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Resumo

SILVEIRA, Pedro Augusto Silva. Caracterizacao de polimorfismos naregido do
promotor do gene da paraoxonase 1 (PON1) e seu efeito sobre a atividade
enzimatica em vacas leiteiras. 2014. 35f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de
P6s-Graduacdo em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Marcadores moleculares, cada vez mais, vem sendo utilizados em programas de
melhoramento genético de bovinos leiteiros, incluindo varias -caracteristicas
produtivas e sanitarias. Por outro lado, a reduzida atividade da paraoxonase (PONL1)
na circulacdo dos animais esta associada com maior ocorréncia de doencas nestes
individuos, sendo que ha pouca informacao quanto a influéncia do gene da PON1
neste processo. O objetivo deste estudo foi caracterizar a ocorréncia de
polimorfismos na regido promotora do gene da PON1, bem como avaliar a sua
relacdo com a atividade sérica desta proteina no periparto de vacas leiteiras da raca
Holandés. Foram utilizadas 28 vacas da raca Holandés, das quais coletou-se
sangue para analise da atividade sérica da PON1. Estas avaliacdes foram feitas nos
dias -21, -7, 0, 3, 6, 9, e 23 (dia 0 = dia do parto). Foi realizada a extracdo de DNA
dos leucdcitos circulantes e a partir dai foi feito o PCR dessas amostras, visando a
amplificacdo de um fragmento de DNA contendo 828 pb no promotor da PONL.
Apbés a eletroforese em gel de agarose, as amostras foram purificadas e
sequenciadas para identificacdo dos polimorfismos. Foram encontrados seis SNPs
no promotor do gene da PON1, localizados nas posi¢des -22, -105, -221, -392, -611
e -676. Destes, os SNPs -105, -221 e -611 foram correlacionados com a atividade
sérica da PON1 no periodo avaliado (p<0,05), sendo que os gendtipos PON1-
105(AA), PON1-221(AA) e PON1-611(CC) apresentaram os maiores niveis de PON1
(p<0,05). Além disto, os SNPs -105 e -221 apresentaram diferencas nos niveis de
PONL1 durante o pré-parto(p<0,05). Em concluséo, foram identificados 6 SNPs na
regido do promotor do gene da PONL1, dos quais trés estdo associados com a
atividade da enzima.

Palavras-chave: DNA. Fatores de Transcrigdo. Enzima. SNP.



Abstract

SILVEIRA, Pedro Augusto Silva. Characterization of polymorphisms in the
promoter region of the paraoxonase 1 (PON1) gene and its effect on enzyme
activity in dairy cows. 2014. 35f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pés-
Graduacao em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Molecular markers, increasingly are being used in breeding programs of dairy cattle,
including several production and health characteristics. On the other hand, the
reduced activity of paraoxonase (PONL1) in the circulation of animals is associated
with increased occurrence of diseases in these individuals, there is little information
regarding the influence of the PON1 gene in this process. The aim of this study was
to characterize the occurrence of polymorphisms in the promoter region of the PON1
gene and to evaluate its relationship with serum PONL1 activity in peripartum dairy
Holstein cows. For that blood was collected from 28 Holstein cows for analysis of
serum activity of paraoxonase (PON1). The sampling was performed on days -21, -7,
0, 3, 6, 9 and 23 (day O = day of calving). DNA extraction was performed in
circulating leukocytes and PCR of these samples was performed, targeting the
amplification of a DNA fragment containing 828 bp in the PON1 promoter. After
agarose gel electrophoresis, the samples were purified and sequenced to identify the
polymorphisms. Six SNPs were found in the promoter of the PON1 gene, located at
positions -22, -105, -221, -392, -611 and -676. From these, SNPs -105, -221 and -
611 were associated with serum PONL1 activity during the study period (p < 0.05),
whereas the PON1-105(AA), PON1-221(AA) and PON1 -611(CC) genotypes had
higher levels of PON1 (p < 0.05). Moreover, SNPs -105 and -221 had differences in
the levels of PON1 already during the prepartum period (p < 0.05). In conclusion, 6
SNPs were identified in the promoter of the PON1 gene, three of which are
associated with the activity of the enzyme.

Keywords : DNA . Transcription Factors . Enzyme. SNP .
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1 INTRODUCAO

Mutacdes sdo alteracdes na sequéncia normal dos nucleotideos do material
genético de um organismo (WATSON et al.; 2007). As mutacdes séo herdaveis,
podendo trazer ganhos aos individuos através da modificacdo estrutural que podem
causar as proteinas que irdo originar, otimizando sua acdo. Porém, sdo na sua maior
parte maléficas aos seus portadores, uma vez que tém a capacidade de alterar
processos vitais como a replicacdo do DNA, a transcricdo génica (JUNQUEIRA E
CARNEIRO, 1998), além de estarem associadas ao desenvolvimento de processos
tumorais e morte celular.

Diferentes versdes de certa sequéncia de DNA em um determinado locus
sdo chamadas de alelos (WATSON et al.; 2007). Os polimorfismos genéticos séo
alelos multiplos que coexistem entre os individuos de uma populacdo. Porém, o alelo
s6 sera polimorfico se estiver distribuido em pelo menos 1% da populacéo
(JUNQUEIRA E CARNEIRO, 1998). O polimorfismo de nucleotideo Unico ou
polimorfismo de nucleotideo simples (SNP) séo variacdées na sequéncia do DNA que
alteram apenas uma base nitrogenada. Este é o tipo de mutacdo mais comum na
maioria das espécies e seus efeitos vdo desde mudancas morfologicas até
diferencas na produtividade, resposta a doencas e farmacos (LIPSHUTZ et al.,
1999). A selecdo genética de bovinos, que historicamente vem sendo realizada
através da manutencdo de individuos com fendtipo desejavel como progenitores
para as geracdes subsequentes, cada vez mais abre espaco para novas tecnologias
como a genotipagem, mapeamento genético e selecdo assistida por marcadores. A
maioria das caracteristicas de interesse econdbmico em bovinos € controlada por
varios genes. Entretanto, alguns desses genes apresentam um maior controle sobre
o fendtipo expresso. A presenca de SNPs nesses genes candidatos pode estar
associada com fen6tipos de interesse ou caracteristicas indesejaveis. Por exemplo,
a lecitina ligadora de manose é uma proteina importante na resposta imune inata.
Yuan et al. (2013) encontraram 3 SNPs no seu gene (MBL1), todos no exon 2, dos

quais a substituicdo de uma guanina (G) por uma adenina (A) esté relacionada com
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0 aumento na contagem de células soméaticas (CCS) em vacas leiteiras, onde
animais com gendétipo GG obtiveram menores valores de CCS do que animais com
gendtipo AG e AA. Além disto, os animais GG apresentaram uma maior resisténcia a
mastite do que os animais AA.

As caracteristicas de conformacédo de patas e aprumos dos bovinos € uma
avaliacdo importante para a predicdo de futuros distlrbios locomotores das vacas
leiteiras e suas descendentes. Porém um SNP localizado na regido intrénica do
gene IQGAP1, envolvendo os nucleotideos A e G, parece ser um bom marcador
molecular para estas caracteristicas, apresentando forte predisposicdo para
hemorragia de sola (SWALVE et al.,, 2014). Este gene pode ser considerado um
gene candidato, podendo ser utilizado em programas de melhoramento genético
visando aprumos e reducao de doencas do sistema locomotor de vacas. Por outro
lado, qualquer metabdlito atuante durante a resposta imune, cujo gene apresente
mutacdes, pode interferir na suscetibilidade dos animais as doengas. Os receptores
do tipo Toll (TLRs) sdo responsaveis pelo reconhecimento dos patdégenos e
estimulacdo da resposta imune. Foram encontrados varios SNPs em diversos genes
TLR, alguns deles sugerem um efeito sobre doencas do trato reprodutivo como
metrite, endometrite clinica e endometrite citologica (PINEDO et al., 2013), mesmo
tratando-se de doengas que dependem de uma série de fatores ambientais e,
portanto, de dificil predisposi¢cdo genética.

A paraoxonase (PON1) é uma proteina sintetizada no figado e liberada na
corrente sanguinea, possuindo atividade de hidrolase. A PONL1 hidrolisa diversos
compostos oxidantes em humanos, prevenindo a oxidacdo de lipideos nas
lipoproteinas de baixa (LDL) e alta (HDL) densidades. Em humanos, a enzima tém
apresentado capacidade anti-aterogénica, impedindo o desenvolvimento de
aterosclerose (AVIRAM e ROSEMBLAT, 2009). Este fato é agravado em pacientes
com o sistema cardiovascular comprometido por outras doencas, como o0 lupus
eritematoso sistémico. Nestes pacientes a atividade da PON1 é menor, aliada a
elevada titulacdo para anticorpos anti-Apolipoproteina A-1, molécula na qual a PON1
encontra-se associada no HDL, favorecendo casos prematuros de aterosclerose
(ELSEROUGY et al, 2013). Também, os niveis elevados de PON1 estédo
positivamente correlacionados com a atividade pulmonar. Porém foram encontrados
niveis baixos de PON1 em idosos, agravados pela exposicdo continuada destes aos

gases téxicos como o gas mostarda (TARAVATI et al., 2013). Nestes casos, 0s
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baixos niveis de PON1 reduzem o efeito antioxidante desta sobre as substancias
toxicas, favorecendo o desenvolvimento de doencas respiratorias.

Porém, a PON1 ndo € determinada apenas pela inflamacdo. Pacientes
humanos, infectados por HIV e apresentando sindrome metabdlica, demonstraram
menor atividade da PON1 em comparacdo com portadores do virus que nao
apresentaram esta sindrome. Aparentemente, a PON1 pode ser considerada um
marcador para sindrome metabodlica em portadores do virus da AIDS . Sua atividade
estd relacionada com deslipidemia e status imunoldgico dos pacientes (BOB IN-
DUBIGEON et al., 2013). Os produtos da peroxidacdo lipidica podem inibir a
diferenciacdo dos osteoblastos por alterarem a sua constituicdo, diminuindo a
mineralizacdo 0ssea, 0 que pode causar osteoporose em humanos. As moléculas
antioxidantes, como a PONL1, podem prevenir os efeitos do estresse oxidativo sobre
a formacao 6ssea. Foram encontrados valores de PON1 menores em mulheres com
osteoporose comparadas com pacientes sem a doenca. Além disto, também foi
encontrado um efeito do gendtipo sobre esta doenca, onde o PON1 55LL (leucina) e
o PON1 192RR (arginina) apresentam maiores atividades da enzima e menores
chance de apresentarem a doenca do que os genotipos PON1 55MM (metionina) e o
PON1 192QQ (glutamina) (TOPTAS et al., 2013). Todavia, em ruminantes a
atividade sérica de PON1 também apresentou relacdo com algumas doencas, como
metrite, laminite (BIONAZ et al., 2013) e figado gordo (FARID et al.,2013) , embora
ndo haja evidéncias de polimorfismos genéticos envolvendo o gene da PON1 nestas
avaliacoes.

Sé&o descritos alguns polimorfismos localizados na regido do promotor do
gene da PON1, os quais apresentam importantes efeitos sobre a concentracao
plasmatica e a atividade da enzima. Mesmo ndo alterando a sequéncia de
aminoacidos que compdem a proteina, eles podem interferir na ligacdo de alguns
fatores de transcricdo ao DNA, reduzindo a formagdo de mRNA e a traducdo da
proteina. O polimorfismo PON1-108C>T foi relatado em diversos estudos,
demonstrando uma maior frequéncia do alelo T em pessoas com doenca de
Alzheimer em relacdo a pessoas saudaveis (BEDNARSKA-MAKARUK et al., 2013).
Uma menor atividade da PON1 também foi atribuida a esta mutacdo, a qual foi
correlacionada com maiores chances de ocorréncia de aterosclerose em humanos,
porém, neste caso, o alelo C demonstrou efeitos maléficos a saude frente ao alelo T
(LEVIEV et al., 2000).
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Porém, mesmo comprovados os efeitos da PON1 em diversas doencas dos
humanos, pouco se sabe a respeito de sua importancia clinica em bovinos,
principalmente em relacdo a importancia das mutacbes genéticas sobre sua
atividade, ja que apesar deste gene ja ter sido sequenciado suas mutacdes ainda

nao foram caracterizadas em bovinos.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Identificar polimorfismos na regido promotora do gene da PON1 em vacas

da raca Holandés.

2.2 Objetivos Especificos
1) Descrever a atividade sérica da PONL1 no periparto de vacas leiteiras.

2) Avaliar os efeitos dos polimorfismos no promotor do gene da PONL1 sobre

a atividade sérica da proteina no periparto de vacas leiteiras.



3 ARTIGO

Caracterizagéo de polimorfismos na regiao do promotor do gene da
paraoxonase 1 (PON1) e seu efeito sobre a atividade enzimatica em vacas

leiteiras

Ira ser submetido arevista The Veterinary Journal
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paraoxonase 1 (PON1) e seu efeito sobre a atividade enzimatica em vacas
leiteiras

Pedro Augusto Silva Silveira, Elizabeth Schwegler, Paula Montagner, Ana Rita
Tavares Krause, Jéssica Halfen, Tiago Garlet, Diego Andres Velasco Acosta, Carlos
Castilho Barros, Marcio Nunes Corréa, Augusto Schneider

Universidade Federal de Pelotas, Faculdade de Veterinaria, Campus Universitario,
96010-900, Peloras, RS, Brasil — pedrosilveira@hotmail.com.br

Resumo
O objetivo deste estudo foi caracterizar a ocorréncia de polimorfismos na

regido promotora do gene da PON1, bem como avaliar a sua relagdo com a
atividade sérica desta proteina no periparto de vacas leiteiras da raca Holandés.
Foram utilizadas 28 vacas da raca Holandés, das quais coletou-se sangue para
analise da atividade sérica da paraoxonase (PON1). Estas avaliagbes foram feitas
nos dias -21, -7, 0, 3, 6, 9, e 23 (dia O = dia do parto). Foi realizada a extracdo de
DNA dos leucdcitos circulantes e a partir dai foi feito o PCR dessas amostras,
visando a amplificacdo de um fragmento de DNA contendo 828 pb no promotor da
PONL1. Apés a eletroforese em gel de agarose, as amostras foram purificadas e
sequenciadas para identificacdo dos polimorfismos. Foram encontrados seis SNPs
no promotor do gene da PONL1, localizados nas posi¢des -22, -105, -221, -392, -611
e -676. Destes, os SNPs -105, -221 e -611 foram correlacionados com a atividade
sérica da PON1 no periodo avaliado (p<0,05), sendo que os gendtipos PONL1-
105(AA), PON1-221(AA) e PON1-611(CC) apresentaram os maiores niveis de PON1
(p<0,05). Além disto, os SNPs -105 e -221 apresentaram diferencas nos niveis de
PONL ja durante o pré-parto (p<0,05). Em conclusédo, foram identificados 6 SNPs na
regido do promotor do gene da PONL1, dos quais trés estdo associados com a
atividade da enzima.

Palavras-chave: DNA. Fatores de Transcrigdo. Enzima. SNP.

Introducéo
O gene da paraoxonase (PONL1) estd presente no cromossomo quatro dos

bovinos e apresenta aproximadamente 33.000 pares de base. Em humanos diversos
polimorfismos encontrados neste gene provaram interferir diretamente na expressao
e atividade da proteina. Um exemplo é a mutagdo PONlgig2r, quUe causa a

substituicdo de uma glutamina por uma arginina na posicdo 192 da proteina. Outro
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polimorfismo bastante descrito € o PONL1s5v, uma substituicdo da leucina pela
metionina na posicdo 55 do gene. Estas alteracdes, além de modificarem a atividade
da PON1 na circulacdo estdo associadas com uma série de doencas circulatdrias
em humanos (MACKNEES et al., 2001). Por outro lado, varios estudos citam alguns
polimorfismos na regido reguladora do gene da PON1, os quais interferem na
atividade enzimética sem alterarem a estrutura basica da proteina. Brophy et al.
(2001) encontrou uma mutacdo na regido -108 com um efeito significativo sobre a
atividade sérica da PON1. Neste mesmo estudo, outro polimorfismo na regido -162
mostrou um efeito menor sobre a atividade da proteina. Apesar destas evidéncias
siginificativas dos efeitos de polimorfismos no gene da PON1 em humanos sobre
sua atividade sérica e incidéncia de doencas, pouco se sabe a respeito da
interferéncia do gendtipo sobre a atividade da PON1 em ruminantes.

A PONL1 é uma proteina sintetizada no figado e liberada na corrente sanguinea,
possuindo atividade de hidrolase. Durante processos inflamatérios que causam dano
ao figado a PON1 atua como um indicador da fungdo hepatica, auxiliando no
diagnéstico precoce de diversas doencas. Ela é caracterizada como uma proteina de
fase aguda negativa, reduzindo seus niveis circulantes em resposta a citocinas
liberadas durante a inflamacdo (BIONAZ et al., 2007). Eventos que danificam as
camadas celulares de lipopolissacarideos e o estresse oxidativo levam a reducéo da
atividade plasmatica da PON1, o que a torna capaz de sinalizar processos
patolégicos precoces e doencas subclinicas. Também a resposta eficiente aos
processos inflamatorios e a recuperacdo dos animais doentes esta atrelada ao
restabelecimento dos niveis normais da PONL1. Atualmente, alguns estudos sugerem
o papel importante atribuido a esta enzima na suscetibilidade a varias doencas e a
deficiéncias imunolégicas quando 0s seus niveis apresentam-se muito baixos
(PEZZULO etal., 2012).

Porém, muito do que se sabe até hoje a respeito do comportamento da PON1 e
sua relacdo com as doencas baseia-se em estudos envolvendo humanos e
camundongos, devendo-se validar e ampliar estes conhecimentos em bovinos.
Estudos de nosso grupo avaliando o comportamento de determinadas proteinas de
fase aguda (PFA) no periparto de vacas leiteiras sobre a ocorréncia de infec¢des
uterinas indicam uma reducdo mais drastica nos niveis de PON1 pré-parto nas
vacas que apresentaram casos de infeccbes uterinas no pds-parto recente

(SCHNEIDER et al., 2013). Outro estudo de nosso grupo encontrou uma menor
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porcentagem de células polimorfonucleadas no Utero de vacas que ovularam mais
precocemente no periodo pdés-parto, com uma tendéncia de menores niveis de
haptoglobina e maior atividade da PON1 no periparto (KRAUSE et al,2014). Estes
dados sugerem a importancia das PFAs na detec¢cdo de processos inflamatorios no
periodo periparto recente.

Durante o periparto, periodo compreendido entre as trés Ultimas semanas de
gestacdo e as trés primeiras semanas de lactacdo, as diversas alteracGes
metabodlicas e hormonais que sdo observadas no organismo da vaca, causam
debilidade no sistema imune e favorecem a ocorréncia de diversas doencas
(CHAMBERLIN et al., 2013). Neste momento, a identificacdo precoce dos animais
doentes é fundamental tanto para o tratamento destes quanto para a intervencao
com medidas preventivas para todo o rebanho. Além disto, o conhecimento de
gendtipos e marcadores moleculares que possam indicar precocemente 0s animais
mais suscetiveis passa a ser uma vantagem na selecdo genética e tomada de
decisdes visando melhorar o perfil imunoldgico e reduzir as doencas no rebanho.

Baseado nestas evidéncias, o0 objetivo deste estudo foi caracterizar a
ocorréncia de polimorfismos na regido promotora do gene da PON1, bem como
avaliar a sua relagcdo com a atividade sérica desta proteina no periparto de vacas

leiteiras da raca Holandés.

Materiais e Métodos

Animais e coletas

Foram utilizadas 28 vacas da raca holandés, criadas em um sistema semi-
extensivo no municipio de Rio Grande, sul do Brasil. O ECC médio das vacas no
periodo foi de 2,6 + 0,3 (escala de 1 a 5). A producdo média de leite dos animais nas
primeiras 4 semanas de lactacao foi de 18,6 £ 1,8 kg. Foram excluidos os animais
que apresentaram qualquer sinal clinico de doengas no inicio do experimento e
durante o periodo de coletas. As vacas eram inspecionadas diariamente durante as
duas ordenhas diarias quanto a presenca de sinais clinicos compativeis com alguma
doenca. Também era realizado teste diagnéstico para mastite clinica em todas as
ordenhas. Os animais eram submetidos a palpacéo retal semanalmente durante o
experimento. Foram feitas coletas de sangue de todas as vacas, através de puncédo
da veia coccigea. As amostras foram divididas em dois frascos, um com

anticoagulante (EDTA 10%), utilizado para as andlises moleculares, e outro sem
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anticoagulante, para as analises bioquimicas. Considerando-se o dia do parto como
o dia 0, todas as vacas foram coletadas nos dias -21, -7, 0, 3, 6, 9 e 23, totalizando 7
coletas. Os frascos sem anticoagulantes foram centrifugados a 1500 rpm
imediatamente apés as coletas, e o soro foi congelado a -20°C até o momento das
andlises. Os dias de coleta -23, -7 e 0 foram agrupados, compondo a meédia da
atividade da PON 1 pré-parto. Ja os dias de coleta 3, 6, 9 e 23 foram distribuidos na
média de atividade da enzima pos-parto. Também foi feita uma média geral
utilizando todas as coletas realizadas.

Atividade sérica da paraoxonase 1

A determinacdo da atividade sérica da paraoxonase foi feita utilizando um
tampdo 20 mM Tris/HCI (pH 8,0), adicionando-se a ele 4mM de fenilacetato para
preparo da solugdo de trabalho. As amostras foram diluidas na proporgéo de 1:3 no
tampado 20mM Tris/HCI. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro, adicionando-se
3,3 ul da amostra diluida e 500 ul da solucdo de trabalho. O comprimento de onda
utilizado foi de 270 nm e um tempo de leitura de 1 minuto. Para célculo do valor da
amostra foi medida a diferenca de absorbéancia no tempo de 60s e 0s, multiplicando-
se este valor pelo fator de correcdo 115 e pelo fator de diluicdo 3. A atividade da
PON1 foi expressa em U/mL (BROWNE et al., 2007).

PCR e sequenciamento de DNA

Foi feita a extracdo do DNA das amostras de sangue total para a realizacdo do
PCR (reacdo em cadeia da polimerase), para o qual se utilizou as sequéncias de
primers  Forward: 3-CGGTAATCCCTGAAGAATGC-5’; e Reverse: 5'-
GCACTTCCTACCCTGCTTTG-3', visando obter um fragmento com 828 pb (NCBI
AC _ 000161.1), que incluia 80 pb do exon e 748 pb correspondentes a regidao 3’ nao
traduzida e promotor. Os iniciadores para a PCR foram construidos no programa
Primer3 Plus (http://www. bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Para
a reacdo de PCR se utilizou as temperaturas de 94°C por 5 min, 40 ciclos de 1min a
94°C, 1min a 57°C e 1min a 72°C, e por fim 10 min a 72°C. Foi realizado uma
eletroforese com gel de agarose a 1,5%, do qual foi recortada a banda de DNA na
posicdo equivalente aos 828 pb. Esta aliquota de gel foi purificada através da
utiizacdo de um kit comercial (Bio Basic Inc., Ontario, Canada). As amostras
purificadas foram enviadas para sequenciamento de DNA, através do método de
Sanger (Helixxa, Sdo Paulo, Brasil). As sequéncias foram alinhadas no programa
BioEdit  (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedithtml) e o0os SNPs foram
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identificados  manualmente. Através do site Gene Promoter  Miner
(gpminer.mbc.nctu.edu.tw), foi realizada uma avaliagdo in silico para a identificacéo
dos provaveis fatores de transcricdo presentes na regido do promotor avaliada.

Anédlise estatistica

A analise estatistica foi feita através do modelo GLM (SAS 9.0, SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA), utilizando os MIXED MODELS para andlise de variancia a fim
de comparar as médias de atividade da PON1 entre os gendétipos. Além disto, foram
realizados testes para verificar o efeito linear ou quadratico da presenca de 0, 1 ou 2

alelos. Foi considerada como diferenca estatistica valores de p<0,05.

Resultados

SNPs e atividade sérica da PON1

Foram encontrados seis SNPs no promotor do gene da PONL1, localizados nas
posi¢cdes -22, -105, -221, -392, -611 e -676, considerando-se como 1 o primeiro
nucleotideo do éxon 1 do gene. A atividade enzimatica da PONL1 foi avaliada entre
os diferentes gendtipos encontrados para cada SNP. Os dados dos genétipos
observados, sua frequéncia e atividade média de PON1 estdo sumarizados na
Tabela 1. Observou-se um efeito significativo dos SNPs -105, -221 e 611 sobre a
média geral da PON1 (p<0,05). Ainda, os SNPs -105 e -221 foram associados
(p<0,05) com a média de atividade da enzima no pré-parto e o SNP -105 também
apresentou diferenca entre 0os seus genotipos para a média da PON1 no pds-parto
(p<0.05). Além disto, os SNPs -221 (p=0,10) e -611 (p=0,07) apresentaram uma
tendéncia em relacdo as meédias de atividade enzimatica pos-parto. O gendétipo
PON1-105(AA) apresentou valores médios de PON1 superiores ao genotipo
heterozigoto, PON1-105(AG), em todos os periodos avaliados (p<0,05), o que pode
ser observado ao longo de todo periodo periparto apesar de ndo haver interacao
entre e gendtipo e o dia pos-parto (Figura 1A). O gendtipo PON1-221(AA), também
esteve correlacionado com maiores niveis de PON1 no pré-parto e na média geral,
em comparacdo com o PON1-221(AG). Este gendtipo também apresentou médias
de atividade da PONL1 superiores ao PON1-221(GG) durante o pré-parto e em todo o
periodo avaliado (Figura 1B; p<0,05). Ja a média geral de PON1 para o PONL1-
611(CC) foi maior do que para o PON1-611(CT) (p<0,05), sendo esta diferenca
mantida ao longo de todo o periodo periparto (Figura 1C; p<0.05). Houve uma
tendéncia de maior atividade de PON1 po6s-parto para o genétipo PON1-611(CC) (p
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= 0,07). Além disto, apenas para o SNP -221 foi encontrado um efeito linear em
relacdo as médias geral (p = 0,03) e pré-parto (0,03) para a presenca de nenhum,
um ou dois alelos A. Porém ndo foi encontrado nenhum efeito quadratico para
nenhum dos polimorfismos avaliados.

Fatores de Transcricao

Na andlise dos fatores de transcricdo que se ligam na regido onde os
polimorfismo foram identificados foi encontrado pelo menos 1 fator de transcricao
gue se liga em cada uma destas regides (Tabela 2). Os fatores hepatocyte nuclear
factor 3 (HNF3), CCAAT-enhancer-binding proteins (C/EBP) e lymphoid enhancer-
binding factor-1 (LEF1), foram identificados como ligantes das regides -105, -221 e -
611, respectivamente, que foram as regides com um efeito positivo sobre a atividade
da PONL1 sérica.

Discussao

No presente estudo, pela primeira vez estdao sendo relatados 6 polimorfismos
na regiao promotora do gene da PON1 nas posi¢bes -22, -105, -221, -392, -611 e -
676. E possivel observar que nem todos os SNPs encontrados apresentaram os trés
genotipos possiveis. Este tipo de distribuicdo genética também foi encontrado em
outros estudos, avaliando diferentes genes (LI et al., 2003). Porém, é possivel que
em populacbes maiores do que a deste estudo estes genotipos recessivos
aparecam, devido a sua baixa porcentagem de distribuicdo. A maior parte do que se
sabe até hoje sobre o comportamento genético da PONL1 foi desvendado através de
estudos em humanos. Nesta espécie, o gene da enzima esta localizado no
cromossomo 7, juntamente com os genes da PON2 e PON3 (LI et al., 2003),
engquanto que nos bovinos esta localizado no cromossomo 4. Para o gene da PONL1,
duas mutacdes na regido codificadora vém sendo amplamente descritas. A primeira
no cédon 192, que leva a substituicdo de uma glutamina por uma arginina, e outra
no codon 55, ocasionando a substituicdo de uma leucina por uma metionina (LI et
al., 2003). J&4 em relacdo as mutacdes na regido do promotor do gene PON1 em
humanos, foram encontrados pelo menos cinco polimorfismos bem definidos, sendo
eles: [C(-107/-108)T, G(-126)C, G(-162)A, G(-832)A e G(-909)C] (ADKINS et al.,
1993; HUMBERT et al., 1993), sendo que as mutacfes C(-107/-108)T e G(-909)C
foram positivamente associadas com a atividade sérica da enzima (MACKNESS et

al., 2013). Em nosso estudo dos 6 polimorfismos identificados na regido promotora,
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3 foram significativamente associados com a atividade sérica da enzima, sendo eles
nas posic¢des -105, -221 e -611. Além disto, o presente trabalho foi desenvolvido em
animais sadios, que mesmo assim apresentaram-se diferentes quanto a atividade da
PON1. Nossos resultados séo similares aos relatados em humanos anteriormente e
indicam que estes novos SNPs podem ser usados como preditores do nivel de
atividade sérica da enzima em bovinos. Apesar da relacdo do polimorfismo C(-107/-
108)T com a atividade sérica da enzima, a relacdo deste polimorfismo com a
incidéncia de doencas cardiacas ainda é controversa (GRUBISA et al., 2013;
MACKNESS et al., 2013). Estes dados sugerem que novos estudos podem elucidar
melhor o papel dos polimorfismos na regido promotora do gene da PON1 sobre a
saude dos bovinos, onde os animais com gendtipo favoravel a atividade enzimatica
podem ser mais resistentes as doencas, levando a investigacdo destes
polimorfismos como marcadores moleculares para estas caracteristicas.

No nosso estudo foram observados niveis menores de PON1 entre os animais
com os genoétipos PON1-105(AG), PON1-221(GG) e PON1-611(CT). A PON1, uma
PFA negativa, reduz os seus niveis circulantes ap6s danos teciduais e quebra de
lipopolissacarideos de membrana (LPS). Vacas com baixos niveis de PON1 no
periparto apresentaram maior ocorréncia de metrite e laminite enquanto que vacas
com maiores niveis de PON1 nesta fase reduziram os riscos de apresentarem
quadros graves de inflamacdo nos primeiros 30 dias em lactacdo (BIONAZ et al.,
2007). Neste mesmo trabalho, os animais doentes ja apresentavam niveis reduzidos
de PON1 desde o pré-parto, o que sugere que, mais do que um marcador
metabdlico precoce, a menor atividade desta enzima pode contribuir no
desencadeamento de distlrbios patologicos. Avaliacdes feitas no periparto de vacas
leiteiras demonstram que 0s animais que apresentaram maior ocorréncia de
infeccbes uterinas no pos-parto recente possuiam uma reducdo mais drastica nos
niveis de PON1 desde o pré-parto (SCHNEIDER et al., 2013). Além disto, outro
estudo de nosso grupo encontrou uma menor porcentagem de células
polimorfonucleadas no Utero de vacas que ovularam mais precocemente no periodo
pos-parto, fato que foi associado a uma tendéncia de menores niveis de PON1 no
periparto destes animais (KRAUSE et al,2014).

A PONL1 caracteriza-se por ser uma enzima multifuncional, com propriedades
antinflamatérias, antioxidantes, aterogénicas e antidiabéticas. Ela possui diversas

atividades enzimaticas como lactonase, arilesterase e fosfotriesterase, estando
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associada com a HDL na circulacdo. Esta associacdo ndo s6 otimiza a atividade
catalitica da enzima, mas também favorece a sua estabilidade e atua como protegéo
contra sua inativacdo. Porém, a composicao molecular pode estar alterada durante a
evolucdo de diversas doencas, o que pode afetar a prote¢cdo que esta lipoproteina
presta a PONL1. Moléculas de fosfolipideos oxidadas podem conjugar-se com a HDL,
0 que reduz a atividade da PONL1 sérica (KAR et al., 2013). Isto pode inibir a acdo da
PON1 durante os processos inflamatérios e oxidativos, potencializados em
individuos com niveis baixos da enzima, o que é mais provavel entre os individuos
portadores dos polimorfismos PON1-105(AG), PON1-221(GG) e PON1-611(CT) no
nosso estudo. Portanto, mais estudos associando a presenca destes polimorfismos a
ocorréncia de doencas no periparto sdo necessarios para validar estas mutacoes
como ferramentas de sele¢ao para bovinos leiteiros.

O processo inflamatério, iniciado através de uma agressdo tecidual
localizada, pode evoluir até uma resposta sisttmica mediada por citocinas como
TNF-a, IL-1 e IL-6. A partir dai algumas proteinas de fase aguda (PFA) irdo
apresentar atividade aumentada enquanto outras terdo sua sintese e atuacao
reduzidas. Devido a estes eventos ocorrerem antes mesmo da resposta especifica
ao agente causador ou ao inicio dos sinais clinicos, as PFAs, incluindo a PONL1, séao
consideradas marcadores metabdlicos, auxiliando na detec¢do antecipada de
processos patologicos e doengas subclinicas, de dificil diagnostico. Avaliando o DNA
humano, alelos como a timina (T) na posi¢céo -107, guanina (G) na posi¢cao -824 e G
na posicao -907 estédo correlacionados com uma maior concentracao e atividade da
PON e, ainda o0 -107T parece apresentar dominancia na expressdo do gene PON1
(LEVIEV et al., 2001). Porém, a regulacdo da expressdo do gene PON1 é
dependente de alguns fatores ambientais, onde apenas o cédigo genético ndo é
capaz de determinar a atividade da proteina. Por outro lado, individuos
genotipicamente ineficientes em expressar a PON1, como podemos inferir para os
gendtipos PON1-105(AG), PON1-221(GG) e PON1-611(CT), ndo conseguirdo elevar
seus niveis de proteina até valores considerados 6timos em situacdes de desafio
metabdlico/inflamatoério. Esta informacdo pode auxiliar na selecdo de animais
imunologicamente mais eficientes e com menores chances de desenvolverem
doencas no periparto.

Através da andlise in silico foram identificados os provaveis fatores de

transcricdo que se ligam nos locais dos SNPs identificados na regido promotora do
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gene da PONL1. Os fatores HNF3, C/EBP e LEF1, foram identificados como ligantes
nas regides -105, -221 e -611, respectivamente, que foram as regides
significativamente associadas com o nivel de atividade da enzima PON1 sérica
neste estudo. O HNF3, que foi associado ao polimorfismo na regido -105, € um dos
mais abundantes fatores de transcricdo hepaticos (LAl & DARNELL, 1991), sendo
também encontrado na regido do promotor da albumina (HERBST et al., 1991), que
segundo outros estudos correlaciona bem com o nivel de atividade da PON1 em
situacdo de inflamacéo (BIONAZ et al., 2007; SCHNEIDER et al., 2013; KRAUSE et
al, 2014). Ja o fator C/EBP, que foi ligado a regido -221, é outro importante e
abundante fator de transcricdo hepatico (WEDEL & ZIEGLER-HEITBROCK, 1995).
O C/EBP responde ao estimulo das interleucinas e € um importante mediador da
resposta de fase aguda, estando presente na regido promotora de VAarios genes,
incluindo albumina, haptoglobina, proteina C-reativa, entre outros (WEDEL &
ZIEGLER-HEITBROCK, 1995). Isto é bastante interessante, pois deste ponto de
vista € possivel que a menor atividade da PON1 no soro de vacas com SNP na
regido -221 pode estar associada a um menor estimulo das interleucinas sobre a
expressdo do gene da PONL1 e, portanto merece estudos mais detalhados a este
respeito. Por fim, o fator LEF1, relacionado ao polimorfismo na posicao -611, ja teve
sua presenca demonstrada no tecido hepatico anteriormente (HUANG et al., 2012),
sendo que estd relacionado ao controle da expressdo de imunoglobulinas,
metaloproteinases e interleucinas (SCHMITT-GRAEFF et al, 2005) e portanto
também relacionada a resposta imune e inflamatoria. Desta maneira fica claro que
além dos SNPs encontrados se relacionarem com a atividade sérica da PONL1, e,
portanto, possivelmente, estarem relacionados ao nivel de transcricdo do gene,
estes foram ligados a fatores de transcricdo presentes no tecido hepatico, que além
de responderem a citocinas inflamatdrias, tem relacdo com a expressao de proteinas

comumente observadas na resposta de fase aguda.

Concluséao
Foram identificados seis novos SNPs na regido do promotor do gene da

PON1 em vacas leiteiras da raca holandés, sendo que os polimorfismos nas
posicles -105, -221 e -611 estdo associados com a atividade da enzima no sangue.
Para estes polimorfismos, respectivamente, os genétipos PON1-105(AA), PONL1-
221(AA) e PON1-611(CC) apresentaram os maiores niveis de PON1 durante o
periodo avaliado. Isto sugere que individuos com esta caracterizacdo genética
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podem vir a ser selecionados com o intuito de aumentar a atividade da PON1 no
periparto de vacas leiteiras. Porém, sdo necessarios novos estudos avaliando a
relacdo destes polimorfismos encontrados aqui com a incidéncia de doencas em

bovinos.
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Tabela 1. Efeito de polimorfismos encontrados na regido do promotor do gene da PONL1 sobre a atividade sérica de PON1 (U/mL) no

periodo periparto de acordo com os genétipos identificados.

Genotipos
CcC CG p Efeito Linear Fatores de transcricaol
PONL1 -22 85,7% (24/28) 14,3% (4/28) NF1
Geral 91,6 (¢4,0) 79,6 (+9,6) 0,2814
Pré-parto 81,9 (+4,7) 69,2 (+11,3) 0,3064
P6s-parto 98,1 (+5,8) 85,1 (£13,5) 0,3856
AA AG
PONL1 -105 82,1% (5/28) 17,9% (23/28) HNF3
Geral 94,9% (£3,5) 67,2° (27,3) 0,0025
Pré-parto 84,7% (x4,4) 59,6° (29,3) 0,0222
Pés-parto 101,6% (+5,4) 72,9° (¥11,1) 0,0291
AA AG GG
PON1 -221 71,4% (20/28) 25% (7/28) 3,6% (1/28) C/EBP
Geral 96,0% (£3,9) 77,8° (26,4) 55,0° (16,9) 0,0132 0,0261
Pré-parto 85,4% ( +4,8) 71,5° (27,9) 37,0° (x20,8) 0,0491 0,0327
P6s-parto 103,4 (+6,0) 81,1 (+9,6) 68,5 (+25,4) 0,0994 0,1939
AA AC CcC
PONL1 -392 25% (7/28) 39,3% (11/28) 35,7% (10/28) ELF1
Geral 84,6 (7,5) 90,4 (+6,0) 93,1 (6,6) 0,6964 0,405 PU1
Pré-parto 75,9 (£8,3) 79,6 (£22,0) 81,1 (£7,2) 0,6201
Pdés-parto 91,2 (+10,5) 100,0 (+8,8) 95,5 (+9,3) 0,8106 0,7587
CC CT
PON1 -611 92,6% (25/27) 7,4% (2/27) LEF1+W46
Geral 92,0% (£3,6) 61,8° (x12,7) 0,0308
Pré-parto 81,6 (+4,5) 60,7 (£15,8) 0,2165
Pos-parto 98,9 (5,2) 62,5 (+18,1) 0,0658
AA AT
PONL1 -676 85,2% (23/27) 14,8% (4/27) TATA
Geral 89,3 (3,9) 88,5 (+9,6) 0,2641
Pré-parto 81,9 (¥4,7) 69,2 (x11,3) 0,3064
Pos-parto 98,1 (+5,8) 85,1 (¥13,5) 0,3856

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05).

! Fatores de transcricdo que se ligam no local de cada SNP encontrado.
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Figura 1. Atividade sérica da PON1 (U/ml) (médias = EP) no periparto de vacas
leiteiras, entre os dias -21 pré-parto e 23 pos-parto para 0s genotipos encontrados
nos SNPs -105 (a), -221 (b) e -611 (a).
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Tabela 2. Sequéncia de nucleotideos presentes no local de ligacdo dos fatores de
transcricdo, distribuidos entre os SNPs encontrados em vacas leiteiras.

Sequéncia de nucleotideos
para ligacao do fator de

SNP Fatores de transcricao transcricao

PON1 -22(C/G)  NF1 TCTT'GGCTGACATTGAG
PON1 -105(A/G) HNF3 ATCCGTGTTTACGTTATG
PON1 -221(A/G) CI/EBP TGATAAGGCAAC

ELF1 TCTTCCTCTTCT
PONL1 -392 (A/C) PUL cTTCCTCT
PON1-611(C/T) LEF1+W46 CTTTGA

TATA TGCCTTAATTTATAG
PON1 -676(A/T

(AT) Repeticdo GCATACTGA GCATACTGA

1 Os nucleotideos em negrito indicam o local de ocorréncia do SNP.



4 CONCLUSAO GERAL

Foram identificados seis novos SNPs na regido do promotor do gene da
PON1 em vacas leiteiras da raca holandés, sendo que os polimorfismos nas
posicoes -105, -221 e -611 estdo associados com a atividade da enzima no sangue.
Para estes polimorfismos, respectivamente, os genétipos PON1-105(AA), PON1-
221(AA) e PON1-611(CC) apresentaram os maiores niveis de PON1 durante o
periodo avaliado. Isto sugere que individuos com esta caracterizacdo genética
podem vir a ser selecionados com o intuito de aumentar a atividade da PON1 no
periparto de vacas leiteiras. Porém, sdo necessarios novos estudos avaliando a
relacdo destes polimorfismos encontrados aqui com a incidéncia de doencas em
bovinos.
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