe de moléculas lipidicas que fazem parte da
membrana plasmatica das células eucariéticas e em algumas células procariotas,
sendo que entre as suas principais caracteristicas temos a insolubilidade em agua.
Tais moléculas foram descritas em 1880, e desde entdo, mais de 300 tipos ja foram
identificados e mais de mil estruturas possiveis. Elas sdo ubiquas em células
eucaridticas, sendo metabdlitos bioativos com relevante participacdo em diversos
processos celulares, como sinalizacdo celular, proliferacdo celular, crescimento,
sobrevivéncia, trafego de células, integridade vascular e epitelial. Além disso, também
medeia as respostas das células aos danos, incluindo apoptose e senescéncia, onde
possui participagdo crucial da esfingosina-1-fosfato (SiP). Diante disso, ficou evidente
a participacdo dos esfingolipidios em respostas patoldgicas, como no processo
inflamatério e cancer. Com essas descobertas, surgiu o interesse em compreender
como alteragBes nas vias destas moléculas podem ser utilizadas para o controle e

tratamento do processo inflamatério caracteristicos de certas doengas.!

Os lipidios podem apresentar diversas estruturas, como acidos graxos, gliceréis,
glicolipideos, gorduras, esteroides e os esfingolipidios. Todos esses lipideos possuem
formato e funcdes diferentes, sendo que os esfingolipideos, presentes na membrana
celular, possuem funcéo estrutural. Eles estdo presentes ao longo da membrana e
possuem uma estrutura basica formada por uma porg&o polar e uma cauda apolar.t2
Para além do seu papel estrutural, também funcionam como moléculas sinalizadoras,
regulando diversos processos celulares, incluindo o processo inflamatoério, através da

inducdo de mediadores pré-inflamatorios.3

A biossintese dos esfingolipideos ira acontecer através de uma serie de reag¢des entre
moléculas, que irdo ocorrer primeiramente no reticulo endoplasmatico e, as ultimas
reacSes, no complexo de Golgi. No fim dessas reagbes, é formada a N-acil-
esfingosina, chamada de ceramida, que pode ser convertida em esfingosina pela a¢éo

das ceramidases. A esfingosina por sua vez, pode ser fosforilada pela agdo das



esfingosinas quinases, gerando a SiP, que pode ser desfosforilada, formando

novamente a esfingosina.l34

A S1P vai atuar como mensageiro intra e extracelular, atuando em uma diversidade
de fungdes celular, podendo ser tanto em processos fisiolégicos, quanto patolégicos.®
A S1P possui 5 receptores: S1P1 — S1P5 e apds sua ligagdo a um desses receptores,
media o processo inflamatorio, estimulando translocacdo de células T para o sitio
inflamatorio, tendo atividade vasoconstritora e participando da produgéo de citocinas,
por exemplo.35

Na Esclerose Mdltipla (EM), os imunomoduladores dos esfingolipidios possuem um
papel essencial no controle da doenga, tendo em vista que ela é uma doenca
neuroinflamatoria cronica, autoimune, que culmina na degradacdo da bainha de
mielina. Assim, surgiu a hipétese de que a imunomodulagéo promovida pela inibi¢do
da acdo da SiP poderia retardar a degradag&o da mielina causadora dos sintomas, o
que foi comprovado por diversos estudos 87.

Portanto, de acordo com estudos prévios, ndo ha duvidas sobre a participagdo dos
esfingolipidios em diversas doengas inflamatérias, assim como na prépria EM, doenca
de Parkinson, colite ulcerativa, entre outras. Com base no exposto, esse estudo visa
revisar a literatura acerca do uso de moduladores da via da S1P na EM, a fim de trazer

evidéncias cientificas que fortalecam a indicacédo de seu uso. *8°

2 OBJETIVO
2.1 Geral

Revisar a literatura cientifica sobre a eficacia do tratamento com imunomoduladores

da via da SiP na Esclerose Mdltipla.



2.2 Especificos

N&o se aplica.

3 REVISAO DA LITERATURA

Esclerose multipla

A EM é uma doenca desmielinizante, incuravel, inflamatdria e imunomediada que atua
sobre o sistema nervoso, acometendo adultos jovens entre 20 e 50 anos.'® Sua
etiologia ainda ndo é muito bem esclarecida, no entanto, sabe-se que ha a influéncia
de fatores genéticos e ambientais. Apesar de ndo ser uma doenga comum, sua
prevaléncia tem aumentado cada vez mais, tendo uma prevaléncia média no Brasil de
8,69/ 100.000 habitantes.10:11

As manifestacdes clinicas decorrentes da perda da mielina incluem, perda da viséo,
comprometimento motor e sensitivo, fadiga, parestesias, dificuldade na articulagdo
das palavras e disfuncéo vesical. Como ndo ha exames especificos para identificagdo
da doenca, o diagndstico se da através dos critérios de McDonald, que inclui diversos
sinais como, numero de remissGes da doenca, lesdes hipersinais na ressonancia
magnética T1 com contraste sugestivas de EM e exame do liquor com o intuito de

afastar outras causas.81112

A frequéncia das remissdes da doenga ira ajudar na classificacdo do tipo de EM que
0 paciente apresenta, como remitente-recorrente (EM-RR), primariamente
progressiva (EM-PP), Sindrome Clinicamente Isolada (CIS) e secundariamente
progressiva (EM-SP). A EM-RR é a forma mais comum da doencga e é caracterizada
por crises que acontecem ao acaso gerando novos sintomas ou agravamentos

daqueles que ja existiam.” 10

O tratamento medicamentoso atual consiste principalmente na melhora clinica do

paciente visando reduzir o nimero de remiss@o e 0 abrandamento da gravidade dos



sintomas. Neste sentido, para retirar o paciente da crise e acelerar a sua recuperacao,
é administrado corticosteroides em pulsoterapia. No entanto, também devem ser

administrados medicamentos modificadores do curso da doenca. 314

No Sistema Unico de Salde (SUS) a 12 linha de tratamento consiste em: Beta-
interferonas, glatiramer ou fumarato de dimetila. Caso haja uma falha terapéutica ou
falta de adeséo tratamento, é permitido trocar por outra classe de medicamento da
primeira linha. Caso nenhuma classe de medicamento de primeira linha tenha

resposta, € permitido a troca pelo Fingolimode, um imunomodulador do S1P.1!

Os esfingolipidios

Os esfingolipidios sdo substancias lipidicas, e possuem insolubilidade em agua. Os
lipidios podem ter diversos modelos de estruturas, podendo ser &cidos graxos,
glicerdis, glicolipidios, gorduras, esteroides e os esfingolipidios. Todas essas
estruturas possuem diferentes fungdes e classifica¢des, podendo ser responsaveis
pelo armazenamento de energia ou ter fungdo estrutural. Os esfingolipidios, presentes
nas membranas biolégicas, possuem fungdo estrutural, estando presentes em todas

as células eucariontes.!

Essas moléculas s@o componentes onipresentes nas membranas celulares,
representando cerca de 20% da massa total de lipidios de membrana. Eles funcionam
como moléculas de sinalizagcdo para regular diversos processos celulares, como
proliferagdo celular, crescimento, sobrevivéncia, trafego de células imunes,
integridade vascular e epitelial e inflamagao. Além disso, inclui a indugéo da expressao
de vérios mediadores inflamatérios, incluindo da neuroinflamag&o.*

Em relagdo a sua estrutura, os esfingolipidios possuem uma diversidade muito grande
de possiveis estruturas. No entanto, classificamos a partir de modificagdes de uma

estrutura basica, que é uma porg¢éo polar, composta por um aminoalcool, e uma cauda



apolar, a cadeia longa de carbonos. A esfinganina, esfingolipidio que apresenta a
estrutura mais simples e é o precursor de todos os esfingolipidios, possui uma
estrutura composta por um grupo amina ligado no carbono 2, dois grupos hidroxilas
ligados aos carbonos 1 e 3 e uma cadeia carbdnica composta por 18 atomos de
carbono.! Os esfingolipidios sdo divididos em 4 subclasses, de acordo com a sua
estrutura e com a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB —
International Union of Biochemistry and Molecular Biology), sendo elas as bases

esfingoides, ceramidas, glicosilceramidas e glicosilnositolfosforilceramidas.*

Vias de sintese dos esfingolipidios

A biossintese dos esfingolipidios ird ocorrer em quatro estagios, sendo o primeiro
estagio a sintese da amina de 18 carbonos, a esfinganina, a partir de palmitol-CoA e
serina. A partir dai, todos os esfingolipideos podem ser sintetizados. O segundo
estagio, acontecerd um acoplamento de um &acido graxo por uma ligacdo amida,
resultando em N-acilesfinganina, ou diidroceramida. Em seguida, o terceiro estagio é
constituido de uma dessaturagéo da porgdo esfinganina, formando N-acil-esfingosina,
chamada de ceramida. A ceramida por sua vez, pode ser convertida em diversos
esfingolipidios, como a esfingomielina, glucosilceramida, ceramida-1- fosfato e a
esfingosina. Tendo como foco a esfingosina, ela serd formada pela agdo das
ceramidases, e em seguida, a esfingosina pode ser fosforilada pelas esfingosinas
quinases, gerando SiP, que pode ser desfosforilada, regenerando esfingosina, pela

acdo das fosfatases (Figura 1).2
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Figura 1. Metabolismo dos esfingolipidios: interconversdo dos esfingolipidios
bioativos. CerS — ceramida sintase, CDase — ceramidase, CK — ceramida quinase,
GCase — glucosilceramidase, GCS — glucosilceramida sintase, SK — esfingosina
quinase, SMase — esfingomielinase, SMS — esfingomielina sintase, SPPase —

esfingosina fosfato fosfatase.

Fonte: de Oliveira Fredi AR, Tinoco LW, 2015. . Sphingolipids: Bioactive metabolites
and models for drug design. Revista Virtual de Quimica. 2015 Jul 1;7(4):1384-401|

Essas vias v@o acontecer no espaco intracelular, devido a presenca de enzimas e
outras moléculas para auxiliar no processo. As primeiras etapas irdo acontecer no
reticulo endoplasmatico liso, e as Ultimas etapas, que é o acoplamento dos grupos
polares no quarto estagio, ird acontecer no complexo de Golgi. Nessa via, 0 NADPH
vai fornecer o poder redutor, os acidos graxos entram como seus derivados CoA
ativados e a fosfatidlicolina vai atuar como doadora de fosfocolina na sintese de

esfingomielina.?

Esfingosina — 1 — fosfato (S1P)

A esfingosina-1-fosfato (SiP) € um esfingolipideo gerado a partir da fosforilagdo da
esfingosina pela esfingosina quinases, as isoformas SphK1 e SphK2. Apos formado,
a Si1P pode ser degradada pela SiP fosfatase ou SiP liase como parte da via do
esfingolipideo.® Em sua forma fosforilada, SiP, vai atuar como mensageiro intra e

extracelular, atuando na sinalizagdo celular e em processos patoldgicos, como

Comentado [JV1]: Ref completa nasref e ndo aqui. Excluir
ode amarelo
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proliferagdo celular, sobrevivéncia celular, invaséo celular e angiogénese, apos se
ligar a qualquer um de seus cinco receptores acoplados a proteina G através do

mecanismo de acdo autdcrino e paracrino.>%®

Receptores da SiP e suas vias de sinalizacéo

A SiP, esfingolipidio de membrana, mesmo possuindo um mecanismo de agdo
principalmente extracelular, ela também tem acao intracelular, ao se ligar a 5 subtipos
de receptores acoplados a proteina G (Figura 2). Entre estes, temos receptores que
sdo expressos por tipos diversos de células, como os SiP1-3, e existem tipos de
receptores que sao restritos a alguns tipos de células especificas, como SiP4-5,
encontrados nas células linfocitarias, hematopoiéticas, pulmdo e em tratos de
substancia branca do tecido nervoso. A interacéo entre a SiP, e 0 seu respectivo
receptor, ird regular varios processos celulares, através de varios mecanismos de
acao como migragdo, adesao e endocitose. Os receptores podem regular processos
fisiol6gicos e patoldgicos, através da proliferagdo celular, diferenciacdo celular,

migracdo celular, quimiotaxia e estabilidade vascular.®1®

Receptor acoplado &
ina G

Quando uma molécula
sinalizadora se liga ao
receptor acoplado &
proteina G, a subunidade
ada proteina G troca
GDP por GTP,

A subunidade a se
liga novamente ac
receptor e s subuni-
dades ey,

heterotrimérica

Molécula sinalizadora

A subunidade a
se dissocia das
subunidades 8 e
Y e aciona uma
resposta celular

O GTP € hidrolisado
em GDP, e a molécula
sinalizadora se solta
do receptor.

Resposta
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Figura 2. Vias de sinalizacdo celular por receptores acoplados a proteina G da Si1P.
Fonte: Ann Clark M. e cols. Imagem modificada de “Signaling molecules and cell
, 2018.

receptors: Figure 5” de OpenStax College, [Biology

A SiP atua de maneira autdcrina ou parécrina para gerar uma gama de respostas
celulares e moleculares, incluindo sobrevivéncia celular, inibicAo da apoptose,
estimula vasodilatagdo, promove migragdo das células T e proliferagéo celular.® No
entanto, todos esses processos celulares iram acontecer de acordo com o tipo celular
ou com o tipo de receptor, e para cada interacdo, teremos respostas bioldgicas
diferentes.

SiP1

S1P1 esté presente em varios compartimentos celulares, como membrana plasmatica,
nucleo e regido perinuclear, e embora seja expresso na maioria dos tecidos e células
imunes, seus niveis mais altos estdo nas células B CD19 e cerebelo. Quando a S1P
se liga ao receptor S1P1 nas células do sistema imune, vai estimular a translocagéo
de células T do baco, linfonodos, e outros 6rgéos linfoides secundarios para o sangue
e a linfa, mecanismo controlado por essa interacéo. Isso foi demonstrado através de
um estudo com camundongos com delecdo fetal de SiP1, onde os roedores
apresentaram um bloqueio na saida de timdcitos maduros de timo, resultando de um
defeito na resposta quimiotaxica, e por isso, ha redugéo nos niveis de células T CD4+
e CD8+.“Portanto, conclui-se que o blogueio da ativagdo da via envolvendo a S:1P1,
leva o aprisionamento de linfécitos nos érgéos linfoides secundarios, impedindo que

eles se desloquem em direcéo ao tecido inflamado.*®

Além disso, estudos concluem que a expressdo desse receptor foi aumentada em
pacientes portadores de doencas como cancer de tiredide e neoplasia, metastase

linfatica em tumores, artrite reumatoide, hemorragia.®

{ Comentado [JV2]: Autor e ano
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S1P2 e S1P3

O receptor S1P2, bem como o S1P1, é amplamente expresso em uma gama de tecidos
humanos, células musculares lisas, mastocitos derivados de medula 6ssea de
camundongo e linfécitos T. Além disso, estudos feitos com camundongos, relataram
gue aqueles que nasceram sem o receptor S1P2 ocasionalmente tiveram convulsdes
letais no comeco da vida, demonstrando que esse receptor desempenha um papel no
desenvolvimento da excitabilidade neuronal, também estando envolvido no bom

funcionamento dos sistema auditivo e vestibular.1516

O receptor S1P3 esta presente em grande quantidade no coragédo, rim, baco, pulméo,
intestino, porém, como a sua delecdo genética ndo resulta em um fenétipo 6bvio,
ainda ndo se sabe ao certo a sua fungdo especifica. No entanto, sabe-se que regula

diversas fungdes cardiovasculares no adulto.!®

Si1P4

O S1P4 é predominantemente expresso em células linfocitarias e hematopoiéticas.
Esse receptor esté envolvido em varios processos bioldgicos, como quimiotaxia e a
regulacdo da producdo de citocinas a partir das células T. O receptor SiP4 esta
presente nas células dendriticas, células envolvidas na quimiotaxia e secrecdo de
citocinas. Ademais, a S1P4 media os efeitos imunossupressores da SiP, inibindo a
secrecdo de citocinas como IL-4, IL-2 e IFN-gama, enquanto aumenta a secre¢do da

citocina supressora nas células T, como a IL-10.1516

Em estudos envolvendo modelo animal e em estudo de ensaio clinico randomizado,
foi observado que a deficiéncia desse receptor ou o seu bloqueio farmacoldgico,
impactou positivamente na redugdo do processo inflamatdrio, sendo observado uma
melhora do quadro de colite. Dessa forma, esse receptor pode representar um alvo

interessante para influenciar o curso dessa doenca.%1°
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S1P5

A SiP5 esta presente nas células endoteliais e nas células da barreira
hematoencefélica, estando envolvido na integridade da barreira. Com base na
literatura cientifica sobre esse receptor, ndo existe concluséo a respeito do seu papel
especifico nessa funcdo, mas a partir de estudos em animais com auséncia desse
receptor foi observado uma redugéo do nimero de células natural killers na periferia

e aumento desse nimero em linfonodos e medula 6ssea.®

4 METODOLOGIA
4.1 Desenho do estudo

Trata-se de uma Revisdo Sisteméatica da literatura cientifica.

4.2 Amostra a ser estudada

Foram coletados artigos que se encaixam no modelo de Ensaio Clinico Randomizado,
durante os anos de 2018 a 2023, de acordo com a disponibilidade literaria do tema.
Tais artigos, foram produzidos com dados de pacientes de ambos 0s sexos, maiores
de 18 anos, que possuiam esclerose multipla e que foram tratados através do uso de

moduladores da esfingosina-1-fosfato (S1P), comparados ao tratamento padréo.

4.3 Bases de dados e Estratégia de busca

A busca de dados foi realizada nas fontes de dados eletrénicas PubMed/Medline,
Cochrane Library, Embase e Scielo, através da busca pela combinacdo dos
descritores em saude, mostrados pelo Descritores em Ciéncias de Saude (DECS) e
Medical Subject Headings (MeSH).

Os termos pesquisados nas bases de dados foram: Sphingosine 1 Phosphate
Receptor Modulators; Sphingosine Receptor Modulators; S1P modulators; S1P

antiinflammatory; S1P agents, anti inflammatory; S1P agents, anti-inflammatory e seus
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correlatos na lingua portuguesa. Associado a esses descritores, foram usados os
operadores booleanos OR e AND.

4.4 Critérios de elegibilidade

Foram incluidos trabalhos em inglés e portugués. Vao ser avaliados artigos de ensaios
clinicos randomizados cujo objetivo primario é avaliar a eficacia de medicamentos
imunomoduladores da via da SiP em pacientes maiores de 18 anos com doenca

inflamat6ria em comparag¢éo com o tratamento padrao.

Foram excluidos os artigos sobre relato de casos, serie de casos, revisao sistematica,
metandlise, scoping review e letters. Além desses, foram excluidos artigos cujos
titulos ou resumos ndo correspondam a tematica central do trabalho, estudos que ndo
respondam ao objetivo principal da pesquisa, artigos cujo objetivo ndo avaliem a
eficacia dos medicamentos, estudos em que a intervengao englobe a associacdo de

outros medicamentos e estudos em que ndo compare com o tratamento padréo.

4.5 Variaveis e planejamento de analise

As varidveis extraidas dos estudos foram: nome do primeiro autor, ano da publicacéo,
pais, tamanho da amostra, periodo de realizacdo da pesquisa, descricdo dos
pacientes participantes, tempo de intervencdo, doenca/condicdo dos pacientes
participantes, modulador da esfingosina 1 fosfato que foi utilizado, posologia do
medicamento, via de administracdo, esquema de tratamento utilizado, idade dos
pacientes, efeitos adversos ao medicamento e desfecho. Os dados dos artigos foram

tabulados em uma planilha Excel e descritos por distribuicdo absoluta e relativa.

4.6 Avaliagcado da qualidade metodologica

Para elaboracdo dessa revisdo sistematica, foi utilizado o PRISMA (Prefered
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses)'” como referéncia. Para

avaliar o risco de viés, foi utilizado a ferramenta Rob2 (ANEXO 1). A qualidade
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metodoldgica dos artigos serd avaliada de acordo com a ferramenta CONSORT?8 e
serdo considerados artigos de qualidade da evidéncia aceitavel, que sdo aqueles que

contemplaram pelo menos o nivel moderado. 181°

4.7 Etapas da coleta de dados

Os trabalhos foram identificados por um autor que realizou a leitura dos seus titulos e
resumos, avaliando-os de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo. Os
trabalhos que ndo apresentaram resumos, foram excluidos antes da leitura completa.
Os artigos cujo resumo ndo era suficiente para a avaliagdo dos critérios de
elegibilidade, foram triados pela leitura completa, para concluir quanto a sua inclusdo
no estudo. Apos serem triados, os textos completos dos artigos foram acessados por

outro autor independente, confirmando a inclusdo dos estudos na revisao sistematica.

4.8 Aspectos éticos

Por tratar-se de uma revisdo sistematica, ndo foi necessario submeter o trabalho ao

Comité de Etica em Pesquisa.

5 RESULTADOS
5.1 Selecdo e caracteristicas gerais dos estudos

Inicialmente foram identificados 66 estudos, sendo 1 excluido por duplicidade. Desses
artigos, 65 possuiam o texto completo e foram selecionados para elegibilidade. Em
seguida, 59 ndo corresponderam aos critérios de inclusdo, em sua maioria por ndo

comparar com o tratamento padréo (Figura 3).

ApOs avaliagdo do risco de viés pela ferramenta Rob2, um artigo foi excluido pois
apresentou alto risco de viés. A inclusdo final desta revisdo sistematica consistiu em

cinco artigos envolvendo 3855 participantes adultos com esclerose multipla. °
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Além da avaliacdo do risco de viés, foi feita a andlise da qualidade metodoldgica dos

artigos selecionados através da ferramenta CONSORT (do Inglés, Consolidated

Starndards of Reporting Trials), com o resultado apresentado no Quadro 1. 18
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Quadro 1. Andlise dos artigos pela ferramenta Consort.
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5.2 Tragados Metodoldgicos dos Estudos

As caracteristicas gerais dos estudos estéo elencadas no Quadro 2. O estudo de Comi
e cols (2019)?* e Cohen e cols (2019)?! foram os estudos que abrangeram o maior
tamanho amostral, com 1346 e 1313 participantes respectivamente. Esses dois
estudos, também possuiam o mesmo objetivo primario: comparar a eficacia do
Ozanimod com o interferon beta 1a. No estudo de DelLuca et al (2021)%?, foram
utilizados os dados dos mesmos pacientes do estudo de Cohen e cols (2019), no

entanto, avalia um desfecho alternativo.

A maioria dos estudos selecionados para a revisdo, com excecdo de Butzkueven e
cols (2020), atingiram o tamanho amostral necessario para que se obtenha um valor
de p, no desfecho primario, inferior a 0,05. Nesse artigo, a amostra ndo atingiu o
tamanho adequado por decisdo do patrocinador, que encerrou o estudo por lentiddo

na inscricdo. %
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Quadro 2. Caracteristicas gerais dos estudos

Autor / Ano de | Tamanho Tempo de Objetivos
publicagéo amostral | seguimento

Kappos e cols. | 1133 108 Comparar  efichcia  do

(2021)% pacientes semanas ponesimod com a

teriflunomida em pacientes
com esclerose miltipla
secundaria progressiva.

Comi e cols | 1346 108 Comparar o ozanimod com

(2019)13 pacientes semanas o interferon beta - la na
esclerose multipla
recorrente.

DelLuca e cols. | 1346 54 semanas Comparar os efeitos do

(2021)%2 pacientes modulador do receptor de

S1P ozanimod vs interferon
B-la intramuscular em
pacientes com esclerose
mutipla remitente recorrente

Butzkueven e 63 36 semanas Comparar a eficacia do
cols (2020)% pacientes natalizumabe e do
fingolimode em pacientes
com esclerose milltipla
remitente recorrente ativa.

Cohen e cols | 1313 108 Confirmar a seguranca e
(2019)% pacientes semanas eficacia do ozanimod em
comparagdo ao interferon
beta-1a em individuos com
esclerose multipla remitente
recorrente.

N&o houve diferencas significativas em relagdo a faixa etaria escolhida para a
amostra, sendo entre 18-60 anos. Todos os artigos utilizaram dos mesmos critérios
para estabelecer o diagnostico de esclerose miltipla, o critério diagndstico de
McDonald de 2010 e com curso remitente desde 0 seu inicio. Esse critério é usado

para o diagnostico de Esclerose Mdltipla e utiliza critérios clinicos, resultados de
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exames de imagem e laboratoriais.!® A faixa etaria e os critérios de inclusdo estdo

descritos no Quadro 3.

Quadro 3. Caracteristicas referentes as amostras dos estudos.

Autor / Ano Faixa etéaria Critérios de Incluséo
Kappos e cols. Pontuacdo na Escala Expandida do
(2021)% 18-55 anos  Estado de Incapacidade entre 0 e 5,5 e
atividade recente da doenca por
ressonancia magnética ou clinica.
Comi e cols. Pacientes com lesdes cerebrais
(2019)13 ) sugestivas de EM, pontuagéo na Escala
18-55 anos Expandida do Estado de Incapacidade
entre 0 e 5,0 e pelo menos uma recidiva
nos ultimos 24 meses.
DelLuca e cols. Pacientes com lesGes cerebrais
(2021)22 18- n sugestivas de EM, pontuacéo na Escala
8-55 anos Expandida do Estado de Incapacidade
entre 0 e 5,0 e pelo menos uma recidiva
nos ultimos 12 meses.
Butzkueven e cols Pacientes sem tratamento prévio com
(2020)% 18-60 anos Munomoduladores de esfingolipidios,
novas lesbes no exame de RM e
pontuacdo da Escala Expandida do
Estado de Incapacidade entre 0 e 5,5.
Cohen e cols Pacientes com lesdes cerebrais
(2019)% ) sugestivas de EM, pontuacéo na Escala
18-55 anos Expandida do Estado de Incapacidade
entre 0 e 5,0 e pelo menos uma recidiva
nos ultimos 12 meses.

O tratamento de primeira linha para esclerose mdltipla primaria progressiva utilizado
foi o interferon beta la via intramuscular, em 3 artigos analisados, enquanto a
teriflunomida e o natalizumabe foram utilizados por pacientes em dois estudos. A

comparacdo da efichcia foi realizada entre o tratamento padrdo e o0s
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imunomoduladores da via da SiP, sendo o Ozanimod o imunomodulador mais

utilizado, seguido pelo Ponesimod e o Fingolimode (Quadro 4).

Quadro 4. Intervencgdes utilizadas nos estudos.

Autor/ Ano

Intervencdes utilizadas

Kappos e cols.
(2021)20

Comi e cols.
(2019)13

Deluca e cols.
(2021)22

Butzkueven e
cols (2020)%

Cohen e cols
(2019)%

Intervencdo: Ponesimod 20mg uma vez ao dia durante
108 semanas, comegando com 2mg e aumento gradual
além do placebo*.

Controle: Teriflunomida 14mg uma ao dia durante 108
semanas além do placebo.

Grupo 1: Ozanimod 0,5 mg via oral uma vez ao dia
mais o placebo durante 108 semanas.

Grupo 2: Ozanimod 1 mg via oral uma vez ao dia mais
0 placebo durante 108 semanas.

Controle: tratamento a base do interferon beta-la
intramuscular semanal 1 a 30ug e mais o placebo.

Intervengdo: Ozanimod 1 mg via oral uma vez ao dia
durante 54 semanas e mais o placebo.

Controle: Interferon beta intramuscular semanal 1 a 30
ug durante 54 semanas e mais o placebo.

Intervencao: Fingolimode 0,5 mg uma vez ao dia por até
52 semanas e mais o placebo.

Controle: Natalizumabe intravenoso aberto 300 mg a
cada 4 semanas por até 58 semanas e mais o placebo.

Grupo 1: Ozanimod 0,5 mg via oral uma vez ao dia
durante 54 semanas e mais o placebo.

Grupo 2: Ozanimod 1 mg via oral uma vez ao dia
durante 54 semanas e mais o placebo.

Controle: Interferon beta intramuscular semanal 1 a 30
ug durante 54 semanas e mais o placebo.
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A taxa de recidiva anualizada bruta ou ajustada foi o desfecho primario a ser avaliado
em 3 dos 5 artigos selecionados. Essa taxa, ela pode ser calculada, quando constante,
usando o método pessoa-ano, onde se divide o nimero de todas as recaidas

observadas entre todos os participantes pelo periodo total do acompanhamento.*?

No estudo de Kappos e cols (2021)?%, foi registrado uma reducdo de 30% da taxa de
remisséo da doenca, melhoras dos sintomas de fadiga, reducédo da média de nimero
de lesdes novas ativas por ano e um igual risco de progredir para incapacidade apos
4 meses quando comparado ao grupo controle, que fez o tratamento com

Teriflunomida. 2°

No entanto, o estudo de Butzkueven e cols (2020), apesar de ndo conseguir fazer a
avaliacéo do desfecho primério devido a falta de dados, foi demonstrado a analise dos
desfechos secundarios, onde percebemos que o numero médio de novas lesfes
ativamente inflamadas realgadas com Gadolinio foi 70% menor no grupo
Natalizumabe do que no grupo fingolimode apds 12 semanas (Quadro 5). Ademais,
ao longo de 24 semanas, o acumulo de novas lesdes ao exame de ressonancia
magnética com contraste foi menor entre o grupo com natalizumabe e eles foram
menos propensos do que os pacientes tratados com fingolimode a desenvolver mais

de uma les&o.23

Quadro 5. Comparagéo em relagdo aos desfechos avaliados.



Kappos e cols. (2021)

Desfechos Intervencao Controle Valor
(ponesimod)  (teriflunomida) de p

Priméario Taxa

anualizada de

recaidas 0,202 (0,173 — 0,290 (0,254 — <

0,235) 0,331) 0,001

Secundarios | Valor médio da

mudanca da 99 (160at6 356 (1,96 — =0,002

Hing 1,58) 5,16)

avaliacdo em

comparacao

com a primeira

— Escore FSIQ

— RMS.

Média do valor

cumulativo de 1 405 (1215 - 3164 (2,757 - <

novas lesdes (1,62 3,63) 0,001

ativamente

inflamadas por

ano

Pacientes que

COITERD g 5 g ) 770 (12,4) 0,29

incapacidade

24
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Butzkueven e cols (2020)

Desfechos Intervencao Controle  Valor
de p
Probabilidade >1 57,99 40,68 0,126
cumulativa de
Primario 22 48,48 11,54 0,007

desenvolver novas

lesbes T1 Gd+ ao >3 41,38 10,02 0,016
longo do estudo, %

Secundario Numero de pacientes 24 (53.3%) 16 (34%) 0,062
com novas leses em
T1 Gd+ levando em
consideragdo a linha
de base e a semana
24 do tratamento (%).

O nUmero de lesdes 1,9 1,3 0,263
T2 novas/recém-
aumentadas na
semana 24  por

paciente

Diferenca no volume 3,3 0,1 0,053
das lesbes T1/T2 na

semana 24

Os estudos de Cohen e cols (2019) e Comi e cols (2019) fizeram a comparacgdo de
grupos diferentes com linhas de base semelhantes, que foram submetidos ao mesmo
tratamento. 21?* No estudo de Cohen e cols (2019), os pacientes que foram
submetidos ao tratamento com Ozanimod 1 mg tiveram as menores taxas de

anualizada de recaidas entre todos os estudos. J& o outro teve resultado pior, mas a
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dose utilizada era metade, 0,5mg, obtendo melhores resultados que o grupo tratado
com o interferon beta-1a.?! Quando comparado ao estudo de Giancarlo Comi,
percebe-se que os resultados s&do similares, onde foi alcancada a menor taxa
anualizada de recaida, que foi no grupo submetido ao tratamento de Ozanimod 1mg,

com uma taxa anualizada de recaida de 0,18 (Quadro 6).

Quadro 6. Comparagdo dos artigos com a mesma intervengéo



Cohen e cols (2019)

Desfechos

Primario

Secundario

Grupo 1 Grupo 2 Controle
Taxa 0,22 (0,18 0,17 (0,24- 0,28
anualizada de - 0.26) 0,21) (0,23
recaidas até o 0,32)
més 24 do
tratamento
Numero 2,09 (1,74 1,84 (1,52 - 3,18
médio de -2,51) 2,21) (2,64
lesGes novas / 3,84);
recém
aumentadas
em T2
durante 24
meses
NUmero 0,20 (0.13 0,18 (0,22 — 0,37
médio de -0.30) 0,27) (0,26
lesBes 0,54)
realgadas
com
gadolinium.

Valor de
P

Grupo 1 -
Valor de
P =
0,0167

Grupo 2—
Valor de
P <
0,0001.

Grupo 1
— valor
de p =
0,0001

Grupo 2
— valor
de p <
0,0001

Grupo 1
— valor
de p =
0,003

Grupo 2—
valor de

27



Deluca e cols(2021)

Primario

Secundario

Mudangca no
de
digitos e

escore

simbolos
(SDMT)

comparacgao

em

comalinhade
base apo6s 12
meses de

tratamento

Numero  de
remissoes
anualizadas
até o més 12

do tratamento

Comi G. et al. (2019)13

Desfechos

13

Em quem
teve
melhora
do SDMT:
1,2;

Em quem
teve piora
do SDMT:
1,3;

Grupo 1

Apenas 1 -0,1

intervencao

Em quem

teve
melhora
do
SDMT:
1,2;

Em quem

teve piora

do
SDMT:
1,3;

Grupo 2 Controle

Valor de

p
0,0051

Valor de

P

28



Primario

Secundario

Taxa

anualizadade 54 (919 0,18 (0,14 - 0,35

recaidas até o _ 0,34) 0,24) (0,28
més 24 do 0,44)
tratamento

NUmero 2,14 (1,78 1,47 (1,20 — 2,84
médio de -2,58) 1,78) (2,33
lesGes novas / 3,45)
recém

aumentadas

em T2 até o

més 12

Ndmero 0,29 (0,20 0,16 (0,11 — 0,43
médio de -0,42) 0,24) (0,30
lesBes 0,64)
realcadas

com gadolinio

até o més 12

Grupo 1
— valor
de p =
0,0013

Grupo 2
— valor
de p <
0,0001

Grupo 1
— valor
de p =
0,0032

Grupo 2
— valor
de p <
0,0001

Grupo 1
— valor
de p =
0,0182

Grupo 2
— valor
de p <
0,0001

29
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6 DISCUSSAO

A EM é uma doenca desmielinizante, de carater progressivo e incuravel. Nao possui
uma etiologia muito bem conhecida, no entanto, sabe que tem influéncia de fatores
genéticos e acomete quase 3 milhdes de pessoas no mundo. Apesar dos
investimentos na area, a cura ainda nao foi alcangada. Nesse trabalho foi compilado
dados de estudos clinicos com a utilizagdo da inibidores da via da SiP. Dentre os
primeiros a ser liberado pela ANVISA foi o Fingolimode, entretanto existem outros

imunomoduladores da S:P, como o Ozanimod e o Ponesimod.”1013

Em relagdo ao tempo de seguimento, quatro dos cinco estudos selecionados
decidiram estudar a amostra por um periodo superior a um ano, provavelmente, por
se tratar de uma doenca crbnica é necessario um tempo significativo para avaliar os
resultados da medicacéo, sobretudo a longo prazo por se tratar de uma medicacéo de
uso continuo. O Unico estudo que teve uma duragdo menor que 1 ano foi o de
Butzkueven e cols. (2020)%, que estava planejado para durar 68 semanas, mas por
decisdo do financiador do estudo, foi encerrado antes do prazo planejado com 36

semanas. 23

A indicagdo dos moduladores da S1P é para o tratamento de adultos que apresentem
os tipos recorrentes da EM, portanto, s6 foram analisados pacientes com esse tipo de
esclerose multipla e faixa etaria escolhida foi entre 18 e 60 anos. Ademais, ndo foram
selecionados pacientes com idade superior a 60 anos devido a epidemiologia da

doenca, que afeta principalmente entre 18-60 anos.”20-24

Todos os artigos analisados utilizaram pontuagdes numa faixa pré-estabelecida da
Escalada Expandida do Estado de Incapacidade (EDSS) como o0 mesmo critério de
inclusdo. A EDSS, é um método utilizado para medir os déficits neuroldgicos dos
pacientes com esclerose mudltipla. Nesta escala, sdo avaliadas as fungfes visual,
motora, tronco cerebral, sensibilidade, coordenacéo, esfincteres e mental. Quanto

maior a pontuagao, maior o déficit neurolégico, considerando que a escala é de 0 a

{Comentado [JV3]: Conferir nome,com e ou sem e
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10. N&o tiveram diferencas significativas entre as pontuagdes escolhidas como critério
de inclusédo para os estudos, sendo aceito nos estudos todos os pacientes com
pontuagdo na EDSS entre 0 e 5,5. Provavelmente a escolha dessa pontuacéo foi vetar
pacientes em fases avangadas da esclerose multipla da pesquisa, tendo em vista que
pacientes em fases mais avancadas da doenca sdo mais dificeis de apresentar

respostas ao tratamento.”-13.14

Dos artigos analisados, trés optaram pelo uso do Ozanimod como comparador ao
tratamento de primeira linha da esclerose miltipla. O Ozanimod, € um medicamento
com alta afinidade de ligag&o aos receptores da SiP que atua na regulacéo do trafego
de linfocitos, células relevantes do sistema imune. Apesar do mecanismo de agado
exato ndo ser totalmente compreendido, sabe-se que pode evitar a neurodegeneracao
e neuroinflamag&o no sistema nervoso central. Isto acontece, pois, a estimulagcio dos
receptores de esfingosina 1-fosfato compromete a migracao de linfécitos dos 6rgéos
linféides periféricos para a circulagéo, e com isso, para 0 SNC, o que acaba por reduzir

os danos usuais da doenca. 116

Esse mecanismo que, possivelmente, justifigue a superioridade do imunomodulador
da S1P em relagdo ao interferon beta nas respostas clinicas dos pacientes com EM,
relacionado a uma menor taxa de recaida anualizada até 0 més 24 e menos lesdes
cerebrais. No entanto, seu efeito na progressdo da incapacidade ainda é
desconhecido, uma vez que ndo demonstrou melhoras para esse desfecho nos artigos
selecionados e por possuir pouco tempo de mercado, provavelmente ainda possui

efeitos de seguranca a longo prazo desconhecidos. 27:9-11.25

Em relacdo aos efeitos colaterais, o Ozanimod também se mostrou superior,
apresentando menos anormalidades cardiacas, infecgdes  oportunistas,
hepatotoxicidade, anormalidades oftalmicas e pulmonares. Por outro lado, o
medicamento ainda parece ter um custo elevado em relagdo as outras medicag¢des

utilizadas.20:21.24
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Em relagdo ao estudo de Deluca e cols (2021), ele utilizou a mesma amostra do
estudo de Comi e cols (2019), no entanto, o desfecho primério avaliado era a
disfuncdo cognitiva. Para fazer essa avaliacdo, eles utilizaram o Symbol Digit
Modalities Test (SDMT), um teste clinico validado e mais amplamente utilizados para
avaliacdo cognitiva. A escolha do SDMT ocorreu provavelmente por ser de facil
administracdo e por ser uma medida sensivel do déficit cognitivo relacionado a
pessoas com EM. O ozanimod, nesse estudo, ndo apresentou um resultado
significativamente superior, com uma mudanga da linha de base relativamente baixa

Nnos scores.

Como desfecho secundério no estudo de DelLuca e cols (2021) foi avaliado a mudanca
do volume cerebral, onde os individuos que foram tratados com Ozanimod também
apresentaram uma menor taxa de redugdo do volume cerebral quando comparado ao
grupo controle tratado com interferon beta 1a, o que possivelmente tem relagcdo com
0 maior resultado no SDMT. No entanto, por ser uma andlise post hoc, o tamanho
amostral ndo foi projetado especificamente para avaliar a mudanca no SDMT, e os
seus dados foram limitados a 12 meses, sendo necessario estudos mais longos para

elucidar melhor os seus efeitos a longo prazo.”-?6

No estudo de Kappos e cols (2021), foi analisado o tratamento com ponesimod, em
comparagdo com a teriflunomida, um inibidor oral da sintese de primidina. Seu
mecanismo de acéo é similar ao Ozanimod, evitando a migragdo dos linfocitos para a
circulagdo, no entano, possui alguns beneficios: alta seletividade para o receptor S1P,

baixo potencial para interagbes medicamentosas e menos efeitos adversos cardiacos.
20

Quando avaliado o desfecho primario do estudo, redugdo das remissGes anualizadas
da doenca, o ponesimod apresentou um resultado superior a teriflunomida, além

disso, quando foi avaliado a neuroimagem e o FSIQ-RMS (escala validada para
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avaliar fadiga), o resultado também foi superior. Ademais, também foi concluido que
os efeitos do ponesimod vdo além da supressdo de remissGes e lesdes da
neuroimagem, mas se estendem para prevenir danos teciduais. No entanto, como
efeitos colaterais, foram relatados eventos respiratérios e edema macular, que

entravam como critério de descontinuagéo do estudo.810.13.14.20.27.28

No estudo de Butzkueven e cols (2020), como a analise do desfecho primario néo foi
possivel, os desfechos avaliados foram: volumes das lesdes e as remissfes da
doenca. Nessa amostra, o natalizumabe foi superior ao fingolimode ao reduzir as
lesdes sugestivas de EM na RM com contraste e no nimero de recaidas. No entanto,
apesar da falta de significancia estatistica do estudo devido ao encerramento precoce,
diversos estudos comparativos tém demonstrado pouca significancia estatistica. Toda
via, ha uma superioridade do natalizumabe em estudos com significancia estatistica,
e por isso, tal resultado mostra que os resultados do estudo estdo de acordo com o

que se encontra na literatura e com as atuais recomendagdes do uso de natalizumabe.
23

A comparagdo entre natalizumabe, é que a resposta ocorreu de forma mais rapida
com o natalizumabe, 0 que pode ser um ponto importante para ajudar no tratamento
das pessoas com a doenca ativa.®282° O natalizumabe, € um anticorpo monoclonal
inibidor da molécula de adesdo se liga a integrina, presente na superficie dos
linfécitos, o que acaba por bloquear a ligacéo dos linfécitos ao receptor que permitiria
sua passagem através da barreira hematoencefalica. Contudo, também é uma
tecnologia nova, ainda possui dados incipientes a respeito de seu uso a longo prazo

e é um medicamento de alto custo.30

Como limitagdo dos estudos, o artigo de Kappos e cols (2021) apresentou um baixo
poder para fornecer uma avaliagdo robusta do efeito do ponesimod no acimulo da
incapacidade quando comparador com beneficios comprovados e apresentou um

ndmero limitado de pacientes com EM -SP. No de Cohen e cols (2019), a duragdo do
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estudo foi insuficiente para avaliar a seguranca e eficacia do medicamento a longo
prazo, além de usar um método de avaliagdo cognitiva PASAT, que néo é tdo eficaz
guanto o SDMT. Ja o ponto fraco do estudo de DelLuca e cols (2021) é que é uma
andlise post hoc e o estudo néo foi projetado especificamente para avaliar aquele
desfecho. E como limitagao do Butzkueven e cols (2021) € que o estudo foi encerrado

antes da hora e apresentou uma baixa taxa de adeséo.

7 CONCLUSAO

A maioria dos estudos demonstrou que, os pacientes tratados com o imunomodulador
do esfingolipidio, tiveram uma reducéo da taxa anualizada de remissdes clinicas,
menor perda de volume cerebral, se tornaram menos propensos a desenvolver lesfes
corticais e menor declinio cognitivo quando comparado aos individuos que foram
tratados com o tratamento de primeira linha, interferon beta l1a. Dos estudos
analisados, apenas um ndo demonstrou beneficios do imunomodulador, mas com
resultados ndo significativos.?>-?4 Dessa forma fica claro a importancia do uso de
imunomoduladores da S1P na EM, promovendo melhora clinica do paciente.
Entretanto, é necessario a compreensdo dos mecanismos de acdo das drogas,
conhecendo seus efeitos a longo prazo, haja vista que se trata de uma tecnologia

nova.
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ANEXO

Quadro 6. Avaliacdo do risco de viés RoB 2
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Legenda: D1: Processo de randomizacgdo; D2: desvios na intervencgdo; D3: Falta de

dados do desfecho; D4: Andlise do desfecho; D5: selecé@o do resultado reportado.

+ Low risk

! Some concerns

. High risk



