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APRESENTACAO

E com grande satisfacio que apresentamos o e-book "EVIDENCIAS EM SAUDE
PUBLICA 2", uma continuagio da nossa jornada em busca de conhecimento baseado em
evidéncias cientificas, essencial para a pratica eficaz e consciente na area de satde publica. Este
segundo volume aprofunda as discussfes iniciadas no primeiro, oferecendo uma anélise
criteriosa das praticas e politicas que impactam a satde coletiva, sempre com foco na aplicacao
pratica do conhecimento.

Com uma abordagem interdisciplinar e atualizada, o e-book reline pesquisas recentes,
estudos de caso e analises criticas sobre os principais desafios e avancos em salde publica.
Questdes como epidemiologia, vigilancia sanitaria, politicas de prevencdo, e os impactos
sociais das intervencdes em salde sdo discutidos de forma abrangente e acessivel, permitindo
que profissionais da salde, gestores, pesquisadores e estudantes encontrem neste material uma
fonte confiavel de informacdes.

Além disso, "EVIDENCIAS EM SAUDE PUBLICA 2" oferece reflexdes sobre a
importancia da tomada de decisfes informadas por dados concretos e evidéncias robustas,
destacando como essas préaticas podem melhorar a eficacia dos programas de saude publica e,
consequentemente, a qualidade de vida das populagdes.

Este e-book é um recurso valioso para todos que atuam ou se interessam pela area da
salde publica, oferecendo insights que podem influenciar positivamente a pratica diaria e o
desenvolvimento de politicas de salde mais justas e eficazes. Convidamos vocé a explorar este
conteddo rico e a utilizar as evidéncias apresentadas para fortalecer ainda mais sua atuagdo no
campo da saude publica. Que este guia seja uma ferramenta indispensavel para a construcédo de

um sistema de satde mais eficiente e equitativo para todos.

Boa Leitural!!
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RESUMO

As hemoglobinopatias adultas sdo doencas genéticas causadas por mutacGes que afetam a
producdo de globina, essencial para a funcdo da hemoglobina nos glébulos vermelhos. Estas
condicdes se dividem em duas categorias: talassemias, que envolvem a diminuicao ou auséncia
de cadeias de globina, e hemoglobinopatias, que resultam de variantes estruturais da
hemoglobina, como a hemoglobina S. A talassemia alfa, por exemplo, pode se manifestar em
quatro formas clinicas, sendo a mais grave a sindrome da hidropsia fetal da hemoglobina Bart’s,
que ¢ fatal. Pacientes com talassemia intermediaria enfrentam sérios desafios de saude, com o
cancer sendo a principal causa de morte, seguido por infec¢des graves e doencas cardiacas. Este
capitulo utiliza uma revisdo de artigos recentes (2019-2024) das bases de dados Pubmed, Scielo
e Google Académico para avaliar os avangos no tratamento dessas condigdes. O sistema
CRISPR-Cas9, originalmente utilizado por bactérias para defesa, transformou a edicdo genética
ao possibilitar modificagfes precisas no DNA. Esse sistema tem mostrado grande potencial
para corrigir genes defeituosos, oferecendo novas abordagens para tratar doencas genéticas
como a talassemia alfa intermediaria. Apesar das promessas da terapia génica, surgem questdes
géticas, especialmente em relacdo a eugenia e a modificacdo genética, exigindo uma
regulamentacdo rigorosa para garantir praticas seguras e éticas. O capitulo explora os avancos
recentes no uso do CRISPR-Cas9, os desafios técnicos e éticos envolvidos, e as perspectivas
futuras para a sua aplicacao clinica.

palavras chave: Doencas Hereditarias;Hemoglobina H;Terapia génica.

ABSTRACT

Adult hemoglobinopathies are genetic disorders caused by mutations that affect globin
production, which is essential for hemoglobin function in red blood cells. These conditions are
categorized into two main groups: thalassemias, which involve reduced or absent globin chains,
and hemoglobinopathies, which result from structural variants of hemoglobin, such as
hemoglobin S. For example, alpha thalassemia can present in four clinical forms, with the most
severe being Bart's hydrops fetalis syndrome, which is fatal. Patients with intermediate
thalassemia face significant health challenges, with cancer being the leading cause of death,
followed by severe infections and cardiovascular diseases. This chapter reviews recent
literature (2019-2024) from databases such as PubMed, SciELO, and Google Scholar to assess
advancements in the treatment of these conditions. The CRISPR-Cas9 system, originally used
by bacteria for defense, has revolutionized genetic editing by enabling precise modifications to
DNA. This system has shown great potential for correcting defective genes, offering new
approaches for treating genetic disorders such as intermediate alpha thalassemia. Despite the
promising prospects of gene therapy, ethical issues arise, particularly regarding eugenics and
genetic modification, necessitating rigorous regulation to ensure safe and ethical practices. The
chapter explores recent advancements in CRISPR-Cas9 technology, the associated technical
and ethical challenges, and future prospects for its clinical application.

Keywords: Hereditary Diseases; Hemoglobin H; Gene Therapy.
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1. INTRODUCAO

As hemoglobinopatias adulta consiste em 2 pares de subunidades de globina, cuja
producdo é estritamente regulada para garantir sua expressdo equilibrada nas células eritrdides
(Pavani, 2020), constituem um grupo de doencas monogénicas hereditarias com transmissao
autossdmica recessiva, originadas a partir de mutacGes que comprometem a sintese das cadeias
de globina da hemoglobina ou afetam suas regides regulatdrias.

Estas patologias podem ser divididas em dois principais grupos: as talassemias, que se
caracterizam pela diminuicao ou auséncia na produc¢édo de uma ou mais cadeias de globina, e as
hemoglobinopatias, que decorrem de variantes estruturais da hemoglobina, como, por exemplo,
a hemoglobina S (Oliveira, 2023).

Os disturbios sanguineos que se manifestam por niveis reduzidos ou pela auséncia de
cadeias normais de globina na hemoglobina dos globulos vermelhos sdo atualmente
classificados como talassemias. As cadeias de globina presentes na hemoglobina incluem
quatro tipos distintos: alfa (a), beta (B), gama (y) e delta (3). Dependendo da cadeia cuja sintese
é comprometida, as talassemias sdo denominadas conforme o tipo de cadeia afetada, como a-
talassemia, p-talassemia, y-talassemia, o-talassemia, op-talassemia ou eydp-talassemia
(Shafique, 2023).

De acordo com o Ministério da Salde, a talassemia alfa pode se manifestar em quatro
formas clinicas distintas. A primeira é o portador clinicamente normal ou silencioso, que ndo
apresenta sintomas ou sinais clinicos da condicdo. A segunda forma é o trago talassémico alfa,
caracterizado por uma anemia microcitica leve. A terceira forma é a doenca da hemoglobina H,
que se caracteriza por uma anemia moderada a grave; nesta condi¢do, as mutacfes genéticas
comprometem significativamente a producdo das cadeias alfa, resultando na formacdo de
tetrameros de cadeias beta em excesso, conhecidos como hemoglobina H. Por fim, a sindrome
da hidropsia fetal da hemoglobina Bart’s ¢ a forma mais severa e incompativel com a vida, uma
vez que a hemoglobina formada ndo contém cadeias alfa e, portanto, ndo é capaz de transportar
oxigénio adequadamente (Barbosa, 2023).

O cancer destaca-se como a principal causa de 6bito entre pacientes com talassemia
intermedidria, representando 38,2% dos casos, conforme demonstrado na Tabela 01. Este dado
reflete a vulnerabilidade desses pacientes a malignidades, possivelmente devido a fatores como
0 estresse oxidativo e a sobrecarga de ferro decorrente das transfusdes frequentes. Além disso,
infeccOes graves, responsaveis por 23,1% das mortes, e doencas cardiacas, que contribuem com

15,4% dos Obitos, também sdo causas significativas de mortalidade, evidenciando a
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complexidade dos desafios clinicos enfrentados por individuos com talassemia intermediaria

(Vitrano et al, 2019).

Tabela 01. Obito em pacientes com talassemia maior e talassemia intermediéria

Causas de morte Talessemia maior Talassemia intermediaria
Céancer 7,5 38,2

Doencas cardiacas 40,0 15,4

AVC 2,5 0

Infeccéo 7,5 23,1

Fonte: Vitrano et al, 2019

No Brasil, conforme dados da Associacdo Brasileira de Talassemia (Abrasta),
existem 553 pessoas cadastradas com talassemia beta, 310 com talassemia maior e 243 com
talassemia intermediaria, com destaque para a Regido Sudeste, especialmente o estado de

Sao Paulo, que lidera o nimero de casos. (Senado Federal, 2021.)

O sistema CRISPR, uma sigla em inglés para "Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats” (Repeticdes Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente
Interespcadas), € inicialmente conhecido por conferir imunidade adaptativa contra acidos
nucleicos exdgenos em bactérias. Este sistema é composto por sequéncias altamente variaveis
gue assimilam material genético de plasmideos invasores e de bacteriéfagos, resultando no
desenvolvimento de uma imunidade herdada, a qual € gradualmente codificada em DNA ao

longo do tempo (Serpeloni, 2022).

Esta metodologia tem o potencial de investigar a funcdo dos mecanismos genéticos com
relevancia biologica e médica. No contexto médico, as ferramentas de edigdo genémica, além
de sua aplicacgéo atual na modificacdo de células somaticas e pluripotentes humanas, constituem
estrategias moleculares para modelar e corrigir mutagdes genéticas. Dessa forma, a edicéo
gendmica pode modificar o genoma humano com o intuito de tratar ou criar diagnésticos e

terapias baseadas em genes para uma ampla gama de doengas e distdrbios (Gutiérrez, 2023).




Figura 1: A sequéncia CRISPR identifica 0 DNA alvo, gerando um RNA guia especifico que se une a Cas9; o
complexo formado corta 0 DNA na sequéncia alvo, e a célula repara a quebra, o que pode resultar na edicdo do

gene.

Cas9
|

- .
. R j: dsDNA
SN - 4
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Fonte: Autor, 2024, Created with BioRender.com

A terapia génica € um procedimento concebido para introduzir genes normais em um
organismo com o0 objetivo de substituir genes mutados, utilizando técnicas de DNA
recombinante. Trata-se de um aprimoramento genético no qual um gene funcional substitui um
gene defeituoso responsavel por doencas. Entre as ferramentas de edicdo genética, a CRISPR-
Cas9 se destaca por seu impacto significativo, proporcionando avancos notaveis e beneficios

de grande valor cientifico no campo terapéutico até os dias atuais (Mota, 2020).

Esses avangos ndo apenas constituem um marco na medicina, mas também possuem o
potencial de transformar radicalmente a trajetéria de vida dos pacientes afetados por doencas
hereditarias. CondicGes antes vistas como sentencas inevitaveis estdo agora sendo confrontadas
por terapias genéticas que oferecem a possibilidade de tratamento duradouro e, em certos casos,
a erradicacdo total da doenca. Ademais, a terapia genética nao se limita a tratar os sintomas,
mas atua diretamente na etiologia genética das enfermidades, almejando solucGes sustentaveis

a longo prazo (Souza, 2023).

A medida que essas tecnologias evoluem e se tornam mais acessiveis, a expectativa é

que a medicina genética alcance um novo patamar de eficicia, oferecendo esperancga para
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pacientes que, de outra forma, enfrentariam desafios graves e persistentes ao longo da vida. A
integracdo dessas abordagens inovadoras no tratamento clinico poderd transformar
radicalmente a abordagem das hemoglobinopatias, oferecendo novas perspectivas para a gestao
e possivel erradicacdo dessas condicdes hereditarias.

O objetivo deste capitulo é revisar os progressos mais recentes no uso do CRISPR-Cas9
para tratar a talassemia alfa intermedidria, discutir os desafios técnicos e éticos associados a
essa tecnologia e analisar as perspectivas futuras para a implementacao clinica. A medida que
a ciéncia avanca, a esperanca € que as estratégias de edicdo genética possam proporcionar uma
solucéo definitiva para os pacientes que sofrem com essa condigdo debilitante, transformando

a forma como abordamos e tratamos doencas genéticas.
2. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho trata-se de uma revisdo bibliogréafica, que visa analisar e interpretar o tema
abordado sem a utilizacdo de métodos estatisticos. A revisdo bibliografica pode incluir
pesquisas experimentais e ndo experimentais, combinando dados empiricos e tedricos para
direcionar a definicdo de conceitos, identificar lacunas nas areas de estudo, revisar teorias e

analisar metodologicamente estudos sobre um determinado topico.

A primeira etapa envolveu o estabelecimento de critérios para inclusdo e excluséo de
estudos/amostragem ou busca na literatura. Para a busca dos artigos, foram utilizadas as
seguintes bases de dados: National Library of Medicine (PubMed),

As estratégias de busca foram realizadas utilizando os descritores “Doencas
Hereditarias”, “Hemoglobina H” e “Terapia génica” . Artigos potencialmente relevantes foram

obtidos, lidos na integra e avaliados de acordo com os critérios de elegibilidade.
Os estudos foram incluidos na revisao sistematica se cumprissem 0s seguintes critérios:

e a) Artigos publicados entre os anos de 2019 e 2024;
e D) Artigos publicados em inglés e portugués

e ) Artigos que abordassem sobre o Crispr- cas9 em relacdo a talassemia intermediaria
Os estudos foram excluidos da revisao se cumprissem pelo menos um dos seguintes critérios:

e a) Artigo duplicado;

e b) Auséncia de descritores no titulo ou resumo;
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e () Artigos que nédo se enquadram no tema do estudo.

A estratégia de busca identificou 59 publicagdes. Destas, 35 foram excluidas apds anélise
do titulo e resumos por ndo estarem em conformidade com a combinagdo dos descritores,
duplicidade ou ndo se enquadrarem no tema do estudo. Ao final, 24 foram utilizados na presente

revisao.

As etapas gerais da pesquisa de dados, os critérios de exclusdo e inclusdo e outras
informac0es relevantes sdo apresentadas na Figura 1.

Figura 1 - Fluxograma com os critérios para elegibilidade

Registros identificados
(n=59)
Pubmed: 1
Scielo: 0
Google Académico: 50

Registros excluidos por auséncia dos
descritores no titulo ou por fugirem do tema

(n=235)

Pubmed: 0
Scielo: 0
Google Académico: 31

Registros incluidos na reviséo
(n=24)

Pubmed: 1
Scielo: 0
Google Académico: 19

Fonte: elaborado pelos autores

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O desenvolvimento da ferramenta de edicdo genémica CRISPR/Cas9 se deu em 2012,

verificou-se que ambos crRNA e tracrRNA eram fundamentais para o funcionamento da técnica



pois, ao hibridizar, adotam uma conformacgdo secundaria necessaria para a ligacdo a Cas9 e
estabilizacdo do complexo (Poletto, 2021).

Dessa forma, o0 RNA guia (gRNA) é uma molécula quimérica de cerca de 100
nucleotideos que combina crRNA e tracrRNA em uma Unica estrutura, simplificando a técnica
CRISPR/Cas9. Para induzir a quebra da dupla-fita de DNA, sdo necessarios apenas dois
componentes: 0 gRNA, que contém 20 nucleotideos especificos da sequéncia alvo, e a proteina
Cas9. Para uma modificacdo precisa do DNA, também é necessario um DNA molde ou vetor

doador para o reparo por recombinacdo homdloga (Carusillo et al., 2020).

A acéo do sistema CRISPR/Cas9 é 4gil também, clivando o DNA segundos ap6s chegar
ao alvo. Entretanto, a permanéncia do sistema CRISPR/Cas9 na célula é de pelo menos algumas
horas, 0 que acaba induzindo inUmeras e consecutivas quebras no mesmo alvo (Liu et al., 2020).
Apds reparos precisos e consecutivos no mesmo local pela via NHEJ, eventualmente algum
erro serd gerado, o que altera a sequéncia de ligacdo do gRNA ou a variante recém induzida
seja permanente. De modo similar, a HDR também podera ocorrer inlmeras vezes na mesma
célula caso o dano seja recorrente. Assim, no desenho do vetor doador, é importante que a
sequéncia modificada possua mutacdes silenciosas em possiveis sequéncias PAM e/ou na
sequéncia de anelamento do gRNA, a fim de que o DNA ja editado ndo seja clivado novamente
(Jiang et al., 2019).

Para que a maquinaria CRISPR/Cas9 seja efetivamente introduzida nas células alvo, é
necessario utilizar técnicas de transfeccdo ou transducao. A transfeccdo de plasmideos CRISPR
ou do complexo RNP é geralmente simples e pode atingir uma eficiéncia satisfatoria,
dependendo do tipo celular envolvido, tornando-se a escolha preferida na maioria dos casos.
Métodos como eletroporacdo ou o uso de lipidios e polimeros catidnicos sdo comumente

empregados para esse proposito (Rui et al., 2019).

Os vetores virais, como lentivirus e virus adenoassociados (AAV), sao frequentemente
escolhidos para entregar o vetor doador ou sequéncias codificadoras do gRNA e Cas9,
especialmente quando o alvo sdo celulas quiescentes ou de dificil transfeccdo, ou em

abordagens de terapia in vivo (Doudna, 2020).

Na talassemia intermediéria, o alto impulso eritropoiético causa diminui¢do da hepcidina, que

é é o principal regulador do ferro que se liga a ferroportina, um distribuidor de ferro, e a degrada
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em lisossomo,0 que ird aumentar a hiperabsorcdo de ferro da dieta e esgota 0 armazenamento

de ferro em macréfagos, resultando em “anemia por carga de ferro” (Lee, 2022).

A hemoglobina H demonstra uma ineficiéncia significativa no transporte de oxigénio,
comprometendo severamente sua funcéo celular. Adicionalmente, a proteina hemoglobina H
induz danos nas membranas dos eritrécitos, acelerando a hemolise. A combinagdo de uma
sintese reduzida da cadeia alfa e a hemolise dos glébulos vermelhos resulta em uma anemia
grave e frequentemente fatal. Na auséncia de tratamento, a maioria dos pacientes ndo sobrevive,

com a maioria dos casos culminando em 6bito antes do inicio da adolescéncia (Shafique, 2023).

A terapia génica € um procedimento que visa introduzir genes normais em um organismo para
substituir genes defeituosos, utilizando técnicas de DNA recombinante (Castro, 2020). Em
sintese, constitui uma disciplina emergente na medicina, que proporciona abordagens
terapéuticas especificas e personalizadas. O sistema CRISPR-Cas, dotado de caracteristicas
singulares, estabelece-se como uma ferramenta de grande valor na terapia génica aplicada ao

ser humano (Barajas, 2020).

A técnica CRISPR-Cas9 permite a intervencdo direta em genes defeituosos de forma altamente
especifica, assemelhando-se a um missil guiado que atinge células-alvo. Nesta abordagem, a
enzima Cas9, uma nuclease, realiza o corte das duas fitas da dupla hélice do DNA, criando uma
abertura para a inser¢do de novos segmentos genéticos. Além disso, ja se desenvolveu uma
metodologia de edicdo "sem corte™ do DNA, que é particularmente eficaz para a modificacdo

de uma Unica base do genoma (Sganzerla e Pessini, 2020).

Particularmente no que concerne a abordagem da talassemia alfa intermediaria, uma
hemoglobinopatia de carater hereditario, com esse mecanismo de reparo do DNA da célula
entra em acdo, resultando em modificaces genéticas que podem restaurar a producdao normal
de hemoglobina alfa. A Cas9 age como uma tesoura molecular, criando uma quebra de fita
dupla no DNA. A célula inicia processos de reparo do DNA que podem levar & inser¢do ou

exclusdo controlada de sequéncias genéticas desejadas, indicadas na imagem a seguir:

Figura 3: Edicdo Genética com CRISPR/Cas9
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5. CONCLUSAO

Ao longo deste estudo sobre a utilizag&o da tecnologia CRISPR-Cas9 para o tratamento
da talassemia alfa intermediaria, evidenciou-se o imenso potencial dessa abordagem para a
correcdo de mutacBes genéticas que causam essa patologia hereditaria. A CRISPR-Cas9, com
sua capacidade de editar genes de maneira precisa, emerge como uma ferramenta poderosa,
oferecendo uma nova perspectiva de tratamento para uma condicao que, até recentemente, era

abordada apenas com terapias paliativas e manejo sintomatico.

Os resultados apresentados mostram que a CRISPR-Cas9 pode, de fato, corrigir
mutacdes especificas associadas a talassemia alfa intermediaria, restaurando a expressdo
normal de genes e, potencialmente, curando a doenga em sua origem. Isso representa um avanco
significativo, especialmente considerando a natureza cronica e debilitante da talassemia alfa,
que atualmente requer tratamentos continuos, como transfusGes de sangue e terapia quelante

para gerenciamento da sobrecarga de ferro.

A complexidade do sistema CRISPR-Cas9, incluindo a necessidade de um DNA molde
ou vetor doador para a correcdo precisa por recombinacdo homéloga, também implica que as
abordagens terapéuticas devem ser personalizadas e meticulosamente planejadas para cada
paciente. A transicdo desta tecnologia para aplicacfes clinicas em larga escala dependera, em
grande parte, da capacidade de resolver essas questdes técnicas e de garantir que a edicdo

genética possa ser realizada de maneira segura e eficiente.




A possibilidade de usar a terapia génica ndo apenas para tratar doengas, mas também
para promover caracteristicas desejaveis, pode abrir debates sobre eugenia e melhoramento
genético. A linha entre tratamento de doencas e aprimoramento de caracteristicas pode ser
ténue, e isso levanta questbes sobre as intencbes e as consequéncias éticas de modificar o

genoma humano.

A regulamentacdo da terapia génica deve ser robusta para garantir praticas éticas e
seguras. E necessério que existam diretrizes claras e uma supervisio adequada para prevenir

abusos e garantir que as tecnologias sejam aplicadas de maneira responsavel e ética.

Ap0s décadas de desenvolvimento, o sistema CRISPR/Cas evoluiu para incluir técnicas
avancadas de edicdo génica, regulacdo transcricional e manipulacdo de RNA, com potencial
para tratar uma ampla gama de doencas, incluindo cancer e condi¢Ges genéticas monogeénicas.
O CRISPR/Cas9 e outras plataformas demonstraram habilidades excepcionais na edi¢do do
genoma, mas a criacdo de métodos seguros e eficientes para a entrega dessas ferramentas
diretamente em células doentes in vivo continua sendo um desafio crucial. O progresso nesta
area é fundamental para implementar essas inova¢fes como terapias praticas e seguras (Li,
2023).
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