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RESUMO  
 

A proteína receptora de quimiocina do tipo 1 (CXCR1) é um polipeptídeo 
transmembranar que participa no processo imunológico, garantindo a migração das 
células de defesas, especialmente neutrófilos, até o local de infecção, 
proporcionando uma rápida ação contra a inflamação. Estudos recentes detectaram 
um polimorfismo de nucleotídeo único não-sinônimo na região codificante do éxon II 
c.+365T>C nesse gene, que acarretou na substituição dos aminoácidos alanina (Ala) 
por valina (Val) na posição 122 da cadeia polipeptídica, resultando em maior 
suscetibilidade à mastite em vacas. Assim, o presente estudo objetivou predizer por 
análises in silico os possíveis efeitos do polimorfismo A122V sobre a estrutura e 
função da proteína CXCR1 de bovino Bos taurus. Neste estudo foram analisadas 
duas sequências: a) sequência de aminoácidos da proteína CXCR1 não-polimórfica 
bovina (A7KWG0) selecionada a partir do banco de dados Swiss-Prot, contendo o 
aminoácido alanina na posição 122 e b) sequência da proteína CXCR1 polimórfica 
contendo uma substituição de alanina por valina na posição 122 da cadeia 
polipeptídica. A predição dos impactos do polimorfismo A122V sobre a estabilidade 
estrutural e funcional das proteínas CXCR1 não-polimórfica e polimórfica foi avaliada 
pelas ferramentas SIFT, POLYPHEN e I-MUTANT-2. As modelagens tridimensionais 
dessas proteínas foram realizadas pelos programas integrativos 
MODELLER/CHIMERA. A qualidade dos modelos preditos foi validada pelas 
ferramentas QMEANBrane e RAMPAGE. Ainda, as interações da proteína CXCR1 
com outras proteínas correlatas foram estimadas no banco de dados STRING/KEGG 
Pathway. Os resultados demostraram que o polimorfismo A122V exerceu efeitos 
toleráveis e não-deletérios sobre a CXCR1 polimórfica, apresentando um modelo 
estrutural de alfa-hélice típico de uma proteína receptora transmembranar para 
ambas as proteínas. Embora maiores variações nas distâncias entre os pares de 
aminoácidos nas posições-alvos tenham sido detectadas na proteína CXCR1 
polimórfica, cerca de 98% dos aminoácidos em ambos os modelos foram situados 
em regiões ditas favoráveis e permitidas nos diagramas de Ramachandran, 
indicando que tais modelos apresentam alta precisão e qualidade de modelagem. 
Foi demonstrada interação da proteína CXCR1 com outras 10 proteínas através do 
banco de dados STRING, as quais participam do processo de migração e 
sinalização celular. Evidências experimentais sustentam que o polimorfismo de 
nucleotídeo único A122V na proteína receptora CXCR1 está associado com 
aumento na incidência de mastite clínica em vacas leiteiras. Assim, as descobertas 
descritas neste estudo comprovam que a substituição do aminoácido alanina por 
valina provoca mudanças conformacionais locais na proteína CXCR1 polimórfica, 
que podem estar diretamente afetando seus mecanismos de enovelamento pós-
traducionais e sua função biológica. 

Palavra-chave:  Bioinformática, Diagrama de Ramachandran, Modeller/Chimera, 
STRING, I-Mutant. 

 

 
 
 
 
 
 
 



 

 

ABSTRACT 
 
 

CXC chemokine receptor protein type 1 (CXCR1) is a transmembrane polypeptide 
that participates in the immune process ensuring the migration of the defensive cells 
(neutrophils) to the site of infection, providing a rapid action against inflammation. 
Recent studies have detected a single non-synonymous nucleotide polymorphism in 
the codon region of exon II c.+365T>C of this gene, which resulted in the 
replacement of the alanine (Ala) by valine (Val) amino acids at position 122 of the 
polypeptide chain, promoting greater susceptibility to mastitis in dairy cows. Thus, the 
present study aimed to predict by in silico analysis the possible effects of the A122V 
polymorphism on the structure and function of CXCR1 protein of bovine Bos taurus. 
In this study two sequences were analyzed: a) amino acid sequence of the bovine 
non-polymorphic CXCR1 protein (A7KWG0) from the Swiss-Prot database, 
containing the alanine amino acid at position 122 and b) polymorphic CXCR1 protein 
sequence, containing a substitution of the alanine by valine at same position in the 
polypeptide chain. The prediction of the impacts of the A122V polymorphism on the 
structural and functional stability of non-polymorphic and polymorphic CXCR1 
proteins was evaluated by SIFT, POLYPHEN and I-MUTANT-2 tools. The three-
dimensional modeling of these proteins was performed by MODELLER/CHIMERA 
integrative programs. The quality of the predictive models was validated by 
QMEANBrane and RAMPAGE tools. Furthermore, the interactions of the bovine 
CXCR1 protein with other targeted proteins were estimated in STRING/KEGG 
Pathway database. The results demonstrated that the A122V polymorphism exerted 
tolerable and non-deleterious effects on the polymorphic CXCR1, presenting a typical 
alpha-helical structural model of a transmembrane receptor protein for both two 
proteins. Interactions of the CXCR1 protein with another 10 proteins, which 
participate in the process of cellular migration and signaling, have been 
demonstrated through the STRING database. Although greater variations in the 
distances between the amino acid pairs at the targeted positions are detected in the 
polymorphic protein, about 98% of the amino acids in both models were situated in 
favorable and allowed regions in the Ramachandran diagrams, indicating that such 
models present high modeling accuracy and quality. Experimental evidence supports 
that the A122V single nucleotide polymorphism in the CXCR1 receptor protein is 
associated with increased incidence of clinical mastitis in dairy cows. Thus, the 
findings described in this study prove that the substitution of the alanine for valine 
amino acids causes local conformational changes in the polymorphic CXCR1 protein, 
which may be directly affecting its post-translational folding mechanisms and its 
biological function. 
 
Key-words : Bioinformatics, Ramachandran Diagram, Modeller/Chimera, STRING, I-
Mutant. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As quimiocinas participam no processo imunológico garantindo a migração 

das células de defesas (neutrófilos) até o local de infecção, proporcionando uma 

rápida ação contra a inflamação (SALLUSTO; BAGGIOLINI, 2008). A ação das 

quimiocinas é efetivada através da ligação com seus receptores (receptores CXC de 

quimiocina do tipo –1) presentes na superfície das células, e após reconhecimento e 

ligação por um processo chamado quimiotaxia, os neutrófilos migram até o local de 

infecção (ZHOU et al., 2013; DAVID, MORTARI, 2000). Os neutrófilos participam 

efetivamente no sistema imunológico durante o processo inflamatório, pois nas suas 

membranas possuem uma série de receptores imunes inatos que recolhecem os 

agentes patológicos causadores de danos ao tecido (FUTOSI; FODOR; MÓCSAI, 

2013; PAWLIK et al., 2015). 

O gene cxcr1 está relacionado com o sistema imunológico inato das 

quimiocinas (ZHOU et al., 2013). Sendo assim, o polimorfismo no respectivo gene 

pode ser identificado como potencial marcador para seleção de animais resistentes 

à mastite, trazendo uma melhor resposta para a produção de leite (PAWLILIK et al., 

2015). O polimorfismo de nucleotídeo único (SNP) é a variação genética mais 

encontrada no código genético, e os SNPs consistem na substituição de um único 

nucleotídeo na sequência de DNA (KONO et al., 2007). As variações fenotípicas 

entre indivíduos podem ser influenciadas por alterações herdadas na sequência de 

DNA, influenciando as características bioquímicas, propensão ao desenvolvimento 

de doenças e respostas aos estímulos ambientais (LAFRENIERE; MACDONALD, 

2013). Informações mostram que algumas vacas têm maior suscetibilidade à 

mastite, e essa relação pode ser influenciada pela genética do animal (POKORSKA 

et al., 2016).  

De acordo com Pokorska et al. (2016), baseado na análise do polimorfismo do 

gene cxcr1, identificaram polimorfismo de nucleotídeo único (SNP), na região 

codificante 365 desse gene, acarretando na alteração (T>C): timina (GTC) por 

citosina (GCC), ocasionando a substituição de alanina (Ala) por valina (Val) na 

posição 122 da cadeia polipeptídica. Tal mutação caracteriza-se por ser não-

sinônima e segundo Pokorska et al. (2016), poderia resultar na alteração na 

resposta entre o ligante esse receptor, podendo ser uma razão para o aumento da 

incidência da mastite observada em vacas com polimorfismo nesse sitio. 
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 A infecção das glândulas mamárias de vacas leiteiras acometidas por mastite 

é considerada um problema econômico enfrentado pelos produtores, afetando 

diretamente a produção na indústria leiteira e ocasionando grandes prejuízos 

(BEECHER et al., 2010; SIMÕES, OLIVEIRA, 2012). Além disso, muitas vezes os 

animais gravemente afetados pela mastite, precisam ser descartados do rebanho, 

ocasionando uma redução no rebanho (COSER; LOPES; COSTA, 2012). Contudo, 

muitos pesquisadores estão em busca de novos métodos para identificar possíveis 

ações preventivas dessa doença que vem trazendo sérios prejuízos na produção de 

leite, por exemplo, o uso de marcadores moleculares que possam identificar 

polimorfismos e associações entre o gene de interesse (cxcr1) nas vacas com 

suscetibilidade à mastite (POKORSKA et al., 2016). Essas informações poderão 

contribuir para selecionar animais com baixa suscetibilidade à mastite, ocasionando 

um aumento na produção e qualidade do leite e melhor saúde do úbere das vacas.  

Desta forma, esse estudo tem como principal objetivo predizer por análises in 

silico os efeitos do polimorfismo A122V sobre a estrutura, estabilidade e função da 

proteína receptora de quimiocina do tipo 1 (CXCR1) associado com suscetibilidade à 

mastite em bovinos (Bos taurus), utilizando ferramentas de bioinformática.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 Mastite: saúde do úbere em vacas leiteiras 

A mastite está entre as principais patologias que acomete o rebanho leiteiro, 

comprometendo o rendimento e a qualidade do leite, e consequentemente, 

reduzindo o lucro para os produtores de produtos lácteos, ela destaca-se por possuir 

importância econômica como também para a saúde pública (MARTINS et al., 2017). 

Caracterizada pela inflamação das glândulas mamárias pode ser causada por 

diversos fatores, sendo os agentes infecciosos, especialmente as bactérias, os 

principais causadores (HANSEN; SOTO; NATZKE, 2004). Pode ser classificada 

como clínica ou subclínica; onde na mastite clínica estão evidentes alguns sinais 

como edema, aumento de temperatura, endurecimento, dor na glândula mamária, 

grumos e pus no leite, demostrando alterações das características biofísicas do leite 

(HANSEN; SOTO; NATZKE, 2004). Em contraste, na mastite subclínica não são 

observadas alterações macroscópicas e sim alterações na composição do leite, 

podendo ser identificadas através de análises, tais como células somáticas no leite, 

visto que o animal não apresenta sinais visíveis de inflamação nas glândulas 

mamárias (HANSEN; SOTO; NATZKE, 2004). Pode-se afirmar que a mastite 

subclínica está presente em boa parte dos rebanhos leiteiros, sendo detectada pela 

contagem direta ou indireta de células somáticas no leite (Li et al., 2014).  

 
A mastite é caracterizada por uma resposta inflamatória na glândula mamária, 

motivada por alterações metabólicas e fisiológicas, traumas, e a forma mais 

frequente é causada por micro-organismos patogênicos ambientais ou contagiosos 

(BRENAUT et al., 2014). Contudo a efetividade da resposta imunológica do 

hospedeiro contra esses agentes constitui um fator crucial para não persistência e 

agravamento da infecção (BRENAUT et al., 2014). Os meios convencionais para 

prevenir e controlar tal patologia ainda sejam ineficientes, contudo, progressos 

profiláticos consideráveis são utilizados contra ação de agentes contagiosos, tais 

como: Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, e para a mastite motivada 

por micro-organismos ambientais, Streptococcus uberis e Escherichia coli. (BI et al., 

2016).  

A mastite tem grande impacto econômico sobre a produção de leite, visto que 

são vários os fatores prejudiciais associados à essa patologia, tais como: altos 

custos no tratamento, baixa produção de leite, rejeite de leite, abate prematuro e 
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tratamento com uso de antibióticos (COSER; LOPES; COSTA, 2012; SIMÕES; 

OLIVEIRA, 2012). Outra estratégia utilizada é a resposta imunológica da vaca com o 

objetivo de aumentar a resistência das glândulas mamárias aos patógenos 

invasores; a imunidade do úbere é principalmente baseada na resposta inata, e o 

desfecho clínico da mastite não está apenas relacionado ao agente de infecção, mas 

também à resposta imunológica da glândula mamária (MAGRO et al., 2017). 

Contudo, investigar o papel da imunidade inata na glândula mamária é fundamental 

para compreender melhor a patogênese da mastite, podendo assim ter uma 

resposta para uma classificação de animais resistentes à essa patologia. 

Diante disso, tem-se aumentado a procura por novas drogas, protocolos 

terapêuticos e estratégias de controle alternativas; principalmente porque o uso de 

antibióticos, apesar de ter importante papel no controle da mastite, não pode atuar 

por si só, sem estar associado a outros recursos, tais como: manejo ambiental e 

estímulos da resposta imunológica dos hospedeiros (MARTINS et al., 2012). A 

genética é um dos principais fatores que contribuem para o animal deter a 

resistência à mastite, exercendo um importante papel na resposta imunológica do 

hospedeiro à infecção (KLEIN et al., 2012). Diversos genes envolvidos na resposta 

imunológica de resistência à mastite têm sido indicados como fortes candidatos para 

determinar essa associação (POKORSKA et al., 2016; VERBEKE et al., 2012; 

PIGHETTI et al., 2012).  

A primeira linha de defesa contra patógenos invasores é o sistema imune 

inato, onde as células epiteliais mamárias são abundantemente encontradas e 

funcionam como agentes patogênicos intramamários, e atuam como uma importante 

fonte de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas que atraem neutrófilos até o local 

da infecção, além das células dendríticas e dos macrófagos também essenciais para 

a vigilância imunológica (BUDD; MITCHELL; KEANE, 2016). Quimiocinas participam 

no processo de manutenção das barreiras epiteliais, agindo em resposta ao tecido 

durante a inflamação, assim, reduzindo as vias de proliferação bacterianas nas 

células, permitindo uma maior sobrevivência celular (BUDDA et al., 2016). 

 

2.2. Famílias e funções biológicas da proteína CXCR 1  

 

As quimiocinas (citocinas ou quimioatrativas) representam um grande grupo 

de proteínas de baixo peso molecular (8-20 kDa), e desempenham um papel na 
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comunicação e migração direcionada dos leucócitos ao local infectado, mas também 

atuam sobre a hematopoese, angiogênese e oncogênese (DAVID; MORTARI, 

2000). As quimiocinas ainda podem ser classificadas como homeostática e pró-

inflamatória quanto à sua funcionalidade e aos seus perfis de expressão (ROSSI; 

ZLOTNIK, 2000). As quimiocinas compreendem quatro subfamílias (CXC, CX3C, CC 

e C), sendo a CXC uma das maiores subfamílias do grupo das quimiocinas, 

podendo ser representada pela nomenclatura alfa, caracterizado por um aminoácido 

variável que se encontra entre as duas cisteínas N-terminais (DAVID; MORTARI, 

2000; MURPHY; BAGGIOLINI; CHARO, 2000).  

As quimiocinas atuam através da interação com receptores 

transmembranares (SALLUSTO; BAGGIOLINI, 2008). Estes receptores de 

quimiocinas têm um N-terminal extracelular, três alças extracelulares, três alças 

intracelulares e um C-terminal intracelular (DAVID; MORTARI, 2000). A sinalização 

intracelular é administrada através das proteínas G que se associam aos receptores 

intracelulares, auxiliando na comunicação e traduções de sinais (ROSSI; ZLOTNIK, 

2000). O receptor CXCR1 se liga a interleucina-8 IL8 com alta afinidade, provocando 

a ativação de neutrófilos e agindo como um poderoso fator quimiotático aos 

neutrófilos; esta resposta é mediada através sinalização intracelular com a proteína 

G que resulta no desencadeamento de cascatas de segundos mensageiros 

intracelulares, culminando na entrada de cálcio, na mobilização de microtúbulos e na 

ativação celular (BACHELERIE et al., 2014).  

Os receptores de quimiocinas são compostos por cerca de 350 aminoácidos e 

possuem um peso molecular de aproximadamente 40 kDa (MELLADO et al., 2001), 

contendo sete domínios transmembranares; a região extracelular é constituída pela 

região N-terminal e por 3 alças extracelulares que atuam na ligação com as 

quimiocinas; já a região intracelular é formada pela região C-terminal e por 3 alças 

intracelulares acoplados a proteínas G que intervêm na transdução do sinal 

(MURDOCH; FINN, 2000; MELLADO et al., 2001). 

 O receptor CXC é subdividido em dois grupos, os que contêm ácido glutâmico 

(E), leucina (L), e uma arginina (R) imediatamente antes da primeira cisteína (C), 

representado por CXC/ELR(+), e aqueles que não contêm esta sequência (ELR), 

que são chamados de CXC/ELR(-) (ROSSI; ZLOTNIK, 2000). A presença ou não 

dessa sequência de aminoácidos na estrutura da família dos receptores CXCs tem 

importância estrutural e funcional, o grupo que contem (ELR), representa atividade 
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preferencial nos neutrófilos, enquanto que o grupo que não apresentam (ELR) atua 

principalmente sobre os linfócitos (DAVID; MORTARI, 2000). 

 Os receptores CXCR1 e CXCR2 são os principais receptores de quimiocinas 

expressos em neutrófilos, e foram definidos como os primeiros e únicos receptores 

conhecidos de mamíferos para quimiocinas (CXC/ELR+), incluindo interleucina - 8 

(IL-8), que se liga a ambos os receptores com alta afinidade; não se ligando a outro 

tipo de quimiocina (MURPHY; BAGGIOLINI; CHARO, 2000). 

 Os neutrófilos são células hematopoiéticas brancas, que participam nos 

mecanismos de defesa do organismo agindo conta infecções bacterianas (LIU, et 

al., 2005). Os neutrófilos são ativados através da ligação de IL-8 ao receptor 

CXCR1, e cerca de 70-90% dos receptores CXCR1 interagem as quimiocinas 

(DAVID; MORTARI, 2000). 

 O sistema de defesa desencadeado pelos neutrófilos apresenta papel 

essencial durante o controle da resposta imunológica de um processo infeccioso 

devido à sua capacidade de fagocitar micro-organismos (LAHOUASSA et al., 2007; 

VERBEKE et al., 2015). Quando um tecido está lesionado ou infeccionado, os 

neutrófilos reagem a quimiocinas CXC, como resposta imunológica, agindo no tecido 

que sofreu a lesão; tal resposta quimiotática depende da capacidade da IL-8 para 

engatar em qualquer um dos seus dois receptores, CXCR1 e CXCR2 (ZAJA-

MILATOVIC; RICHMOND, 2008). Os CXCR1 e CXCR2 estimulam e prolongam o 

fluxo de neutrófilos, como pode ser visualizado na Figura 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 

 

 

Figura 1 .  No processo inflamatório ocorre o complexo de 
sinalização e recrutamento dos neutrófilos através dos 
receptores CXCR1 que reagem às quimiocinas CXC. Assim, 
os neutrófilos atravessam os vasos sanguíneos e se 
deslocam contra um gradiente de concentração dos peptídeos 
quimiotáticos em direção ao local de inflamação. 

 

Fonte: (HENSON; VANDIVIER, 2006) 

 

 Os neutrófilos mobilizados pelas quimiocinas e citocinas desencadeiam 

respostas imunológicas e inflamatórias nas glândulas mamárias durante o processo 

pró-inflamatórias, após estimulação bacteriana (Staphylococcus aureus e bactérias 

de tipo Gram -) (LAHOUASSA et al., 2007). Segundo o estudo de Trifilo et al. (2004), 

foi identificada a ação das quimiocinas como os mediadores primários do 

recrutamento de leucócitos para locais de infecção e tumores no sistema nervoso 

central, indicando que a expressão viral da quimiocinas CXC também aumenta a 

imunidade antiviral e reduz o tamanho de tumores. 
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2.3. Polimorfismos de um nucleotídeo único no gene cxcr1  

 

Mutação não-sinónima é uma alteração de uma única base numa região 

codificada do gene, referente à uma mudança no aminoácido da proteína 

correspondente (NG; HENIKOFF, 2006). Uma mutação não-sinônima pode alterar a 

estrutura e função da proteína, e essa mudança pode acarretar em consequências 

fenotípicas drásticas (SUNYAEV; RAMENSKY; BORK, 2000; ALANAZI et al., 2011). 

Levando em conta a frequência de alelo, as variantes estruturais e a descoberta de 

SNPs em larga escala, as análises comparativas das propriedades estruturais das 

variantes alélicas de uma proteína detém um papel importante na pré-seleção de 

candidatos para estudos de associação de doenças e seus efeitos fenotípicos 

(SUNYAEV; RAMENSKY; BORK, 2000).  

Nesse contexto, vários estudos têm sido realizados a fim de identificar 

polimorfismos que afetam a estrutura e função das proteínas CXCR1. O 

polimorfismo A122V na proteína CXCR1 foi estudado por Pokorska et al. (2016), que 

investigaram como a substituição entre esses aminoácidos poderia exercer 

influências sobre a infecção das glândulas mamárias, a fim de selecionar animais 

com baixa suscetibilidade à mastite e garantir assim uma maior produção de leite em 

vacas da raça Holandesa. A substituição dos aminoácidos alanina por valina poderia 

estar exercendo potencial influência na função dos neutrófilos (essa mudança 

possivelmente pode modificar a resposta ao ligante) e a resistência a doenças.  De 

acordo com os resultados, foi possível identificar que uma mutação c.+365T>C 

localizada na região codificante do gene CXCR1 pode ser considerada um potencial 

candidato a marcador molecular genético, relacionando-o com animais suscetíveis à 

mastite bovina (POKORSKA et al., 2016). Visto que, uma associação entre a c.+ 

365T>C e a incidência de casos clínicos de mastite demostrou que os animais com o 

genótipo CC, tem maiores probabilidade de deterem mastite e os com genótipo TT 

tem maiores chances de não apresentaram esta doença.   

    De acordo com Verbeke et al. (2012), cerca de 140 novilhas da raça 

Holandesa foram genotipadas por sequenciamento de DNA, onde foi realizado o 

detalhamento dos fenotípicos desses animais, comparando tais resultados com os 

dados da cultura bacteriológica e a contagem de células somáticas. Dos 16 

polimorfismos encontrados, apenas a substituição c.+980A>G foi significativamente 

associada á mastite subclínica nessas novilhas em lactação precoce, onde o alelo A 

foi considerado um agente de proteção contra a infecção bacteriana intramamária 
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pelos principais agentes patológicos, com isso, pode-se deter um controle na 

seleção de animais com genótipos que ofereçam imunidade e resistência à mastite 

(VERBEKE et al., 2012).  

 De acordo com Pighetti et al. (2012), foram identificados 36 SNPs no gene 

cxcr1 em uma população de vacas Holandesas; sendo 11 localizados em regiões 

codificantes do éxons II: 04 polimorfismos que resultaram em alterações de 

aminoácidos na proteína de interesse, 01 polimorfismo inseriu um códon de parada 

e 06 polimorfismos foram considerados sinônimos. Pelo menos um dos SNPs 

apresentou associação com a alteração da função dos neutrófilos, sugerindo que as 

alterações de aminoácidos na proteína alvo têm potencial para influenciar a 

atividade da proteína CXCR1 (PIGHETTI et al., 2012). O gene cxcr1 é altamente 

polimórfico e apresenta potencial nas implicações à seleção genética e fatores com 

o aumento do risco de infecção (PIGHETTI et al., 2012). 

 Um estudo realizado por Pawlik et al. (2015) examinou a resposta 

imunológica inata e seu papel no trajeto de infecções bacterianas em um total de 

554 vacas Holandesas por genotipagem e testes bacteriológicos por ensaios da 

contagem de células somáticas (SCC) para estimar as diferenças entre animais 

portadores de distintos genótipos e haplótipos e suscetibilidade à mastite por 

Staphylococcus aureus. Nesse estudo o teste de contagem de células somáticas 

(SCC) foi significativamente relacionado com o SNP cxcr1 +472, mas não para cxcr1 

+735; e nenhuma associação estatisticamente significativa entre o polimorfismo de 

cxcr1 e a suscetibilidade à mastite por Staphylococcus aureus foi encontrada no 

rebanho estudado (PAWLIK et al., 2015). 

Recentemente, o efeito do polimorfismo A122V na proteína CXCR1 previu 

diferenças no padrão estrutural da proteína não-polimórfica e polimórfica, com a 

presença de um domínio helicoidal situado entre as posições 100 e 150 apenas na 

proteína CXCR1 não-polimórfica (GUZZI, et al., 2017). A comparação direta dos 

resíduos de aminoácidos identificados na posição 122 nas sequências de proteína 

CXCR1 de humanos (P25024); bovino Bos taurus (A7KMG0); bovino Bos indicus 

(A0A023JCG5) e ovino Ovis aires (W5QDY9) indicou que todos os resíduos na 

posição 122 nas sequências de interesse apresentaram variações de aminoácidos e 

alterações nas propriedades bioquímicas. Os resíduos de aminoácidos encontrados 

na CXCR1 humana e de ovino foram tirosina (Y) e fenilalanina (F), ambos contendo 

anéis aromáticos; enquanto nas sequências da CXCR1 bovina foram detectados os 
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resíduos de aminoácido alanina (A) e valina (V), tipicamente monômeros 

apresentando grupos R alifáticos (GUZZI et al., 2017). 

De acordo com Zhou et al. (2013), o receptor de quimiocina CXCR1 é um 

excelente marcador genético para a resistência à mastite em bovinos, pois regula a 

migração de neutrófilos ao local infectado.  Foram detectados 4 SNPs do gene cxcr1 

em gado nativo chinês e analisados suas associações com características do leite 

(ZHOU et al., 2013). Todos os 04 SNPs estudados estavam localizados na região 

codificante do éxon II; sendo que dois desses SNPs c.337A>G e c.365C>T não-

sinônimos [ATC (Isoleucina Ile) > GTC (Valina Val) e GCC (Alanina Ala)> GTC 

(Valina Val)], indicaram associação significativa com a contagem de células 

somáticas presentes no leite analisado em vacas leiteiras diagnosticadas com 

mastite, sugerindo um possível papel desses SNPs na resposta do hospedeiro 

contra tal patologia (ZHOU et al., 2013). 

Recentemente, diferenças entre os genótipos GC/CC e GC/GG forneceram 

estimativas para efeitos de dominância sobre o gene cxcr1 em vacas holandesas, 

tendo em vista que o gene cxcr1 desempenha um papel fundamental na resistência 

à mastite e no desempenho do rendimento do leite, essa pesquisa avaliou os efeitos 

de dominância do gene cxcr1 +777 para a mastite clínica e as características de 

produção nesse gado leiteiro empregando o método de genotipagem seletiva 

(BAGHERI; ZAHMATKESH, 2017). Tais resultados demonstraram que 

o gene cxcr1 pode ser um gene candidato valioso para melhorar a resistência à 

mastite e as características de produção em rebanhos de gado leiteiro com efeitos 

representativos de dominância (BAGHERI; ZAHMATKESH, 2017). 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

 

 Analisar as consequências do polimorfismo A122V sobre a estabilidade, 

função e modelagem estrutural da proteína receptora da quimiocina do tipo 1 

(CXCR1) de bovino Bos taurus, previamente associada com suscetibilidade à 

mastite em vacas leiteiras, utilizando ferramentas de bioinformática. 

3.2 Objetivos específicos 

 

• Selecionar sequências de peptídeos da proteína CXCR1 bovina em banco de 

dados de informação biológica;  

• Predizer o efeito do polimorfismo A122V sobre a função e a estabilidade da 

proteína CXCR1; 

• Realizar a modelagem tridimensional das proteínas CXCR1 não-polimórfica e 

polimórfica; 

• Avaliar a qualidade dos modelos tridimensionais preditos para as proteínas 

CXCR1 não-polimórfica e polimórfica; 

• Verificar as interações e correlações biológicas da proteína CXCR1 bovina 

com outras proteínas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 

 

4. METODOLOGIA 

 

4.1. Seleção e busca da sequência de interesse em b anco de dados biológicos 

 

 As sequências de aminoácidos da proteína CXCR1 da espécie de bovino 

(Bos taurus) foram obtidas por meio de busca e seleção a partir do banco de dados 

de informação biológica UniProtKB/Swiss-Prot (http://www.uniprot.org). Este banco 

de dados permite obter dados de sequências de proteínas que foram documentadas 

ao longo dos anos, virtualmente disponível para acesso público, além de apresentar 

alto nível de integração com outros bancos de dados (BAIROCH; APWEILER, 2000).  

 Duas sequências da proteína CXCR1 bovina foram analisadas neste estudo: 

a) Sequência CXCR1 não-polimórfica selecionada a partir de uma base de dados de 

sequência de proteínas não redundante UniProtKB/Swiss-Prot (ID: A7KWG0) e 

apresentada abaixo 

>tr|A7KWG0|A7KWG0_BOVIN CXCR1 OS=Bos taurus PE=2 SV=2 
MTIILKDLSNSSYLWEGFEDEFENYSGTPPTEDYDYSPREISTETLNKYAVVVIYALVFL 
LSLLGNSLVMLVILYSRIGRSVTDVYLLNLAMADLLFAMTLPIWAASKAKGWIFGTPLCK 
VASLLKEVNFYSGILLLACISMDRYLAIVHATRTLTQKRHWVKFICLGIWALSVILALPI 
FIFREAYQPPYSDLVCYEDLGANTTKWRMIMRVLPQTFGFLLPLLVMLFCYGFTLRTLFS 
AQMGQKHRAMRVIFAVVLVFLLCWLPYNLVLIADTLMRAHVIAETCQRRNDIGRALDATE 
ILGFLHSCLNPLIYVFIGQKFRHGLLRIMAIRGLISKEFLAKDGRPSFVGSSSGNTSTTL 

b) Sequência CXCR1 polimórfica contendo uma substituição de alanina por valina na 
posição 122 da cadeia polipeptídica, como apresentada abaixo. 

MTIILKDLSNSSYLWEGFEDEFENYSGTPPTEDYDYSPREISTETLNKYAVVVIYALVFL 
LSLLGNSLVMLVILYSRIGRSVTDVYLLNLAMADLLFAMTLPIWAASKAKGWIFGTPLCK 
VVSLLKEVNFYSGILLLACISMDRYLAIVHATRTLTQKRHWVKFICLGIWALSVILALPI 
FIFREAYQPPYSDLVCYEDLGANTTKWRMIMRVLPQTFGFLLPLLVMLFCYGFTLRTLFS 
AQMGQKHRAMRVIFAVVLVFLLCWLPYNLVLIADTLMRAHVIAETCQRRNDIGRALDATE 
ILGFLHSCLNPLIYVFIGQKFRHGLLRIMAIRGLISKEFLAKDGRPSFVGSSSGNTSTTL 

 

4.2. Análise funcional do polimorfismo A122V na pro teína CXCR1 

 

Após a busca e seleção das sequências no programa Swiss-Prot, foi realizada 

a análise que prediz o efeito do polimorfismo A122V sobre a proteína CXCR1. 

Foram utilizadas as ferramentas SIFT (“Sorting Intolerant From Tolerant”) e 

PolyPhen-2 (“Polymorphism Phenotyping v2”), que prevêem o impacto de uma 

substituição de aminoácidos sobre a função da proteína com base na homologia de 

sequência e nas propriedades físicas dos aminoácidos.  
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4.2.1. Predição da tolerância do polimorfismo A122V  sobre a proteína 
CXCR1 bovina por análises de SIFT 

 

A ferramenta SIFT realiza análises na sequência de aminoácidos com base 

em diferentes algoritmos e interpreta as sequências homólogas utilizando o banco 

de dados Swiss-Prot (NG; HENIKOFF, 2003) (http://sift.bii.a-star.edu.sg/). O 

algoritmo SIFT prevê relações com a evolução da proteína, verificando se a 

substituição de aminoácidos interfere na função da proteína e no fenótipo (NG; 

HENIKOFF, 2003).  Algumas sequências apresentam importância funcional e 

deverão ser mantidas num alinhamento na família de proteínas (NG; HENIKOFF, 

2003). Baseado em alinhamentos múltiplos de sequências, o programa SIFT prevê 

substituições toleráveis e deletérias para cada posição da sequência (NG; 

HENIKOFF, 2003). O que irá indicar se o SNP não-sinônimo será prejudicial para a 

função da proteína é o índice de tolerância, se for inferior a 0,05 prediz para ser 

intolerante ou deletério; uma pontuação igual ou maior a 0,05 prediz para ser 

tolerante (KHAN; ANSARI, 2017). 

A possível probabilidade de substituição dos aminoácidos gerada a partir 

desse programa é destacada por diferentes cores: os aminoácidos que estão 

representados pela cor preta são apolares, na cor verde são polares, na cor 

vermelha são básicos e na cor azul são ácidos (NG; HENIKOFF, 2001). Apresenta-

se também um esquema de letras indicativas, sendo as letras maiúsculas 

correspondem aos aminoácidos que aparecem no alinhamento da sequência de 

entrada, enquanto as letras minúsculas resultam da predição de substituição (NG; 

HENIKOFF, 2001) (ANEXO 1).   

4.2.2. Predição funcional do polimorfismo A122V sob re as proteínas 
CXCR1 não-polimórfica e polimórfica por análises no  POLYPHEN-2 

 

PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) é uma ferramenta que 

prediz o possível impacto de uma substituição de aminoácidos na estrutura e na 

função da proteína, utilizando considerações físicas e comparativos simples com 

perfis de conservação (ADZHUBEI et al., 2010). O cálculo da matriz dos perfis dos 

aminoácidos é realizado através de contagem da posição especifica independente 

(PSIC, “position-specific independent count”). As diferenças de pontuação do PSIC 

caracterizam se o polimorfismo é prejudicial ou não. Essa pontuação é classificada 

como provavelmente prejudiciais (2,00), possivelmente prejudiciais (1,50-1,99), 
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potencialmente prejudiciais (1,25-1,49) ou benignas (0,00-0,99). (KHAN; ANSARI, 

2017). 

 

4.3. Predição do efeito do polimorfismo A122V sobre  a estabilidade da proteína 

CXCR1  

 

 Para verificar a estabilidade das sequências polimórficas e não-polimórficas da 

proteína CXCR1, foi utilizado o programa I-Mutant 2.0 (http://folding.uib.es/im utant/i-

mutant2.0.html). Tal algoritmo prediz automaticamente as alterações na estabilidade 

da proteína em função de mutações em um único local; esta ferramenta prediz o 

índice de confiabilidade (RI) para a mudança do aminoácido, sendo de 0-10, onde 0 

corresponde a menor confiabilidade e 10 indica maior confiabilidade (BAVA et al., 

2004). Prediz também sobre a mudança de energia livre (DDG) calculada subtraindo 

a mudança de energia livre da proteína mutante da mudança de energia livre da 

proteína nativa (Kcal/mol), onde valores abaixo de 0 (<0) indicam diminuição da 

estabilidade da proteína e valores superiores a 0 (>0) indicam aumento na 

estabilidade da proteína (BAVA et al., 2004). Foi inserida a sequência da proteína 

CXCR1 no formato FASTA juntamente com substituições de aminoácidos e a 

posição e a mudança de energia livre (DDG) foram obtidas.  De acordo com o 

programa I-Mutant 2.0, quanto mais negativo o valor da mudança de energia livre 

(DDG), menor será a estabilidade da proteína (BAVA et al., 2004).  

4.4. Análises de modelagem tridimensional das prote ínas CXCR1 não-

polimórfica e polimórfica 

 

Análises de predição de modelagem comparativa in silico das estruturas 

terciárias e quaternárias das proteínas CXCR1 não-polimórficas e polimórficas foram 

realizadas através do programa Modeller (WEBB; SALI, 2014).  

Antecedendo as análises de modelagem foi realizada uma análise de 

identificação de possíveis peptídeos sinais na sequência da proteína CXCR1 bovina, 

através da ferramenta SignalP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/cgi-bin/webfac 

e2.fcgi?jobid=5A1028720000179E6B662219&wait=20) (PETERSEN, et al., 2011). 

Essa análise verificou a existência de peptídeo sinal entre os 70 primeiros resíduos 

de aminoácidos da sequência pesquisada. Os peptídeos sinais estão localizados na 

extremidade N-terminal e exercem influência na função biológica das proteínas 
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(JARJANAZI, et al., 2007). Visto que os peptídeos sinal contêm informações que 

especificam a escolha da via de segmentação, a eficiência da translocação, o tempo 

de clivagem e até mesmo as funções pós-clivagens, sendo assim, eles podem 

acarretar consequências na modulação da biogênese proteica (HEGDE; 

BERNSTEIN, 2006). Além de conter funções clássicas de localização e translocação 

desses polipeptídeos do retículo endoplasmático, por exemplo no caso das GPCRs, 

os peptídeos sinal não clivados podem regular a expressão do receptor na 

membrana plasmática, bem como podem também influenciar no acoplamento da 

proteína G a esse receptor (SCHÜLEIN et al., 2012). Portanto, quando a sequência 

analisada apresentar presença de peptídeo sinal, este deverá ser removido. As 

análises da presença ou não do peptídeo sinal na proteína CXCR1 indicaram a 

ausência desse peptídeo sinal na sequência de aminoácidos de 0 até 70 nessa 

proteína (ANEXO 2). 

4.4.1. Modelagem estrutural das proteínas CXCR1 não -polimórfica e 
polimórfica utilizando os programas MODELLER/CHIMER A 

 

O programa Modeller versão 9.17 (“Program for Comparative Protein 

Structure Modelling by Satisfaction of Spatial Restraints”) é uma ferramenta de livre 

acesso (https://salilab.org/modeller/), responsável pela modelagem da estrutura 

comparativa das proteínas, prevendo a estrutura tridimensional de uma dada 

sequência de proteína com base principalmente no alinhamento de estrutura 

previamente conhecida (molde) (WEBB; SALI, 2014; MARTÍ-RENOM et al., 2000). 

Geralmente, o processo de obtenção de um modelo proteico virtual através da 

execução da estratégia da modelagem molecular por homologia estrutural envolve 

quatro etapas principais, entre elas: busca de proteínas homólogas, alinhamento das 

sequências, construção e otimização dos modelos, e validação dos mesmos 

(HILLISCH.; PINEDAL; HILGENFELD, 2004). 

O primeiro passo na modelagem comparativa é a identificação de estruturas 

tridimensionais já descritas e depositadas em bancos de dados, que possam atuar 

como uma base estrutural para a modelagem da sequência-alvo (proteína-alvo). 

Esta identificação pode ser realizada levando-se em consideração vários aspectos, 

tais como: conhecimento estrutural, similaridade de função, expressão pelo mesmo 

grupo de genes, similaridade sequencial ou até correlação evolutiva (DEANE; 

BLUNDELL, 2003). 
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Para realizar as análises no programa Modeller, primeiramente utilizou-se o 

bando de dados NCBI (“National Center for Biotechnology Information”), 

empregando-se a ferramenta BLAST (“Basic Local Alignment Search Tool”) para a 

busca da sequência da proteína CXCR1 no formato FASTA pela seleção da opção 

“proteína”, e em seguida foi utilizado a opção “Run blast”, selecionando-se  as 

opções: “database protein-protein pdb” e “blasttp (protein-protein blast)”, para 

apresentar as opções de sequências/modelos alvos. Esse alinhamento com a 

ferramenta Blast forneceu opções de 74 sequências/modelos alvos (ANEXO 3), 

dessas opções foram escolhidos os dois modelos com maior identidade em 

comparação a proteína CXR1 bovina: ID PDB 2LNL referente à estrutura da CXCR1 

humana em bicamada fosfolipídica (“structure of human CXCR1 in phospholipid 

bilayers”) com 79% de identidade; e ID PDB 5LWE referente à cristalografia do 

receptor quimiocina CC humana do tipo 9 CCR9 em complexo com vercinon (Crystal 

structure of the human CC chemokine receptor type 9 (CCR9) in complex with 

vercirnon), com 37% de identidade. De acordo com Vitkup et al. (2001), modelos 

estruturais baseados em >30-35% de identidade de sequência tendem a ter 

alinhamentos razoavelmente baixos e erros estruturais, enquanto a identidade de 

sequência mais alta geralmente permite correlacionar diferenças na função em 

famílias de proteínas com variações estruturais. Neste contexto, os modelos 

baseados em pelo menos 30% de identidade de sequência são considerados 

"razoavelmente precisos" (VITKUP et al., 2001). Foram realizados alinhamentos de 

sequências múltiplas entre a sequência de entrada CXCR1 e as duas opções de 

sequências-alvo 2LNL e 5LWE, utilizando a ferramenta T-COFFE 

(http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:tmcoffee). O software PSI/TM-Coffee realiza 

alinhamentos de sequências múltiplas de proteínas combinando extensão de 

homologia com uma abordagem de alinhamento baseada em consistência, onde a 

extensão da homologia é realizada através de buscas de “Position Specific Iterative” 

(PSI) contra uma escolha de bancos de dados redundantes e não-redundantes pela 

ferramenta BLAST (FLODEN et al., 2016). Neste alinhamento foi possível identificar 

102 aminoácidos idênticos na mesma posição das 3 sequências analisadas, 

representando uma identidade de 33,66% entre elas (ANEXO 4). 

O programa de banco de dados PDB (Protein Data Bank) foi utilizado para 

baixar os modelos alvos (“templates” 2LNL A e 5LWE A), esses modelos foram 

utilizados para modelagem no programa Modeller, seguindo o passo-a-passo 

descrito no tutorial, (https://salilab.org/modeller/tutorial/basic.html). As análises no 
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programa Modeller geraram cinco opções de modelos tridimensionais (3D) para 

cada sequência, foi selecionado o modelo com menor valor de DOPE, que o 

classifica como um melhor modelo dentre os gerados (Figura 2.) 

 

Figura 2. Parâmetros avaliativos da análise dos modelos alvos gerados a partir 
do programa Modeller. 

 

 

Em seguida, foram analisados os modelos estruturais gerados pelo Modeller, 

utilizando o programa Chimera. O programa Chimera 

(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html) é altamente extensível para 

visualização e análise interativa de estruturas moleculares e dados relacionados, 

incluindo mapas de densidade, montagens supramoleculares, alinhamentos de 

sequências, resultados de ancoragem, trajetórias e conjuntos conformacionais 

gerando imagens e animações de alta qualidade. No programa Chimera foram 

analisados os dois modelos em formato PDB selecionados acima quanto às 

distâncias entre resíduos de aminoácidos anteriores (posição 121) e posteriores 

(posição 123) em relação a posição 122 nas sequências das proteínas CXCR1 

polimórfica e não-polimórfica. Ainda, tal programa computacional foi empregado para 

realizar alinhamentos sobrepostos das duas estruturas tridimensionais das proteínas 

CXCR1 não-polimórfica e polimórfica, permitindo a comparação de similaridades e 
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diferenças entre duas proteínas ou duas conformações diferentes de uma mesma 

proteína. O Chimera procurar alinhar duas estruturas, de forma que o maior número 

de pontos em comum fique sobreposto. 

 

4.5. Avaliação da qualidade dos modelos tridimensio nais preditos para a 

proteína CXCR1 não-polimórfica e polimórfica 

4.5.1. Análise da qualidade da modelagem através da  ferramenta 
QMEANBrane  

 

QMEANBrane (https://swissmodel.expasy.org/qmean/) é uma versão do 

QMEAN desenvolvida para avaliar a qualidade local dos modelos tridimensionais de 

proteínas, especialmente os modelos preditos a partir de sequências de proteínas 

sabidamente transmembranares (STUDER; BIASINI; SCHWEDE, 2014). A 

ferramenta QMEANBrane emprega potenciais avaliativos específicos analisados a 

partir de três segmentos diferentes (membrana, interface e porção solúvel) em um 

modelo de proteína transmembranar (STUDER; BIASINI; SCHWEDE, 2014). Tais 

potenciais são aplicados somente nas pontuações locais situados em um intervalo 

de 0 a 1, sendo 1 considerado um valor satisfatório/bom. Além disso, os escores 

QMEAN4 e QMEAN6 avaliam as estruturas experimentais, sendo o escore QMEAN4 

uma combinação linear de quatro termos de potencial estatístico, já o escore 

QMEAN6 usa dois termos que avaliam a consistência de características estruturais 

com previsões de sequências (BENKERT; BIASINI; SCHWEDE, 2010). Para a 

normalização, os escores QMEAN de um modelo são comparados às distribuições 

obtidas a partir de estruturas de alta resolução resolvidas por cristalografia de raios-

X (BENKERT; BIASINI; SCHWEDE, 2010). O resultado de "QMEAN Z-score" fornece 

uma estimativa do "grau de natureza" das características estruturais observadas em 

um modelo e indica se o modelo é de qualidade comparável às estruturas 

experimentais (BENKERT; BIASINI; SCHWEDE, 2010). Os Z-escores dos termos 

individuais da função de pontuação indicam quais características estruturais de um 

modelo exibem desvios significativos do comportamento "nativo" esperado. De 

acordo com Benkert et al. (2010), o maior Z-escore QMEAN significa melhor 

concordância com características preditas e energia potencial de força média mais 

baixa. 
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Para estimativa da qualidade dos modelos preditos também foram utilizados 

os seguintes parâmetros: solvatação “solvation”, torção “torsion”, todos átomos “all 

atom” e C-β. O parâmetro de solvatação refere-se à propensão de um determinado 

resíduo para uma dada acessibilidade ao solvente em comparação com qualquer 

outro resíduo (MELO; SANCHEZ; SALI, 2003). O parâmetro de torção está 

relacionado ao potencial de ângulo de torção de um único resíduo e reflete a 

propensão de um determinado resíduo para uma dada torção em comparação com 

qualquer outro resíduo (TOSATTO, 2005). O parâmetro referente a todos átomos 

indica que as interações em pares são consideradas entre todos os átomos pesados 

quimicamente distinguíveis (STUDER; BIASINI; SCHWEDE, 2014). O parâmetro de 

C-β avalia a dobra geral apenas considerando interações em pares entre C-β e a 

posições dos 20 aminoácidos padrão; no caso de glicina, um representante do C-β, 

sua posição é construída usando seu eixo dorsal como âncora (STUDER; BIASINI; 

SCHWEDE, 2014). 

Especialmente, a qualidade dos modelos gerados a partir de proteínas 

transmembranares deve ser executada empregando a QMEANBrane. Assim, os dois 

modelos das proteínas CXCR1 não-polimórfica e polimórfica foram analisados 

inicialmente adicionando-se os arquivos dos modelos gerados em formato PDB, em 

seguida selecionou-se o método (QMEANBrane) para execução das análises. Os 

resultados foram obtidos através de gráficos destacados por esquema de cores. A 

cor azul indica maior proximidade ao N-terminal, bem como alta qualidade e alta 

correlação, bem como a presença de resíduos menos hidrofóbicos. Já a cor 

vermelha indica maior proximidade ao C-terminal, menor qualidade com presença de 

resíduos mais hidrofóbicos (KELLEY; STERNBERG, 2009; BENNETT-LOVSEY, et 

al., 2007). 

4.5.2. Avaliação da qualidade estrutural dos modelo s preditos das 
proteínas CXCR1 não-polimórfica e polimórfica pelo programa RAMPAGE 

 

A avaliação estereoquimica dos modelos estruturais foi realizada pela 

ferramenta RAMPAGE com a construção do diagrama de Ramachandran 

(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php), que permite a avaliação dos 

ângulos de torção “phi” φ e “psi” ψ, como o intuito de encontrar conformações 

estáveis, estes podem ser classificados em regiões favoráveis, permitidas e não permitidas 

(LOVELL et al., 2003). Portanto, quando dois átomos estão ocupando o mesmo 
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espaço no mesmo tempo, ocorre a colisão estérica, ocasionando uma 

desorganização e esses resíduos ficam localizados em uma região proibida/não 

favorável (LOVELL et al., 2003). As regiões não permitidas geralmente envolvem 

impedimento estérico entre o grupo metileno C-β da cadeia lateral e os átomos da 

cadeia principal. A glicina tem apenas um átomo de hidrogênio para sua cadeia 

lateral e, portanto, pode adotar ângulos “φ” e “ψ” nos quatro quadrantes do diagrama 

de Ramachandran. Por isso, ocorre frequentemente, por sua vez, regiões de 

proteínas onde qualquer outro resíduo seria estericamente impedido (BERG; 

TYMOCZKO; STRYER, 2008). Em contraste, o aminoácido prolina com sua cadeia 

lateral de anel de 5 membros, conectando Cα à cadeia principal-N, mostra um 

número limitado de combinações possíveis de ψ e φ (ANDERSON et al., 2005; TING 

et al., 2010). Uma estrutura com ≥90% de seus resíduos nas regiões mais 

favorecidas de Ramachandran é considerada tão precisa como uma estrutura 

cristalina de resolução 2Ӑ (LASKOWSKI et al., 1996). Nos casos em que a estrutura 

de raios-X da proteína não foi adequadamente refinada, e especialmente para 

modelos de homologia incorretos ou errados, os ângulos de torção são encontrados 

nas regiões não permitidas da trama de Ramachandran e esse tipo de desvio 

geralmente indica problemas com a estrutura (AL-KARADAGHI, 2017). 

As interações das cadeias dos polipeptídios descrevem sua rotação em torno 

das ligações entre N-Cα (φ) e Cα-C (ψ) (AL-KARADAGHI, 2017). O diagrama de 

Ramachandran fornece uma maneira fácil de verificar a distribuição de ângulos de 

torção em uma estrutura proteica (AL-KARADAGHI, 2017). Ele também fornece uma 

visão geral das regiões excluídas, mostrando quais rotações do polipeptídio não são 

permitidas devido ao impedimento estérico (colisões entre átomos) (AL-

KARADAGHI, 2017). O diagrama de Ramachandran gerado a partir de uma 

determinada proteína pode também servir como um indicador importante da 

qualidade de suas estruturas tridimensionais (AL-KARADAGHI, 2017). 

Os ângulos de torção “φ” e “ψ” fornecem a flexibilidade necessária para o 

esqueleto do polipeptídio para adotar certo dobramento, uma vez que o terceiro 

ângulo de torção possível dentro da cadeia principal da proteína (chamado ômega, 

ω) é essencialmente plano e fixado em 180 graus (AL-KARADAGHI, 2017). O 

ângulo de torção entre o nitrogênio e o carbono alfa é chamado de “phi” φ; já o 

ângulo de torção entre o carbono alfa e a carbonila é chamado de “psi” ψ (BERG; 

TYMOCZKO; STRYER, 2008). Sabendo-se que os resíduos que se encontram entre 
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(φ= 90° e ψ= -90°) são considerados não-favorecidos (BERG; TYMOCZKO; 

STRYER, 2008).  

O diagrama de Ramachandran apresenta variações de cores representadas 

por regiões no gráfico, as áreas sombreadas em azul-escuro refletem as 

conformações que não envolvem superposição estérica e, portanto, são inteiramente 

permitidas (designada de alfa e beta-helicoidal), correspondentes a conformações 

em que átomos de polipeptídio se aproximam da soma de “van der Waals”. 

(LEHNINGER, 2006) As regiões na cor azul-médio correspondem a conformações 

permitidas em limites extremos de contatos atômicos desfavoráveis. (LEHNINGER, 

2006). As áreas de coloração azul-claro refletem conformações que são permitíveis, 

quando uma pequena flexibilidade é permitida aos ângulos da ligação (regiões não-

permitidas) (LEHNINGER, 2006). As conformações julgadas possíveis são aquelas 

que envolvem pouca ou nenhuma interferência estérica, com base em cálculos 

usando raios de van der Waals conhecidos e os ângulos das ligações (LEHNINGER, 

2006). 

4.6. Interação e correlação da proteína CXCR1 bovin a com outras proteínas 

 

 Para correlacionar a interação funcional da proteína em estudo com outras 

proteínas, foi utilizado o banco de dados STRING v.10.5 (“Search Tool for Recurring 

Instances of Neighbouring Genes”) através do site de livre acesso (http://string-

db.org/). Foi realizada uma pesquisa no banco de dados do site da STRING 

referente à proteína CXCR1. Esta ferramenta realiza pesquisa on-line em um banco 

de dados de interação com genes; fornece uma pontuação de confiança, referente 

ao domínio na estrutura tridimensional da proteína, modelos de homologia, 

atualizações de dados extensas e conectividade e integração com recursos de 

terceiros (SZKLARCZYK et al., 2016).  

Para cada associação proteína-proteína armazenada no servidor STRING é 

fornecida uma pontuação (escore), representada por uma escala de confiança com 

pontuação mínima e máxima entre zero (0) e um (1), respectivamente, indicando a 

probabilidade estimada de que uma dada interação seja biologicamente significativa, 

específica e reprodutível (SZKLARCZYK, et al., 2016). Na interface gráfica gerada 

pelo programa STRING a rede de interações das proteínas apresenta os canais de 

evidências delimitados por traços em diferentes cores: interações conhecidas a partir 
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de bancos de dados com curadoria são apresentadas na cor azul claro e interações 

determinadas experimentalmente são apresentadas na cor rosa. Também é possível 

verificar a presença de interações preditas como genes aproximados na cor verde 

escura; genes associados funcionais na cor vermelha e a co-ocorrência entre genes 

na cor azul escuro. Também foram destacadas outras opções, tais como: 

“textmining”, mineração de texto na cor verde claro; “co-expressão” na cor preta e 

proteína homóloga na cor lilás (SZKLARCZYK, et al., 2016).  

4.6.1. Análise do mapeamento da proteína CXCR1 util izando o software 
KEGG PATHWAYS. 

 

O banco de dados do KEGG PATHWAY é uma coleção de diagramas 

gráficos desenhados manualmente, denominados mapas de vias metabólicas 

KEGG, que representam vias moleculares para o metabolismo, processamento de 

informações genéticas, processamento de informações ambientais, outros 

processos celulares, doenças humanas e desenvolvimento de drogas (KANEHISA et 

al., 2011). Esta ferramenta é um recurso de banco de dados integrado, onde as suas 

análises são realizadas através de procedimentos que envolvem informações 

cruzadas das espécies para ligar o genoma às redes moleculares através do 

sistema de Ortopedia KEGG, permitindo a integração e interpretação de conjuntos 

de dados em grande escala (KANEHISA et al., 2011). 

Para obtenção dos diagramas de ligações de interações moleculares, através 

do mapeamento (“Pathway Mapping”), foi submetido à pesquisa o prefixo da espécie 

em estudo e a proteína subsequente da espécie sem abreviações, e na sequência 

apareceram os resultados referentes as interações dessa proteína a demais 

proteínas-alvos “Cytokine-cytokine receptor interaction, Bos taurus (cow)”, 

demonstrando o detalhado do mapeamento interativo 

(“http://www.kegg.jp/keggbin/highlight_pathway?scale=1.0&map=bta04060&keyword

=cxcr1%20bos%20taurus”). 
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5. RESULTADOS  

5.1. Análise funcional do polimorfismo A122V na pro teína CXCR1 

5.1.1. Predição para a tolerância do polimorfismo A 122V da proteína 
CXCR1 através da ferramenta SIFT 

 

Através da ferramenta SIFT foi possível predizer o efeito do polimorfismo 

A122V sobre a análise funcional da proteína CXCR1, indicando que o polimorfismo 

A122V não apresentou alterações à funcionalidade normal dessa proteína, visto que 

o resultado encontrado foi “tolerável” com valor da fração de sequências que contém 

um aminoácido básico ou “seq rep” de 0,94 e valor de escore de probabilidade de 

tolerância de 0,56 para a substituição por valina (ANEXO 1). 

5.1.2. Predição do efeito do polimorfismo A122V sob re a função da 
proteína CXCR1 utilizando a ferramenta Polyphen-2 

 

 O impacto da substituição do aminoácido alanina por valina A122V na função 

da proteína CXCR1 por análises PolyPhen-2 demonstrou ser "benigno" com valores 

de escore de 0,000 em nível de divergência (sensibilidade 1,00 e especificidade 

0,00) e e 0,001 em nível de variação (sensibilidade 0,99 e especificidade 0,09). 

Comprovando assim, que o polimorfismo A122V não acarretou prejuízos/não-

deletério à função da proteína CXCR1 bovina (Figura 3.). 

Figura 3. Predição do efeito do polimorfismo A122V sobre a 
função da proteína CXCR1 bovina.  
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5.2. Predição do efeito do polimorfismo A122V sobre  a estabilidade da proteína 
CXCR1  

  

Análises empregando o programa I-Mutant 2.0 demonstraram que o 

polimorfismo A122V não alterou a estabilidade da proteína CXCR1. A proteína 

permaneceu estável em um nível de confiabilidade (RI) de 3 (ANEXO 5A) e com 

valor de mudança de energia livre (DDG) de 0,28 (ANEXO 5B), indicando maior 

estabilidade e efeito não-deletério deste nsSNP na estrutura e função da proteína 

CXCR1 polimórfica. 

5.3. Predição das alterações estruturais das proteí nas CXCR1 não-polimórfica 
e polimórfica 

 

As ferramentas Modeller v.9.17 foram utilizadas para analisar se o 

polimorfismo A122V acarretou alguma alteração na estrutura das proteínas CXCR1 

polimórfica e não-polimórfica. Os modelos estruturais preditos para as proteínas 

CXCR1 não-polimórfica e polimórfica revelaram estruturas espaciais tridimensionais 

típicas de um polipeptídio receptor transmembranar, produzindo um padrão 

característico de ondas que refletem estruturas helicoidais com quebras nas ondas 

correspondendo a terminais ou torções de hélice (Figura 4). Os modelos 

tridimensionais das proteínas CXCR1 não-polimórfica e polimórfica foram gerados 

nas seguintes conformações: formato em fita (“ribbons”) das sequências não-

polimórfica e polimórfica (Figura 4A e B, respectivamente); formato de esfera e 

bastão (“all atoms”) das sequências não-polimórfica e polimórfica (Figura 4C e D, 

respectivamente); formato compactado (“hydrophobicity surface”) das sequências 

não-polimórfica e polimórfica (Figura 4E e F, respectivamente). A sequência de 

aminoácidos é lida da extremidade N-terminal (resíduos iniciais) para o C-terminal 

(resíduos finais), e a estrutura terciária apresentada pela conformação em fita está 

destacada nas cores padrões de um arco-íris (azul, ciano, verde, amarelo e 

vermelho) nessa ordem, sem obedecer a critérios específicos para colorir os 

resíduos. Portanto, o N-terminal está representado pela cor azul e o C-terminal pela 

cor vermelha (Figura 4A e B). Ainda, é preciso destacar que os resíduos na 

coloração vermelha e azul marcam os pares de resíduos que apresentam as 

maiores variações de distância nas duas conformações. 
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Figura 4. Modelos tridimensionais da proteína CXCR1. A e B: formato em fita 
(“ribbons”) das sequências não-polimórfica e polimórfica, respectivamente. C 
e D: formato de esfera e bastão (“all atoms”) das sequências não-polimórfica 
e polimórfica, respectivamente. E e F: formato compactado (“hydrophobicity 
surface”) das sequências não-polimórfica e polimórfica, respectivamente.  

 

 

O alinhamento sobreposto das proteínas CXCR1 não-polimórfica e polimórfica 

demonstrou diferenças no padrão de modelagem nas extremidades C-terminal e N-

terminal entre os modelos analisados (Figura 5). Embora o sítio alvo na posição 

A122V aparentemente demonstra não ter sofrido grandes alterações (destaque em 

cor verde na Figura 5). 
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Figura 5.  Alinhamento e sobreposição das estruturas 
tridimensionais das proteínas CXCR1 não-polimórfica e 
polimórfica. 

 

*Cor cinza (proteína CXCR1 não-polimórfica); cor azul (proteína 
CXCR1 polimórfica); destacado na cor verde a posição alvo 
(A122V).   

 

Foram encontradas as diferenças nas distâncias entre os pares de resíduos 

de aminoácidos na posição Val121 e Ala122 na CXCR1 não-polimórfica de 7,573Å 

(Figura 6A), enquanto para mesma posição Val121 e Val 122 na CXCR1 polimórfica 

foi verificado o valor de 8,037Å (Figura 6B), sendo assim, a diferença entre as 

distâncias entre as duas proteínas de 5,77% (0,464Å). Analisando a distância entre 

os resíduos de aminoácidos na posição Ala122 e Ser123, foram encontrados valores 

de 6,210Å para a CXCR1 não-polimórfica (Figura 6C) e 7,508Å para a CXCR1 

polimórfica (Figura 6D), verificando-se uma diferença entre tais distâncias de 17,28% 

(1,298Å). 

 

 

 

B) 

D) 
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Figura 6. Distâncias entre o par de resíduos de aminoácidos 
nas posições 121, 122 e 123 em função do polimorfismo 
A122V nas proteínas CXCR1 não-polimórfica (A e C) e 
polimórfica (B e D). 

 

* (A) Distância entre valina (posição 121) e alanina (122), 7, 573Ӑ;(B) 
Distância entre valina (posição 122) e valina (121), 8,037Ӑ; (C) 
Distância entre alanina (posição 122) e serina (123), 6,210Ӑ;(D) 
Distância entre valina (posição 122) e serina (123), 7,508Ӑ.  

 

5.4. Validação dos modelos tridimensionais preditos  a partir da sequência das 
proteínas CXCR1 não-polimórfica e polimórfica  

A validação da modelagem é uma etapa muito importante para a predição 

estrutural das proteínas. Para a validação estrutural dos modelos preditos para as 

proteínas CXCR1 não-polimórfica e polimórfica foram utilizados os programas 

QMEANBrane e RAMPAGE com a obtenção de diagramas de Ramachandran. 

5.4.1. Validação dos modelos tridimensionais predit os a partir do 
programa QMEANBrane 

 

  O modelo tridimensional estrutural predito a partir das proteínas CXCR1 não-

polimórfica e polimórfica revelou estruturas espaciais tridimensionais em alfa-hélice 

típica de um polipeptídio receptor transmembranar (Figura 7). A conformação de 
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modelagem para ambas as proteínas produziu um padrão característico semelhante 

a ondas que reflete a estrutura helicoidal, com quebras nas ondas correspondentes 

a terminações em hélices ou torções (Figura 7). Especialmente, a substituição 

pontual dos aminoácidos de alanina por valina na posição 122 revelou escores de 

qualidade local de 0,81 para as proteínas não-polimórfica (Figura 7A) e 0,78 para a 

polimórfica (Figura 7B), ambas situadas em uma posição altamente conservada e 

rica em resíduos hidrofóbicos. 
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FIGURA 7. Validação da qualidade dos modelos preditos pela ferramenta QMEANBrane. Estrutura tridimensional e cadeia 
linear apresentando os resíduos de aminoácidos da proteína CXCR1 não-polimórfica (A) polimórfica (B). 

 

*Cor azul indica maior proximidade ao N-terminal, bem como alta qualidade local e rica em de resíduos hidrofóbicos. A cor vermelha indica maior 
proximidade ao C-terminal, menor qualidade local e maior presença de resíduos hidrofílicos. 
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Parâmetros avaliativos gerados através da análise do QMEANBrane entre os 

modelos tridimensionais das proteínas CXCR1 não-polimórfica e polimórfica são 

apresentados na Figura 8. A estimativa dos valores de Z-escores QMEAN4 e 

QMEAN6 para a proteína CXCR1 não-polimórfica foi de -5,91 e -4,97, 

respectivamente. Nesta perspectiva, o modelo predito para a sequência polimórfica 

da proteína CXCR1 demonstrou valores de Z-escores QMEAN4 e QMEAN6 de -6,75 

e -5,44, respectivamente. As interações entre todos os átomos pesados 

quimicamente distinguíveis na estrutura secundária local foram -6,25 e -6,93 para 

CXCR1 não-polimórfica e polimórfica, respectivamente, bem como valores de 

interações entre as posições C-β dos 20 aminoácidos padrões, em particular glicina, 

foram -5,65 e -8,18 para os modelos CXCR1 não-polimórficos e polimórficos 

preditos, respectivamente. A solvatação calculada pela contagem de átomos 

circundantes em torno de todos os átomos pesados quimicamente distinguíveis que 

não pertencem ao próprio resíduo analisado foi de -1,73 para CXCR1 não-

polimórfica e -1,97 para o modelo de CXCR1 polimórfico. Os ângulos de torção φ / ψ 

centrais de três aminoácidos consecutivos com base na identidade dos aminoácidos 

envolvidos foram de -4,43 e -4,78 para os modelos CXCR1 não-polimórfico e 

polimórfico preditos, respectivamente. Com base nos parâmetros avaliativos acima 

descritos, em particular os valores de QMEAN4 e QMEAN6, esses achados indicam 

que os modelos 3D preditos das sequências da proteína CXCR1, particularmente a 

sequência polimórfica, apresentou baixa qualidade local de modelagem devido a 

baixos escores fortemente negativos obtidos a partir desses modelos. 
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Figura 8. Parâmetros avaliativos da qualidade dos 
modelos tridimensionais preditos para as proteínas 
CXCR1 não-polimórfica (A) e polimórfica (B) gerados pelo 
programa QMEANBrane. 

 

 

5.4.2. Por análises dos diagramas de Ramachandran a través do 
programa RAMPAGE. 

 

Os resultados utilizando o diagrama de Ramachandran revelaram que dos 

360 resíduos identificados, 334 (93,3%) estavam situados em regiões favoráveis, 17 

(4,7%) estavam em regiões permitidas e 07 (2%) estavam em regiões não-

permitidas, provando que o modelo tridimensional predito para a proteína CXCR1 

não-polimórfica é satisfatoriamente aceitável (Tabela 1, Figuras 9A e 10A, ANEXO 

6A). 

Os resultados utilizando o diagrama de Ramachandran revelaram que dos 

360 resíduos identificados, 330 resíduos (92,2%) estavam situados em regiões 

favoráveis, 21 (5,8%) estavam em regiões permitidas e 07 (2%) estavam em regiões 



44 

 

não-permitidas, provando que o modelo predito para a proteína CXCR1 polimórfica 

também é satisfatoriamente aceitável (Tabela 1, Figuras 9B e 10B, ANEXO 6B). 

 

Tabela 1 .  Número e porcentagem dos resíduos distribuídos nas regiões favoráveis, 
permitidas e não permitidas a partir dos modelos da proteína CXCR1 não-polimórfica 
(n-p) e polimórfica (p) por análises do diagrama de Ramachandran. 

Modelo 
Regiões favoráveis  Regiões permitidas  Regiões não-permitidas 

N° resíduo % resíduo  N° resíduo % resíduo  N° resíduo % resíduo 

CXCR1 

n-p 
334 93,3 

 
17 4,7 

 
07 2,0 

CXCR1 

P 
330 92,2 

 
21 5,8 

 
07 2,0 

* O número total de resíduos de aminoácidos na proteína CXCR1 é 360 aminoácidos.
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Figura 9 . Representação gráfica do diagrama de Ramachandran gerada a partir das proteínas CXCR1 com 
os ângulos de restrições em cada parcela e seus elementos estruturais secundários nos quadrantes α-
hélice e β-conformação gerada pela ferramenta RAMPAGE. Proteínas CXCR1 não-polimórfica (A) e 
polimórfica (B). 

 

* Resíduos de pré-prolina e prolina identificados em quadrados e triângulos na cor preta com sombreamento de azul mais 
intenso estão presentes em regiões favoráveis. Resíduos de pré-prolina e prolina identificados em quadrados e triângulos na 
cor laranja com sombreamento azul menos intenso estão em regiões permitidas. Resíduos de glicina identificados em 
asterisco na cor preta com sombreamento na cor laranja mais intenso estão em regiões favoráveis. Resíduos de glicina 
identificados em asterisco na cor laranja com sombreamento em laranja menos intenso estão presentes em regiões 
permitidas. O eixo horizontal mostra valores φ, enquanto a vertical mostra valores ψ. Cada ponto no diagrama mostra os 
ângulos para um aminoácido. Observe que a contagem começa no canto esquerdo de -180 e se estende a +180 para os 
eixos vertical e horizontal; permitindo uma distinção clara das regiões caracterizadas por α-hélices e β-conformações. 
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Figura 10. Diagrama de dispersão dos resíduos de glicinas, pré-prolina e prolina dos modelos da 
proteína CXCR1 não-polimórfica (A) e polimórfica (B) em regiões favoráveis e permitidas. 

 

*Diagrama de dispersão sobreposto em gráfico demonstrado às regiões favorecidas e permitidas dos resíduos de glicina, 
pré-prolina e prolina representados por diferentes cores. As propensões específicas para glicina, pré-prolina e prolina são 
analisadas em parcelas separadas do diagrama de Ramachandran.  Os resíduos de glicina que estão nas regiões 
favoráveis aparecem destacados na cor laranja mais intensa. Os resíduos de pré-prolina que estão nas regiões favoráveis 
aparecem destacados na cor azul mais intensa. Os resíduos de prolina que estão nas regiões favoráveis aparecem 
destacados na cor verde mais intensa. Os resíduos de glicina que estão nas regiões permitidas aparecem destacados na 
cor laranja menos intensa. Os resíduos de pré-prolina que estão nas regiões permitidas aparecem destacados na cor azul 
menos intensa. Os resíduos de prolina que estão nas regiões permitidas aparecem destacados na cor verde menos intensa. 
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5.5. Rede de interações e correlações da proteína C XCR1 com demais 
proteínas 

 

 De acordo com o resultado obtido pelo banco de dados STRING, foi possível 

verificar que essa ferramenta ainda não apresenta disponibilidade da sequência da 

proteína CXCR1 bovina. Então, tais análises foram realizadas a partir da proteína 

receptora de quimiocina CXC do tipo 2 bovina (“C-X-C chemokine receptor type 2”), 

designada IL8RB, que apresenta-se altamente similar a sequência de interesse. 

Através desta ferramenta foi possível identificar a correlação e interação da 

proteína IL8RB com outras 10 proteínas (Figura 11, Tabela 2): interleucina-8 IL-8 

(“Interleukin-8”); domínio da quimiocina CXCL6 (“C-X-C motif chemokine 6”);  

proteína reguladora de crescimento beta GRO1 homóloga (“Growth-regulated 

protein homolog beta”); receptor beta-adrenérgico quinase 1 ADRBK1 (“Beta-

adrenergic receptor kinase 1”); domínio da quimiocina CC 5 CCL5 (“C-C motif 

chemokine 5”); precursor 1 do fator derivado das células  estromais CXCL12  

(“Stromal cell-derived factor 1 precursor”); precursor do ligante 2 da quimiocina 

CXCL3 (“Chemokine C-X-C motif ligand 2 precursor”);  proteína reguladora do 

crescimento homológa gama CXCL2 (“Growth-regulated protein homolog gamma”); 

Beta-arrestina-2 ARRB2 (“Beta-arrestin-2”);  precursor-3 do domínio da quimiocina -

C 3 CCL3 (“-C motif chemokine 3 precursor”) (ANEXO 7). 

Os escores obtidos a partir das interações da proteína de interesse IL8RB 

com a proteína IL-8 foram 0,997, sendo o maior valor de escore obtido, seguida das 

demais, CXCL6 (0,948); GRO1 (0,946); ADRBK1 (0,946); CCL5 (0,936); CXCL12 

(0,933); CXCL3 (0,929); CXCL2 (0,927); ARRB2 (0,925); CCL3 (0,923) (Tabela 2). 

Os escores são representados por uma escala com pontuação mínima e máxima 

entre zero (0) e um (1), respectivamente, e indicam que quanto maior o valor do 

escore maior será seu grau de similaridade.  
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Figura 11.  Rede de interações da proteína IL8RB (similar a 
proteína CXCR1) com demais proteínas pelo programa 
STRING.  

 
* Na interface gráfica gerada pelo programa STRING das à rede de 
interações das proteínas apresenta os canais de evidências delimitados 
por traços em diferentes cores:  interações conhecidas a partir de bancos 
de dados com curadoria são apresentadas na cor azul claro e interações 
determinadas experimentalmente são apresentadas na cor rosa. 
Também é possível verificar a presença de interações preditas como 
genes aproximados na cor verde escura; genes associados funcionais na 
cor vermelha e co-ocorrência entre genes na cor azul escuro. Também 
foram destacadas outras opções, tais como: “textmining”, mineração de 
texto na cor verde claro; “co-expressão” na cor preta e proteína 
homóloga na cor lilás. 

 

 

 

↔ CXCR1 
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Tabela 2 . Relação das proteínas interligadas à proteína CXCR1 bovina, breve função, escores e grau de interação gerados pelo 
programa STRING.  

Ligante Breve função gerada automaticamente pelo se rvidor Escore  Grau de interação de acordo com core s 
geradas 

IL-8 Fator quimiotático que atrai neutrófilos, basófilos e células T 0,997 Bancos de dados com curadoria; Determinado 
experimentalmente; Textmining; Co-expressão 

CXCL6 Apresenta propriedades quimiotáticas e angiogênicas, com forte atividade 
antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas 

0,948 Bancos de dados com curadoria; Determinado 
experimentalmente; Textmining; Co-expressão 

GRO1 - 0,946 Bancos de dados com curadoria; Determinado 
experimentalmente; Textmining; Co-expressão 

ADRBK1 Regulador chave da sinalização LPAR1 0,946 Bancos de dados com curadoria; Textmining 

CCL5 Promove a atração das quimiocinas para monócitos sanguíneos; 
Liberação de histamina a partir de basófilos e ativação dos eosinófilos; 
Ativação de vários receptores de quimiocinas, incluindo CCR1, CCR3, 
CCR4 e CCR5 

0,936 Bancos de dados com curadoria; Textmining 

CXCL12 - 0,933 Bancos de dados com curadoria; Textmining 

CXCL3 - 0,929 Bancos de dados com curadoria; Textmining; 
Co-expressão 

CXCL2 - 0,927 Bancos de dados com curadoria; Determinado 
experimentalmente; Textmining; Co-expressão 

ARRB2 Regulação da sinalização do receptor acoplado da proteína-G mediada 
pelo agonista 

0,925 Bancos de dados com curadoria; Determinado 
experimentalmente; Textmining; Co-expressão 

CCL3 Monokine com propriedades inflamatórias e quimiocinéticas 0,923 Bancos de dados com curadoria; Textmining; 
Co-expressão 

* Interações conhecidas: bancos de dados por curadoria; determinadas experimentalmente. Outras opções: “textmining”; co-expressão 
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6. DISCUSSÃO 

 

A sequência da proteína CXCR1 bovina contendo o polimorfismo A122V foi 

submetida a análises por ferramentas de Bioinformática para inferir eventuais 

alterações na sua estabilidade estrutural e funcional, demonstrando que esse 

polimorfismo exerce efeito benigno, aceitável, tolerável e não-deletério sobre esta 

proteína (Figura 3 e ANEXOS 1 e 5). Vários estudos concluíram que SIFT e 

PolyPhen são úteis para priorizar as mudanças associadas à perda de função 

proteica, porém possuem baixa especificidade para prever o ganho de função 

proteica, devendo ser interpretada com cautela para apoiar/refutar patogenicidade 

ou funcionalidade de uma variante não-sinônima (GNAD et al., 2013, MIOSGE et al., 

2015). Assim, o efeito não-deletério pode indicar um polimorfismo não prejudicial, 

não letal aos animais portadores, o que poderia resultar em animais capazes de 

sobreviver com tal polimorfismo A122V sem gerar grandes prejuízos a integridade 

do mesmo, podendo sugerir ganho de função desse polimorfismo, embora Pokorska 

et al. (2016) tenham associado esse polimorfismo com maior suscetibilidade à 

mastite em vacas leiteiras.  

Os modelos estruturais preditos para as proteínas CXCR1 não-polimórfica e 

polimórfica revelaram estruturas espaciais tridimensionais típicas de um polipeptídio 

receptor transmembranar, produzindo um padrão característico de ondas que 

refletem estruturas helicoidais com quebras nas ondas correspondendo a terminais 

ou torções de hélice (Figuras 4 e 5). Os segmentos transmembranares geralmente 

caracterizam-se como uma alfa hélice única de uma proteína transmembranar 

termodinamicamente estável, contendo resíduos de aminoácidos hidrofóbicos no 

interior da bicamada, bem como no interior da maioria das proteínas de estrutura 

conhecida. A grande maioria das proteínas transmembranares em células 

eucarióticas e na membrana plasmática bacteriana é constituída por alfa-hélices 

transmembranares, sendo tais proteínas excelentes transdutores de sinal, onde 

cada proteína responde a um sinal extracelular ativando uma cascata de reações 

intracelulares (ALBERTS et al., 2002; LODISH et al., 2000). A ligação de hidrogênio 

entre as ligações peptídicas é maximizada se a cadeia de polipeptídio formar uma 

alfa-hélice regular à medida que atravessa a bicamada, e é assim que a grande 

maioria dos segmentos que abrangem a membrana de cadeias polipeptídicas cruza 

a bicamada (ALBERTS et al., 2002). Assim, o segmento transmembranar de 
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uma proteína de membrana é muitas vezes mais do que apenas uma âncora 

hidrofóbica, tendo em vista que a sequência de aminoácidos hidrofóbicos pode 

conter informações que medeiam importantes interações proteína-proteína 

(ALBERTS et al., 2002). Além disso, KROGH et al. (2001) descreveram e validaram 

um novo método de predição de topologia de proteína de membrana TMHMM 

(“Transmembrane Protein Hidden Markov Model”) baseado em um modelo de 

Markov.  O alto grau de precisão desse método permitiu prever 97-98% das 

proteínas de membrana integralmente confiáveis em uma grande coleção de 

genomas, portanto, foi estimado que as proteínas transmembranares alfa-hélices 

constituem 20-30% de todas as proteínas sequenciados codificadas no genoma 

(KROGH et al., 2001). 

As análises das distâncias entre os pares de aminoácidos nas posições alvos 

sofreram alterações, demonstrando que o modelo tridimensional da proteína CXCR1 

polimórfica apresentou maiores diferenças nas distâncias em comparação com a 

sequência não-polimórfica (Figura 6). De acordo com Jones et al. (2012), um par de 

resíduos é considerado um resíduo espacialmente próximo em uma estrutura 

tridimensional, se seus átomos estiverem separados por uma distância mínima de 

pelo menos 6Å. De acordo com Cohen et al. (2009), as cadeias laterais dos 

aminoácidos, arginina, ácido glutâmico, valina e de leucina não são simétricas em 

relação às interações de seus grupos principais. Sabendo-se também que um 

escore DOPE abaixo de menos um (<1), como observado na Figura 2, indica que a 

distribuição das distâncias dos pares de átomos no modelo se assemelha aquela 

encontrada em uma grande amostra de estruturas proteicas conhecidas (YANG et 

al., 2012). A partir das descobertas aqui descritas, é razoável esperar que mudanças 

conformacionais provocadas por diferenças na rotação da cadeia entre pares de 

aminoácidos afetem naturalmente o padrão de modelagem local e estrutural, bem 

como a funcionalidade biológica da proteína CXCR1 polimórfica. Ainda assim, as 

proteínas de membranas são pouco discutidas, visto que a sua complexidade 

demanda cautela devida à carência de informações das mesmas em bancos de 

dados, existindo a necessidade de depositar achados experimentais adicionais 

sobre estrutura tridimensional das proteínas transmembranares. 

A qualidade pontual dos modelos estruturais preditos para as proteínas 

CXCR1 não-polimórfica e polimórfica analisados pelo programa QMEANBrane 

revelaram alta qualidade pontual dos modelos preditos (Figura 7). O polimorfismo 
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A122V parece não ter afetado a qualidade estrutural local da proteína polimórfica, 

especialmente, pois é sabido que os resíduos de aminoácidos analisados, alanina e 

valina, apresentam propriedades bioquímicas semelhantes, ambos são hidrofóbicos, 

apolares, ligados a cadeia alifática (AL-KARADAGHI, 2017). Entretanto, ambos os 

modelos tridimensionais preditos para as sequências das proteínas CXCR1 não-

polimórfica e polimórfica revelaram valores fortemente negativos para parâmetros 

avaliativos em relação à qualidade e precisão da modelagem estrutural global/total 

(Figura 8). Especialmente para proteínas de membrana, tais descobertas são 

absolutamente esperadas, uma vez que as ferramentas de Bioinformática ainda 

apresentam limitações, quando aplicadas em modelos de segmento 

transmembranar (STUDER; BIASINI; SCHWEDE, 2014). Curiosamente, foram 

preditos valores fortemente mais negativos de Z-QMEAN para o modelo predito para 

a proteína CXCR1 carreando o polimorfismo A122V (Figura 8B), sugerindo que a 

substituição de um aminoácido alanina com cadeia de menor tamanho por um 

aminoácido valina com cadeia de maior tamanho poderia impedir interações 

estéricas durante os mecanismos de dobramento dessa proteína. Enquanto isso, a 

análise da qualidade dos modelos estruturais predito para as proteínas CXCR1 não-

polimórfica e polimórfica analisadas pelo diagrama de Ramachandran demonstrou 

que 98% dos resíduos de aminoácidos dos dois modelos analisados estão 

localizados em regiões conformacionais ditas favoráveis e permitidas para o caso 

geral (todos os aminoácidos, exceto glicina, prolina e pré-prolina) (Figuras 9 e 10, 

Tabela 1). Contudo, os resíduos de glicina não apresentam uma cadeia lateral, 

permitindo alta flexibilidade na cadeia polipeptídica, tornando os ângulos de rotação 

proibidos mais acessíveis, é por isso que a glicina é frequentemente encontrada em 

regiões de alças (“loops”), onde a cadeia de polipeptídio precisa dar uma volta 

brusca (AL-KARADAGHI, 2017). Outro resíduo com propriedades especiais é a 

prolina, que em contraste com a glicina repara os ângulos de torção com certo valor 

muito próximo ao de uma extensão vertente β (AL-KARADAGHI, 2017), 

frequentemente encontrado no final de hélices funcionado como um "disruptor de 

hélices" (AL-KARADAGHI, 2017). A parcela de pré-prolina no diagrama de 

Ramachandran ainda não é bem compreendida, visto que é um estado do 

aminoácido que precede a prolina e tem um perfil de distribuição no diagrama de 

Ramachandran particularmente restrito em função: a) da presença de uma grande 

faixa horizontal excluída a -40°<ψ<50°, que restringe as regiões alfa-L e alfa; b) do 

deslocamento superior da região alfa-L, e c) da presença de uma pequena parcela 
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de baixa densidade abaixo da região beta, denominada região ζ (região Z) 

(SCHIMMEL; FLORY, 1968; HO; BRASSEUR, 2005). Assim, embora diferenças 

notáveis nas distâncias entre os pares de resíduos de aminoácidos tenham sido 

inferidas em função do polimorfismo A122V (Figura 6), ambas os modelos da 

proteína CXCR1 preditos demonstraram com segurança uma excelente qualidade 

local e uma precisão estrutural aceitável. Recentemente, Guzzi et al. (2017), 

examinando o padrão de estrutura secundária da proteína bovina CXCR1 carreando 

o polimorfismo A122V, revelaram a ausência de um domínio de alfa hélice entre as 

posições 100 e 150. Visto que a substituição de alanina com elevada propensão 

para formação de alfa-hélice por a valina tem maior propensão para formar beta-

conformação pode ser responsável por essa ausência na estrutura secundária dessa 

proteína (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2008). Notavelmente, diversas funções das 

proteínas estão diretamente associadas às suas estruturas tridimensionais 

apropriadas como consequência das interações físicas entre seus resíduos de 

aminoácidos.  

O programa STRING revelou a forte interação metabólica da proteína CXCR1 

(IL8RB) bovina com outras proteínas-alvos (Figura 11 e Tabela 2). Tais resultados 

parecem ser razoavelmente esperados, visto que a IL-8 medeia suas ações através 

de dois receptores de superfície celular CXCR1 e CXCR2, desempenhando um 

importante papel no recrutamento dos neutrófilos, sugerindo um possível aumento 

na resposta imunológica (WILLIAMS et al., 2000). Wuyts et al. (1997) demostraram 

que a proteína CXCL6, também conhecida como proteína quimiotática de 

granulócitos humanos 2 (GCP-2), após a tradução celular modifica-se para substituir 

IL-8 em ratos, e esse processo induz o aumento dos níveis de cálcio, contribuindo 

para um maior estimulo dos receptores CXCR1 e CXCR2 celulares, demonstrando 

que a GCP-2 se liga a ambos os receptores de IL-8, tornando-se assim um 

importante mediador complementar da resposta inflamatória. Visto que, as proteínas 

CXCL6 possuem propriedades quimiotáticas e angiogênicas, bem como apresentam 

uma forte atividade antibacteriana durante a infecção local devido à sua associação 

à superfície da bactéria e consequente ruptura das membranas bacterianas (LINGE 

et al., 2008). A proteína GRO, responsável pelo controle do crescimento celular, 

pertence a família de ligantes das quimiocinas, existindo 3 subtipos diferentes GRO-

α, GRO-β e GRO-γ também descritos como CXCL1, CXCL2 e CXCL3, 

respectivamente (LIAN et al., 2016). Assim, a proteína GRO1 pertence a uma família 
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de gene codificante de proteínas secretoras associadas à resposta inflamatória com 

atividade reguladora do crescimento celular (ANISOWICZ et al., 1988; HASKILL et 

al., 1990). A proteína ADRBK1 é um membro ubíquo da família receptora da quinase 

acoplada à proteína G (GRK: “G protein-coupled receptor kinase 2 “) e parece 

funcionar como um andaime na sinalização celular, envolvido na regulação da 

quimiotaxia, bem como na interação, estabilização e estimulação das citocinas 

(PENELA et al., 2008; LI et al., 2009). Seo et al. (2009), encontraram fortes 

associações entre os receptores CCL3 e CCL5 em humanos e roedores, 

demonstrando que as quimiocinas expressas por células dendríticas ativadas 

estavam relacionadas à migração de células mononucleares. Ainda, os receptores 

CCL3 e CXCL12 apresentam função de migração de células mononucleares diante 

de uma inflamação crônica, visto que o receptor CXCL12 é um forte quimioatrativo 

de linfócitos e monócitos (NANKI et al., 2000; BORGE et al., 2010). O receptor β-

arrestina apresenta funções como transdutores de sinal GPCR, ligando-se 

diretamente a várias proteínas envolvidas na transdução de sinal, incluindo 

proteínas da família Src quinases e componentes das cascatas de quinase MAP 

ERK1/2 e JNK3; as β-arrestinas também facilitam a ativação da MAP quinase 

estimulada por GPCR e as quinases MAP ativadas migram para locais específicos 

dentro da célula; assim, a sua ligação a GPCRs pode iniciar uma segunda onda de 

sinalização e representar um novo mecanismo de transdução de sinal GPCR 

(LUTTRELL; LEFKOWITZ, 2002). Contudo, o ligante IL-8 e os receptores CXCL2, 

CXCL3 e CCL3 apresentaram efeito superantígeno para Staphylococcus, induzindo 

uma forte resposta pró-inflamatória em vacas leiteiras (KUROISHI et al., 2003). 

Nesse contexto, a proteína CXCR1 e suas proteínas-alvos correlacionadas, tais 

como IL-8, CXCL6, GRO1, ADRBK1, CCL5, CXCL12, CXCL3, CXCL2, ARRB2 e 

CCL3, desempenham papéis importantes na resposta inflamatória aguda e no tráfico 

de células envolvidas no sistema imunológico. 
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7. CONCLUSÕES  

   

Diante dos resultados preditos a partir do emprego de ferramentas de 

Bioinformática, pode-se concluir que: 

a) A substituição do aminoácido alanina por valina na proteína CXCR1 

exerceu influência tolerável e não-deletéria na sua estabilidade e função 

da proteína em estudo. 

b) Maiores diferenças foram detectadas nas distâncias entre os pares de 

resíduos de aminoácidos em função do polimorfismo A122V sobre a 

estrutura tridimensional da proteína CXCR1 polimórfica. 

c) A análise da qualidade dos modelos tridimensionais demonstrou uma 

tendência a menor qualidade local no modelo predito para a proteína 

CXCR1 polimórfica, mesmo com a maior parte de seus aminoácidos 

situados em regiões favoráveis e permitidas. 

d) A proteína CXCR1 apresentou uma forte interação com outras proteínas 

correlatas e associadas ao processo de recrutamento e migração das 

células imunológicas ao local infectado. 
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ANEXO 1. Resultado da predição funcional do polimorfismo A122V na proteína CXCR1 em Bos taurus através da ferramenta SIFT. 
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ANEXO 2. Predição da presença de peptídeos sinais nos 
primeiros 70 aminoácidos da proteína transmembranar CXCR1 
bovina. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



67 

 

ANEXO 3: Resultado do alinhamento da sequência da proteína CXCR1 bovina gerando 74 opções de  sequências/modelos alvos 
fornecidas pela ferramenta BLAST. 
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Continuação do Anexo 3. 
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Continuação do Anexo 3. 
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Continuação do Anexo 3 . 
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ANEXO 4. O software PSI/TM-Coffee realizou o alinhamento de sequências 
múltiplas nas três sequências: sequência de entrada (tr/A7KWG0) da proteína 
CXCR1 e nas outras sequências geradas na busca na plataforma BLASTcom maior 
identidade (2LNL_A e 5LWE_A) 

 

 
*saída gráfica colorida de acordo com a previsão da topologia transmembranar onde os 
resíduos amarelos estão preditos no circuito interno, vermelho em hélice transmembranar e 
azul no circuito externo. 
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ANEXO 5:  Descrição da analise I-Mutant v2.0 (5A e 5B)  
 

ANEXO 5A:  Resultado do índice de confiabilidade (RI) referente ao 
polimorfismo CXCR1 em bovinos Bos taurus. 
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ANEXO 5B:  Descrição da análise de DDG referente à estabilidade do 
polimorfismo CXCR1 em bovinos Bos taurus. 
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ANEXO 6A. Avaliação dos resíduos gerados pelo diagrama de Ramachandran do 
modelo predito para a proteína CXCR1 não-polimórfica 
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ANEXO 6B. Avaliação dos resíduos gerados pelo diagrama de Ramachandran do 
modelo predito para a proteína CXCR1 polimórfica 
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ANEXO 7: Representação das possíveis interações da proteína CXCR1 e de demais proteínas-alvos através da ferramenta STRING. 
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KEGG PATHWAY 

Ligantes  Via Detalhame nto  

IL8 bta04060  - Cytokine-cytokine receptor interaction KEGG Orthology (KO) [BR:bta00001] 
 
Environmental Information Processing Signal 
transduction 04072 Phospholipase D signaling 
pathway [PATH:bta04072] 100125580 CXCR1;  
 
Chemokine (C-X-C motif) receptor 1 K05050 
CXCR2;  
C-X-C chemokine receptor type 2; 
 
Signaling molecules and interaction 04060  
Cytokine-cytokine receptor interaction 
[PATH:bta04060] 100125580 CXCR1;  
 
Cellular Processes Transport and catabolism 04144 
Endocytosis [PATH:bta04144] 100125580 CXCR1;  
 
Organismal Systems Immune system 04062 
Chemokine signaling pathway [PATH:bta04062] 
100125580 CXCR1;  
 
G protein-coupled receptors [BR:bta04030] Class A. 
Rhodopsin Family Chemokine CXC Chemokine 
100125580 CXCR1;  
 
Cytokine receptors [BR:bta04050] Chemokine 
receptors CXC Chemokine 100125580 CXCR1;  
CD molecules [BR:bta04090] Proteins 100125580 
CXCR1. 

bta04062  - Chemokine signaling pathway 

bta04072  - Phospholipase D signaling pathway 

bta04144  - Endocytosis 

   

   

 
 
 

 
 

ANEXO 8: Detalhamento da rede de interação da proteína receptora CXCR1 e demais proteínas-alvos utilizando a 
ferramenta KEGG PATHWAY 
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KEGG PATHWAY 

Ligantes  Via Detalhamento  

ILRB8 bta04060  - Cytokine-cytokine receptor interaction 
 

KEGG Orthology (KO) [BR:bta00001] 
 
Environmental Information Processing Signal 
transduction 04072 Phospholipase D signaling 
pathway 

bta04062  - Chemokine signaling pathway 
 
bta04072  - Phospholipase D signaling pathway 
 
bta04144  - Endocytosis 

   

ARRB2 - - 

   

CXCL6 - - 

   

GRO1 - - 

   

CXCL3 - - 

   

CXCL2 - - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Continuação do Anexo 8.  
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KEGG PATHWAY 

Ligantes  Via Detalhamento  

CXCL12 bta04060  - Cytokine-cytokine receptor interaction 
 

KEGG Orthology (KO) [BR:bta00001] 
 
Environmental Information Processing Signal 
transduction 04064 NF-kappa B signaling pathway 
613811 (CXCL12) 
 
Signaling molecules and interaction 04060 Cytokine-
cytokine receptor interaction 613811 (CXCL12) 
 
Organismal Systems Immune system 04670 Leukocyte 
transendothelial migration 613811 (CXCL12) 04672 
Intestinal immune network for IgA production 613811 
(CXCL12) 04062 Chemokine signaling pathway 
613811 (CXCL12)   
 
Development 04360 Axon guidance 613811 (CXCL12) 
 
Human Diseases Cancers 05200 Pathways in cancer 
    613811 (CXCL12) 
 
Immune diseases 05323 Rheumatoid arthritis 613811 
(CXCL12) 
 
Cytokines [BR:bta04052] Chemokines CXC chemokine 
Family 613811 (CXCL12) 
 
Glycosaminoglycan binding proteins [BR:bta00536] 
Heparan sulfate/Haparin Chemokines (General 
comment) Chemokine presentation, transcellular 
transport, signal transduction 613811 (CXCL12) 

bta04062  - Chemokine signaling pathway 
 
bta04064  - NF-kappa B signaling pathway 
 
bta04360  - Axon guidance 
 
bta04670  - Leukocyte transendothelial migration 
 
bta04672  - Intestinal immune network for IgA  
production 
 
bta05200  - Pathways in câncer 
 
bta05323  - Rheumatoid arthritis 

   

 

 

 

Continuação do Anexo 8.  



80 

 

 

 
KEGG PATHWAY 

Ligantes  Via Detalhamento  

CCL5 bta04060  - Cytokine-cytokine receptor interaction 
 

KEGG Orthology (KO) [BR:bta00001] 
 
Environmental Information Processing Signal 
transduction 04668 TNF signaling pathway 327712 
(CCL5) 
 
Signaling molecules and interaction 04060 Cytokine-
cytokine receptor interaction 327712 (CCL5) 
 
Organismal Systems Immune system 04620 Toll-like 
receptor signaling pathway 

bta04062  - Chemokine signaling pathway 
 
bta04620  - Toll-like receptor signaling pathway 
 
bta04621 - NOD-like receptor signaling pathway 
 
bta04623  - Cytosolic DNA-sensing pathway 
 
bta04668  - TNF signaling pathway 
 
bta05020  - Prion diseases 
 
bta05142  - Chagas disease (American 
trypanosomiasis) 
 
bta05164  - Influenza A 
 
bta05168  - Herpes simplex infection 
 
bta05323  - Rheumatoid arthritis  

   

   

 

 

 

 

 

Continuação do Anexo 8.  
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KEGG PATHWAY 

Ligantes  Via Detalhamento  

CCL3 bta04060  - Cytokine-cytokine receptor interaction 
 

KEGG Orthology (KO) [BR:bta00001] 
 
Environmental Information Processing Signaling 
molecules and interaction 04060  
 
Cytokine-cytokine receptor interaction 100297044  
 
Organismal Systems Immune system 04620  
 
Toll-like receptor signaling pathway 100297044 04062  
 
Chemokine signaling pathway 100297044 
 
Human Diseases Immune diseases 05323  
 
Rheumatoid arthritis 100297044 
 
Infectious diseases 05132  
 
Salmonella infection 100297044 05142  
 
Chagas disease (American trypanosomiasis) 
100297044 
 
Cytokines [BR:bta04052] Chemokines CC chemokine 
Family 100297044 
 
Glycosaminoglycan binding proteins [BR:bta00536] 
Heparan sulfate/Haparin Chemokines (General 
comment) Chemokine presentation, transcellular 
transport, signal transduction 100297044 
 

bta04062  - Chemokine signaling pathway 
 
bta04620 - Toll-like receptor signaling pathway 
 
bta05132  - Salmonella infection 
 
bta05142  - Chagas disease (American  
trypanosomiasis) 
 
bta05323 - Rheumatoid arthritis 

Continuação do Anexo 8.  
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