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1. INTRODUCAO

A paraoxonase 1 (PON1) é uma enzima sintetizada no figado e encontrada
no soro associada a lipoproteina de alta densidade (HDL), atuando como fator de
protecdo contra a oxidacao da lipoproteina de baixa densidade (LDL; AVIRAM,
1999). A PON1 reduz sua atividade em casos de processo inflamatorio (BIONAZ
et al., 2007), sendo, em bovinos considerada um confiavel biomarcador de saude
uterina, especialmente em vacas leiteiras pés-parto (SCHNEIDER et al., 2013).
Além disso, maiores niveis de PON1 tém sido associados com maiores indices de
fertilidade em vacas leiteiras logo apos o parto (KRAUSE et al., 2014) e também
com a melhora no desenvolvimento de embrides bovinos produzidos in vitro
(RINCON et al., 2016).

Em bovinos, o gene da PONL1 é localizado no cromossomo quatro e possuli
aproximadamente 33.000 pares de base (niumero de acesso NCBI:
AC _000161.1). Recentemente, sete polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPSs)
foram descritos na regido promotora do gene da PON1 bovina, sendo que o SNPs
presentes nas posicdes -221 foi fortememente associado com a atividade sérica
de PON1 (SILVEIRA ET AL., 2015). Além disso, o SNP localizado na posicao -
221 foi identificado como um local para transcricdo de moduladores da resposta
de fase aguda (WEDEL & ZIEGLER-HEITBROCK, 1995), que pode afetar a
saude uterina de vacas no poés-parto, refletindo-se na reducdo da fertilidade
desses animais. Entretanto, at¢é o momento n&o ha estudos avaliando a
ocorréncia e localizacdo de SNPs na regido promotora do gene da PON1 em
bovinos Bos indicus. Além disso, nao existe uma padronizacao para a técnica de
genotipagem em bovinos da raca Nelore.

Com base nessas consideracdes, 0s objetivos deste estudo foram
caracterizar SNPs na regido promotora do gene da PON1 bovina e padronizar a
técnica de genotipagem por enzima de restricAo para avaliar a distribuicdo
genotipica da posicao -221 da regido promotora do gene da PON1 bovina em
vacas da raca Nelore.

2. METODOLOGIA

Para este experimento, foi feita extracdo de DNA de amostras de sangue de
17 vacas da raca Nelore. A regido promotora de 828 pares de base (pb) do gene
da PONL1 bovina foi amplificada pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) incluindo 80 pb do primeiro exon e 78 pb da regido reguladora a montante,
atraves do uso de primers especificos (Forward: 5'-
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CGGTAATCCCTGAAGAATGC-3' e Reverse: 5-GCACTTCCTACCCTGCTTTG-
3). Para a amplificacdo foram feitos 40 ciclos de 95°C por 45 s, 57° por 45 s e
72°C por 1 min e a andlise do produto do PCR foi feita por meio de eletroforese
em gel de agarose a 1,5%, sendo detectado um Unico amplicon em torno de 800
pb.

Os produtos de PCR adequadamente amplificados foram, entdo submetidos
a sequenciamento (HELIXXA) para determinacdo da ocorréncia e localizacéo de
SNPs. As sequéncias de nucleotideos obtidas foram alinhadas através do
software BioEdit (Ibis Bioscienses), sendo utilizada a sequéncia de PON1 bovina
publicada no NCBI (numero: AC_000161.1) como referéncia para o alinhamento.
As posicdes dos SNPs foram determinadas com base nos dados de estudo
anteriormente realizado em vacas da raca Holandés (SILVEIRA et al., 2015).

Apés, com o intuito de padronizar da técnica de genotipagem em vacas
Nelore, cinco amostras de DNA foram inicialmente amplificadas por PCR e em
seguida os produtos de PCR foram submetidos a digestdo enzimatica por
polimorfismo de restricdo especifica para identificar a o SNP na posicao -221,
utilizando-se a enzima BselLl, incubada com o produto de PCR a 37° C por 12
horas. A genotipagem foi analisada apds 2h de corrida dos fragmentos de DNA
por eletroforese em gel de agarose a 2,5% e a visualizacdo dos segmentos
génicos amplificados e digeridos foi feito em luz ultravioleta.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do sequenciamento dos nucleotideos da regido promotora do
gene da PON1 bovino indicaram a presenca de oito SNPs nesta regido em
amostras de vacas da raca Nelore (tabela 1). As posi¢cdes dos SNPs foram
numeradas em relacdo ao primeiro nucleotideo da sequéncia de mRNA publicado
(NM_001046269.2), conforme descrito por SILVEIRA et al. (2015). Neste estudo,
foi, também, feita a padronizacdo da genotipagem por enzima de restricdo do
polimorfismo -221 na regido promotora do gene da PON1 em bovinos da raca
Nelore (figura 1). A genotipagem deste SNP foi feita pelo fato deste SNP estar
associado aos outros polimorfismos presentes na regido promotora do gene da
PON1. Além disso, o SNP -221 parece estar associado com performance
reprodutiva, salde e producdo em vacas leiteiras (SILVEIRA ET AL., 2018). Na
genotipagem, foram encontrados os genétipos AA e GG, ndo sendo detectado
nenhum animal heterozigoto (figura 1).

Tabela 1. Polimorfismo de nucleotideo Unico (SNPs) identificados na regiédo
promotora do gene da paraoxonase 1 (PON1) de bovinos em vacas da raca

Nelore
Posicdo do SNP Genatipos
-105 AA AG GG
1/17 (5,9%) 1/17 (5,9%)  15/17 (88%)
-111 TT TC CC
5/17 (71,4%)  0/17 (0%)  12/17 (70,6%)
-130 AA AG GG

12/17 (70,6%)  0/17 (0%)  5/17 (29,4%)
221 AA AG GG
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1/17 (5,9%)  1/17 (5,9%)  15/17 (88%)

-267 AA AG GG
12/17 (70,6%)  0/17 (0%)  5/17 (29,4%)
-392 AA AC cC
10/17 (58,8%) 2/17 (11,8%) 5/17 (29,4%)
-440 cC CT TT
4/17 (23,5%)  1/17 (5,9%) 12/17 (70,6%)
-455 cC CT TT

5/17 (29,4%)  0/17 (0%)  12/17 (70,6%)

Ao pesquisar ocorréncia de haplétipo, foi observado que 70% das vacas
apresentaram o haplétipo GG|CC|AA|GG|AA|AA|TT|TT como homozigose
em todas as posicdes deste polimorfismo. Neste sentido, 0 préximo passo deste
estudo é determinar se este haplotipo esta associado com alteracdes nos niveis
de atividade sérica da PON1.

Apesar do baixo numero de animais utilizados neste estudo, os resultados
indicaram haver diferencas nas propor¢des dos genétipos encontrados nas vacas
deste estudo, em comparacdo com o que foi descrito em vacas da raca Holandés
(SILVEIRA et al., 2015). Um exemplo é o SNP localizado na posigdo -221, em que
houve uma predominancia do genétipo foi GG (88%), enquanto que em vacas da
raca Holandés, foi relatada uma predominancia de 64% do genoétipo AA
(SILVEIRA et al., 2015). Além disso, em vacas leiteiras da raca Holandés foi
relatado 31% de gendtipo AG (SILVEIRA et al., 2015), enquanto que no presente
estudo, apenas 6% das vacas apresentaram este gendtipo na mesma posicao.
Neste sentido, € importante que mais estudos sejam feitos, no intuito de
determinar a associacdo dos diferentes gendtipos com possiveis alteracbes de
saude e fertilidade dos animais.

AA GG GG

Figura 1. Imagem do gel de agarose a 2,5% corado com SYBR, contendo os
segmentos génicos amplificados digeridos pela enzima BselLl.

4. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo indicaram a presenca de oito polimorfismos de
nucleotideo Unico na regido promotora do gene da PON1 bovina em vacas da
raca Nelore. Além disso, foi possivel padronizar a técnica de genotipagem do
polimorfismo -221 por enzima de restricdo da regido promotora do gene da PON1
bovina em vacas da ragca Nelore. A partir desta padronizacdo, sera possivel
genotipar um numero maior de amostras de DNA provenientes de animais da raca
Nelore, no intuito de buscar relacdes desses SNPs com indices de saude e
fertilidade de vacas Nelore.
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