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1. INTRODUÇÃO 
 

A paraoxonase 1 (PON1) é uma enzima sintetizada no fígado e encontrada 
no soro associada à lipoproteína de alta densidade (HDL), atuando como fator de 
proteção contra a oxidação da lipoproteína de baixa densidade (LDL; AVIRAM, 
1999). A PON1 reduz sua atividade em casos de processo inflamatório (BIONAZ 
et al., 2007), sendo, em bovinos considerada um confiável biomarcador de saúde 
uterina, especialmente em vacas leiteiras pós-parto (SCHNEIDER et al., 2013). 
Além disso, maiores níveis de PON1 têm sido associados com maiores índices de 
fertilidade em vacas leiteiras logo após o parto (KRAUSE et al., 2014) e também 
com a melhora no desenvolvimento de embriões bovinos produzidos in vitro 
(RINCÓN et al., 2016).  

Em bovinos, o gene da PON1 é localizado no cromossomo quatro e possui 
aproximadamente 33.000 pares de base (número de acesso NCBI: 
AC_000161.1). Recentemente, sete polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) 
foram descritos na região promotora do gene da PON1 bovina, sendo que o SNPs 
presentes nas posições -221 foi fortememente associado com a atividade sérica 
de PON1 (SILVEIRA ET AL., 2015). Além disso, o SNP localizado na posição -
221 foi identificado como um local para transcrição de moduladores da resposta 
de fase aguda (WEDEL & ZIEGLER-HEITBROCK, 1995), que pode afetar a 
saúde uterina de vacas no pós-parto, refletindo-se na redução da fertilidade 
desses animais. Entretanto, até o momento não há estudos avaliando a 
ocorrência e localização de SNPs na região promotora do gene da PON1 em 
bovinos Bos indicus. Além disso, não existe uma padronização para a técnica de 
genotipagem em bovinos da raça Nelore.  

Com base nessas considerações, os objetivos deste estudo foram 
caracterizar SNPs na região promotora do gene da PON1 bovina e padronizar a 
técnica de genotipagem por enzima de restrição para avaliar a distribuição 
genotípica da posição -221 da região promotora do gene da PON1 bovina em 
vacas da raça Nelore. 

 
 

2. METODOLOGIA 
 

Para este experimento, foi feita extração de DNA de amostras de sangue de 
17 vacas da raça Nelore. A região promotora de 828 pares de base (pb) do gene 
da PON1 bovina foi amplificada pela técnica de reação em cadeia da polimerase 
(PCR) incluindo 80 pb do primeiro exon e 78 pb da região reguladora a montante, 
através do uso de primers específicos (Forward: 5′-
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CGGTAATCCCTGAAGAATGC-3′ e Reverse: 5′-GCACTTCCTACCCTGCTTTG-
3). Para a amplificação foram feitos 40 ciclos de 95°C por 45 s, 57° por 45 s e 
72°C por 1 min e a análise do produto do PCR foi feita por meio de eletroforese 
em gel de agarose a 1,5%, sendo detectado um único amplicon em torno de 800 
pb.  

Os produtos de PCR adequadamente amplificados foram, então submetidos 
a sequenciamento (HELIXXA) para determinação da ocorrência e localização de 
SNPs. As sequências de nucleotídeos obtidas foram alinhadas através do 
software BioEdit (Ibis Bioscienses), sendo utilizada a sequência de PON1 bovina 
publicada no NCBI (número: AC_000161.1) como referência para o alinhamento. 
As posições dos SNPs foram determinadas com base nos dados de estudo 
anteriormente realizado em vacas da raça Holandês (SILVEIRA et al., 2015). 

Após, 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 à digestão enzimática por 
polimorfismo de restrição específica para identificar a o SNP na posição -221, 
utilizando-se a enzima BseLI, incubada com o produto de PCR a 37º C por 12 
horas. A genotipagem foi analisada após 2h de corrida dos fragmentos de DNA 
por eletroforese em gel de agarose a 2,5% e a visualização dos segmentos 
gênicos amplificados e digeridos foi feito em luz ultravioleta.  

 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Os resultados do sequenciamento dos nucleotídeos da região promotora do 
gene da PON1 bovino indicaram a presença de oito SNPs nesta região em 
amostras de vacas da raça Nelore (tabela 1). As posições dos SNPs foram 
numeradas em relação ao primeiro nucleotídeo da sequência de mRNA publicado 
(NM_001046269.2), conforme descrito por SILVEIRA et al. (2015). Neste estudo, 
foi, também, feita a padronização da genotipagem por enzima de restrição do 
polimorfismo -221 na região promotora do gene da PON1 em bovinos da raça 
Nelore (figura 1). A genotipagem deste SNP foi feita pelo fato deste SNP estar 
associado aos outros polimorfismos presentes na região promotora do gene da 
PON1. Além disso, o SNP -221 parece estar associado com performance 
reprodutiva, saúde e produção em vacas leiteiras (SILVEIRA ET AL., 2018). Na 
genotipagem, foram encontrados os genótipos AA e GG, não sendo detectado 
nenhum animal heterozigoto (figura 1). 

 
Tabela 1. Polimorfismo de nucleotídeo único (SNPs) identificados na região 

promotora do gene da paraoxonase 1 (PON1) de bovinos em vacas da raça 
Nelore 

  

Posição do SNP  Genótipos 

-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 



 

 

 
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 ocorrência de haplótipo, foi observado que 70% das vacas 

apresentaram o haplótipo GG│CC│AA│GG│AA│AA│TT│TT como homozigose 
em todas as posições deste polimorfismo. Neste sentido, o próximo passo deste 
estudo é determinar se este haplótipo está associado com alterações nos níveis 
de atividade sérica da PON1. 

Apesar do baixo número de animais utilizados neste estudo, os resultados 
indicaram haver diferenças nas proporções dos genótipos encontrados nas vacas 
deste estudo, em comparação com o que foi descrito em vacas da raça Holandês 
(SILVEIRA et al., 2015). Um exemplo é o SNP localizado na posição -221, em que 
houve uma predominância do genótipo foi GG (88%), enquanto que em vacas da 
raça Holandês, foi relatada uma predominância de 64% do genótipo AA 
(SILVEIRA et al., 2015). Além disso, em vacas leiteiras da raça Holandês foi 
relatado 31% de genótipo AG (SILVEIRA et al., 2015), enquanto que no presente 
estudo, apenas 6% das vacas apresentaram este genótipo na mesma posição. 
Neste sentido, é importante que mais estudos sejam feitos, no intuito de 
determinar a associação dos diferentes genótipos com possíveis alterações de 
saúde e fertilidade dos animais. 
 

 
Figura 1. Imagem do gel de agarose a 2,5% corado com SYBR, contendo os 

segmentos gênicos amplificados digeridos pela enzima BseLI.  
 

 
4. CONCLUSÕES 

 
Os resultados deste estudo indicaram a presença de oito polimorfismos de 

nucleotídeo único na região promotora do gene da PON1 bovina em vacas da 
raça Nelore. Além disso, foi possível padronizar a técnica de genotipagem do 
polimorfismo -221 por enzima de restrição da região promotora do gene da PON1 
bovina em vacas da raça Nelore. A partir desta padronização, será possível 
genotipar um número maior de amostras de DNA provenientes de animais da raça 
Nelore, no intuito de buscar relações desses SNPs com índices de saúde e 
fertilidade de vacas Nelore. 
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