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O gene “X” codifica uma proteina massivamente expressa nos Neurdnios Espinhosos Médios
do estriado, que atua como um hub molecular no citoplasma, integrando sinais excitatorios de
glutamato e os modulatdrios de dopamina, sendo sua funcdo estritamente ditada por seu estado
de fosforilagdo. A neurodegeneragdo presente em doencas como Alzheimer, estd associada a
supressao da expressdo do gene “X”. Nosso objetivo € superexpressar o gene “X’’ em neurdnios
corticais murinos, in vitro, para aumentar o reservatorio total da proteina, elevando a
probabilidade de fosforilagdo funcional, reforcando uma via neuroprotetora intrinseca e
aumentando a resiliéncia neuronal. A modulagdo génica ¢ promovida pela entrega de uma
plataforma de ativagdo CRISPRa, composto por uma proteina dCas9 cataliticamente inativa,
fusionada a um complexo ativador e direcionada ao promotor do gene alvo por um RNA guia
(gRNA). Cinco gRNAs foram desenhados para testar o melhor posicionamento da dCas9 no
promotor do gene “X”. O plasmideo de expressdo foi construido via clonagem molecular.
Atualmente, o projeto estd na fase de validagdo in vitro da funcionalidade do vetor. Os
plasmideos foram encapsulados em nanoparticulas lipidicas e transfectados em neurdnios
corticais embrionarios de camundongo (E15) e células imortalizadas hipocampais de
camundongo HT22. Apds 5 dias, foi observado um aumento na expressao do gene “X”
utilizando os gRNA 2 e 5, com o gRNA 5 mostrando o maior nivel de ativa¢do. Quando
transfectado em células HT22 observou-se que o aumento da expressdo génica com 24h de
administracdo, normalizando em 48h adiante. Esses resultados preliminares confirmam a
funcionalidade do vetor. As proximas etapas incluem a confirmac¢ao do aumento da producao e
estado de fosforilagdo da proteina, a producdo de vetores virais rAAV para entrega tecido-
especifica e a avaliagdo da eficécia do tratamento em modelos in vivo.

Apoio financeiro: Finep, FAPEMIG, CNPq.

Palavras-chave: Vetores virais; terapia génica; regulagdo génica; superexpressao; CRISPR-

dCas9.



