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RESUMO: Introdução: A descoberta de 
um RNA guia associado a uma proteína 
Cas, tornou-se uma ferramenta inovadora 
na edição de genes, e a tecnologia de 
CRISPR/Ca9 utilizada na terapia gênica 
pode proporcionar não só a correção de 
DNA como também introduzir uma nova 
característica, evitando que doenças de 
cunho hereditário sejam transmitidas a 
descendentes. Objetivo – O objetivo 
é identificar o uso da técnica CRISPR/
Cas9 com a terapia gênica no tratamento 
de diferentes patologias. Materiais e 
Métodos: Trabalho foi elaborado por 
meio de uma revisão narrativa. Para o 
levantamento dos artigos na literatura foram 

utilizadas as bases de dados: SCIELO, 
PubMed, MEDLINE e Google Acadêmico. 
Resultados e Discussão: Descrição 
do mecanismo de ação da técnica de  
CRISPR/Cas9 e sua aplicações realizadas 
na medicina para o tratamento de doenças. 
Conclusão: CRISPR/Cas9 obteve bons 
resultados perante a algumas doenças 
genéticas, é promissora sua utilização 
no tratamento de doenças oriundas de 
alteração no DNA, presando que as 
probabilidades de benefícios sejam maiores  
que as dos malefícios. 
PALAVRAS-CHAVE: CRISPR/Cas9, 
Engenharia Genética e Terapia Gênica

PERSPECTIVES ON THE USE OF 
THE CRISPR/CAS9 TECHNIQUE IN 

GENE THERAPY
ABSTRACT: Introduction: The discovery of 
a guide RNA associated with a Cas protein 
has become an innovative tool in gene 
editing, and the CRISPR/ Ca9 technology 
used in gene therapy can provide not only 
DNA correction but also introduce a new 
feature , preventing hereditary diseases 
from being transmitted to descendants. 
Objective: The objective is to identify the use 
of the cripCas9 technique with gene therapy 
in the treatment of different pathologies. 
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Materials and Methods: Work was developed through a narrative review. For the survey of 
articles in the literature, the following databases were used: SCIELO, PubMed, MEDLINE and 
Google Scholar. With exclusion and exclusion criteria. Results and Discussion: Description 
of the mechanism of action of CRISPR / Cas9 and its application in medicine. Conclusion - In 
gene therapy, drug treatment has a very high cost, and since CRISPR / Cas9 obtained good 
results in the face of some genetic diseases, its use in the treatment of diseases arising from 
alterations in DNA is promising, assuming that the probabilities of benefits greater than those 
of harm.
KEYWORDS: CRISPR/ Cas9, Genetic Engineering and Gene Therapy 

INTRODUÇÃO

Edição Genômica
A complexidade do ácido desoxirribonucleico (DNA) incentiva o desenvolvimento 

de alguns sistemas que podem facilitar sua edição assegurando a precisão e eficiência. A 
descoberta de um ácido ribonucleico guia (gRNA) associado a uma proteína Cas, tornou-se 
uma ferramenta inovadora na edição de genes. Por meio de análises, estima-se que seu 
papel principal seja promover a defesa adaptativa de procariotos contra ácidos nucléicos 
estranhos 1. 

A tecnologia de repetições palindrômicas curtas agrupadas e regularmente 
interespaçadas (CRISPR - Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) 
é considerada a tecnologia mais promissora para a engenharia do genoma em células 
de mamíferos, e as pesquisas comprovaram isso em experimentos de verificação. São 
conhecidos três sistemas CRISPR / Cas I, II e III. No entanto, apenas o sistema CRISPR/ 
Cas II é o membro de nuclease mais adequado para a engenharia do genoma2.

CRISPR foi descoberto em 1987, através do pesquisador Yoshizumi Ishino, no qual 
identificou sequências repetidas e sequências espaçadoras intercaladas no genoma da 
bactéria Escherichia coli, com função desconhecida 3 4 (Figura 1).   

Figura 1: Locus CRISPR; fonte: (MARRAFFINI; SONTHEIMER, 2010)3  

Apenas em 2005, foi considerado que as sequências vistas na década de 80 na 
bactéria Escherichia coli é um sistema que atua como memória imunológica para proteção 
de bactérias perante a ácidos nucléicos estranhos, como plasmídeos ou fagos, que ao 
infectarem a bactéria pela primeira vez deixam uma parte de seu material genético que 
é clivado em fragmentos pequenos e integrado como memória pela bactéria que fora 
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infectada 5 6. Em uma posterior invasão haverá uma resposta específica já que em sua 
“biblioteca” CRISPR obtém-se de sequências correspondentes a trechos do genoma do 
agente invasor que será reconhecido, e destruído pela endonuclease Cas9, acontecendo 
assim, a ação do Sistema CRISPR/Cas9 7.

O Sistema CRISPR/Cas9 é uma ferramenta que tem alta especificidade e precisão, 
uso acessível, e fácil manipulação in vitro e in vivo, bem como a possibilidade da edição 
de múltiplos alvos simultaneamente 8. Essa técnica tem sido visada em amplas aplicações, 
como na área de agronegócio para realização de transgênicos gerando plantas resistentes, 
alimentos mais nutritivos e saborosos 7. Existe também pretensão em modificar insetos 
geneticamente para que deixem de serem vetores de doenças. E há um enorme potencial da 
utilização na terapia gênica, como esperança para doenças de cunho genético, ressaltando 
assim o quão promissor CRISPR/Cas9 é, visto que que sua técnica foi ganhadora de premio 
Nobel em 2020 9. 

Terapia gênica 
A medicina moderna ainda enfrenta muitas doenças, deste modo, resta apenas 

tratamentos paliativos para tais patologias 10. Em alguns casos há possibilidade de acontecer 
intervenção por meio da terapia gênica, em virtude de reduzir ou evitar a progressão da 
doença 11.

A terapia gênica tem como princípio introduzir genes terapêuticos em um 
organismo, através das técnicas de DNA recombinante, a fim de manipular, substituir 
ou suplementar gene inativos ou disfuncionais 10. A tecnologia de CRISPR/Ca9 utilizada 
na terapia gênica pode proporcionar não só a correção de DNA como também introduzir 
uma nova característica, evitando que doenças de cunho hereditário sejam transmitidas a 
descendentes 11. 

A utilização de medicamentos na terapia gênica é existente, entretanto, seu custo é 
bem alto ocasionando uma impossibilidade de compra a grande parte da população mundial, 
que não tem condições financeiras para custear o tratamento com esses medicamentos 12.

São exemplos de medicamentos para doenças de origem genéticas : Zolgensma 
que é utilizado para tratamento de atrofia muscular espinhal (AME), Luxturn para corrigir 
cegueira 13, Ravicti usado para pacientes que tem as  doenças do ciclo da ureia (DCU) 14, 
Brineura é um medicamento para o tratamento da doença ceroidolipofuscinose neuronal 
tipo 2 (CLN2)15 e  Carbaglu com indicação para doença de hiperargininemia 16 .

A terapia gênica é uma excelente perspectiva e esperança em relação ao tratamento 
para os diversos tipos de doenças, do qual é visado a melhor forma para se alcançar uma 
cura sem grandes efeitos colaterais 8.

Em perfaze, o objetivo deste trabalho é descrever o funcionamento da técnica 
CRISPR/Cas9 e sua aplicação na terapia gênica em patologias diferentes. Sendo o 
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principal intuito dessa revisão bibliográfica possibilitar o acesso à informação, através da 
constatação dos estudos realizados na literatura sobre o atuação, utilização e riscos da 
técnica CRISPR/Cas9

MATERIAIS E MÉTODOS
Este trabalho foi elaborado por meio de uma revisão bibliográfica. Para o levantamento 

dos artigos na literatura foram utilizadas as bases de dados: SCIELO, PubMed, MEDLINE 
e Google Acadêmico. Com os seguintes descritores e suas combinações nas línguas 
portuguesa, espanhola e inglesa: CRISPR/Cas9, Engenharia Genética e Terapia Gênica. 
Os criterios de inclusão foram artigos publicados em português e inglês; artigos na íntegra 
que retratem a técnica CRISPR/Cas9 e terapia gênica explanados nos bancos de dados 
nos últimos dez anos (2010-2020). Já como criterio de exclusão, Foram excluídas teses, 
relatórios, artigos de opinião, anais de congresso, artigos e textos que não atenderem ao 
objetivo do projeto.

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO

Mecanismo de ação de CRISPR/Cas9
Essa tecnologia permite manipular com precisão praticamente qualquer sequência 

genômica especificada por um curto trecho de RNA guia, permitindo a elucidação da função 
gênica envolvida no desenvolvimento e progressão de doença e correção de mutações.

Existem muitas informações na literatura sobre a função desse sistema que é 
baseado em Cas9 e sgRNA (RNA sintético). A partir da determinação cristalográfica de 
Cas9 (Figura 2), foi observada a existência de dois domínios de endonucleases funcionais: 
HNH (semelhante a McrA) corta a fita complementar de crRNA (RNA CRISPR), e RuvC que 
corta a cadeia oposta não complementar. 17 
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Figura 2: Mecanismo de ação; fonte: (Liu et al., 2012) 17

Como observado na figura 2, o papel do sgRNA é identificar a sequência alvo 
acompanhada por uma região adjacente, que é chamada de proto-spacer adjacente motive 
(PAM), que dispõe de uma sequência consenso NGG, onde N é qualquer nucleotídeo e G é 
nucleotídeo guanina. A presença da região PAM é essencial para Cas9 para cortar o DNA. 
A ligação complementar de sgRNA e a presença de PAM adjacente ao DNA alvo permitem 
a dupla clivagem da fita de DNA alvo (double strand break – DSB) 17 18.

Depois de formado o DSB pode ser reparado por NHEJ, o que normalmente resulta 
desajustes e inserção/ deleção. Entretanto, quando existe um modelo Oligo, o HDR leva a 
substituição genética específica 19.

Aplicações 

Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV)

HIV é o vírus que causa a síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS). O vírus 
pertence à família retroviral e ao gênero Lentivírus e em seu ciclo há integração do seu 
material genético no genoma da célula hospedeira, ocasionando um período maior de 
incubação 20. 

Devido a terapia de medicamentos antirretrovirais, muitos pacientes conseguem 
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viver bem com a presença do vírus HIV sem o desenvolvimento da AIDS, todavia, é 
importante ressaltar que ainda não existe uma cura comprovada.21

Pesquisadores da Universidade de Temple na Filadélfia, realizaram um estudo aonde 
CRISPR foi carregado através de um Lentivírus, onde conseguiu diminuir a replicação do 
vírus em culturas primárias de células T CD4+ infectadas, células essas que abrigam o 
vírus do HIV. Como resultado houve uma redução considerável da carga viral das células 
dos pacientes infectados.22

Anemia falciforme 

Pacientes portadores de anemia falciforme tiveram suas células CD34+ isoladas, 
e sua sequência genética alterada foi editada por CRISPR Cas/9, nesse estudo realizado 
por pesquisadores da Universidade da Califórnia foi verificado que os níveis de expressão 
do gene mutado obtiveram uma redução, aumentando assim a produção de hemoglobina 
normal 23 24.

Edição de genes em humanos

Foram utilizados zigotos tripronucleares (3PN) para investigar a edição de genes 
mediada por CRISPR / Cas9 em células humanas, o estudo obteve como resultado que 
CRISPR/Cas 9  pode clivar o gene β-globina endógeno (HBB). Porém, a eficiência de 
reparo conduzido por recombinação homóloga foi baixa, sendo a edição dos embriões em 
mosaico.

Houve clivagem fora do alvo nos zigotos 3PN (tripronucleares), e o gene homólogo 
ao HBB que é o endógeno delta-globina (HBD), competia com oligos doadores exógenos 
para agir como molde de reparo, levando a mutações indesejáveis. 25

Câncer Refratário

As células T efetoras específicas do tumor afetadas contribuem para a progressão 
do tumor, então utilizaram CRISPR Cas9 nas células T específicas para o tratamento de 
pacientes com câncer refratário, um primeiro ensaio clínico de fase 1 em humanos publicou 
recentemente a segurança e a viabilidade de excluir os genes TRAC, TRBC e PDCD1 que 
é o gene que codifica PD-1.

Surpreendentemente, foi visto que, e, em um paciente, a porcentagem de células T 
específicas do tumor com mutações no locus PD-1 diminuiu de 25% no produto de infusão 
para 5% 4 meses após a infusão. 26 

Cardiomiopatia Hipertrófica 

A causa de uma parte da doença se dá por conta de uma mutação que acontece 
no gene MYBPC3, mas por intermédio de CRISPR/Cas9 os pesquisadores foram capazes 
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de corrigir essa mutação em células germinativas humanas ao inserir a enzima Cas / 
9 juntamente com o RNA guia e oligonucleotídeos de zigotos produzidos através da 
fertilização de oócitos doadores saudáveis com esperma de um doador heterozigoto para 
a mutação do gene 27.

Na Tabela 1 estão resumidas algumas aplicações realizadas a partir da técnica de 
CRISPR e na Tabela 2 aplicações na Terapia Gênica.

DOENÇAS ESTRATÉGIA TERAPÊUTICAS
Sars-cov-2

(BROUGHTON et al., 2020)
Detecção de ácidos nucleicos e agentes 

infecciosos
Prevenção de toxicidade sistêmica fatal 

(KEMNA et al., 2023)
Foi analisado a função do domínio de ligação 

ao ECM (EBD) utilizando CRISPR-Cas9
Câncer colorretal
(XU; ZHU, 2020)

Aumentando a indução do apoptose e 
reduzindo o tamanho do tumor

Câncer de ovário
(NOROUZI-BAROUGH et al., 2018) Aumento da quimiossensibilidade

Osteossarcoma
(XIAO et al., 2018) Reduzindo a expressão de ABCB1

Leucemia mieloide crônica
(BARGHOUT et al., 2021)

Reduzindo a proliferação celular e 
aumentando a apoptose em células 

resistentes
HCT8/T e KBV200

(WANG et al., 2019)
Reduzindo a CI50 e atenuar a resistência aos 

medicamentos
Nanopartículas aumentam a eficácia de 

imunoterapia contra o câncer baseada em 
CRISPR/Cas9

(LIU et al., 2020b)

resposta ao microambiente redutor, resultando 
na regulação sinérgica de múltiplas vias 

associadas ao câncer

Câncer renal
(LIU et al., 2020a)

Reduzindo a proliferação de células 
cancerosas

Glioma
(YU et al., 2018)

Aumento dos danos no DNA e marcadores 
apoptóticos

Câncer de mama
(HA; BYUN; AHN, 2016)

Aumentando a sensibilidade das células 
cancerosas à droga anticancerígena e 
reduzindo a sobrevivência das células 

cancerígenas
Cancro do pulmão
(KRÓL et al., 2020)

Atenuando a resposta a danos no DNA 
dependente de p53

Leucemia de células mieloides 1 (MCL-1)
(AUBREY et al., 2015)

Foi usado para excluir MCL-1 em células BL 
humanas e induzir apoptose nas células BL

Quinase 11 dependente de ciclina (CDK11)
(FENG et al., 2015) Silenciou o CDK11 em osteossarcoma

Receptor do fator de crescimento epidérmico
(TANG; SHRAGER, 2016)

Utilizado para possível correção de mutações 
adquiridas resistentes a medicamentos no 

EGFR
Gene HPVE6

(YOSHIBA et al., 2019)
CRISPR-Cas9 foi usado para direcionar o 

HPVE6 para o tratamento do câncer

Catarata
(YUAN et al., 2017)

Foi utilizado para estudar a relação das 
mutações αA-cristalinas e catarata congênita 

humana

https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/microenvironments
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Tirosinemia hereditária
(SHAO et al., 2018)

Corrigiu a mutação Fah em modelos de 
camundongos

Doença hepática metabólica
(VILLIGER et al., 2018)

Corrigiu o Pahenu2 gene na doença hepática 
metabólica

Doenças cardiovasculares
(SEIDAH, 2013)

Corrigir o gene PCSK9 em um modelo de rato 
com atero;sclerose

Leucemia Linfoblástica Aguda
(GHAFFARI; KHALILI; REZAEI, 2021)

Cria células T CAR alogênicas convenientes, 
baratas e rápidas

Carcinoma Hepatocelular
(GHAFFARI; KHALILI; REZAEI, 2021) Cria células T CAR mais ativas e robustas

Carcinoma do cólon
(GHAFFARI; KHALILI; REZAEI, 2021) Cria células T TCR mais ativas e robustas

Carcinoma de Células Renais Metastático
(GHAFFARI; KHALILI; REZAEI, 2021)

Gene alvo do CRISPR: 
PDCD1-KO

Linfoma de células B/Leucemia
(GHAFFARI; KHALILI; REZAEI, 2021)

Genes alvo do CRISPR: TRAC, TRBC, B2M-
KO

HIV-1 proviral (estudos in vitro)
(BHOWMIK; CHAUBEY, 2022)

Diminuição do número de cDNA viral; 
Redução de partículas virais e expressão de 

proteínas p24 e Gag
Gene: PHGDH

(WEI et al., 2019)
Indução da morte de células tumorais 

melhorando o nível de EROs

Gene: MUC5AC
(POTHURAJU et al., 2020)

Reduzindo a tumorigênese e a 
quimiorresistência visando a sinalização 

CD44/β-catenina/p53/p21
Gene: GPVI

(MAMMADOVA-BACH et al., 2020) Inibição da metástase tumoral

Gene: MUC16
(MUNIYAN et al., 2016)

Reduzindo antígenos de carboidratos 
associados ao tumor

HPV-16(JUBAIR et al., 2021) Eliminação de tumores estabelecidos em 
camundongos imunocompetentes

HBV(JIANG et al., 2017) Inibição da expressão gênica viral

HIV-1(WANG et al., 2014) As células CCR5 KO mostraram notável 
resistência ao HIV-5 R1-trópico

Tabela 1 - Exemplos de aplicações de CRISPR 

Fonte: próprio autor, 2022.
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TITULO OBJETO DE 
PESQUISA

METODOLOGIA
DESCRIÇAO

ANO PRINCIPAL 
RESULTADO

Terapia Gênica 
para Doenças 

Neurodegenerativas
(SUDHAKAR; 

RICHARDSON, 2019)

Doenças 
Neurodegenerativas

Envolveram na 
transferência 
gênica in vivo, 
seja 1) fator 
neurotrópico 
derivado glial 
(GDNF) ou 2) 

neurturina.

2018 Segurança e 
tolerabilidade de 4 
títulos diferentes de 

AAV2-GDNF

Efeitos terapêuticos 
da telomerase em 

camundongos com 
fibrose pulmonar

(MANUEL 
POVEDANO et al., 

[s.d.])

Fibrose pulmonar A injeção 
intravenosa 

de AAV9 -Tert 
tem como alvo 
preferencial as 

células alveolares 
regenerativas do 

tipo II (ATII)

2018 Diminuição de 
células caspase 
3-positivas em 

pulmões fibróticos; 
proliferação de 

células ATII; 
alterações na 

expressão gênica
A superexpressão 
de Klotho melhora 

a depuração e 
cognição β amiloide 

no modelo de 
camundongo APP/
PS1 da doença de 

Alzheimer
(ZHANG, 2019)

Doença de Alzheimer Injetar lentivírus 
que transportou 
cDNA Klotho de 
camundongo de 

comprimento total 
no ventrículo lateral 

do cérebro

2020 Injetar lentivírus 
que transportou 
cDNA Klotho de 
camundongo de 

comprimento total 
no ventrículo lateral 

do cérebro

A terapia gênica 
Sirt7 direcionada ao 
endotélio vascular 
prolonga a vida útil 

em Hutchinson-
Gilford 

(SUN et al., 2020)

Hutchinson-Gilford Injeção no local 
de de AAV1 com 
expressão gênica 
Sirt7 impulsionada 
por um promotor 
sintético ICAM2

2020 Os índices de 
neovascularização, 
características do 
envelhecimento e 

tempo de vida.

Desenvolvimento 
farmacêutico de 

produtos de terapia 
genética à base de 

AAV para o olho
.E,)(RODRIGUES et 

al., 2019)

DMRI
(Degeneração Macular 
relacionada à Idade)

Estudos de fase I/
II de vetores AAV 

expressando sFlt-1, 
que atua como uma 

armadilha VEGF.

2019 Demonstrou 
segurança 

do AAV2-sFlt 
administrado por 
via intravítrea ou 

sub-retiniana;

Efeitos do Exercício 
Aeróbico Tardio 
na Remodelação 

Cardíaca de Ratos 
com Infarto do 

Miocárdio Pequeno
(SOUZA et al., 2021)

Infarto do Miocárdio 
Pequeno

 Indução do IM, 
ratos Wistar foram 
divididos em três 
grupos: Sham; 
IM sedentário 

(IM-SED); e IM 
exercício aeróbico 

(IM-EA).

2020 Exercício 
aeróbico tardio 
pode melhorar 
a capacidade 

funcional cardíaca 
por meio da 
preservação 
da geometria 

ventricular 
esquerda

Tabela 2 - Exemplos de aplicações de Terapia Gênica  

Riscos da técnica da CRISPR/Cas9 
A fim de encontrar novas descobertas para diagnosticar doenças e tratamento, os 
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experimentos científicos se tornaram parte da história humana. Contudo, a ciência está 
atrelada a sociedade e, portanto, sofre influências políticas, econômicas, ideológicas e 
étnicas 34. Portanto, mesmo diante de tantas oportunidades de potencializar o bem-estar 
do paciente através da possibilidade da técnica eliminar enfermidades, é um dever ético 
debater sobre a utilização de CRISPR 58.

Pesquisadores da Universidade de Stanford e da Universidade de Iowa relataram 
que após o teste, conseguiram corrigir o gene que causa cegueira em ratos, contudo, 
nucleotídeos únicos sofreram exclusões ou inserções de maior porte, envolvendo trechos 
com mais de uma letra. Outro risco é a mutação, na sua maioria ocorrem em regiões não 
codificantes, ou seja, fora do alvo desejado 59.

Na Declaração sobre Genoma Humano e Direitos Humanos, determina, no artigo 
11°, que não devem ser permitidas quaisquer práticas que sejam contrárias à dignidade 
humana; e, no artigo 12°, letra “a” assevera que toda pessoa deve ter acesso aos progressos 
da biologia, da genética e da medicina em matéria de genoma humano, respeitando 
sua dignidade e seus direitos. E na letra “b” do artigo 12 é assegurada a “liberdade de 
pesquisa necessária ao avanço do conhecimento” indicando ainda que “as aplicações da 
pesquisa, incluindo aquelas realizadas nos campos da biologia, da genética e da medicina, 
envolvendo o genoma humano, devem buscar o alívio do sofrimento e a melhoria da saúde 
de indivíduos e da humanidade como um todo” 58.

Apesar de suas vantagens e grande promessa, existem alguns obstáculos entre 
CRISPR-Cas9 e seu pleno potencial terapêutico. Reduzir ou evitar quaisquer mutações 
indesejadas fora do alvo em locais com homologia de sequência para locais no alvo é 
fundamental para o uso efetivo da engenharia genômica mediada por CRISPR em 
aplicações clínicas 59.

Com a existência da possibilidade de riscos e danos potenciais, é necessário 
que haja um cenário de mais prudência, precaução e de um consenso de uma moratória 
internacional. Sendo a edição gênica uma questão de saúde e política pública 60

CONCLUSÃO
A possibilidade do uso do sistema CRISPR tem despertado grande interesse entre 

pesquisadores e cientistas. Devido ao seu fácil manuseio e baixo custo, a tecnologia tornou-
se muito promissora em todos os campos incluindo a ciência, seja no campo laboratorial 
ou agrícola. Por ser uma técnica mais simples e prática, mais pesquisas são necessárias 
para avaliação de forma rigorosa sua precisão e seus riscos em relação à produção de 
mutações genéticas fora do alvo requerido.

Na terapia gênica o tratamento com fármacos possui um custo muito alto, e visto que 
CRISPR/Cas9 obteve bons resultados perante a algumas doenças genéticas, é promissora 
sua utilização no tratamento de doenças oriundas de alteração no DNA, entretanto, há 
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sempre a necessidade de presar que as probabilidades de benefícios sejam maiores que 
as dos malefícios.
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