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Resumo

Este trabalho teve por objetivo avaliar a interacdo entre a expressdo de genes da familia
prionica (prnp e sprn), e genes ligados a esteroidogenese [CYP11A1(Pregnenolona) e
CYP19A1(17B-Estradiol)], ao nivel de células da granulosa (GCs) de bovinos.

Para tal, foi utilizado um mecanismo poés-transcricional de silenciamento de genes, a
interferéncia por RNA (RNAI). Nesta técnica, pequenas moléculas sintéticas de dupla
cadeia de RNA (21 a 25 pb, small interfering RNAs, siRNAs), complementares a0 mMRNA
alvo do estudo, desencadeiam a degradacdo da respetiva molécula conduzindo ao
silenciamento especifico do gene-alvo. Este silenciamento dirigido permite o estudo da
funcdo de determinado mRNA e/ou da respetiva proteina. Neste ambito, as GCs foram
transfetadas com siRNAs especificos para os genes prnp e sprn. A eficiéncia de
transfecdo foi previamente otimizada utilizando “non-traget siRNAs” fluorescentes com
localizag&o nuclear, assim como diferentes concentragdes de SiRNA fluorescente versus
diferentes quantidades do agente de lipofecao.

A melhor eficiéncia de transfecdo (98%) foi obtida utilizando 25 pmol de siRNA e 2,5
uL do agente de lipofegdo, por poco (P24). Apos otimizacdo das condicOes de transfecéo,
foram testadas as eficacias de silenciamento de cada siRNA por PCR quantitativo em
tempo real (RT-gPCR). Para cada gene foram testados (em separado e em conjunto) 2
siRNAs com sequéncias distintas (denominados P1 e P2 para o prnp, € S1 e S2 para 0
sprn). Os melhores resultados foram obtidos com os siRNAs P1 e S1, respetivamente
para os genes prnp e sprn. Foi observado pela primeira vez, uma associagéo (p<0.05)
entre o silenciamento de um gene priénico (sprn), e a redugcdo em cerca de 53% na
expressao de um gene essencial a esteroidogenese (CYP11A1). Ainda de salientar que o
método utilizado ndo causou citotoxicidade significativa a nivel celular, tal como
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verificado pela quantificacdo de Lactato Desidrogenase (LDH) no sobrenadante da
cultura celular.

Os resultados obtidos reforcam a importancia da inclusdo de genes da familia prionica no
ambito de estudos sobre esteroidogenese feminina, abrindo assim novos horizontes ao
conhecimento da regulagéo da fisiologia reprodutiva.



