REGULACAO POSITIVA DO GENE “S” POR VETORES RAAV MEDIADOS POR
CRISPRA NA SINDROME DE DRAVET
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A sindrome de Dravet (SD) ¢ uma encefalopatia epiléptica rara e severa que surge nos
primeiros anos de vida, marcada por crises convulsivas de dificil controle, prejuizos cognitivos
e alto risco de morte subita. Em cerca de 80% dos casos, a causa estd em mutacoes
heterozigoticas com perda de fun¢do no gene “S”, responsavel pela subunidade de um canal de
sodio voltagem-dependente, o que resulta em haploinsuficiéncia. Evidéncias experimentais
indicam que a disfungdo dos interneurdnios inibitérios GABAérgicos ¢ um dos principais
mecanismos envolvidos na patogénese da doenga. As terapias atuais oferecem controle
limitado das crises e pouca melhora clinica, o que refor¢a a urgéncia por alternativas
inovadoras. Nesse contexto, a regulacdo génica surge como uma estratégia promissora,
especialmente porque os pacientes mantém uma copia funcional do gene “S”. O presente estudo
propde o desenvolvimento de um vetor voltado a ativagdo seletiva do “S” enddgeno, utilizando
o sistema CRISPR/dCas9 acoplado a dominios ativadores transcricionais (CRISPRa v2 VPR).
Uma analise bioinformatica detalhada foi conduzida para identificar regides regulatérias do
gene, como promotores € modificacdes epigenéticas associadas a sua expressao. Com base
nisso, foram projetados cinco RNAs guias (gRNAs) direcionados a regides promotoras
distintas. O vetor foi construido por clonagem molecular do sistema dCas9-VPR junto aos
gRNAs em bactéria E. coli DH5a. Para os testes iniciais, os construtos foram transfectados em
neurdnios corticais embrionarios de camundongos (E15) por meio de nanoparticulas lipidicas.
A eficiéncia de ativacdo génica foi avaliada por qRT-PCR, revelando aumento da expressdo do
gene “S” em um dos trés gRNAs testados. Os proximos passos incluem a anélise dos gRNAs
restantes e a producao de vetores rAAV?2 otimizados para transducdo neuronal. O sucesso deste
projeto pode representar um avango significativo na terapia da SD, abrindo caminho para
abordagens mais seguras e eficazes.
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