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PREFÁCIO


			Este livro surgiu a partir de uma atividade do nosso grupo de pesquisa durante o Curso Avançado de Inverno, realizado em 2019, do Departamento de Bioquímica do Instituto de Química da Universidade de São Paulo, para o qual nós nos comprometemos a montar um módulo de treinamento teórico e prático sobre a tecnologia de Edição Gênica CRISPR/Cas9, a qual havia sido implementada em nosso laboratório pelo Dr. Carlos DeOcesano-Pereira e a Drª. Raquel A. C. Machado e que vem sendo utilizada, desde então, em diversos projetos de pesquisa.


			Como o treinamento envolvia alunos de Pós-graduação de outros estados do país e de diferentes níveis de conhecimento sobre as tecnologias de Biologia Molecular e Engenharia Genética, a então mestranda Mariele de Almeida e o doutorando Henrique Cesar de Jesus Ferreira elaboraram um Roteiro dos Experimentos contendo as bases teóricas e detalhando os procedimentos práticos da tecnologia. Dessa iniciativa, surgiu um Manual que foi extremamente útil para o treinamento do grupo participante de alunos. 


			A importância crescente da Edição Gênica tanto na pesquisa básica como na terapêutica de diversas doenças, a ponto de se tornar o motivo da premiação do Nobel de Química em 2020 às duas pesquisadoras que mais contribuíram para o estabelecimento da tecnologia de CRISPR/Cas9 (Emmanuele Charpentier e Jennifer Doudna), nos motivaram a transformar o Manual utilizado no Curso de Inverno num material que pudesse ser utilizado por qualquer pessoa que desejasse utilizar esta tecnologia. Outros membros do nosso grupo de pesquisa aderiram então à desafiante tarefa de transformar o Manual original num livro, com utilidade mais ampla. O resultado desse esforço é aqui apresentado, esperando que possa instrumentar pós-graduandos e professores na utilização da Edição Gênica para estudos de Genômica Funcional.


			Portanto, é com grande satisfação e orgulho que apresentamos aqui o resultado do esforço conjunto de um grupo de pesquisadores que não pouparam esforços para compartilhar generosamente seus conhecimentos.


			Agradecemos o papel pioneiro do Dr. Carlos DeOcesano-Pereira no estabelecimento da tecnologia em nosso laboratório e o apoio irrestrito do Departamento de Bioquímica, da Comissão de Coordenação do Programa de Bioquímica (CCP-Bioq) e da Comissão de Pós-graduação (CPG) do Instituto de Química da USP e as agências de fomento que apoiam nossas iniciativas de Ensino, Pesquisa e Inovação (BNDES, CAPES, CNPq, FAPESP, FINEP, MS-DECIT e MCTI).
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SILENCIAMENTO E EDIÇÃO GÊNICA


			O silenciamento e a edição gênica são duas ferramentas promissoras da Biologia Molecular que têm se tornado cada vez mais importantes no estudo da Genômica Funcional.


			O silenciamento de genes atua ao nível do RNA mensageiro (mRNA), podendo ser transitório ou estável, dependendo do tipo de molécula que está sendo utilizada. O silenciamento transitório é geralmente mediado por small interfering RNAs (siRNAs), os quais ligam-se ao mRNA alvo, e com a ajuda do complexo enzimático RISC, ocasionam sua degradação e, consequentemente, inibem a expressão de determinado gene, visto que o processo de tradução não ocorrerá (Figura 1). Por outro lado, o silenciamento estável geralmente utiliza, como ferramenta, short hairpin RNAs (shRNAs), os quais são geralmente codificados por vetores de DNA e introduzidos nas células por meio de transfecção plasmideal ou transdução viral. Os vetores de DNA carregam a informação do transcrito, bem como marcas de seleção (ex: cassetes de resistência a antibióticos e/ou marcadores fluorescentes), utilizadas para permitir a eliminação, com sucesso, de células que não foram transfectadas ou transduzidas e a manutenção das células que apresentam a inibição estável do gene-alvo.
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