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RESUMO

O gene PONL1 localizado no cromossomo 7 em humanos codifica uma enzima, a
paraoxonase (PON1) e faz parte de uma familia multigénica que inclui também os genes PON2
e PON3. A PONL1 hidrolisa varios organofosforados (OPs), incluindo agentes nervosos como o
sarin e soman; e inseticidas como paration. A maioria das pesquisas atuais se esforcaram para
determinar o papel fisiolégico da PON1 e dos outros membros da familia e a maioria tém-se
focado em arterioesclerose e doencas cardiovasculares. Atividade baixa de PONL1 foi descrita
como sendo relacionada a sua suspeita em implicagdes em doencas neurodegenerativas, como
as doencas de Parkinson e de Alzheimer. Os trés genes demonstram ter a habilidade de
prevenir modificacdo oxidativa mediada por célula no LDL, mas o exato substrato e mecanismo
dessa atividade protetora ainda restam para serem elucidados. O presente projeto teve como
objetivo estudar a evolucdo dos genes PON1, PON2 e PON3, visando fornecer informacoes
que colaborem para entender sua origem, estrutura e fungdes. As analises mostraram que a
composicdo nucleotidica dos genes em trés espécies de primatas (Homo sapiens, Pan
troglodytes, Macaca mulatta) e em roedores (Mus musculus) € muito semelhante. Os éxons
estdo conservados nas quatro espécies e os introns estdo conservados em primatas. O gene
PON2 parece sofrer maior pressdo de selecdo que os genes PON1 e PON3. Na comparacdo
dos introns entre primatas e roedores, existem regides conservadas, nas quais foi verificada a
presenca de muitos sitios de ligagcdo de proteinas regulatérias. Na construcdo da &rvore

filogenética, verificou-se maior semelhanca entre os genes PON2 e PON3.



1. INTRODUCAO

1.1 A evolugédo molecular

A evolugdo molecular compreende o estudo evolutivo das macromoléculas,
caracterizando as mudancas no material genético e dos seus produtos durante o tempo
evolutivo, bem como as taxas e padrbes dessas mudancas. Um segundo aspecto da
evolucdo molecular se refere a construir flogenias moleculares de organismos e de
macromoléculas, cuja historia evolutiva € inferida a partir de dados moleculares
(GRAUR e LI, 2000).

O estudo comparativo dos genes PON1, PON2 e PON3 também podera
encontrar regides importantes dos genes, além de identificar outros genes

evolutivamente relacionados, o que pode sugerir novas funcoes.

1.2. A familia PON
O gene PON1 é o membro mais bem estudado da familia de enzimas

conhecidas como paraoxonases, ou PONs (NGUYEN, SOK, 2003). PON é uma familia
multi-gene que inclui PON1, PON2 e PON3 agrupados na mesma familia devido a
similaridades genéticas, compartilhando em mamiferos entre 60 a 70% dos
aminoacidos, fisicamente ligados no cromossomo 7 na regido 7¢21.3-22.1 em
humanos. (HOFER et al.,, 2006). Essa diversidade de genes PONs é devida
provavelmente as duplicacbes génicas ao longo da evolucdo dos organismos. Um dos
maiores objetivos das pesquisas atuais sobre paraoxonases € identificar os seus
substratos naturais e elucidar os mecanismos de suas atividades cataliticas
(DRAGANOV, 2004).

Augustinsson (1968) prop0s que as arilesterases advem de um mesmo ramo das
carboxilesterases, que se diferenciam por ter cisteina ao invés de serina, como
componente principal dos seus centros ativos. Embora essa hipétese ndo tenha sido
confrontada por anos, a extensiva clonagem e sequenciamento das enzimas hidroliticas

tornou evidente que ndo h& nenhuma similaridade estrutural nas sequéncias de



aminoacidos dos PONs com as sequéncias encontradas nas colinesterases e
carboxilesterases dos mamiferos, ou com organofosfatases bacterianas. Foi concluido
qgue ndo ha relacdo das PONs com essas esterases e portanto outros ancestrais
comuns da familia PON ainda precisam ser descobertos (LA DU et. al. 1999).

Kobayashi et. al. (1999) clonaram um gene de uma hidrolase de lactona do fungo
Fusarium oxysporum, que demonstra apresentar uma homologia estrutural com a
PONL1. Além do mais, as duas enzimas compartilham um grande nimero de substratos,
como o dihydrocoumarin e lactona homogentisica &cida. Interessantemente, a
lactonase do fungo nao hidrolisa o paraoxon.

Uma arvore filogenética dos genes PONs em vertebrados esta representada na
figura 1. Tendo como base a homologia estrutural e predicdo da distancia evolutiva
entre eles, aparentemente o PON2 € o membro mais velho da familia, em sequéncia
adveio o PON3 e, mais recentemente, apareceu 0 PON1 (DRAGANOQV et.al. 2004).

PON2 MOUSE
PON2 HUMAN

PONZ DOG

POMN2 RABRIT

PON1 BAT

i PON1 MOUSE
PON CHICKEN
PON TURKEY

PON1 RABBIT

POIN1 HUMAN
PON FROG

POTN3 RAEEIT

PON FISH

PON3 MOUSE
PON3I HUMAN

L F.oxysporum

Figura 1. Arvore filogenética das paraoxonases em vertebrados. A hidrolase da lactona
do fungo (LH) foi usada como grupo externo.



A paraoxonase (PON1) € encontrada em mamiferos (incluindo o homem), em
outros vertebrados como também em invertebrados (incluindo espécies tipo, como o
Caernorhabditis elegans) (NGUYEN, SOK, 2003). Outras sequéncias parecidas com
PON podem ser encontradas em bactérias, plantas, e na mosca Drosophila
melanogaster. Foram identificadas sequiéncias parecidas ao PON no peixe paulistinha
(Danio regio), no sapo (Xenopus laevis), no frango (Galus gallus), no peru (Meleagris
gallopavo) e em um grande numero de mamiferos (PRIMO-PARMO et. al. 1996;
DRAGANOV et. al. 2004).

A paraoxonase humana presente no soro (PON1l, EC 3.1.8.1) é uma
glicoproteina dependente de calcio com atividade hidrolitica. O nome se deriva da sua
habilidade de hidrolisar o paraoxon em p-nitrofenol e dietilfosfato. O paraoxon € um
potente inibidor da acetilcolinesterase, que é metabolicamente gerado, in vivo, pelo
inseticida parathion (um organofosforado) na oxidacdo mitocondrial, envolvendo a
cascata do citocromo-P450 (YEUNG et al., 2004).

O gene PONL1 é composto por 9 éxons e 8 introns, codifica uma proteina acida
composta de 355 aminoacidos. (YEUNG et al., 2004) Em uma resolucédo de 2,2 A.
PONL1 se apresenta como sendo uma hélice de 6 pa4s com um sitio ativo Unico que esta
envolvido também na juncdo com o HDL. A estrutura tridimensional, juntamente com
estudos dirigidos de evolugédo, permitirA uma descricdo detalhada do sitio ativo de
PON1 como também do mecanismo catalitico, podendo elucidar o porque dos membros
da familia de PONL1 divergiram tanto no quesito substratos e seletividade de reacgdes
(BARGOTA et al., 2003).

A proteina madura retém a sequéncia hidrofobica lider, na qual somente a
metionina inicial € clivada (HASSETT et. al., 1991). O peptideo sinal N-terminal retido &
um requerimento estrutural para a associacdo de PON1 com o HDL (SORENSON et.
al., 1999).

Aproximadamente 200 polimorfismos do gene PON1 de nucleotideos Unicos
(SNPs) ja foram registrados (CELLINI et al., 2006). Dentre essas mutagfes, duas sao
as mais bem estudadas, as variantes dos aminoacidos 55 e 192 do gene PON1, com 0s
alelos PON1*55L e PON1*55M; PON1*192Q e PON1*192R, respectivamente. Estudos



demonstraram que o alelo PON1*192R desempenha uma importante fungdo no
envelhecimento celular bem sucedido (MARCHEGIANI et al., 2006).

Embora ainda ndo se saiba o seu substrato natural, € sabido que as PONs séo
como coringas, atuando em grande variedade de substratos, incluindo uma variedade
de lactonas aromaticas e alifaticas, além de carbonatos ciclicos que séo hidrolisados
pela PON1 (BILLECKE et. al. 2000; JAKUBOWSKI, 2000; YEUNG et al., 2004). Dentre
0s substratos de ésteres aromaticos estdo o fenilacetato, o triofenilacetato e o 2-
naftilacetato (LA DU, 1992). PON1 também catalisa a reacao inversa, a lactonizacédo de
acidos hidrocarboxilicos (TEIBER et. al., 2003).

As PONs tem uma grande capacidade de hidrolisar uma variedade de
compostos, os ésteres de estrogénio foram incluidos no grupo, o que anteriormente ndo
era sabido, como sendo um potencial substrato para as enzimas. E de conhecimento
gue os diesteres sdo mais eficazmente hidrolisados, pela PON3. Esses e outros
resultados dao pistas a respeito da estrutura dos sitios ativos e sugerem que 0S
compostos naturais com grupos ésteres aromaticos podem ser substratos para as
PONSs (TEIBER et. al., 2007).

A maioria dos outros substratos ndo tem significancia fisiolégica, sendo a grande
maioria de origem sintética, tais como fenilacetato e dihidrocoumarin. A PON1 hidrolisa
varios organofosforados (OPs), incluindo agentes nervosos como 0O sarin, soman e
inseticidas como parathion anteriormente citado, diazinon e chlorpyriphos (LA DU,
1992). Os interesses iniciais no estudo da PON1 foram, portanto, toxicolégicos (HAREL
et.al. 2004).

A presenca da enzima PON1 no sangue, figado e alguns outros tecidos deveria
prover alguma protecdo contra exposicdo crbnica perante baixos niveis de
organofosforados; da vantagem de que a enzima age cataliticamente, ao invés de
estequiometricamente como as carboxilesterases e colinesterases fazem. Todavia,
PON1 demonstra baixa eficiéncia com muitos organofosforados, entdo a hidrélise
enzimatica protege contra exposi¢cdes agudas até certo limite (DRAGANOV, 2004).

A atividade de lactonase da PON1 estd sendo usada no desenvolvimento de
drogas glicocorticoides de acgéo local, que sofreriam uma rapida hidrélise e inativacao

ao chegar na circulacéo, se néo fosse pela acdo da PON1 (BIGGADIKE et. al. 2000). A



PON3 por sua vez pode também hidrolisar uma grande gama de drogas atualmente
usadas como estatinas na forma de lactonas (lovastatin e simvastatin) e spirolactonas
diuréticas (DRAGANOQV, 2004).

Estudos in vitro demonstraram que PON1 inibe a oxidagéo de lipidios de baixa
densidade (LDL, colesterol ruim), assim reduzindo o nivel de lipidios oxidados,
moléculas essas envolvidas na iniciagdo e progressdo de doencas cardiovasculares
como a arteriosclerose (HAREL et al., 2004).

A patofisiologia de doengas como arteriosclerose tem como causa a formagéo de
espécies reativas a oxigénio (ROS) que incluem: ions de oxigénio, radicais livres e tanto
peroxidos organicos como inorganicos. Foi demonstrado que a producdo de ROS
acontece em todas as camadas vasculares. Um aumento de ROS pode provocar dano
celular diretamente e promove oxidacdo de lipoproteina de densidade baixa (LDL)
(HORKE et. al., 2007).

Acumulo de LDL em espacos endoteliais faz com que seja absorvido por
macrofagos. E 0 acimulo exacerbado pode provocar estresse e conseqliente apoptose
dos macrofagos. Assim, reduzindo a formacédo de ROS pode se reduzir a aterogénese.
Foi descoberto que a PON2 reduz significativamente a formacdo de ROS vascular,
apresentando-se como um potencial anti-aterogénico endégeno (HORKE et. al., 2007),
demonstrando conseqiientemente a importancia da presenca das PONSs.

A oxidacdo de lipoproteinas € uma causa potencial também para o
desenvolvimento de doencas microvasculares em diabetes (MARCHEGIANI et al.,
2006). Atividade baixa de PONL1 foi descrita como sendo relacionada a sua suspeita em
implicacbes em doencas neurodegenerativas, como é o0 caso das doencas de
Parkinson e de Alzheimer (HOFER et al., 2006). Ela pode estar envolvida nessas
patogéneses, pois o0 processo de dano oxidativo é um fator de risco para o
aparecimento de tais doencas.

A maioria das pesquisas atuais se esforcou para determinar o papel fisiologico
da PON1 e dos outros membros da familia e a maioria tem-se focado em
arterioesclerose e doencas cardiovasculares. Todavia, é l6gico estender 0 mecanismo
protetor proposto para PON1 contra danos vasculares pela oxidacao, a outros 6rgéos e

tecidos. Baixos niveis de atividade do PON1 foram encontrados em diabete melito (em



ambos os tipos, tipo 1 e o tipo 2) e doencas renais (revisadas em MACKNESS et. al.
2002). Na maioria dos trabalhos os niveis mais baixos de PON1 foram encontrados em
pacientes com complicacdes vasculares. Em pacientes com diabete do tipo I, baixos
niveis de atividade de PON1 foram encontrados, independentemente dos polimorfismos
55 e 192 do gene PON1 (BOEMI et. al. 2001; MACKNESS et. al. 2002). Complicacdes
diabéticas em populagBes japonesas, como a retinopatia (KAO et. al. 1998) ou oclusao
da veia central dos rins (MURATA et. al. 1998), podem ser associadas com as
aloenzimas PON155L e PON1192R, respectivamente. Uma maior frequéncia do alelo
PON1192R foi reportada em pacientes com diabete do tipo Il com doencas
macrovasculares (HU et. al. 2003), doencas cerebrovasculares (KOCH et. al. 2001), e
doencas da artéria coronaria (OSEI-HYIAMAN et. al. 2001).

PONZ2 e PON3 foram muito menos estudadas. Similar a PON1, PON3 & expressa
geralmente no figado e em niveis menores nos rins (REDDY et. al. 2001). O mRNA e a
proteina PON3 foram identificados em roedores, mas ndo em macrofagos humanos
(ROSENBLAT et. al. 2003). PON3 de coelhos e ratos foi purificada de microssomos do
figado (OZOLS, 1999; RODRIGO et. al. 2003). PON3 de coelho e de humanos e séo
encontradas no soro associados com HDL, mas duas ordens de magnitude menos
abundantes que PON1 (DRAGANOV et. al. 2004; REDDY et. al. 2001). PON3
apresenta atividade de arilesterase e paraoxonase baixas, mas compartilha muitos
substratos de lactoses com PON1 (DRAGANOV et. al. 2000). A hidrdlise de lactonas
como lovastatina, sivastatina e spironolactona tém como o0 responsavel o soro
purificado de PON1 (BILLECKE et. al. 2000) era devido ao hPONS3, presente em
pequenas quantidades na preparacdao do PON1 (DRAGANOQV et. al. 2004). PON2 nao
é detectavel no plasma, mas é amplamente expressa em um grande numero de tecidos,
incluindo o cérebro, figado, rins, testiculos, e pode ter véarias formas de mRNA
(MOCHIZUKI et. Al. 1998; NG et. al. 2001). Dihydrocoumarin é o Unico substrato
conhecido para o0 PON2 (ROSENBLAT et. al. 2003). Como PON1, ambos, PON2 e
PON3 demonstram ter a habilidade de prevenir modificacdo oxidativa mediada por
célula no LDL (NG et. al. 2001; REDDY et. al. 2001), mas o substrato natural e o

mecanismo dessa atividade protetora ainda restam para serem elucidados.



1.3. Principios da comparacao de sequéncias

1.3.1. Alinhamento de seqiiéncias
Qualquer par de sequéncias de nucleotideos ou de aminoacidos mostra algum

grau de similaridade. O alinhamento de sequéncias é o primeiro passo para quantificar
isso, buscando distinguir entre a similaridade casual e rela¢des bioldgicas reais.
Alinhamentos mostram diferencas entre seqiéncias como substituicbes (mutacdes),
insercbes e delecdes (indels), e podem ser interpretados em termos evolutivos
(COLLARES, 2005).

1.3.2. Similaridade e homologia
Similaridade pode existir entre quaisquer sequéncias de DNA ou proteinas.

Homologia deve ser uma concluséo feita pela observacdo do alinhamento e grau de
similaridade entre seqiiéncias, ndo esquecendo que essa inferéncia € feita tendo em
vista o produto génico em sua estrutura final e sua funcionalidade (COLLARES, 2005).

Duas ou mais sequéncias sdo homoélogas somente se elas sdo derivadas de um
ancestral comum. Proteinas homodlogas geralmente apresentam fun¢des bioldgicas
similares (ortélogas), mas o mecanismo de duplicacdo génica permite também que
sequéncias homoélogas estejam relacionadas com funcgbes diferentes (paralogas). Por
exemplo, quando dois genes homaologos em espécies diferentes tém a mesma funcéo,
dizemos que eles sdo ortdlogos. E o caso, por exemplo, dos genes ribossomais.
Quando dois genes na mesma espécie ou em espécies diferentes compartilham de alto
grau de similaridade, mas tém func¢bes diferentes, dizemos que eles sdo paralogos.
Com estudos recentes de gendmica comparativa, tem sido verificado mais claramente
gue alguns genes ndo tem a mesma historia do genoma em que estdo inseridos, ou
seja, sdo produtos da transferéncia horizontal entre espécies. Nesse caso, 0S genes
sdo chamados xeno6logos (COLLARES, 2005).



1.4. Regulacédo Génica
Os eucariontes tipicamente tém dezenas de milhares de genes, alguns cientistas

sugerem cerca de 30.000, uma ou duas ordens de magnitude a mais do que a média
dos procariontes. Além disso, os padrdes de expressdo de genes eucarioticos podem
ser extraordinariamente complexos. Isto é, pode haver uma grande variacdo em quando
um gene € transcrito ou ndo e como muitos transcritos precisam ser feitos. Por
exemplo, um gene pode ser transcrito apenas durante o inicio do desenvolvimento e
outro apenas na presenca de uma infecgéo viral (GRIFFITHS, 2006).

A grande maioria dos genes em uma célula eucaridtica estd desligada em
qualquer momento. A chave para gerar tantos padrées € dupla. Primeira, quando ligado
ao proprio promotor, o grande complexo RNA polimerase Il pode catalisar a transcricdo
apenas em um nivel muito baixo (basal). Por esse motivo, o0 complexo RNA polimerase
Il é também chamado de aparelho basal de transcricdo. Em contraste, a transcricao
ativada, em taxas mais altas, requer a ligacdo de proteinas regulatorias chamadas de
fatores de transcrigdo, ou ativadores, dos elementos de a¢do cis do DNA ao redor do
gene. O segundo componente importante para gerar muitos padrdes diversos de
expressao génica é a modularidade e a cooperatividade: padrdes complexos requerem
muitos sitios de ligacao para diferentes proteinas regulatérias que interajam umas com
as outras e com o aparelho basal de transcricdo. Este componente da diversidade de
expressao génica é chamado de interacdo combinatéria porque diferentes combinacdes
de fatores de transcricdo podem apresentar interagdes Unicas que resultam em padrdes
distintos de expressao génica. Para acomodar todos estes sitios de ligacdo para todos
esses fatores de transcricdo, as regioes regulatérias de muitos genes eucarioticos em
geral sdo maiores que o proprio gene (GRIFFITHS, 2006).

1.4.1. Fatores de transcri¢éo
Os fatores de transcricdo, estando ligados aos acentuadores ou elementos

proximais do promotor, precisam desempenhar pelo menos duas fungdes, a primeira €
a ligacdo ao DNA e a segunda é a ativacdo ou repressdo da transcricdo. Por este
motivo, eles sdo geralmente compostos de pelo menos dois dominios, um que se liga

ao DNA, sendo extremamente conservado, de leveduras e plantas até o homem, e o



outro que influencia a transcrigdo ligando-se a outra proteina regulatoria. Por exemplo,
um fator de transcricdo pode ter o dominio de ligacdo ao DNA em sua extremidade
amino e o dominio de ativagdo a sua extremidade carboxila. A maioria dos dominios de
ligacdo ao DNA séo de carga positiva, de modo que sao atraidos para o arcabouco de
fosfato do DNA de carga negativa. Quando se aproximam do DNA, as pontes de
hidrogénio entre as bases e 0s aminoacidos ajustam a interacdo. Os dominios de

ligacdo, em geral, se ajustam ao sulco maior da dupla hélice (GRIFFITHS, 2006).



10

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar, em termos de evolugcdo molecular, os genes PON1, PON2 e PON3,

visando detectar as regides de importancia funcional.

2.2 Objetivos especificos

Obter as sequéncias gendmicas e de cDNA dos genes PON1, PON2 e PON3
nas espécies Homo sapiens, Pan troglodytes, Macaca mulatta e Mus musculus.

Alinhar as sequéncias e definir éxons e introns.

Caracterizar 0os genes em termos de composi¢ao nucleotidica e uso de cédons.

Comparar a pressdo seletiva nos trés genes através das taxas de mutacdes
sinbnimas e ndo sindbnimas.

Construir uma arvore filogenética dos genes.

Pesquisar regides de importancia funcional.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. MATERIAL

As sequéncias nucleotidicas utilizadas nesse projeto foram obtidas do Genbank

e estao listadas na tabela 1.

Tabela 1. Cddigos das sequéncias de DNA gendmico e de cDNA dos genes PONL1,
PON2 e PONS3.

PON1 PON2 PON3
Cromossomo 7 7 7
Homo sapiens | Gendmico NT_079595 NT_007933 NT 007933.14
cDNA NM 000446 NM 000305 AF329433
Cromossomo 7 7 7
Pan Gendmico AC145888 NW 001238075 | NW 001238075.1
troglodytes cDNA XM 001169674 XM 519213 XM 001169610
Cromossomo 3 3 3
Macaca Genbmico CM000289 NW 001114279 | NW 001114279.1
mulatta cDNA XM 001095992 CN641534 C0648867
Cromossomo 6 6 6
Mus musculus | Gendmico NT 039340 NT 039340 NT 039340.7
cDNA BC012706 NM 183308 BC099416

3.2. METODOS

Para todos os alinhamentos e revisbes foi usado o programa ClustalW
encontrado dentro do programa BioEdit (HALL, 1999) e também no programa MEGA
(KUMAR, TAMURA, NEI, 2004). Os parametros usados para o alinhamento foram:
penalidade para abertura de lacuna igual a 18 e penalidade para extensédo de lacuna
igual a 0,3.

Com o programa BioEdit (versdo 7.0.5.3) foram feitas as analises de composi¢éo
nucleotidica e a construgdo da arvore filogenética através do programa DNApars, que
usa o método de méaxima parciménia (FELSENSTEIN, 1982).
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Com o programa DNASP (versdo 4.10.7) (ROZAS et. al. 2003) foram feitas as
analises de sitios polimérficos, anélise dos polimorfismos; substituicdes sinbnimas e
nao sinbnimas e viés na utilizacdo dos cdédons sindnimos.

Através do programa Mulan foi analisada a existéncia de sitios de ligagdo para

fatores de transcricdo em cada intron separadamente, dos trés genes.
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4. RESUTADOS

Foi feito o alinhamento entre as sequéncias gendmicas e de cDNA de cada um
dos téxons, para determinacdo dos éxons e introns. Fez-se o alinhamento entre as
sequéncias gendmicas dos quatro tdxons. Com a separacdo dos nove éxons e o0ito
introns, foi feito o alinhamento dos introns todos juntos, sem 0s éxons, nos quatro
taxons e como arquivo base para as andlises futuras o alinhamento de todos os éxons,
juntos sem os introns dos quatro taxons.

A andlise da composicdo dos nucleotideos dos quatro taxons mostrou que 0s
nucleotideos estdo igualmente distribuidos dentro de cada um dos genes: PONL1
(P>0,99), PON2 (P>0,70) e PON3 (P>0,95), conforme pode ser visto na tabela 2, 3 e 4.
Na comparacdo da composi¢cado nucleotidica entre os trés genes para cada um dos
taxons, também estéo igualmente distribuidos (H. sapiens: P > 0,95; P. troglodytes: P >
0,95; M. mulatta: P > 0,95 e M. musculus: P > 0,80).

Tabela 2. Composicéo nucleotidica dos e€xons do gene PONL1 dos quatro taxons.

Nucleotideos

Taxons
Homo sapiens
Pan troglodytes
Macaca mulatta

Mus musculus

Adenina
308 (29,11%)
309 (29,21%)
306 (28,92%)

303 (28,64%)

Timina
301 (28,45%)
301 (28,45%)
300 (28,36%)

292 (27,60%)

Citosina
216 (20,42%)
216 (20,42%)
219 (20,70%)

227 (21,46%)

Guanina
233 (22,02%)
232 (21,93%)
233 (22,02%)

236 (22,31%)

P>099eG.L=9



14

Tabela 3. Composicdo nucleotidica dos éxons do gene PON2 dos quatro taxons.

Nucleotideos

Taxons
Homo sapiens

Pan troglodytes

Macaca mulatta

Mus musculus

Adenina
306 (28,81%)
306 (28,81%)
304 (28,62%)

285 (26,84%)

Timina
300 (28,25%)
300 (28,25%)
300 (28,25%)

277 (26,08%)

Citosina
234 (22,03%)
234 (22,03%)
235 (22,13%)

246 (23,16%)

Guanina
222 (20,90%)
222 (20,90%)
223 (21,00%)

254 (23,92%)

P>0,70e G.L.=9

Tabela 4. Composicdo nucleotidica dos exdéns do gene PON3 dos quatro taxons.

Nucleotideos

Taxons
Homo sapiens

Pan troglodytes

Macaca mulatta

Mus musculus

Adenina
302 (28,44%)
302 (28,44%)
303 (28,53%)

302 (28,44%)

Timina
288 (27,12%)
288 (27,12%)
286 (26,93%)

267 (25,14%)

Citosina
223 (21,00%)
223 (21,00%)
225 (21,19%)

247 (23,26%)

Guanina
249 (23,45%)
249 (23,45%)
248 (23,35%)

246 (23,16%)

P>0,95eG.L.=9

Também foram comparadas as propor¢gdes do conteudo de G+C e A+T nos
éxons dos trés genes dos quatro taxons. Dentro de cada um dos quatro taxons a
propor¢cdo de A+T é maior que a de G+C (P<0,001), exceto para a espécie Mus
musculus no gene PON2 que mostrou equilibrio entre A+T e G+C (P>0,05). No entanto,
entre os taxons ndo houve diferenca significativa das propor¢des de G+C e A+T (PONL1:
P>0,95; PON2: P > 0,20; PON3: P > 0,80), conforme as tabelas 5, 6 e 7.



Tabela 5. Proporcdes de G+C e A+T nos quatro taxons no gene PONL1.
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G+C

A+T

Taxon
Homo sapiens
Pan troglodytes
Macaca mulatta

Mus musculus

Exon
449 (42,44%)
448 (42,34%)
452 (42,72%)

463 (43,76%)

intron
9847 (40,23%)
9778 (40,14%)
9659 (40,39%)

10521 (43,20%)

Exon
609 (57,56%)
610 (57,66%)
606 (57,28%)

595 (56,24%)

intron
14631 (59,77%)
14584 (59,86%)
14255 (59,61%)

13834 (56,80%)

Tabela 6. Proporcdes de G+C e A+T nos quatro taxons no gene PON2.

G+C

A+T

Téxon
Homo sapiens
Pan troglodytes
Macaca mulatta

Mus musculus

Exon
456 (42,94%)
456 (42,94%)
458 (43,13%)

500 (47,08%)

intron
10816 (37,88%)
10791 (32,28%)
10791 (38,16%)

13169 (41,28%)

Exon
606 (57,06%)
606 (57,06%)
604 (56,87%)

562 (52,92%)

intron
17741 (62,12%)
17755 (61,35%)
17488 (61,84%)

18731 (58,72%)




Tabela 7. Proporcdes de G+C e A+T nos quatro taxons no gene PONS.
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G+C

A+T

Taxon Exon

Homo sapiens 472 (44,44%)
Pan troglodytes 472 (44,44%)
Macaca mulatta 473 (44,54%)

Mus musculus 493 (46,42%)

intron

13833 (39,17%)
14109 (39,71%)
11302 (38,84%)

14026 (41,75%)

Exon

590 (55,56%)
590 (55,56%)
589 (55,46%)

569 (53,58%)

intron

21484 (60,83%)
21417 (60,29%)
17795 (61,16%)

19572 (58,25%)

Foram feitas comparacdes dos introns entre os taxons e ndo houve diferenca
significativa das proporces de G+C e A+T para os primatas (PON1: P>0,80; PON2: P
> 0,50; PON3: P > 0,05), entretanto, considerando-se todos os taxons a diferenca foi
significativa devido a espécie Mus musculus (P < 0,001 para os 3 genes).

Também foram comparados, dentro de cada tdxon, as propor¢cdes de C + G e A
+ T entre éxons e introns. Em PON1 ndo houve diferenga significativa nas propor¢des
nos 4 taxons (Primatas: P > 0,10; Mus musculus P > 0,70), no entanto para PON2 e
PON3 ha maior propor¢cédo de G + C nos éxons do que nos introns (P < 0,01).

As tabelas 8, 9 e 10 mostram dados referentes ao numero efetivo de codons
utilizados e o indice de uso dos codons dentro de cada espécie (Apéndice 1). A
comparacgdo entre 0s numeros efetivos de cédons dos trés genes mostrou que estao
igualmente distribuidos (P > 0,99). Essas tabelas mostram que nem todos os cddons
estdo sendo usados igualmente, ou seja, ha preferéncia no uso de determinados

cédons sinbnimos.
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Tabela 8. Uso dos cddons referentes a proteina madura do gene PON1 em H. sapiens,
P. troglodytes, M. mulatta e Mus musculus.

Espécie Numero efetivo indice de uso
de cédons dos cédons®

H. sapiens 49,27 0,308

P. troglodytes 47,74 0,314

M. mulatta 51,23 0,310

Mus musculus 61,00 0,204

Varia de zero a 1, quando todos os codons possiveis sdo usados igualmente até o uso
minimo de um cédon para cada aminoacido, respectivamente.

Tabela 9. Uso dos codons referentes a proteina madura do gene PON2 em H. sapiens,
P. troglodytes, M. mulatta e Mus musculus.

Espécie Numero efetivo indice de uso
de cédons dos cédons®

H. sapiens 56,96 0,260

P. troglodytes 57,14 0,267

M. mulatta 58,71 0,247

Mus musculus 59,91 0,217

%Varia de zero a 1, quando todos os codons possiveis sdo usados igualmente até o uso
minimo de um cédon para cada aminoacido, respectivamente.
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Tabela 10. Uso dos codons referentes a proteina madura do gene PON3 em H.
sapiens, P. troglodytes, M. mulatta e Mus musculus.

Espécie Numero efetivo indice de uso
de cédons dos cédons®

H. sapiens 55,37 0,274

P. troglodytes 55,37 0,274

M. mulatta 54,86 0,290

Mus musculus 58,10 0,231

Varia de zero a 1, quando todos os codons possiveis sdo usados igualmente até o uso
minimo de um cédon para cada aminoacido, respectivamente.

As comparacdes da regido codificadora dos genes PON1, PON2 e PONS3 dos
quatro taxons, utilizando o programa DNASP, mostraram as quantidades de sitios
invariaveis, sitios polimorficos e mutacdes (tabela 11). A comparacdo desses valores
mostrou que nao estdo igualmente distribuidos (P < 0,05), pois 0 gene PON2 tem

menor numero de sitios polimarficos e mutacfes que 0s outros genes.

Tabela 11. Comparacdes da regido codificadora dos genes PON1, PON2 e PON3 dos

quatro taxons.

PON1 PON2 PON3
Sitios invariaveis 864 905 873
Sitios polimorficos 194 157 189

Mutacoes 199 157 191
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Na tabela 12 podemos ver o numero de substituicbes sinbnimas e ndo sindbnimas
dos éxons do gene PON1, onde podemos ver que a propor¢cdo de mutagcdes ndo

sinbnimas é baixa em relacdo as mutacdes sinénimas (Ka/Ks).

Tabela 12. Comparacdo das sequéncias dos éxons do gene PON1 nas quatro
espécies, mostrando a proporcao de diferencas sinénimas por posi¢des sindbnimas (Ks),
a proporcdo de diferencas ndo sindnimas por posicdes ndo sinbnimas (Ka) e a
proporcdo Ka/Ks. HS: Homo sapiens, PT: Pan troglodites, MaM: Macaca mulatta, MuM:

Mus musculus.

Seq. Seq. Diferencas Posicoes Ks Diferencas Posicoes Ka Ka/Ks
1 2 sinbnimas sinénimas N&o N&o
sinénimas sindnimas
HS PT 3,00 250,08 0,0121 2,00 805,92 0,0025 0,21
HS MaM 17,00 249,58 0,0714 14,00 806,42 0,0176 0,25
HS MuM 103,00 252,00 0,5905 75,00 804,00 0,0996 0,17
PT MaM 18,00 250,50 0,0755 14,00 805,50 0,0176 0,23
PT MuM 103,00 252,92  0,5873 75,00 803,08 0,0997 0,17

MaM MuM 103,00 252,42  0,5891 76,00 803,58 0,1011 0,17
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Na tabela 13 podemos ver o numero de substituicbes sinbnimas e ndo sindnimas
exons do gene PON2, onde podemos ver que a propor¢cédo de mutacdes ndo sinbnimas

é baixa em relacédo as mutacdes sinbnimas (Ka/Ks).

Tabela 13. Comparacdo das sequéncias dos éxons do gene PON2 nas quatro
espécies, mostrando a proporcao de diferencas sinénimas por posi¢des sinbnimas (Ks),
a proporcdo de diferencas ndo sindnimas por posicbes ndo sinbnimas (Ka) e a
proporcdo Ka/Ks. HS: Homo sapiens, PT: Pan troglodites, MaM: Macaca mulatta, MuM:

Mus musculus.

Seq. Seq. Diferencas Posicoes Ks Diferencas Posicoes Ka Ka/Ks
1 2 sinbnimas  sindbnimas N&o N&o
sindbnimas sindbnimas
HS PT 2,00 254,33  0,0079 0,00 807,67 0,0000 0,00
HS MaM 15,00 254,17  0,0615 6,00 807,83 0,0075 0,12
HS MuM 98,00 253,67  0,5429 46,00 808,33 0,0592 0,11
PT MaM 15,00 254,17  0,0615 6,00 807,83 0,0075 0,12
PT MuM 98,00 253,67 0,5429 46,00 808,33 0,0592 0,11

MaM MuM 100,00 253,50  0,5599 47,00 808,50 0,0605 0,11
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Na tabela 14 podemos ver o numero de substituicbes sinbnimas e ndo sindnimas
exons do gene PON3, onde podemos ver que a propor¢cédo de mutacdes ndo sinbnimas

é baixa em relacédo as mutacdes sinbnimas (Ka/Ks).

Tabela 14. Comparacdo das sequéncias dos éxons do gene PON3 nas quatro
espécies, mostrando a proporcao de diferencas sinénimas por posi¢des sinbnimas (Ks),
a proporcdo de diferencas ndo sindnimas por posicbes ndo sinbnimas (Ka) e a
proporcdo Ka/Ks. HS: Homo sapiens, PT: Pan troglodites, MaM: Macaca mulatta, MuM:

Mus musculus.

Seq. Seq. Diferencas Posicoes Ks Diferencas Posicoes Ka Ka/Ks
1 2 sinbnimas  sindbnimas N&o N&o
sindbnimas sindbnimas
HS PT 0,00 248,50  0,0000 0,00 813,50 0,0000 O
HS MaM 15,00 249,25  0,0627 12,00 812,75 0,0149 0,24
HS MuM 92,00 250,08  0,5057 80,00 811,92 0,1056 0,21
PT MaM 15,00 249,25 0,0627 12,00 812,75 0,0149 0,27
PT MuM 92,00 250,08  0,5057 80,00 811,92 0,1056 0,21

MaM MuM 98,50 250,83  0,5561 82,50 811,17 0,1093 0,20
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Através do programa Mulan, foi verificada a existéncia de sitios de ligacdo para
fatores de transcricdo em regifes conservadas dos introns dos 3 genes. Os fatores de
transcricdo mostrados no Apéndice 2 sdo apenas aqueles sitios de ligacdo que estdo
em regides conservadas dos introns nas quatro espécies. Com os introns 3 € 6 no
PON1 néao foi possivel fazer a analise, pois 0 programa Mulan ndo retornou nenhum
resultado nesses introns, devido ao programa nao conseguir apurar nenhum dado.

Usando o método de maxima parcimonia, foi construida uma arvore filogenética
das 4 espécies estudadas e como grupo externo o gene PON2 de Gallus gallus (Figura
2).
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PON2Z Ptrogl "~ | \
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\
POH3 Hsapie'! ™ POH3 Mmulat
PON3 Ptrogl

01 POH2 Mmuscu

Figura 2. Arvore filogenética gerada com os éxons dos genes PON1, PON2 e PONS3.
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5. DISCUSSAO

A comparacdo da composicdo nucleotidica dos genes PON1, PON2 e PON3
entre as quatro espeécies analisadas ndo mostrou diferenca significativa, bem como a
comparacao dentro de cada espécie entre os trés genes. Os trés genes mostraram uma
maior propor¢édo de A+T do que G+C, exceto o gene PON2 em Mus musculus, que ndo
apresenta diferenca significativa entre essas propor¢des. Em relacdo aos introns, as
comparacdes mostraram que entre os primatas ndo houve diferengas significativas das
proporcdes de A+T e G+C, no entanto, essa proporcao € diferente em Mus musculus,
que tem mais G + C do que os primatas.

As comparacdes entre éxons e introns dentro de cada tdxon, mostraram que no
gene PON1, a propor¢cdo de A+T e G+C ndo difere significativamente, entretanto, no
PON2 e PON3, ha maior proporcdo de G + C nos éxons do que nos introns.

GRAUR e LI (1999) observaram o padrdo das mudancas de nucleotideos em
pseudogenes e relataram que 56,4% de todas as mutagdes resultam em alteracbes
para A ou T, sendo que o esperado para mutacdes ao acaso, sem direcionamento de
nucleotideos, é 50%. Um motivo para que genes que ndo estejam sob selecdo forte
tenham uma taxa de mutacdo maior de G+C para A+T é que o padrdo de metilacdo dos
dinucleotideos CpG facilita a conversdo da citosina metilada em timina por
desaminacdo. A tendéncia em pseudogenes € diminuir gradualmente as freqiéncias
dos dinucleotideos CpG ao longo do tempo, aumentando assim a propor¢cao de A+T.
Embora os trés genes tenham maior proporcdo de A + T, PON2 e PON3 tem maior
proporcdo de G + C nos éxons gque nos introns, o que pode indicar maior pressao
seletiva nesses genes em comparacao ao PON1, que nao apresenta diferenca entre
éxons e introns, quanto a proporcdo G + C. Esse resultado também pode ser em
decorréncia de que PONL1 foi o dltimo membro da familia PON a surgir, segundo
DRAGANOV et al. (2004).

Segundo GRAUR e LI (1999), os codons dos genes de mamiferos tendem a
terminar com C ou G, o que nao é verificado nos genes PON1, PON2 e PON3, em

primatas, os quais tém maior quantidade de A ou T nas ultimas posi¢Bes dos cédons. A
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ltima posi¢éo dos coédons terminando em C ou G estédo relacionadas com genes com
alta expresséo génica e aqueles terminados com A ou T tem baixa expresséo génica.
Isso pode indicar que esses genes sdo pouco expressos, de forma constitutiva. No
entanto, nos genes PON2 e PON3 na espécie Mus musculus, ndo houve diferenca
entre as quantidades de codons terminando em C/G e A/T. Isso mostra que pode haver
uma maior expressdo desses genes nessa espécie, o que pode denotar maior
importancia funcional para o camundongo. Entretanto, esses resultados precisam de
confirmacao experimental.

As analises de Ka e Ks mostraram que existe maior proporcdo de mutacdes
sinbnimas (Ks) do que de muta¢Bes nao sinbnimas (Ka) nos trés genes. Podemos ver
isso também ao analisar os valores de Ka/Ks, pois se ndo houver selecdo esse valor
tende a 1 e os valores observados estdo abaixo de 0,25 para PON1, abaixo de 0,12
para PON2 e abaixo de 0,27 para PON3, indicando que a selecdo deve ser maior no
gene PON2 (tabelas 12, 13 e 14). Isso também é corroborado pelos dados da tabela
11, na qual é mostrado que o PON2 apresenta menor numero de sitios polimérficos e
mutacdes. E interessante notar também que o camundongo (Mus musculus), quando
comparado com os primatas, tem o menor valor de Ka/Ks (0,17), em PON1, podendo
significar uma maior selecdo sobre esse gene nessa especie.

Em PON2 e PONB3, a relacdo de Ka/Ks entre Homo sapiens e Pan troglodytes foi
igual a zero, provavelmente devido a grande semelhanca do genoma dessas espécies,
pois o0 alinhamento desses genes mostrou que inclusive os introns sao bastante
semelhantes. Em PONL1, essa relacdo foi de 0,21, o que pode significar que PON1
nessas especies talvez ndo tenha uma fungéo essencial.

Entre os primatas analisados, tanto os éxons quanto 0s introns estdo bem
conservados. Os éxons também estdo conservados, quando comparamos o homem e 0
camundongo, além disso, vérias regides dos introns estdo conservadas entre o homem
e 0 camundongo e isso indica que essas regides devem ter uma importancia funcional
para que mantivessem essa identidade por tanto tempo, pois a separacdo das
linhagens que deram origem aos roedores e primatas aconteceu a cerca de 80 milhdes
de anos. Uma das possiveis funcdes dessas regides intrénicas seria a de regulacao

génica, por isso investigamos a presenca de sitios de ligacdo de proteinas regulatorias.
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Ao analisar mais detalhadamente as funcfes das proteinas regulatérias, cujos sitios de
ligacdo foram encontrados no intron 1 para o gene PON1, observou-se que HNF4 tem
importancia para a regulagcdo de muitos genes expressos no figado (ODOM et al.,
2004). Provavelmente nem todos os sitios encontrados (Apéndice 2) séo funcionais ou
tém importancia para o0s trés genes, mas iSSO requer mais investigacdes para
determinar a importancia dessas regides. NOBREGA et al. (2003) compararam uma
regido ndo génica entre humano e camundongo e encontraram 1098 regides
conservadas (pelo menos 100pb com > 70% de identidade) em um segmento de
2630kb. Eles expandiram a andlise para outros invertebrados (peixes e anfibios) e o
namero de regides conservadas caiu para 32. Com base nesses dados, seria
interessante incluir nas comparacoes outras espécies mais distantes evolutivamente, o
gue sera feito na continuidade do projeto.

A éarvore filogenética apresentada na figura 2 difere da arvore mostrada na figura
1 (DRAGANOV et al. 2004), uma vez que essa arvore mostra PON1 e PON3 mais
préoximos enquanto que a do presente estudo mostra PON2 e PON3 mais proximos. No
entanto, no trabalho de DRAGANOV et al. (2004) né&o foi explicitada a metodologia da

construcdo da arvore, nem o tipo de sequéncia utilizada.
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6. CONCLUSOES

A composicao nucleotidica dos trés genes nas quatro espécies € homogénea.

Os trés genes nas quatro espécies apresentam maior quantidade de A+T do que
G+C, exceto o gene PON2 em Mus musculus, no qual a proporcao de A+T néo difere
de G+C.

Os éxons dos trés genes estdo conservados nas quatro espécies.

Os introns estdo conservados nos primatas.

O uso dos cédons nos genes PON2 e PON3 na espécie Mus musculus indicam
gue esses genes podem ter uma maior expressao nessa espécie.

Os valores de Ka/Ks indicam haver maior pressao de selecdo no gene PON2.

Existem regides nos introns que estdo conservadas entre camundongo e o
homem.

Nas regides conservadas dos introns, existem diversos sitios de ligacao para
fatores de transcricéo.

Arvore Filogenética mostrou que os genes PON2 e PON3 est&o mais proximos

entre si.
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Apéndice 1
NUmero de ocorréncias dos codons e valor do uso relativo dos céodons sindbnimos

mIc-F 6 (0,75)
WIA-L 5 (0,67)
mIG-L 11 (1,47)

CUI-L 10 (1,33)
CUC-L & (0,80)
CUa-L 2 (0,27)
CUG-L 11 (1,47)

Chik-0 5 (1,25}
CaG-1 3 (0,75

ATIT-T
ATIC-T

12 (1,20
& (0,80)

Th Ln v OO

11 (1,28)

Figura 3. Cddons da regido codificadora da proteina madura do gene PON1 na espécie
humana, seguidos da abreviacdo do aminoacido, do numero de ocorréncia e em
parénteses o valor do uso relativo dos codons sindnimos (RSCU).

UmI-F 10 (1,25
UIC-F 6 (0,75)
MIA-L 5 (0,67)
IG-L 11 (1,47}

TGE-TT 4 (1,00

CU-L 10 (1,33)
CUC-L & {0,80)
CUa-L 2 {(0,27)

Cai-0

5 (1,43

CUG-L 11 (1,47) CAG-0 2 (0,57
AI-I & (1,209
AUC-I 6 (0,90)
& 12 (1,20}
5 & (0,80)

11 (1,29)

Figura 4. Codons da regido codificadora da proteina madura do gene PON1 em Pan
troglodytes, seguidos da abreviacdo do aminoacido, do nimero de ocorréncia e em
parénteses o valor do uso relativo dos cédons sinénimos (RSCU).
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& (1,33

GG 4 (1,00

M-F 11 {1,29)
IC-F (0,71}
MTA-L {0,78)
TIG-L 10 (1,309
CUT-L (1,04
CUC-L (0,91}
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CUG-L 13 (1,70}
AUU-I 7 (1,17}
AUC-I & (1,009
AUA-I 5 (0,83
5

CalG-1] 3 (0,67
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11 (1,33
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Figura 5. Codons da regidao codificadora da proteina madura do gene PON1 em
Macaca mulatta, seguidos da abrevia¢cdo do aminoacido, do numero de ocorréncia e em
parénteses o valor do uso relativo dos cédons sinénimos (RSCU).

Cad-1] 3 (1,20

TGE-TT 4 (1,00

Mm-F 9 {1,13)
mICc-F 7 {0,88)
TIA-L 7 (0,98)
MG-L 7 {0,98)
CUU-L & (1,12}
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4
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ATT-I

11 (1,1a)

FAC-T

Figura 6. Codons da regido codificadora da proteina madura do gene PON1 em Mus
musculus, seguidos da abreviacdo do aminoacido, do numero de ocorréncia e em
parénteses o valor do uso relativo dos cédons sinénimos (RSCU).
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mm-F & {1,00)
UICc-F & (1,00)
UIA-L 7 (0,89)
UIG-L & (1,02)

CUU-L 7 (0,89)
cuc-L 9 (1,15}
CUA-L 4 (0,51}

CAl-0
CAG—(] 3

1 {0,509
1,50

GAU-D 13 (1,18)
GAC-D 9 (0,82

Figura 7. Cddons da regido codificadora da proteina madura do gene PON2 na espécie
humana, seguidos da abreviacdo do aminoacido, do numero de ocorréncia e em
parénteses o valor do uso relativo dos codons sinénimos (RSCU).

UmI-F 8 (1,00)
UUC-F & (1,00)
UTA-L 7 (0,89)
TIG-L & (1,02) UGE-W 2 (1,00
CUM-L 7 {0,89)
CUC-L 9 {1,15)

CTa-L 4 (0,51)

Cih-1
Calz-0 3

1 (0,50)
1,50

GAU-D 14 {1,27)
BAC-D & (0,73

Figura 8. Cddons da regido codificadora da proteina madura do gene PON2 em Pan
troglodytes, seguidos da abreviacdo do aminoacido, do niumero de ocorréncia e em
parénteses o valor do uso relativo dos cédons sinénimos (RSCU).



Mm-F 7 (0,88)
mic-F 9 (1,13)
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Figura 9. Codons da regido codificadora da proteina madura do gene PON2 em
Macaca mulatta, seguidos da abreviacdo do aminoacido, do nimero de ocorréncia e em

parénteses o valor do uso relativo dos cédons sinénimos (RSCU).

MM-F & (0,94
MmIC-F 9 (1,06)
MA-L 3 (0,38)
mG-L 9 (1,13 UGG-W 3 (1,00

CUU-L 5 (0,63)
CUC-L 12 (1,50)
CUA-L 4 {0,50)

CAR-Q 4 {0,89)
CAG-Q & (1,11

ATT-Tr
FAC-D

10 (0,95]

Figura 10. Codons da regido codificadora da proteina madura do gene PON2 em Mus
musculus, seguidos da abreviacdo do aminoacido, do numero de ocorréncia e em

parénteses o valor do uso relativo dos cédons sinénimos (RSCU).
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Figura 11. Codons da
espécie humana, seguidos da abreviacdo do aminoacido, do nimero de ocorréncia e
em parénteses o valor do uso relativo dos cddons sinénimos (RSCU).

m-F 12 (1,41
UCc-F 5 (0,59)
UTA-L 5 (0,73)
UuG-L 5 (0,73)
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AUC-T g8 (1,14) :
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AUG-M B (1,00) A

Figura 12. Cédons da regido codificadora da prote madura do gene PON3 em Pan
troglodytes, seguidos da abreviacdo do aminoacido, do nidmero de ocorréncia e em
parénteses o valor do uso relativo dos cédons sinénimos (RSCU).
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Figura 13. Codons da regidao codificadora da proteina madura do gene PON3 em
Macaca mulatta, seguidos da abreviacdo do aminoacido, do nimero de ocorréncia e em
parénteses o valor do uso relativo dos cédons sinénimos (RSCU).
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Figura 14. Codons da regido codificadora da proteina madura do gene PON3 em Mus
musculus, seguidos da abreviacdo do aminoacido, do nimero de ocorréncia e em
parénteses o valor do uso relativo dos codons sinénimos (RSCU).
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Apéndice 2. Fatores de transcrigao

Tabela 15. Fatores de transcricdo, cujos sitios de ligacdo foram encontrados em regides
conservadas dos introns do gene PON1, PON2 e PON3 nas quatro espécies analisadas.

introns
Fatores de 1 2 3 4 5 6 7 8
Transcricao
2F 01
AFP1 Q6 X|
AHRARNT_02 Xl

AML_Q6
AML1 01
AMLL Q6

AP1 01
AP1 C

>

AP1 Q2 01
APL Q4

AP1 Q6
AP1 Q6 01

[ X< |
XX X XX XX X X X X

AP2ALPHA_02
AP2REP_01
AP3 Q6 X
AP4 01
- AP4. QS5
AP4_Q6 X
APOLYA B
ALX4 01
AMEF2_Q6
AR 01

i E
03 X
AREB6_03
ARP1 01 X
ATF 01
BACH2 01 X
BRN2 01
CAP_01 ¥l
CART1 01
CBF 01

- CBF_02

CDC5 01

CDP_01 Xl

X<

X< |

X X X




CDP_02
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CDPCR3 01

X |

CDPCR3HD 01

01

CEBP_C

CEBP_ Q3

CEBPB_02

X X X

 BEEE 01

=4
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CMAF 01
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COUP DR1 Q6
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CREL 01

CRX_Q4

DEAF1 01

X< |

E2 Q6

b B S gx =

E47 02

EGRL 01

[ XX X |

EGR2 01

01

(X X

ELF1 Q6
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ETS Q6

[ X X1 XX X X |

ETS2 B

EVIL 02

~ EVIL06
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FOXM1 01

=3
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E4=ad
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~ FREAGE o1
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ER Q6 02
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SOX Q6 XX

 BWABS o6 Xl

SREBP_Q3

SREBP1 02

STAF 01

X X X

STAT 01

STAT3 02

XXXE

STAT5B 01

SZF11 01
X

i

T3R_Q6

X< |

TAL1OE X XIX

TATA C

X |

TAXCREB_02

TBX5 01

| < |
=4

TBX5B 01 X
Q5 X

[ XX X |
=4

TCF11 01

TEF1 Q6

TITFL_Q3

TFE Q6 EE
TFIl_ Q6

> X

TTF1_Q6

ST o1
USF_02
VMYB_01
VMYB_02
XFD2_01

XFD3 01

YY1 Q6
ZTA Q2

XX XX XX |

W = PON1
W = PON2

= PON3

Nome do fator = Fator que coincidiu no mesmo intron encontrado em genes diferentes.
= Fator que esta em diferentes introns encontrado em genes diferentes.

Nome do fator = Fator que estd no mesmo gene em mais de um intron.
= Fator que esta presente nos trés genes.
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