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O sistema CRISPR (do inglês Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) é usado 

como ferramenta de edição genómica. Foi encontrado em bactérias, Streptococcus pyrogenes, onde funciona 

como um mecanismo imunológico de defesa contra DNA viral. 

Este sistema é composto por uma enzima, Cas9, uma endonuclease com atividade de helicase, a qual 

está associada uma cadeia de RNA, crRNA (CRISPR RNA). Este, possui uma sequência de, no mínimo, 20 

nucleótidos que é complementar à sequência de dsDNA que se pretende cortar. O crRNA funciona em conjunto 

com o tracrRNA (trans-activating crRNA), responsável pela ligação à Cas9, e ambos formam um complexo 

designado por guideRNA. Este vai direcionar a Cas9, ligando-se ao dsDNA por complementaridade de bases. 

Para ocorrer esta ligação é ainda necessária a presença da sequência PAM (Protospacer Adjacent Motif), 

um motivo constituído por três nucleótidos (NGG) situados a 3’ na cadeia que se pretende clivar do dsDNA. 

Esta, é uma sequencia de DNA, em que o crRNA não hibrida, e vai servir de sequência de reconhecimento para o 

corte pela Cas9, que vai clivar o dsDNA genómico, três nucleótidos a montante dessa sequencia PAM, pelos seus 

domínios catalíticos (RuvC-like domain e HNH-like domain), o que resulta num double strand break (DSB) com 

extremidades cegas. 

O DNA clivado é reconhecido pela célula como danificado e vai ser reparado, através dos mecanismos 

de reparação de DNA, em que se for introduzido um vetor plasmídico com o molde do DNA que pretendo clivar, 

ocorre recombinação homóloga (HDR), caso contrario vai ocorrer um processo de non-homologous end joining 

(NHEJ). 
 

Este sistema tem diversas aplicações como: 

Tratamento de doenças humanas em modelos animais através da correção dos alelos associados à 

doença (edição genómica in vivo) 

Terapia celular (edição genómica ex vivo) 

 Edição genómica de células T de pacientes com cancro ou doenças autoimunes

 Edição genómica de células estaminais pluripotentes induzidas (iPSC) e células estaminais 

hematopoiéticas (HSC) para tratamento de doenças como hemofilia B e regeneração de tecidos

Biossíntese de produtos metabólicos de interesse 

 Por eliminação ou atenuação de vias metabólicas competidoras e reprogramação de sinais 

celulares, levando a um aumento de produção do composto pretendido

 

Edição genética de células estaminais 
 

Fibrose cística é uma doença genética causada por uma mutação por deleção no gene CFTR no cromossoma 7, 

que origina uma proteína não funcional (falta-lhe um aminoácido). Esta doença caracteriza-se pela acumulação de 

muco nas vias respiratórias e ductos pancreáticos, o que causa problemas respiratórios e na digestão. 

Usando o sistema CRISPR-Cas9 é possível corrigir este gene. São isoladas células estaminais do paciente, estas 

são colocadas em cultura e corrigidas através da injeção da Cas9 juntamente com um gRNA direcionado para o 

gene CFTR. Insere-se também uma cadeira de DNA contendo a sequência correta do CFTR. A Cas9 cliva o gene 

mutado, e a cadeira de DNA inserida vai servir de molde a reparação do gene por HDR, gerando-se assim o gene 

funcional. As células com a mutação corrigida vão ser novamente transplantadas para o paciente. 
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