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RESUMO

A proteina receptora de quimiocina do tipo 1 (CXCR1l) é um polipeptideo
transmembranar que participa no processo imunoldgico, garantindo a migracao das
células de defesas, especialmente neutréfilos, até o local de infeccao,
proporcionando uma rapida acao contra a inflamacao. Estudos recentes detectaram
um polimorfismo de nucleotideo Unico ndo-sinénimo na regido codificante do éxon I
c.+365T>C nesse gene, que acarretou na substituicdo dos aminoacidos alanina (Ala)
por valina (Val) na posicdo 122 da cadeia polipeptidica, resultando em maior
suscetibilidade a mastite em vacas. Assim, o presente estudo objetivou predizer por
analises in silico os possiveis efeitos do polimorfismo A122V sobre a estrutura e
funcdo da proteina CXCR1 de bovino Bos taurus. Neste estudo foram analisadas
duas sequéncias: a) sequéncia de aminoacidos da proteina CXCR1 nao-polimérfica
bovina (A7TKWGO) selecionada a partir do banco de dados Swiss-Prot, contendo o
aminoacido alanina na posi¢do 122 e b) sequéncia da proteina CXCR1 polimérfica
contendo uma substituicio de alanina por valina na posicdo 122 da cadeia
polipeptidica. A predicdo dos impactos do polimorfismo A122V sobre a estabilidade
estrutural e funcional das proteinas CXCR1 ndo-polimorfica e polimorfica foi avaliada
pelas ferramentas SIFT, POLYPHEN e I-MUTANT-2. As modelagens tridimensionais
dessas proteinas  foram realizadas pelos programas integrativos
MODELLER/CHIMERA. A qualidade dos modelos preditos foi validada pelas
ferramentas QMEANBrane e RAMPAGE. Ainda, as intera¢cdes da proteina CXCR1
com outras proteinas correlatas foram estimadas no banco de dados STRING/KEGG
Pathway. Os resultados demostraram que o polimorfismo Al122V exerceu efeitos
toleraveis e nao-deletérios sobre a CXCR1 polimorfica, apresentando um modelo
estrutural de alfa-hélice tipico de uma proteina receptora transmembranar para
ambas as proteinas. Embora maiores variagbes nas distancias entre os pares de
aminoacidos nas posicdes-alvos tenham sido detectadas na proteina CXCR1
polimérfica, cerca de 98% dos aminoacidos em ambos os modelos foram situados
em regibes ditas favoraveis e permitidas nos diagramas de Ramachandran,
indicando que tais modelos apresentam alta precisdo e qualidade de modelagem.
Foi demonstrada interacao da proteina CXCR1 com outras 10 proteinas através do
banco de dados STRING, as quais participam do processo de migragao e
sinalizacdo celular. Evidéncias experimentais sustentam que o polimorfismo de
nucleotideo Unico A122V na proteina receptora CXCR1 est4d associado com
aumento na incidéncia de mastite clinica em vacas leiteiras. Assim, as descobertas
descritas neste estudo comprovam que a substituicAo do aminoacido alanina por
valina provoca mudancas conformacionais locais na proteina CXCR1 polimorfica,
gque podem estar diretamente afetando seus mecanismos de enovelamento pos-
traducionais e sua fungéo biolégica.

Palavra-chave: Bioinformatica, 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 Il 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 (A7TKWGO0) 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. INTRODUCAO

As guimiocinas participam no processo imunologico garantindo a migracao
das células de defesas (neutrofilos) até o local de infecgdo, proporcionando uma
rapida acdo contra a inflamacdo (SALLUSTO; BAGGIOLINI, 2008). A acdo das
quimiocinas é efetivada através da ligagdo com seus receptores (receptores CXC de
quimiocina do tipo —1) presentes na superficie das células, e apos reconhecimento e
ligagdo por um processo chamado quimiotaxia, os neutréfilos migram até o local de
infeccdo (ZHOU et al., 2013; DAVID, MORTARI, 2000). Os neutrdfilos participam
efetivamente no sistema imunoldgico durante o processo inflamatorio, pois nas suas
membranas possuem uma série de receptores imunes inatos que recolhecem os
agentes patolégicos causadores de danos ao tecido (FUTOSI; FODOR; MOCSAI,
2013; PAWLIK et al., 2015).

O gene cxcrl estd relacionado com o sistema imunolégico inato das
quimiocinas (ZHOU et al., 2013). Sendo assim, o polimorfismo no respectivo gene
pode ser identificado como potencial marcador para selecdo de animais resistentes
a mastite, trazendo uma melhor resposta para a producéo de leite (PAWLILIK et al.,
2015). O polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) é a variacdo genética mais
encontrada no codigo genético, e os SNPs consistem na substituicdo de um Unico
nucleotideo na sequéncia de DNA (KONO et al.,, 2007). As variagbes fenotipicas
entre individuos podem ser influenciadas por alteracdes herdadas na sequéncia de
DNA, influenciando as caracteristicas bioquimicas, propensédo ao desenvolvimento
de doencas e respostas aos estimulos ambientais (LAFRENIERE; MACDONALD,
2013). Informagbes mostram que algumas vacas tém maior suscetibilidade a
mastite, e essa relacdo pode ser influenciada pela genética do animal (POKORSKA
et al., 2016).

De acordo com Pokorska et al. (2016), baseado na analise do polimorfismo do
gene cxcrl, identificaram polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP), na regido
codificante 365 desse gene, acarretando na alteracdo (T>C): timina (GTC) por
citosina (GCC), ocasionando a substituicdo de alanina (Ala) por valina (Val) na
posicdo 122 da cadeia polipeptidica. Tal mutacdo caracteriza-se por ser nao-
sinbnima e segundo Pokorska et al. (2016), poderia resultar na alteracdo na
resposta entre o ligante esse receptor, podendo ser uma razéo para 0 aumento da

incidéncia da mastite observada em vacas com polimorfismo nesse sitio.
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A infeccdo das glandulas mamarias de vacas leiteiras acometidas por mastite
€ considerada um problema econémico enfrentado pelos produtores, afetando
diretamente a producdo na industria leiteira e ocasionando grandes prejuizos
(BEECHER et al., 2010; SIMOES, OLIVEIRA, 2012). Além disso, muitas vezes o0s
animais gravemente afetados pela mastite, precisam ser descartados do rebanho,
ocasionando uma reduc¢éo no rebanho (COSER; LOPES; COSTA, 2012). Contudo,
muitos pesquisadores estdo em busca de novos métodos para identificar possiveis
acOes preventivas dessa doenca que vem trazendo sérios prejuizos na producéo de
leite, por exemplo, o uso de marcadores moleculares que possam identificar
polimorfismos e associacdes entre 0 gene de interesse (cxcrl) nas vacas com
suscetibilidade a mastite (POKORSKA et al., 2016). Essas informacdes poderéo
contribuir para selecionar animais com baixa suscetibilidade a mastite, ocasionando
um aumento na producao e qualidade do leite e melhor satde do Ubere das vacas.

Desta forma, esse estudo tem como principal objetivo predizer por analises in
silico os efeitos do polimorfismo A122V sobre a estrutura, estabilidade e funcdo da
proteina receptora de quimiocina do tipo 1 (CXCR1) associado com suscetibilidade a

mastite em bovinos (Bos taurus), utilizando ferramentas de bioinformatica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mastite: saude do ubere em vacas leiteiras

A mastite esta 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 lacteos, ela destaca-se por possuir
importancia econémica como também para a saude publica (MARTINS et al., 2017).
Caracterizada pela inflamacdo das glandulas mamarias pode ser causada por
diversos fatores, sendo os agentes infecciosos, especialmente as bactérias, os
principais causadores (HANSEN; SOTO; NATZKE, 2004). Pode ser classificada
como clinica ou subclinica; onde na mastite clinica estdo evidentes alguns sinais
como edema, aumento de temperatura, endurecimento, dor na glandula mamaria,
grumos e pus no leite, demostrando alteracbes das caracteristicas biofisicas do leite
(HANSEN; SOTO; NATZKE, 2004). Em contraste, na mastite subclinica ndo séo
observadas alteracbes macroscopicas e sim alteracbes na composicdo do leite,
podendo ser identificadas através de analises, tais como células somaticas no leite,
visto que o animal ndo apresenta sinais visiveis de inflamacdo nas glandulas
mamarias (HANSEN; SOTO; NATZKE, 2004). Pode-se afirmar que a mastite
subclinica esta presente em boa parte dos rebanhos leiteiros, sendo detectada pela

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

A mastite é caracterizada por uma resposta inflamatoéria na glandula mamaria,
motivada por alteragcbes metabdlicas e fisiologicas, traumas, e a forma mais
frequente é causada por micro-organismos patogénicos ambientais ou contagiosos
(BRENAUT et al.,, 2014). Contudo a efetividade da resposta imunolégica do
hospedeiro contra esses agentes constitui um fator crucial para nao persisténcia e
agravamento da infeccdo (BRENAUT et al., 2014). Os meios convencionais para
prevenir e controlar tal patologia ainda sejam ineficientes, contudo, progressos
profilaticos consideraveis sdo utilizados contra acdo de agentes contagiosos, tais
como: Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, e para a mastite motivada
por micro-organismos ambientais, Streptococcus uberis e Escherichia coli. (Bl et al.,
2016).

A mastite tem grande impacto econdmico sobre a producéo de leite, visto que
sdo varios os fatores prejudiciais associados a essa patologia, tais como: altos
custos no tratamento, baixa producdo de leite, rejeite de leite, abate prematuro e

15



tratamento com uso de antibiéticos (COSER; LOPES; COSTA, 2012; SIMOES;
OLIVEIRA, 2012). Outra estratégia utilizada é a resposta imunologica da vaca com o
objetivo de aumentar a resisténcia das glandulas mamérias aos patdgenos
invasores; a imunidade do Ubere é principalmente baseada na resposta inata, € 0
desfecho clinico da mastite ndo esta apenas relacionado ao agente de infeccdo, mas
também a resposta imunolégica da glandula mamaria (MAGRO et al., 2017).
Contudo, investigar o papel da imunidade inata na glandula mamaria é fundamental
para compreender melhor a patogénese da mastite, podendo assim ter uma
resposta para uma classificacdo de animais resistentes a essa patologia.

Diante disso, tem-se aumentado a procura por novas drogas, protocolos
terapéuticos e estratégias de controle alternativas; principalmente porque o uso de
antibioticos, apesar de ter importante papel no controle da mastite, ndo pode atuar
por si s6, sem estar associado a outros recursos, tais como: manejo ambiental e
estimulos da resposta imunoldgica dos hospedeiros (MARTINS et al., 2012). A
genética é um dos principais fatores que contribuem para o animal deter a
resisténcia a mastite, exercendo um importante papel na resposta imunologica do
hospedeiro a infeccdo (KLEIN et al., 2012). Diversos genes envolvidos na resposta
imunoldgica de resisténcia & mastite tém sido indicados como fortes candidatos para
determinar essa associacdo (POKORSKA et al., 2016; VERBEKE et al., 2012;
PIGHETTI et al., 2012).

A primeira linha de defesa contra patdégenos invasores € o0 sistema imune
inato, onde as células epiteliais mamérias sdo abundantemente encontradas e
funcionam como agentes patogénicos intramamarios, e atuam como uma importante
fonte de citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas que atraem neutrofilos até o local
da infeccdo, além das células dendriticas e dos macrofagos também essenciais para
a vigilancia imunoldgica (BUDD; MITCHELL; KEANE, 2016). Quimiocinas participam
no processo de manutencdo das barreiras epiteliais, agindo em resposta ao tecido
durante a inflamacéo, assim, reduzindo as vias de proliferacdo bacterianas nas

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

2.2. Familias e funcdes biologicas da proteina CXCR 1

As quimiocinas (citocinas ou quimioatrativas) representam um grande grupo

de proteinas de baixo peso molecular (8-20 kDa), e desempenham um papel na
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comunicacdo e migracao direcionada dos leucécitos ao local infectado, mas também
atuam sobre a hematopoese, angiogénese e oncogénese (DAVID; MORTARI,
2000). As gquimiocinas ainda podem ser classificadas como homeostatica e pro-
inflamatoria quanto a sua funcionalidade e aos seus perfis de expressdo (ROSSI,
ZLOTNIK, 2000). As quimiocinas compreendem quatro subfamilias (CXC, CX3C, CC
e C), sendo a CXC uma das maiores subfamilias do grupo das quimiocinas,
podendo ser representada pela nomenclatura alfa, caracterizado por um aminoacido
variavel que se encontra entre as duas cisteinas N-terminais (DAVID; MORTARI,
2000; MURPHY; BAGGIOLINI; CHARO, 2000).

As quimiocinas atuam através da interacdo com receptores
transmembranares (SALLUSTO; BAGGIOLINI, 2008). Estes receptores de
qguimiocinas tém um N-terminal extracelular, trés alcas extracelulares, trés alcas
intracelulares e um C-terminal intracelular (DAVID; MORTARI, 2000). A sinalizacao
intracelular é administrada através das proteinas G que se associam aos receptores
intracelulares, auxiliando na comunicacao e traducdes de sinais (ROSSI; ZLOTNIK,
2000). O receptor CXCRL1 se liga a interleucina-8 IL8 com alta afinidade, provocando
a ativacdo de neutrdfilos e agindo como um poderoso fator quimiotatico aos
neutrofilos; esta resposta é mediada através sinalizacdo intracelular com a proteina
G que resulta no desencadeamento de cascatas de segundos mensageiros
intracelulares, culminando na entrada de calcio, ha mobilizacdo de microtubulos e na
ativacao celular (BACHELERIE et al., 2014).

Os receptores de quimiocinas sdo compostos por cerca de 350 aminodacidos e
possuem um peso molecular de aproximadamente 40 kDa (MELLADO et al., 2001),
contendo sete dominios transmembranares; a regido extracelular é constituida pela
regido N-terminal e por 3 alcas extracelulares que atuam na ligacdo com as
quimiocinas; ja a regido intracelular € formada pela regido C-terminal e por 3 alcas
intracelulares acoplados a proteinas G que intervém na transducdo do sinal
(MURDOCH; FINN, 2000; MELLADO et al., 2001).

O receptor CXC é subdividido em dois grupos, os que contém acido glutamico
(E), leucina (L), e uma arginina (R) imediatamente antes da primeira cisteina (C),
representado por CXC/ELR(+), e aqueles que ndo contém esta sequéncia (ELR),
que sdo chamados de CXC/ELR(-) (ROSSI; ZLOTNIK, 2000). A presenca ou nao
dessa sequéncia de aminoacidos na estrutura da familia dos receptores CXCs tem

importancia estrutural e funcional, o grupo que contem (ELR), representa atividade

17



preferencial nos neutrofilos, enquanto que o grupo que nao apresentam (ELR) atua
principalmente sobre os linfocitos (DAVID; MORTARI, 2000).

Os receptores CXCR1 e CXCR2 sao os principais receptores de quimiocinas
expressos em neutrofilos, e foram definidos como os primeiros e Unicos receptores
conhecidos de mamiferos para quimiocinas (CXC/ELR+), incluindo interleucina - 8
(IL-8), que se liga a ambos os receptores com alta afinidade; ndo se ligando a outro
tipo de quimiocina (MURPHY; BAGGIOLINI; CHARO, 2000).

Os neutrofilos sdo células hematopoiéticas brancas, que participam nos
mecanismos de defesa do organismo agindo conta infec¢des bacterianas (LIU, et
al., 2005). Os neutrofilos sdo ativados através da ligagcdo de IL-8 ao receptor
CXCR1, e cerca de 70-90% dos receptores CXCRL1 interagem as quimiocinas
(DAVID; MORTARI, 2000).

O sistema de defesa desencadeado pelos neutrofilos apresenta papel
essencial durante o controle da resposta imunolégica de um processo infeccioso
devido a sua capacidade de fagocitar micro-organismos (LAHOUASSA et al., 2007;
VERBEKE et al.,, 2015). Quando um tecido esta lesionado ou infeccionado, os
neutrofilos reagem a quimiocinas CXC, como resposta imunolégica, agindo no tecido
gue sofreu a lesao; tal resposta quimiotatica 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 neutréfilos, como pode ser visualizado na Figura 1.
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Figura 1. No processo inflamatorio ocorre o complexo de
sinalizacdo e recrutamento dos neutréfilos através dos
receptores CXCR1 que reagem as quimiocinas CXC. Assim,
0s neutréfilos atravessam 0s vasos sanguineos e se
deslocam contra um gradiente de concentracao dos peptideos
guimiotaticos em direcéo ao local de inflamacéo.
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Fonte: (HENSON; VANDIVIER, 2006)

Os neutrdfilos mobilizados pelas quimiocinas e citocinas desencadeiam
respostas imunologicas e inflamatorias nas glandulas mamarias durante o processo
pro-inflamatérias, apos estimulacdo bacteriana (Staphylococcus aureus e bactérias
de tipo Gram -) (LAHOUASSA et al., 2007). Segundo o estudo de Trifilo et al. (2004),
foi identificada a acdo das quimiocinas como os mediadores primarios do
recrutamento de leucdcitos para locais de infeccdo e tumores no sistema nervoso
central, indicando que a expressao viral da quimiocinas CXC também aumenta a

imunidade antiviral e reduz o tamanho de tumores.
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2.3. Polimorfismos de um nucleotideo Unico no gene cxcrl

Mutacdo nao-sinbnima € uma alteracdo de uma Unica base numa regiao
codificada do gene, referente a uma mudanga no aminocido da proteina
correspondente (NG; HENIKOFF, 2006). Uma mutacao nao-sinbnima pode alterar a
estrutura e funcdo da proteina, e essa mudanca pode acarretar em consequéncias
fenotipicas drasticas (SUNYAEV; RAMENSKY; BORK, 2000; ALANAZI et al., 2011).
Levando em conta a frequéncia de alelo, as variantes estruturais e a descoberta de
SNPs em larga escala, as analises comparativas das propriedades estruturais das
variantes alélicas de uma proteina detém um papel importante na pré-selecdo de
candidatos para estudos de associacdo de doencas e seus efeitos fenotipicos
(SUNYAEV; RAMENSKY; BORK, 2000).

Nesse contexto, varios estudos tém sido realizados a fim de identificar
polimorfismos que afetam a estrutura e funcdo das proteinas CXCR1. O
polimorfismo A122V na proteina CXCRL1 foi estudado por Pokorska et al. (2016), que
investigaram como a substituicAo entre esses aminoacidos poderia exercer
influéncias sobre a infec¢do das glandulas mamarias, a fim de selecionar animais
com baixa suscetibilidade a mastite e garantir assim uma maior producao de leite em
vacas da raca Holandesa. A substituicdo dos aminoacidos alanina por valina poderia
estar exercendo potencial influéncia na funcdo dos neutréfilos (essa mudanca
possivelmente pode modificar a resposta ao ligante) e a resisténcia a doencgas. De
acordo com os resultados, foi possivel identificar que uma mutacdo c.+365T>C
localizada na regido codificante do gene CXCR1 pode ser considerada um potencial
candidato a marcador molecular genético, relacionando-o com animais suscetiveis a
mastite bovina (POKORSKA et al., 2016). Visto que, uma associagcédo entre a c.+
365T>C e a incidéncia de casos clinicos de mastite demostrou que 0s animais com o
genadtipo CC, tem maiores probabilidade de deterem mastite e os com genétipo TT
tem maiores chances de ndo apresentaram esta doenca.

De acordo com Verbeke et al. (2012), cerca de 140 novilhas da raca
Holandesa foram genotipadas por sequenciamento de DNA, onde foi realizado o
detalhamento dos fenotipicos desses animais, comparando tais resultados com os
dados da cultura bacteriologica e a contagem de células somaticas. Dos 16
polimorfismos encontrados, apenas a substituicdo c.+980A>G foi significativamente
associada & mastite subclinica nessas novilhas em lactagdo precoce, onde o alelo A

foi considerado um agente de protecdo contra a infec¢cdo bacteriana intramamaria
20



pelos principais agentes patoldgicos, com isso, pode-se deter um controle na
selecdo de animais com gendtipos que oferecam imunidade e resisténcia a mastite
(VERBEKE et al., 2012).

De acordo com Pighetti et al. (2012), foram identificados 36 SNPs no gene
cxcrl em uma populagédo de vacas Holandesas; sendo 11 localizados em regides
codificantes do éxons Il: 04 polimorfismos que resultaram em alteracdes de
aminoacidos na proteina de interesse, 01 polimorfismo inseriu um cédon de parada
e 06 polimorfismos foram considerados sinénimos. Pelo menos um dos SNPs
apresentou associacdo com a alteracédo da funcéo dos neutrofilos, sugerindo que as
alteracbes de aminoécidos na proteina alvo tém potencial para influenciar a
atividade da proteina CXCR1 (PIGHETTI et al., 2012). O gene cxcrl é altamente
polimorfico e apresenta potencial nas implicacdes a selecdo genética e fatores com
o aumento do risco de infeccéo (PIGHETTI et al., 2012).

Um estudo realizado por Pawlik et al. (2015) examinou a resposta
imunoldgica inata e seu papel no trajeto de infecgbes bacterianas em um total de
554 vacas Holandesas por genotipagem e testes bacterioldégicos por ensaios da
contagem de células somaticas (SCC) para estimar as diferencas entre animais
portadores de distintos gendtipos e haplétipos e suscetibilidade a mastite por
Staphylococcus aureus. Nesse estudo o teste de contagem de células somaticas
(SCC) foi significativamente relacionado com o SNP cxcrl +472, mas ndo para cxcrl
+735; e nenhuma associacdo estatisticamente significativa entre o polimorfismo de
cxcrl e a suscetibilidade a mastite por Staphylococcus aureus foi encontrada no
rebanho estudado (PAWLIK et al., 2015).

Recentemente, o efeito do polimorfismo A122V na proteina CXCR1 previu
diferencas no padrédo estrutural da proteina ndo-polimorfica e polimorfica, com a
presenca de um dominio helicoidal situado entre as posi¢fes 100 e 150 apenas na
proteina CXCR1 nao-polimorfica (GUZZI, et al., 2017). A comparacao direta dos
residuos de aminoacidos identificados na posi¢cdo 122 nas sequéncias de proteina
CXCR1 de humanos (P25024); bovino Bos taurus (A7KMGO); bovino Bos indicus
(AOA023JCG5) e ovino Ovis aires (W5QDY9) indicou que todos os residuos na
posicdo 122 nas sequéncias de interesse apresentaram variacbes de aminoacidos e
alteracdes nas propriedades bioquimicas. Os residuos de aminoacidos encontrados
na CXCR1 humana e de ovino foram tirosina () e fenilalanina (F), ambos contendo

anéis aromaticos; enquanto nas sequéncias da CXCR1 bovina foram detectados os
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residuos de aminoacido alanina (A) e valina (V), tipicamente mondmeros
apresentando grupos R alifaticos (GUZZI et al., 2017).

De acordo com Zhou et al. (2013), o receptor de quimiocina CXCR1 € um
excelente marcador genético para a resisténcia a mastite em bovinos, pois regula a
migracdo de neutrofilos ao local infectado. Foram detectados 4 SNPs do gene cxcrl
em gado nativo chinés e analisados suas associa¢fes com caracteristicas do leite
(ZHOU et al., 2013). Todos os 04 SNPs estudados estavam localizados na regiao
codificante do éxon II; sendo que dois desses SNPs ¢.337A>G e ¢.365C>T ndao-
sinbnimos [ATC (Isoleucina lle) > GTC (Valina Val) e GCC (Alanina Ala)> GTC
(Valina Val)], indicaram associagdo significativa com a contagem de células
somaticas presentes no leite analisado em vacas leiteiras diagnosticadas com
mastite, sugerindo um possivel papel desses SNPs na resposta do hospedeiro
contra tal patologia (ZHOU et al., 2013).

Recentemente, diferencas entre os gendtipos GC/CC e GC/GG forneceram
estimativas para efeitos de dominancia sobre o gene cxcrl em vacas holandesas,
tendo em vista que o gene cxcrl desempenha um papel fundamental na resisténcia
a mastite e no desempenho do rendimento do leite, essa pesquisa avaliou os efeitos
de dominéncia do gene cxcrl +777 para a mastite clinica e as caracteristicas de
producdo nesse gado leiteiro empregando o meétodo de genotipagem seletiva
(BAGHERI; ZAHMATKESH, 2017). Tais resultados demonstraram  que
0 gene cxcrl pode ser um gene candidato valioso para melhorar a resisténcia a
mastite e as caracteristicas de producdo em rebanhos de gado leiteiro com efeitos
representativos de dominancia (BAGHERI; ZAHMATKESH, 2017).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Analisar as consequéncias do polimorfismo Al122V sobre a estabilidade,
funcdo e modelagem estrutural da proteina receptora da quimiocina do tipo 1
(CXCR1) de bovino Bos taurus, previamente associada com suscetibilidade a

mastite em vacas leiteiras, utilizando ferramentas de bioinformatica.

3.2 Objetivos especificos

» Selecionar sequéncias de peptideos da proteina CXCR1 bovina em banco de
dados de informacao bioldgica;

* Predizer o efeito do polimorfismo A122V sobre a fungéo e a estabilidade da
proteina CXCR1;

* Realizar a modelagem tridimensional das proteinas CXCR1 nao-polimorfica e
polimérfica;

* Avaliar a qualidade dos modelos tridimensionais preditos para as proteinas
CXCR1 nao-polimorfica e polimorfica;

» Verificar as interacOes e correlacdes biologicas da proteina CXCR1 bovina

com outras proteinas.
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4. METODOLOGIA

4.1. Selecdo e busca da sequéncia de interesse em b anco de dados bioldgicos

As sequéncias de aminoacidos da proteina CXCR1 da espécie de bovino
(Bos taurus) foram obtidas por meio de busca e selecéo a partir do banco de dados
de informacao biologica UniProtKB/Swiss-Prot (http://www.uniprot.org). Este banco
de dados permite obter dados de sequéncias de proteinas que foram documentadas
ao longo dos anos, virtualmente disponivel para acesso publico, além de apresentar
alto nivel de integracdo com outros bancos de dados (BAIROCH; APWEILER, 2000).

Duas sequéncias da proteina CXCR1 bovina foram analisadas neste estudo:
a) Sequéncia CXCR1 nao-polimoérfica selecionada a partir de uma base de dados de
sequéncia de proteinas nao redundante UniProtKB/Swiss-Prot (ID: ATKWGDO0) e

apresentada abaixo

>tr|A7TKWGO|A7TKWGO_BOVIN CXCR1 OS=Bos taurus PE=2 SV=2
MTILKDLSNSSYLWEGFEDEFENYSGTPPTEDYDYSPREISTETLNKYAVVVIYALVFL
LSLLGNSLVMLVILYSRIGRSVTDVYLLNLAMADLLFAMTLPIWAASKAKGWIFGTPLCK
VASLLKEVNFYSGILLLACISMDRYLAIVHATRTLTQKRHWVKFICLGIWALSVILALPI
FIFREAYQPPYSDLVCYEDLGANTTKWRMIMRVLPQTFGFLLPLLVMLFCYGFTLRTLFS
AQMGQKHRAMRVIFAVVLVFLLCWLPYNLVLIADTLMRAHVIAETCQRRNDIGRALDATE
ILGFLHSCLNPLIYVFIGQKFRHGLLRIMAIRGLISKEFLAKDGRPSFVGSSSGNTSTTL

b) Sequéncia CXCR1 polimorfica contendo uma substituicdo de alanina por valina na
posicdo 122 da cadeia polipeptidica, como apresentada abaixo.

MTILKDLSNSSYLWEGFEDEFENYSGTPPTEDYDYSPREISTETLNKYAVVVIYALVFL
LSLLGNSLVMLVILYSRIGRSVTDVYLLNLAMADLLFAMTLPIWAASKAKGWIFGTPLCK
VVSLLKEVNFYSGILLLACISMDRYLAIVHATRTLTQKRHWVKFICLGIWALSVILALPI
FIFREAYQPPYSDLVCYEDLGANTTKWRMIMRVLPQTFGFLLPLLVMLFCYGFTLRTLFS
AQMGQKHRAMRVIFAVVLVFLLCWLPYNLVLIADTLMRAHVIAETCQRRNDIGRALDATE
ILGFLHSCLNPLIYVFIGQKFRHGLLRIMAIRGLISKEFLAKDGRPSFVGSSSGNTSTTL

4.2. Analise funcional do polimorfismo A122V na pro  teina CXCR1

Apbs a busca e sele¢do das sequéncias no programa Swiss-Prot, foi realizada
a analise que prediz o efeito do polimorfismo A122V sobre a proteina CXCRL1.
Foram utilizadas as ferramentas SIFT (“Sorting Intolerant From Tolerant”) e
PolyPhen-2 (“Polymorphism Phenotyping v2”), que prevéem o impacto de uma
substituicdo de aminoacidos sobre a funcdo da proteina com base na homologia de

sequéncia e nas propriedades fisicas dos aminoacidos.
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4.2.1. Predicéo da tolerancia do polimorfismo A122V  sobre a proteina
CXCRL1 bovina por analises de SIFT

A ferramenta SIFT realiza analises na sequéncia de aminoacidos com base
em diferentes algoritmos e interpreta as sequéncias homologas utilizando o banco
de dados Swiss-Prot (NG; HENIKOFF, 2003) (http://sift.bii.a-star.edu.sg/). O
algoritmo SIFT prevé relacbes com a evolucdo da proteina, verificando se a
substituicdo de aminoacidos interfere na funcdo da proteina e no fenotipo (NG;
HENIKOFF, 2003). Algumas sequéncias apresentam importancia funcional e
deverdo ser mantidas num alinhamento na familia de proteinas (NG; HENIKOFF,
2003). Baseado em alinhamentos multiplos de sequéncias, o programa SIFT prevé
substituicbes toleraveis e deletérias para cada posicdo da sequéncia (NG;
HENIKOFF, 2003). O que ira indicar se 0 SNP ndo-sinbnimo seréa prejudicial para a
func@o da proteina € o indice de tolerancia, se for inferior a 0,05 prediz para ser
intolerante ou deletério; uma pontuacdo igual ou maior a 0,05 prediz para ser
tolerante (KHAN; ANSARI, 2017).

A possivel probabilidade de substituicdo dos aminodcidos gerada a partir
desse programa é destacada por diferentes cores: os aminoacidos que estdo
representados pela cor preta sdo apolares, na cor verde sao polares, na cor
vermelha séo basicos e na cor azul sdo acidos (NG; HENIKOFF, 2001). Apresenta-
se também um esquema de letras indicativas, sendo as letras mailsculas
correspondem aos aminodacidos que aparecem no alinhamento da sequéncia de
entrada, enquanto as letras minusculas resultam da predicdo de substituicdo (NG;
HENIKOFF, 2001) (ANEXO 1).

4.2.2. Predicéo funcional do polimorfismo A122V sob  re as proteinas
CXCR1 nao-polimorfica e polimdrfica por analises no POLYPHEN-2

PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) é uma ferramenta que
prediz o possivel impacto de uma substituicAo de aminoacidos na estrutura e na
funcdo da proteina, utilizando consideracdes fisicas e comparativos simples com
perfis de conservacdo (ADZHUBEI et al., 2010). O calculo da matriz dos perfis dos
aminoacidos é realizado através de contagem da posi¢do especifica independente
(PSIC, “position-specific independent count”). As diferencas de pontuacdo do PSIC
caracterizam se o polimorfismo € prejudicial ou ndo. Essa pontuacdo 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. Predicéo do efeito do polimorfismo A122V sobre a estabilidade da proteina
CXCR1

Para verificar a estabilidade das sequéncias polimérficas e nao-polimérficas da
proteina CXCR1, foi utilizado o programa I-Mutant 2.0 (http://folding.uib.es/im utant/i-
mutant2.0.html). Tal algoritmo prediz automaticamente as alteracdes na estabilidade
da proteina em funcdo de mutagcdes em um uUnico local; esta ferramenta prediz o
indice de confiabilidade (RI) para a mudanca do aminoé&cido, sendo de 0-10, onde 0
corresponde a menor confiabilidade e 10 indica maior confiabilidade (BAVA et al.,
2004). Prediz também sobre a mudanca de energia livre (DDG) calculada subtraindo
a mudanca de energia livre da proteina mutante da mudanca de energia livre da
proteina nativa (Kcal/mol), onde valores abaixo de 0 (<0) indicam diminui¢cdo da
estabilidade da proteina e valores superiores a 0 (>0) indicam aumento na
estabilidade da proteina (BAVA et al., 2004). Foi inserida a sequéncia da proteina
CXCR1 no formato FASTA juntamente com substituicbes de aminodcidos e a
posicdo e a mudanca de energia livre (DDG) foram obtidas. De acordo com o
programa I-Mutant 2.0, quanto mais negativo o valor da mudanca de energia livre
(DDG), menor sera a estabilidade da proteina (BAVA et al., 2004).

4.4. Andlises de modelagem tridimensional das prote inas CXCR1 néo-

polimorfica e polimorfica

Andlises de predicdo de modelagem comparativa in silico das estruturas
terciarias e quaternarias das proteinas CXCR1 nao-polimorficas e polimérficas foram
realizadas através do programa Modeller (WEBB; SALI, 2014).

Antecedendo as analises de modelagem foi realizada uma analise de
identificacdo de possiveis peptideos sinais na sequéncia da proteina CXCR1 bovina,
atraves da ferramenta SignalP 4.1  (http://www.cbs.dtu.dk/cgi-bin/webfac
e2.fcgi?jobid=5A1028720000179E6B662219&wait=20) (PETERSEN, et al., 2011).
Essa analise verificou a existéncia de peptideo sinal entre os 70 primeiros residuos
de aminoacidos da sequéncia pesquisada. Os peptideos sinais estdo localizados na
extremidade N-terminal e exercem influéncia na funcdo biologica das proteinas
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(JARJANAZI, et al., 2007). Visto que os peptideos sinal contém informacdes que
especificam a escolha da via de segmentacgéo, a eficiéncia da translocac¢do, o tempo
de clivagem e até mesmo as func¢des pos-clivagens, sendo assim, eles podem
acarretar consequéncias na modulagdo da biogénese proteica (HEGDE;
BERNSTEIN, 2006). Aléem de conter funcdes classicas de localizacéo e translocacao
desses polipeptideos do reticulo endoplasmatico, por exemplo no caso das GPCRs,
0os peptideos sinal ndo clivados podem regular a expressdao do receptor na
membrana plasmatica, bem como podem também influenciar no acoplamento da
proteina G a esse receptor (SCHULEIN et al., 2012). Portanto, quando a sequéncia
analisada apresentar presenca de peptideo sinal, este devera ser removido. As
andlises da presenca ou ndo do peptideo sinal na proteina CXCR1 indicaram a
auséncia desse peptideo sinal na sequéncia de aminoacidos de 0 até 70 nessa
proteina (ANEXO 2).

4.4.1. Modelagem estrutural das proteinas CXCR1 ndo -polimérfica e
polimorfica utilizando os programas MODELLER/CHIMER A

O programa Modeller versdo 9.17 (“Program for Comparative Protein
Structure Modelling by Satisfaction of Spatial Restraints”) é uma ferramenta de livre
acesso (https://salilab.org/modeller/), responsavel pela modelagem da estrutura
comparativa das proteinas, prevendo a estrutura tridimensional de uma dada
sequéncia de proteina com base principalmente no alinhamento de estrutura
previamente conhecida (molde) (WEBB; SALI, 2014; MARTI-RENOM et al., 2000).

Geralmente, o processo de obtencdo de um modelo proteico virtual através da
execucao da estratégia da modelagem molecular por homologia estrutural envolve
quatro etapas principais, entre elas: busca de proteinas homodlogas, alinhamento das
sequéncias, construcdo e otimizacdo dos modelos, e validacdo dos mesmos
(HILLISCH.; PINEDAL; HILGENFELD, 2004).

O primeiro passo na modelagem comparativa € a identificacdo de estruturas
tridimensionais ja descritas e depositadas em bancos de dados, que possam atuar
como uma base estrutural para a modelagem da sequéncia-alvo (proteina-alvo).
Esta identificacdo pode ser realizada levando-se em consideragao varios aspectos,
tais como: conhecimento estrutural, similaridade de funcéo, expressao pelo mesmo
grupo de genes, similaridade sequencial ou até correlagdo evolutiva (DEANE;
BLUNDELL, 2003).
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Para realizar as analises 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 sequéncia da proteina CXCR1 no formato FASTA pela selecdo da opcao
“proteina”, e em seguida foi utilizado a opcdo “Run blast”, selecionando-se as
opcOes: “database protein-protein pdb” e “blasttp (protein-protein blast)”, para
apresentar as opc¢oes de sequéncias/modelos alvos. Esse alinhamento com a
ferramenta Blast forneceu opcbes de 74 sequéncias/modelos alvos (ANEXO 3),
dessas opcdes foram escolhidos os dois modelos com maior identidade em
comparacao a proteina CXR1 bovina: ID PDB 2LNL referente a estrutura da CXCR1
humana em bicamada fosfolipidica (“structure of human CXCR1 in phospholipid
bilayers”) com 79% de identidade; e ID PDB 5LWE referente a 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 sequéncia tendem a ter
alinhamentos razoavelmente baixos e erros estruturais, enquanto a identidade de
sequéncia mais alta geralmente permite correlacionar diferencas na funcdo em
familias de proteinas com variagbes estruturais. Neste contexto, os modelos
baseados em pelo menos 30% de identidade de sequéncia sdo considerados
"razoavelmente precisos” (VITKUP et al., 2001). Foram realizados alinhamentos de
sequéncias multiplas entre a sequéncia de entrada CXCR1 e as duas opcdes de
sequéncias-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 sequéncias multiplas de proteinas combinando extensdo de
homologia com uma abordagem de alinhamento baseada em consisténcia, onde a
extensdo da homologia é realizada através de buscas de “Position Specific Iterative”
(PSI) contra uma escolha de bancos de dados redundantes e ndo-redundantes pela
ferramenta BLAST (FLODEN et al., 2016). Neste alinhamento foi possivel identificar
102 aminoéacidos idénticos na mesma posicdo das 3 sequéncias 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 0 passo-a-passo

descrito no tutorial, (https://salilab.org/modeller/tutorial/basic.html). As analises no
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programa Modeller geraram cinco op¢des de modelos tridimensionais (3D) para
cada sequéncia, foi selecionado o modelo com menor valor de DOPE, que o
classifica como um melhor modelo dentre os gerados (Figura 2.)

Figura 2. Parametros avaliativos da analise dos modelos alvos gerados a partir
do programa Modeller.

>> Summary of successfully produced models:

Filename molpdf DOPE score GA341 score
[cxcr1.899990601.pdb 2094.37012  -35260.26953 0.99897]
cxcrl.B99990002.pdb 2047.95056  -35932.75781 0.99709
cxcrl.B99990003.pdb 1897.92322  -35737.28125 0.99451
cxcrl.B99990004 . pdb 2020.39185  -35399.82031 0.99946
cxcrl.B99990005. pdb 2178.14990  -36056.46094 0.99848
Total CPU time [seconds] : 151.39

>> Summary of successfully produced models:

Filename molpdf DOPE score GA341 score
cxcrlp.B99990001.pdb 2054.92041  -35337.50391 0.99997
cxcrlp.B99990002.pdb 2059.75488  -36009.25000 0.99877
[cxcrlp.899990003.pdb 2097.88403  -35282.07813 9.99611]
cxcrlp.B99990004 . pdb 1973.84290  -35699.90625 0.99623
cxcrlp.B99990005. pdb 1961.69702  -35712.73438 ©0.99333
Total CPU time [seconds] : 162.95

Em seguida, foram analisados os modelos estruturais gerados pelo Modeller,
utilizando o] programa Chimera. @) programa Chimera
(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html) €& altamente extensivel para
visualizacdo e andlise interativa de estruturas moleculares e dados relacionados,
incluindo mapas de densidade, montagens supramoleculares, alinhamentos de
sequéncias, resultados de ancoragem, trajetérias e conjuntos conformacionais
gerando imagens e animacdes de alta qualidade. No programa Chimera foram
analisados os dois modelos em formato PDB selecionados acima quanto as
distancias entre residuos de aminoacidos anteriores (posicdo 121) e posteriores
(posicado 123) em relacdo a posicdo 122 nas sequéncias das proteinas CXCR1
polimorfica e ndo-polimdrfica. Ainda, tal programa computacional foi empregado para
realizar alinhamentos sobrepostos das duas estruturas tridimensionais das proteinas

CXCR1 néao-polimorfica e polimorfica, permitindo a comparacdo de similaridades e
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diferencas entre duas proteinas ou duas conformacdes diferentes de uma mesma
proteina. O Chimera procurar alinhar duas estruturas, de forma que o0 maior numero

de pontos em comum fique sobreposto.

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

proteina CXCR1 nao-polimorfica e polimorfica

4.5.1. Andlise da qualidade da modelagem através da  ferramenta
QMEANBrane

QMEANBrane (https://swissmodel.expasy.org/gmean/) € uma versdo do
QMEAN desenvolvida para avaliar a qualidade local dos modelos tridimensionais de
proteinas, especialmente os modelos preditos a partir de sequéncias de proteinas
sabidamente transmembranares (STUDER; BIASINI; SCHWEDE, 2014). A
ferramenta QMEANBrane emprega potenciais avaliativos especificos analisados a
partir de trés segmentos diferentes (membrana, interface e porgcéo solivel) em um
modelo de proteina transmembranar (STUDER; BIASINI; SCHWEDE, 2014). Tais
potenciais sdo aplicados somente nas pontuacdes locais situados em um intervalo
de 0 a 1, sendo 1 considerado um valor satisfatorio/bom. Além disso, 0os escores
QMEAN4 e QMEANG avaliam as estruturas experimentais, sendo o escore QMEAN4
uma combinacdo linear de quatro termos de potencial estatistico, ja o escore
QMEANSG usa dois termos que avaliam a consisténcia de caracteristicas estruturais
com previsdbes de sequéncias (BENKERT; BIASINI; SCHWEDE, 2010). Para a
normalizacéo, os escores QMEAN de um modelo sdo comparados as distribuicbes
obtidas a partir de estruturas de alta resolucéo resolvidas por cristalografia de raios-
X (BENKERT; BIASINI; SCHWEDE, 2010). O resultado de "QMEAN Z-score" fornece
uma estimativa do "grau de natureza" das caracteristicas estruturais observadas em
um modelo e indica se o modelo € de qualidade comparavel as estruturas
experimentais (BENKERT; BIASINI; SCHWEDE, 2010). Os Z-escores dos termos
individuais da funcdo de pontuacdo indicam quais caracteristicas 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
concordancia com caracteristicas preditas e energia potencial de forca média mais
baixa.
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Para estimativa da qualidade dos modelos preditos também foram utilizados
0S seguintes parametros: solvatacdo “solvation”, tor¢do “torsion”, todos atomos “all
atom” e C-B. O parametro de solvatacéo refere-se a propensédo de um determinado
residuo para uma dada acessibilidade ao solvente em comparacdo com qualquer
outro residuo (MELO; SANCHEZ; SALI, 2003). O parametro de torcdo esta
relacionado ao potencial de angulo de torcdo de um Unico residuo e reflete a
propensdo de um determinado residuo para uma dada torcdo em compara¢do com
qualquer outro residuo (TOSATTO, 2005). O parametro referente a todos atomos
indica que as interacbes em pares sao consideradas entre todos os atomos pesados
quimicamente distinguiveis (STUDER; BIASINI; SCHWEDE, 2014). O parametro de
C-B avalia a dobra geral apenas considerando interacbes em pares entre C-f e a
posicdes dos 20 aminoacidos padrao; no caso de glicina, um representante do C-j3,
sua posicdo € construida usando seu eixo dorsal como ancora (STUDER; BIASINI;
SCHWEDE, 2014).

Especialmente, a qualidade dos modelos gerados a partir de proteinas
transmembranares deve ser executada empregando a QMEANBrane. Assim, os dois
modelos das proteinas CXCR1 nao-polimorfica e polimorfica foram analisados
inicialmente adicionando-se os arquivos dos modelos gerados em formato PDB, em
seguida selecionou-se 0 método (QMEANBrane) para execucdo das analises. Os
resultados foram obtidos através de graficos destacados por esquema de cores. A
cor azul indica maior proximidade ao N-terminal, bem como alta qualidade e alta
correlacdo, bem como a presenca de residuos menos hidrofébicos. Ja a cor
vermelha indica maior proximidade ao C-terminal, menor qualidade com presenca de
residuos mais hidrofébicos (KELLEY; STERNBERG, 2009; BENNETT-LOVSEY, et
al., 2007).

4.5.2. Avaliagdo da qualidade estrutural dos modelo s preditos das
proteinas CXCR1 ndo-polimorfica e polimorfica pelo programa RAMPAGE

A avaliacdo estereoquimica dos modelos estruturais foi realizada pela
ferramenta RAMPAGE com a construcdo do diagrama de Ramachandran
(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php), que permite a avaliacdo dos
angulos de torcdo “phi” @ e “psi” y, como o intuito de encontrar conformacdes
estaveis, estes podem ser classificados em regiGes favoraveis, permitidas e ndo permitidas
(LOVELL et al., 2003). Portanto, quando dois atomos estdo ocupando 0 mesmo
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espaco no mesmo tempo, ocorre a colisdo estérica, ocasionando uma
desorganizacdo e esses residuos ficam localizados em uma regido proibida/nao
favoravel (LOVELL et al.,, 2003). As regides ndo permitidas geralmente envolvem
impedimento estérico entre o grupo metileno C-B da cadeia lateral e os atomos da
cadeia principal. A glicina tem apenas um atomo de hidrogénio para sua cadeia
lateral e, portanto, pode adotar angulos “@” e “g” nos quatro quadrantes do diagrama
de Ramachandran. Por isso, ocorre frequentemente, por sua vez, regibes de
proteinas onde qualquer outro residuo seria estericamente impedido (BERG;
TYMOCZKO; STRYER, 2008). Em contraste, 0 aminoacido prolina com sua cadeia
lateral de anel de 5 membros, conectando Ca a cadeia principal-N, mostra um
namero limitado de combinacdes possiveis de y e @ (ANDERSON et al., 2005; TING
et al., 2010). Uma estrutura com 290% de seus residuos nas regibes mais
favorecidas de Ramachandran € considerada tdo precisa como uma estrutura
cristalina de resolucdo 2A (LASKOWSKI et al., 1996). Nos casos em que a estrutura
de raios-X da proteina ndo foi adequadamente refinada, e especialmente para
modelos de homologia incorretos ou errados, os angulos de torcdo sédo encontrados
nas regibes ndo permitidas da trama de Ramachandran e esse tipo de desvio

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

As interacBes das cadeias dos polipeptidios descrevem sua rotagdo em torno
das ligacdes entre N-Ca (¢) e Ca-C (y) (AL-KARADAGHI, 2017). O diagrama de
Ramachandran fornece uma maneira facil de verificar a distribuicdo de angulos de
torcdo em uma estrutura proteica (AL-KARADAGHI, 2017). Ele também fornece uma
visdo geral das regides excluidas, mostrando quais rota¢des do polipeptidio ndo sédo
permitidas devido ao impedimento estérico (colisbes entre &tomos) (AL-
KARADAGHI, 2017). O diagrama de Ramachandran gerado a partir de uma
determinada proteina pode também servir como um indicador importante da
qualidade de suas estruturas tridimensionais (AL-KARADAGHI, 2017).

Os angulos de torcdo “@” e “@” fornecem a flexibilidade necessaria para o
esqueleto do polipeptidio para adotar certo dobramento, uma vez que o terceiro
angulo de tor¢do possivel dentro da cadeia principal da proteina (chamado 6mega,
w) € essencialmente plano e fixado em 180 graus (AL-KARADAGHI, 2017). O
angulo de torcdo entre o nitrogénio e o carbono alfa € chamado de “phi” @; ja o
angulo de torcdo entre o carbono alfa e a carbonila é chamado de “psi” ¢ (BERG;

TYMOCZKO; STRYER, 2008). Sabendo-se que 0s residuos que se encontram entre
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(p= 90° e w= -90°) sdo considerados nao-favorecidos (BERG; TYMOCZKO;
STRYER, 2008).

O diagrama de Ramachandran apresenta variagdes de cores representadas
por regides no gréfico, as é&reas sombreadas em azul-escuro refletem as
conformacdes que nao envolvem superposicao estérica e, portanto, sao inteiramente
permitidas (designada de alfa e beta-helicoidal), correspondentes a conformacdes
em que atomos de polipeptidio se aproximam da soma de “van der Waals”.
(LEHNINGER, 2006) As regides na cor azul-médio correspondem a conformagdes
permitidas em limites extremos de contatos atdbmicos desfavoraveis. (LEHNINGER,
2006). As areas de coloracéo azul-claro refletem conformacgfes que sdo permitiveis,
quando uma pequena flexibilidade é permitida aos angulos da ligacéo (regiées nao-
permitidas) (LEHNINGER, 2006). As conformacgdes julgadas possiveis sdo aquelas
que envolvem pouca ou nenhuma interferéncia estérica, com base em calculos
usando raios de van der Waals conhecidos e os angulos das ligacdes (LEHNINGER,
2006).

4.6. Interacéo e correlagéo da proteina CXCR1 bovin a com outras proteinas

Para correlacionar a interagdo funcional da proteina em estudo com outras
proteinas, 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 a proteina CXCRL1. Esta ferramenta realiza pesquisa on-line em um banco
de dados de interacdo com genes; fornece uma pontuacdo de confianca, referente
ao dominio na estrutura tridimensional da proteina, modelos de homologia,
atualizacbes de dados extensas e conectividade e integragdo com recursos de
terceiros (SZKLARCZYK et al., 2016).

Para cada associacao proteina-proteina armazenada no servidor STRING é
fornecida uma pontuacéo (escore), representada por uma escala de confianca com
pontuacdo minima e maxima entre zero (0) e um (1), respectivamente, indicando a
probabilidade estimada de que uma dada interac&o seja biologicamente significativa,
especifica e reprodutivel (SZKLARCZYK, et al., 2016). Na interface grafica gerada
pelo programa STRING a rede de interacfes das proteinas apresenta os canais de

evidéncias delimitados por tracos em diferentes cores: interacdes conhecidas a partir
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de bancos de dados com curadoria sdo apresentadas na cor azul claro e interacdes
determinadas experimentalmente sdo apresentadas na cor rosa. Também é possivel
verificar a presenca de interacdes preditas como genes aproximados na cor verde
escura; genes associados funcionais na cor vermelha e a co-ocorréncia entre genes
na cor azul escuro. Também foram destacadas outras opcdes, tais como:
“textmining”, mineragédo de texto na cor verde claro; “co-expressao” na cor preta e
proteina homologa na cor lilas (SZKLARCZYK, et al., 2016).

4.6.1. Analise do mapeamento da proteina CXCR1 util izando o software
KEGG PATHWAYS.

O banco de dados do KEGG PATHWAY €& uma colecdo de diagramas
graficos desenhados manualmente, denominados mapas de vias metabdlicas
KEGG, que representam vias moleculares para o metabolismo, processamento de
informacdes genéticas, processamento de informagBes ambientais, outros
processos celulares, doencas humanas e desenvolvimento de drogas (KANEHISA et
al., 2011). Esta ferramenta é um recurso de banco de dados integrado, onde as suas
andlises sdo realizadas através de procedimentos que envolvem informacdes
cruzadas das espécies para ligar o genoma as redes moleculares através do
sistema de Ortopedia KEGG, permitindo a integracdo e interpretacdo de conjuntos
de dados em grande escala (KANEHISA et al., 2011).

Para obtencado dos diagramas de ligacdes de interacdes moleculares, através
do mapeamento (“Pathway Mapping”), foi submetido a pesquisa o prefixo da espécie
em estudo e a proteina subsequente da espécie sem abreviacdes, e na sequéncia
apareceram o0s resultados referentes as interacdes dessa proteina a demais
proteinas-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. Andlise funcional do polimorfismo A122V napro  teina CXCR1

5.1.1. Predicdo para a tolerancia do polimorfismo A 122V da proteina
CXCR1 através da ferramenta SIFT

Através da ferramenta SIFT foi possivel predizer o efeito do polimorfismo
A122V sobre a analise funcional da proteina CXCR1, indicando que o polimorfismo
A122V nao apresentou alteracdes a funcionalidade normal dessa proteina, visto que
o resultado encontrado foi “toleravel” com valor da fracdo de sequéncias que contém
um aminoacido basico ou “seq rep” de 0,94 e valor de escore de probabilidade de

tolerancia de 0,56 para a substituicdo por valina (ANEXO 1).

5.1.2. Predicéo do efeito do polimorfismo A122V sob  re a fungéo da
proteina CXCR1 utilizando a ferramenta Polyphen-2

O impacto da substituicdo do aminoacido alanina por valina A122V na fungéo
da proteina CXCR1 por andlises PolyPhen-2 demonstrou ser "benigno” com valores
de escore de 0,000 em nivel de divergéncia (sensibilidade 1,00 e especificidade
0,00) e e 0,001 em nivel de variacdo (sensibilidade 0,99 e especificidade 0,09).
Comprovando assim, que o polimorfismo Al122V ndo acarretou prejuizos/nédo-
deletério a funcdo da proteina CXCR1 bovina (Figura 3.).

Figura 3. Predicao do efeito do polimorfismo A122V sobre a
funcdo da proteina CXCR1 bovina.

PolyPhen-2 ;..o o1 runctionst sitects ot numan o

PolyPhen-2 report for ATKWG) A122V
Query
Protein Acc  Position AA; AA; Description
ATKWGD 122 A ¥V CXCR! 0S=Bos tauns PE=2 8v=2
Results
+| PredictioniConfidence PolyPhen-2v2.2.2r398
HumDiv
This mutation is pradictedio be BENIGN  with a score of 0.600 (sersitivity: 1.00; specificity. 0.00)

.o 0.2 o0 0060 0. 10

=] Humvar
This mutation is pradictedto be  BENIGN  with a score of 0.001 (sersitivity: 0.99; specificity: 0.09

Details

F| Multiple sequence alignment UniProtKB/UniRef100 Release 2011_12 (14-Dec-2011)

:" 3D Visualizaton [PDB/D3SP Snapshot 03.Jan-2012 (78304 Structures)
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5.2. Predicéo do efeito do polimorfismo A122V sobre a estabilidade da proteina
CXCR1

Andlises empregando o programa I-Mutant 2.0 demonstraram que o
polimorfismo A122V nao alterou a estabilidade da proteina CXCR1. A proteina
permaneceu estavel em um nivel de confiabilidade (RI) de 3 (ANEXO 5A) e com
valor de mudanca de energia livre (DDG) de 0,28 (ANEXO 5B), indicando maior
estabilidade e efeito ndo-deletério deste nsSNP na estrutura e funcdo da proteina
CXCRL1 polimorfica.

5.3. Predicao das alteracOes estruturais das protei nas CXCR1 ndo-polimorfica
e polimérfica

As ferramentas Modeller v.9.17 foram utilizadas para analisar se o
polimorfismo A122V acarretou alguma alteracdo na estrutura das proteinas CXCR1
polimoérfica e ndo-polimorfica. Os modelos estruturais preditos para as proteinas
CXCR1 nao-polimorfica e polimdrfica revelaram estruturas espaciais tridimensionais
tipicas de um polipeptidio receptor transmembranar, produzindo um padréo
caracteristico de ondas que refletem estruturas helicoidais com quebras nas ondas
correspondendo a terminais ou tor¢cdes de hélice (Figura 4). Os modelos
tridimensionais das proteinas CXCR1 nao-polimérfica e polimorfica foram gerados
nas seguintes conformacfes: formato em fita (“ribbons”) das sequéncias néo-
polimérfica e polimérfica (Figura 4A e B, respectivamente); formato de esfera e
bastdo (“all atoms”) das sequéncias nao-polimérfica e polimérfica (Figura 4C e D,
respectivamente); formato compactado (“hydrophobicity surface”) das sequéncias
nao-polimoérfica e polimorfica (Figura 4E e F, respectivamente). A sequéncia de
aminoacidos é lida da extremidade N-terminal (residuos iniciais) para o C-terminal
(residuos finais), e a estrutura terciaria apresentada pela conformacdo em fita esta
destacada nas cores padrbes de um arco-iris (azul, ciano, verde, amarelo e
vermelho) nessa ordem, sem obedecer a critérios especificos para colorir 0s
residuos. Portanto, o N-terminal esta representado pela cor azul e o C-terminal pela
cor vermelha (Figura 4A e B). Ainda, é preciso destacar que o0s residuos na
coloracdo vermelha e azul marcam os pares de residuos que apresentam as

maiores variacdes de distancia nas duas conformacdes.
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Figura 4. Modelos tridimensionais da proteina CXCRL1. A e B: formato em fita
(“ribbons”) das sequéncias nao-polimérfica e polimorfica, respectivamente. C
e D: formato de esfera e bastédo (“all atoms”) das sequéncias nao-polimérfica
e polimorfica, respectivamente. E e F: formato compactado (“hydrophobicity
surface”) das sequéncias ndo-polimorfica e polimorfica, respectivamente.

O alinhamento sobreposto das proteinas CXCR1 néo-polimérfica e polimérfica
demonstrou diferencas no padrédo de modelagem nas extremidades C-terminal e N-
terminal entre os modelos analisados (Figura 5). Embora o sitio alvo na posicéo
Al122V aparentemente demonstra nao ter sofrido grandes alteracdes (destaque em
cor verde na Figura 5).
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Figura 5. Alinhamento e sobreposicdo das estruturas
tridimensionais das proteinas CXCR1 nao-polimoérfica e
polimorfica.

*Cor cinza (proteina CXCR1 nao-polimoérfica); cor azul (proteina
CXCR1 polimorfica); destacado na cor verde a posi¢do alvo
(A122V).

Foram encontradas as diferencas nas distancias entre os pares de residuos
de aminoéacidos na posicédo Vall21 e Alal22 na CXCR1 n&o-polimorfica de 7,573A
(Figura 6A), enquanto para mesma posi¢do Vall21 e Val 122 na CXCR1 polimérfica
foi verificado o valor de 8,037A (Figura 6B), sendo assim, a diferenca entre as
distancias entre as duas proteinas de 5,77% (0,464A). Analisando a distancia entre
os residuos de aminoacidos na posicdo Alal22 e Ser123, foram encontrados valores
de 6,210A para a CXCR1 n&o-polimérfica (Figura 6C) e 7,508A para a CXCR1
polimérfica (Figura 6D), verificando-se uma diferenca entre tais distancias de 17,28%
(1,298A).
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Figura 6. Distancias entre o par de residuos de aminoacidos
nas posicbes 121, 122 e 123 em funcdo do polimorfismo
A122V nas proteinas CXCR1 n&o-polimérfica (A e C) e
polimérfica (B e D).

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

5.4. Validacdo dos modelos tridimensionais preditos a partir da sequéncia das
proteinas CXCR1 ndo-polimorfica e polimorfica

A validacdo da modelagem € uma etapa muito importante para a predicédo
estrutural das proteinas. Para a validacao estrutural dos modelos preditos para as
proteinas CXCR1 n&o-polimérfica e polimérfica foram utilizados os programas
QMEANBrane e RAMPAGE com a obtencéo de diagramas de Ramachandran.

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

O modelo tridimensional estrutural predito a partir das proteinas CXCR1 né&o-
polimorfica e polimorfica revelou estruturas espaciais tridimensionais em alfa-hélice
tipica de um polipeptidio receptor transmembranar (Figura 7). A conformacdo de
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modelagem para ambas as proteinas produziu um padréao caracteristico semelhante
a ondas que reflete a estrutura helicoidal, com quebras nas ondas correspondentes
a terminacbes em hélices ou tor¢cdes (Figura 7). Especialmente, a substituicao
pontual dos aminoacidos de alanina por valina na posicdo 122 revelou escores de
qualidade local de 0,81 para as proteinas néo-polimorfica (Figura 7A) e 0,78 para a
polimérfica (Figura 7B), ambas situadas em uma posicédo altamente conservada e
rica em residuos hidrofébicos.
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FIGURA 7. Validacdo da qualidade dos modelos preditos pela ferramenta QMEANBrane. Estrutura tridimensional e cadeia
linear apresentando os residuos de aminoacidos da proteina CXCR1 ndo-polimérfica (A) polimérfica (B).
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*Cor azul indica maior proximidade ao N-terminal, bem como alta qualidade local e rica em de residuos hidrofébicos. A cor vermelha indica maior
proximidade ao C-terminal, menor qualidade local e maior presenca de residuos hidrofilicos.



Parametros avaliativos gerados através da analise do QMEANBrane entre 0s
modelos tridimensionais das proteinas CXCR1 néo-polimoérfica e polimérfica séo
apresentados na Figura 8. A estimativa dos valores de Z-escores QMEAN4 e
QMEANG6 para a proteina CXCR1 néo-polimorfica foi de -5,91 e -4,97,
respectivamente. Nesta perspectiva, 0 modelo predito para a sequéncia polimérfica
da proteina CXCR1 demonstrou valores de Z-escores QMEAN4 e QMEANSG de -6,75
e -5,44, respectivamente. As interacdes entre todos o0s atomos pesados
quimicamente distinguiveis na estrutura secundaria local foram -6,25 e -6,93 para
CXCR1 néao-polimérfica e polimérfica, respectivamente, bem como valores de
interacdes entre as posi¢cdes C-B dos 20 aminoécidos padrbes, em particular glicina,
foram -5,65 e -8,18 para o0os modelos CXCR1 nao-polimdérficos e polimérficos
preditos, respectivamente. A solvatacdo calculada pela contagem de atomos
circundantes em torno de todos os atomos pesados quimicamente distinguiveis que
ndo pertencem ao proprio residuo analisado foi de -1,73 para CXCR1 néo-
polimérfica e -1,97 para o modelo de CXCR1 polimérfico. Os angulos de tor¢éo ¢ / g
centrais de trés aminoacidos consecutivos com base na identidade dos aminoacidos
envolvidos foram de -4,43 e -4,78 para os modelos CXCR1 nao-polimorfico e
polimérfico preditos, respectivamente. Com base nos parametros avaliativos acima
descritos, em particular os valores de QMEAN4 e QMEANSG, esses achados indicam
gue os modelos 3D preditos das sequéncias da proteina CXCR1, particularmente a
sequéncia polimoérfica, apresentou baixa qualidade local de modelagem devido a

baixos escores fortemente negativos obtidos a partir desses modelos.
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Figura 8. Parametros avaliativos da qualidade dos
modelos tridimensionais preditos para as proteinas
CXCR1 néo-polimorfica (A) e polimorfica (B) gerados pelo
programa QMEANBrane.
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5.4.2. Por andlises dos diagramas de Ramachandran a través do
programa RAMPAGE.

Os resultados utilizando o diagrama de Ramachandran revelaram que dos
360 residuos identificados, 334 (93,3%) estavam situados em regides favoraveis, 17
(4,7%) estavam em regides permitidas e 07 (2%) estavam em regibes nao-
permitidas, provando que o modelo tridimensional predito para a proteina CXCR1
ndo-polimorfica € satisfatoriamente aceitavel (Tabela 1, Figuras 9A e 10A, ANEXO
6A).

Os resultados utilizando o diagrama de Ramachandran revelaram que dos
360 residuos identificados, 330 residuos (92,2%) estavam situados em regifes

favoraveis, 21 (5,8%) estavam em regides permitidas e 07 (2%) estavam em regides
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nao-permitidas, provando que o modelo predito para a proteina CXCR1 polimérfica

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

Tabela 1. Numero e porcentagem dos residuos distribuidos nas regifes favoraveis,
permitidas e ndo permitidas a partir dos modelos da proteina CXCR1 n&o-polimérfica
(n-p) e polimorfica (p) por analises do diagrama de Ramachandran.

Regibes favoraveis Regibes permitidas Regides nao-permitidas
Modelo
N° residuo % residuo N° residuo % residuo N° residuo % residuo
CXCR1
334 93,3 17 4,7 07 2,0
n-p
CXCR1
330 92,2 21 5,8 07 2,0
P

* O numero total de residuos de aminoacidos na proteina CXCR1 é 360 aminoacidos.
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Figura 9 . Representacao grafica do diagrama de Ramachandran gerada a partir das proteinas CXCR1 com
0s angulos de restricdes em cada parcela e seus elementos estruturais secundarios nos quadrantes a-
hélice e B-conformacdo gerada pela ferramenta RAMPAGE. Proteinas CXCR1 nao-polimorfica (A) e
polimorfica (B).
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* Residuos de pré-prolina e prolina identificados em quadrados e triangulos na cor preta com sombreamento de azul mais
intenso estdo presentes em regides favoraveis. Residuos de pré-prolina e prolina identificados em quadrados e triangulos na
cor laranja com sombreamento azul menos intenso estdo em regibes permitidas. Residuos de glicina identificados em
asterisco na cor preta com sombreamento na cor laranja mais intenso estdo em regifes favoraveis. Residuos de glicina
identificados em asterisco na cor laranja com sombreamento em laranja menos intenso estdo presentes em regifes
permitidas. O eixo horizontal mostra valores ¢, enquanto a vertical mostra valores y. Cada ponto no diagrama mostra os
angulos para um aminoacido. Observe que a contagem comeca no canto esquerdo de -180 e se estende a +180 para os
eixos vertical e horizontal; permitindo uma distin¢éo clara das regiées caracterizadas por a-hélices e p-conformacdes.
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Figura 10. Diagrama de dispersdo dos residuos de glicinas, pré-prolina e prolina dos modelos da
proteina CXCR1 nao-polimorfica (A) e polimorfica (B) em regides favoraveis e permitidas.
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*Diagrama de disperséo sobreposto em grafico demonstrado as regides favorecidas e permitidas dos residuos de glicina,
pré-prolina e prolina representados por diferentes cores. As propensdes especificas para glicina, pré-prolina e prolina sao
analisadas em parcelas separadas do diagrama de Ramachandran. Os residuos de glicina que estdo nas regides
favoraveis aparecem destacados na cor laranja mais intensa. Os residuos de pré-prolina que estdo nas regides favoraveis
aparecem destacados na cor azul mais intensa. Os residuos de prolina que estdo nas regides favoraveis aparecem
destacados na cor verde mais intensa. Os residuos de glicina que estdo nas regides permitidas aparecem destacados na
cor laranja menos intensa. Os residuos de pré-prolina que estdo nas regides permitidas aparecem destacados na cor azul
menos intensa. Os residuos de prolina que estéo nas regifes permitidas aparecem destacados na cor verde menos intensa.
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5.5. Rede de interagBes e correlagbes da proteina C XCR1 com demais
proteinas

De acordo com o resultado obtido pelo banco de dados STRING, foi possivel
verificar que essa ferramenta ainda néo apresenta disponibilidade da sequéncia da
proteina CXCR1 bovina. Entédo, tais analises foram realizadas a partir da proteina
receptora de quimiocina CXC do tipo 2 bovina (“C-X-C chemokine receptor type 27),

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

Através desta ferramenta foi possivel identificar a correlagéo e interacao da
proteina ILBRB com outras 10 proteinas (Figura 11, Tabela 2): interleucina-8 IL-8
(“Interleukin-8”); dominio da quimiocina CXCL6 (“C-X-C motif chemokine 67);
proteina reguladora de crescimento beta GRO1 homodloga (“Growth-regulated
protein homolog beta”); receptor beta-adrenérgico quinase 1 ADRBK1 (“Beta-
adrenergic receptor kinase 17); dominio 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”); proteina reguladora do
crescimento homologa gama CXCL2 (“Growth-regulated protein homolog gamma”);
Beta-arrestina-2 ARRB2 (“Beta-arrestin-2"); precursor-3 do dominio da quimiocina -
C 3 CCL3 (*-C motif chemokine 3 precursor”) (ANEXO 7).

Os escores obtidos a partir das interacdes da proteina de interesse IL8RB
com a proteina 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 sao representados por uma escala com pontuagcdo minima e maxima
entre zero (0) e um (1), respectivamente, e indicam que quanto maior o valor do

escore maior sera seu grau de similaridade.
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Figura 11. Rede de intera¢g6es da proteina IL8RB (similar a
proteina CXCR1) com demais proteinas pelo programa
STRING.

* Na interface grafica gerada pelo programa STRING das a rede de
interagBGes das proteinas apresenta os canais de evidéncias delimitados
por tracos em diferentes cores: interacdes conhecidas a partir de bancos
de dados com curadoria séo apresentadas na cor azul claro e interacdes
determinadas experimentalmente sdo apresentadas na cor rosa.
Também ¢é possivel verificar a presenca de interacdes preditas como
genes aproximados na cor verde escura; genes associados funcionais na
cor vermelha e co-ocorréncia entre genes na cor azul escuro. Também
foram destacadas outras opgdes, tais como: “textmining”, mineragéo de
texto na cor verde claro; “co-expressdo” na cor preta e proteina
homologa na cor lilas.
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Tabela 2. Relacdo das proteinas interligadas a proteina CXCR1 bovina, breve funcdo, escores e grau de interacdo gerados pelo
programa STRING.

Ligante Breve funcdo gerada automaticamente pelo se  rvidor Escore Grau de interacdo de acordo com core s
geradas
IL-8 Fator quimiotatico que atrai neutrdéfilos, basdfilos e células T 0,997 Bancos de dados com curadoria; Determinado

experimentalmente; Textmining; Co-expressao

CXCL6 Apresenta propriedades quimiotaticas e angiogénicas, com forte atividade 0,948 Bancos de dados com curadoria; Determinado
antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas experimentalmente; Textmining; Co-expressao
GRO1 - 0,946 Bancos de dados com curadoria; Determinado

experimentalmente; Textmining; Co-expressao
ADRBK1  Regulador chave da sinalizacdo LPAR1 0,946 Bancos de dados com curadoria; Textmining

CCL5 Promove a atracdo das quimiocinas para mondcitos sanguineos; 0,936 Bancos de dados com curadoria; Textmining
Liberacdo de histamina a partir de baséfilos e ativacdo dos eosindfilos;
Ativacdo de varios receptores de quimiocinas, incluindo CCR1, CCR3,

CCR4 e CCR5
CXCL12 - 0,933 Bancos de dados com curadoria; Textmining
CXCL3 - 0,929 Bancos de dados com curadoria; Textmining;
Co-expresséo
CXCL2 - 0,927 Bancos de dados com curadoria; Determinado
experimentalmente; Textmining; Co-expressao
ARRB2 Regulacédo da sinalizagao do receptor acoplado da proteina-G mediada 0,925 Bancos de dados com curadoria; Determinado
pelo agonista experimentalmente; Textmining; Co-expressao
CCL3 Monokine com propriedades inflamatérias e quimiocinéticas 0,923 Bancos de dados com curadoria; Textmining;

Co-expresséo

* Interagdes conhecidas: bancos de dados por curadoria; determinadas experimentalmente. Outras opcdes: “textmining”; co-expressao
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6. DISCUSSAO

A sequéncia da proteina CXCR1 bovina contendo o polimorfismo A122V foi
submetida a analises por ferramentas de Bioinformatica para inferir eventuais
alteracbes na sua estabilidade estrutural e funcional, demonstrando que esse
polimorfismo exerce efeito benigno, aceitavel, toleravel e ndo-deletério sobre esta
proteina (Figura 3 e ANEXOS 1 e 5). Varios estudos concluiram que SIFT e
PolyPhen sdo uteis para priorizar as mudancas associadas a perda de funcao
proteica, porém possuem baixa especificidade para prever o ganho de funcao
proteica, devendo ser interpretada com cautela para apoiar/refutar patogenicidade
ou funcionalidade de uma variante ndo-sindbnima (GNAD et al., 2013, MIOSGE et al.,
2015). Assim, o efeito ndo-deletério pode indicar um polimorfismo ndo prejudicial,
nao letal aos animais portadores, o que poderia resultar em animais capazes de
sobreviver com tal polimorfismo A122V sem gerar grandes prejuizos a integridade
do mesmo, podendo sugerir ganho de funcdo desse polimorfismo, embora Pokorska
et al. (2016) tenham associado esse polimorfismo com maior suscetibilidade a

mastite em vacas leiteiras.

Os modelos estruturais preditos para as proteinas CXCR1 nédo-polimoérfica e
polimorfica revelaram estruturas espaciais tridimensionais tipicas de um polipeptidio
receptor transmembranar, produzindo um padrdo caracteristico de ondas que
refletem estruturas helicoidais com quebras nas ondas correspondendo a terminais
ou torcbes de hélice (Figuras 4 e 5). Os segmentos transmembranares geralmente
caracterizam-se como uma alfa hélice Unica de uma proteina transmembranar
termodinamicamente estavel, contendo residuos de amino&cidos hidrofébicos no
interior da bicamada, bem como no interior da maioria das proteinas de estrutura
conhecida. A grande maioria das proteinas transmembranares em células
eucaridticas e na membrana plasmatica bacteriana € constituida por alfa-hélices
transmembranares, sendo tais proteinas excelentes transdutores de sinal, onde
cada proteina responde a um sinal extracelular ativando uma cascata de reacdes
intracelulares (ALBERTS et al., 2002; LODISH et al., 2000). A ligacédo de hidrogénio
entre as ligacbes peptidicas € maximizada se a cadeia de polipeptidio formar uma
alfa-hélice regular a medida que atravessa a bicamada, e é assim que a grande
maioria dos segmentos que abrangem a membrana de cadeias polipeptidicas cruza

a bicamada (ALBERTS et al., 2002). Assim, 0 segmento transmembranar de
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uma proteina de membrana € muitas vezes mais do que apenas uma ancora
hidrofébica, tendo em vista que a sequéncia de aminoacidos hidrofébicos pode
conter informacdes que medeiam importantes interacdes proteina-proteina
(ALBERTS et al., 2002). Além disso, KROGH et al. (2001) descreveram e validaram
um novo meétodo de predicdo de topologia de proteina de membrana TMHMM
(“Transmembrane Protein Hidden Markov Model”) baseado em um modelo de
Markov. O alto grau de precisdo desse método permitiu prever 97-98% das
proteinas de membrana integralmente confidveis em uma grande colecdo de
genomas, portanto, foi estimado que as proteinas transmembranares alfa-hélices
constituem 20-30% de todas as proteinas sequenciados codificadas no genoma
(KROGH et al., 2001).

As andlises das distancias entre os pares de aminoacidos nas posi¢fes alvos
sofreram alteracdes, demonstrando que o modelo tridimensional da proteina CXCR1
polimorfica apresentou maiores diferencas nas distancias em comparacdo com a
sequéncia nao-polimérfica (Figura 6). De acordo com Jones et al. (2012), um par de
residuos € considerado um residuo espacialmente proximo em uma estrutura
tridimensional, se seus atomos estiverem separados por uma distancia minima de
pelo menos 6A. De acordo com Cohen et al. (2009), as cadeias laterais dos
aminoacidos, arginina, acido glutamico, valina e de leucina ndo sao simétricas em
relacdo as interacbes de seus grupos principais. Sabendo-se também que um
escore DOPE abaixo de menos um (<1), como observado na Figura 2, indica que a
distribuicdo das distancias dos pares de atomos 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 razoavel esperar que mudancas
conformacionais provocadas por diferencas na rotacdo da cadeia entre pares de
aminoacidos afetem naturalmente o padrdo de modelagem local e estrutural, bem
como a funcionalidade biolégica da proteina CXCR1 polimérfica. Ainda assim, as
proteinas de membranas s&o pouco discutidas, visto que a sua complexidade
demanda cautela devida a caréncia de informacdes das mesmas em bancos de
dados, existindo a necessidade de depositar achados experimentais adicionais

sobre estrutura tridimensional das proteinas transmembranares.

A qualidade pontual dos modelos estruturais preditos para as proteinas
CXCR1 né&o-polimorfica e polimérfica analisados pelo programa QMEANBrane

revelaram alta qualidade pontual dos modelos preditos (Figura 7). O polimorfismo
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A122V parece nao ter afetado a qualidade estrutural local da proteina polimorfica,
especialmente, pois é sabido que os residuos de aminoacidos analisados, alanina e
valina, apresentam propriedades bioquimicas semelhantes, ambos sdo hidrofébicos,
apolares, ligados a cadeia alifatica (AL-KARADAGHI, 2017). Entretanto, ambos os
modelos tridimensionais preditos para as sequéncias das proteinas CXCR1 néo-
polimorfica e polimorfica revelaram valores fortemente negativos para parametros
avaliativos em relagcdo a qualidade e precisdo da modelagem estrutural global/total
(Figura 8). Especialmente para proteinas de membrana, tais descobertas sao
absolutamente esperadas, uma vez que as ferramentas de Bioinformatica ainda
apresentam limitagcbes, 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 proteina CXCR1 carreando o polimorfismo A122V (Figura 8B), sugerindo que a
substituicdo de um amino&cido alanina com cadeia de menor tamanho por um
aminoacido valina com cadeia de maior tamanho poderia impedir interacdes
estéricas durante os mecanismos de dobramento dessa proteina. Enquanto isso, a
analise da qualidade dos modelos estruturais predito para as proteinas CXCR1 né&o-
polimérfica e polimérfica analisadas pelo diagrama de Ramachandran demonstrou
que 98% dos residuos de aminoacidos dos dois modelos analisados estao
localizados em regifes conformacionais ditas favoraveis e permitidas para o caso
geral (todos os aminoacidos, exceto glicina, prolina e pré-prolina) (Figuras 9 e 10,
Tabela 1). Contudo, os residuos de glicina ndo apresentam uma cadeia lateral,
permitindo alta flexibilidade na cadeia polipeptidica, tornando os angulos de rotacéo
proibidos mais acessiveis, é por isso que a glicina € frequentemente encontrada em
regides de alcas (“loops”), onde a cadeia de polipeptidio precisa dar uma volta
brusca (AL-KARADAGHI, 2017). Outro residuo com propriedades especiais € a
prolina, que em contraste com a glicina repara os angulos de tor¢do com certo valor
muito proximo ao de uma extensdo vertente [ (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 ndo é bem compreendida, visto que é um estado do
aminoacido que precede a prolina e tem um perfil de distribuicdo no diagrama de
Ramachandran particularmente restrito em funcéo: a) da presenca de uma grande
faixa horizontal excluida a -40°<yw<50°, que restringe as regides alfa-L e alfa; b) do

deslocamento superior da regiao alfa-L, e c) da presenca de uma pequena parcela
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de baixa densidade abaixo da regido beta, denominada regido ¢ (regidao Z2)
(SCHIMMEL,; FLORY, 1968; HO; BRASSEUR, 2005). Assim, embora diferencas
notaveis nas distancias entre os pares de residuos de aminoacidos tenham sido
inferidas em funcdo do polimorfismo A122V (Figura 6), ambas os modelos da
proteina CXCR1 preditos demonstraram com seguranca uma excelente qualidade
local e uma precisdo estrutural aceitavel. Recentemente, Guzzi et al. (2017),
examinando o padréo de estrutura secundaria da proteina bovina CXCR1 carreando
o polimorfismo A122V, revelaram a auséncia de um dominio de alfa hélice entre as
posicoes 100 e 150. Visto que a substituicdo de alanina com elevada propensao
para formacédo de alfa-hélice por a valina tem maior propensédo para formar beta-
conformacao pode ser responsavel por essa auséncia na estrutura secundaria dessa
proteina (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2008). Notavelmente, diversas func¢des das
proteinas estdo diretamente associadas as suas estruturas tridimensionais
apropriadas como consequéncia das interagcfes fisicas entre seus residuos de

aminoacidos.

O programa STRING revelou a forte interagdo metabdlica da proteina CXCR1
(ILBRB) bovina com outras proteinas-alvos (Figura 11 e Tabela 2). Tais resultados
parecem ser razoavelmente esperados, visto que a IL-8 medeia suas acdes através
de dois receptores de superficie celular CXCR1 e CXCR2, desempenhando um
importante papel no recrutamento dos neutréfilos, sugerindo um possivel aumento
na resposta imunologica (WILLIAMS et al., 2000). Wuyts et al. (1997) demostraram
que a proteina CXCL6, também conhecida como proteina quimiotatica de
granulécitos humanos 2 (GCP-2), apés a traducéo celular modifica-se para substituir
IL-8 em ratos, e esse processo induz o aumento dos niveis de célcio, 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 inflamatoria. Visto que, as proteinas
CXCL6 possuem propriedades gquimiotaticas e angiogénicas, bem como apresentam
uma forte atividade antibacteriana durante a infeccdo local devido a sua associacao
a superficie da bactéria e consequente ruptura das membranas bacterianas (LINGE
et al., 2008). A proteina GRO, responsavel pelo controle do crescimento celular,
pertence a familia de ligantes das quimiocinas, existindo 3 subtipos diferentes GRO-
a, GRO-B e GRO-y também descritos como CXCL1, CXCL2 e CXCL3,

respectivamente (LIAN et al., 2016). Assim, a proteina GROL1 pertence a uma familia
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de gene codificante de proteinas secretoras associadas a resposta inflamatoria com
atividade reguladora do crescimento celular (ANISOWICZ et al., 1988; HASKILL et
al., 1990). A proteina ADRBK1 é um membro ubiquo da familia receptora da quinase
acoplada a proteina G (GRK: “G protein-coupled receptor kinase 2 “) e parece
funcionar como um andaime na sinalizacdo celular, envolvido na regulacdo da
quimiotaxia, bem como na interacdo, estabilizacdo e estimulagcdo das citocinas
(PENELA et al., 2008; LI et al.,, 2009). Seo et al. (2009), encontraram fortes
associacbes entre os receptores CCL3 e CCL5 em humanos e roedores,
demonstrando que as quimiocinas expressas por ceélulas dendriticas ativadas
estavam relacionadas a migracdo de células mononucleares. Ainda, 0s receptores
CCL3 e CXCL12 apresentam funcdo de migracdo de células mononucleares diante
de uma inflamacéo crénica, visto que o receptor CXCL12 € um forte quimioatrativo
de linfécitos e monaocitos (NANKI et al., 2000; BORGE et al., 2010). O receptor [3-
arrestina apresenta fungdes como transdutores de sinal GPCR, ligando-se
diretamente a varias proteinas envolvidas na transducdo de sinal, incluindo
proteinas da familia Src quinases e componentes das cascatas de quinase MAP
ERK1/2 e JNK3; as B-arrestinas também facilitam a ativacdo da MAP quinase
estimulada por GPCR e as quinases MAP ativadas migram para locais especificos
dentro da célula; assim, a sua ligagdo a GPCRs pode iniciar uma segunda onda de
sinalizacdo e representar um novo mecanismo de transducdo de sinal GPCR
(LUTTRELL; LEFKOWITZ, 2002). Contudo, o ligante IL-8 e os receptores CXCL2,
CXCL3 e CCL3 apresentaram efeito superantigeno para Staphylococcus, induzindo
uma forte resposta pro-inflamatéria em vacas leiteiras (KUROISHI et al., 2003).
Nesse contexto, a proteina CXCR1 e suas proteinas-alvos correlacionadas, tais
como IL-8, CXCL6, GRO1, ADRBK1, CCL5, CXCL12, CXCL3, CXCL2, ARRB2 e
CCL3, desempenham papéis importantes na resposta inflamatéria aguda e no trafico

de células envolvidas no sistema imunoldgico.
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7. CONCLUSOES

Diante dos resultados preditos a partir do emprego de ferramentas de
Bioinformética, pode-se concluir que:

a) A substituicho do aminoacido alanina por valina na proteina CXCR1
exerceu influéncia toleravel e ndo-deletéria na sua estabilidade e funcéo
da proteina em estudo.

b) Maiores diferengas foram detectadas nas distdncias entre os pares de
residuos de aminoacidos em fungdo do polimorfismo A122V sobre a
estrutura tridimensional da proteina CXCR1 polimorfica.

c) A andlise da qualidade dos modelos tridimensionais demonstrou uma
tendéncia a menor qualidade local no modelo predito para a proteina
CXCR1 polimorfica, mesmo com a maior parte de seus aminoacidos
situados em regides favoraveis e permitidas.

d) A proteina CXCR1 apresentou uma forte interacdo com outras proteinas
correlatas e associadas ao processo de recrutamento e migracao das

células imunoldgicas ao local infectado.
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ANEXO 1. Resultado da predi¢éao funcional do polimorfismo A122V na proteina CXCR1 em Bos taurus através da ferramenta SIFT.

Predictions for positions 101 through 200

Threshold for intolerance is 0.05.

Amino acid color code: nonpolar. uncharged polar, basic, acidic.

Caputal letters indicate amino acids appearing in the alignment. lower case letters result from prediction.

'Seq Rep’ is the fraction of sequences that contain one of the basic amino acids. A low fraction indicates the position is either severely gapped or unalignable and has little information. Expect poor prediction at these positions

Predict Not Tolerated PositionSeq Rep Predict Tolerated
dhgnewcsrykpqt af 101V 0.97 i MVL
hwdngryvqekcspf ta 102M 0.97 1 1 MV
hqwdpnecrskgyat fm 103L 097 VLI
dhgwnreqckpsmfa 104V 097 TY:1 VL
1051 097 wpCdmekqg RNt SvalHfIY
w 106L 097 cmfiyhvpLqRGe adkNTS
cwdf mi 107Y 097 wvgpsnalt HeYQKR
108S 0.97 wdcPgngqe k RmShtFay LIV
w  109R 0.97 cfmyi Hvpl GqaT dNSe RK

110I 097 Cwdmpfgl nsvHt veal QREk
wfymhirclqek 111G 097 vdpnaTGS
wdhyg 1M2R 097 nfceqmpSkRtlalV
wfyhcreliqgkdvpnaM 11358 097 ST
w 14V 097 myfhcrqkpltinsgae VD
wghdynrqekfscpmal 115T 100 I TV
116D 094 mi1 cvwrlhpgqtkafesYgnD
dhgnwercsvkqptafm 117V 094 1 VL
dhngerkcqpstawm 118Y 094 1 VI YL
w  119L 0.94 cvpmfvHqt aeri1 ksgdLN
vwvtsrqpnmki hgfedca 120L 094 L
wmf 1y I12IN 094 hclrqvkeptdNs gA
hdwpqencrskyatf 122L 094 GMVIL
ywvtsrqpnml ki hgfe dc 123A 094 A
w 124M 094 cyfhirvpt qkls angMeD
hwdnyrecqkpt sg 1254 094 fmvi AL

hegrnkswpeqDt 126D 094 vyvavmFilL
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ANEXO 2. Predicdo da presenca de peptideos sinais nos
primeiros 70 aminoacidos da proteina transmembranar CXCR1
bovina.

cenerrol - SignalP 4.1 Server - prediction results

ENCE c e s Technical University of Denmark

# SignalP-4.1 euk predictions
>tr_A7KWG@_A7KWGO_BOVIN CXCR1 OS_Bos taurus PE_2 SV_2

SignalP-4.1 prediction (euk networks): tr_ ATKWGO_ATKWG0_BOVIN

" C-score ———
1.0 Sscore —— 1
Y-score ——
08 F
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D
&
& 04
02

oo TP TTITTITTITTITTTITITITFIFFRFA A

MT 1| LKDLSNSSY LWEGF ED EFENY SGT PPTEDYDYSPREISTETLNKYAVVV IYALVFLLS LLGNS LV

0 10 20 30 40 50 60 70
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ANEXO 3: Resultado do alinhamento da sequéncia da proteina CXCR1 bovina gerando 74 opc¢des de sequéncias/modelos alvos

fornecidas pela ferramenta BLAST.

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

i1 Alignments
Description

Chain A, Structure Of Human Cxcr1 In Phospholipid Bilayers

Chain A Crystal Structure Of The Human Cc Chemokine Receptor Type 9 (ccrd) In Complex With Vercimon

Chain A_Xfel Structure Of Human Angiotensin Recegtor

Chain A Crystal Structure Of Human Angiotensin Receptor In Complex With Inverse Agonist Olmesartan At 2 8a Resolution
Chain A, Structure Of A Nanobody-bound Viral Gpcr Bound To Human Chemokine Cx3d1

Chain A Crystal Structure Of Cc Chemokine Receptor 5 (ccr5) In Complex With High Potency Hiv Entry Inhibitor 5p7-cclS

Chain A, Crystal Structure Of The Ccr5 Chemokine Receptor

Chain A, Crystal Structure Of Cxcrd And Viral Chemokine Antagonist Vmip-ii Complex (psi Community Target)

Chain A The 2.5 A Structure Of The Cxcr4 Chemokine Receptor In Complex With Small Molecule Antagonist It1t
Chain A Crystal Structure Of The Cxcr4 Chemokine Receptor In Complex With A Small Molecule Antagonist It1t In 1222 Spaceqgroup

Chain A, Crystal Structure Of The Cxcr4 Chemokine Receptor In Complex With A Cyclic Peptide Antagonist Cvx15

Chain A Crystal Structure Of Active Mu-opicid Receptor Bound To The Agonist Bu72
Chain A_Structure Of Cc Chemokine Receptor 2 With Orthosteric And Allosteric Antagonists

Chain A The Crystal Structure Of Nociceptin‘orphanin Fg Peptide Receptor (nop) In Complex With C-35 (psi Community Target)

Chain A Structure Of The N/ofg Opioid Receptor In Complex With A Peptide Mimetic

Max

score score

483
204
165
164
154
152
152
133
132
132
132
119
123
121
121

Chain A Xfel Structure Of Human Angiotensin li Type 2 Receptor (monaclinic Form) In Complex With Compound 1 (n-benzyl-n-(2-ethyl-4-oxo-3-{[2*- (2h-tetrazol-5-y1){1.1-biphen 117

Total

483
204
165
164
154
152
152
206
206
206
205
119
199
121
121
17

Query
cover

85%
78%
76%
76%
82%
84%
84%
81%
81%
81%
81%
80%
86%
76%
76%
78%

E
value

Be-173
Te-63
de-47
1e-46
2e-43
de-42
5e-42
2e-34
Je-34
3e-34
Je-34
6e-31
7e-31
1e-30
1e-30
3e-29

Ident

79%
37%
33%
34%
35%
29%
29%
37%
38%
38%
38%
29%
35%
30%
30%
30%

o

Accession

2LNL A
S5LWE A
4YAY A
4ZUD A
4xT1 A
5UIW A
4MBS A
4RWS A
30DU A
30E6 A
30E0 A
5C1M A
5DHG A
4EA3 A

SUNF A
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Continuacdo do Anexo 3.

Chain B, Structure Of Apelin Receptor In Complex With Agonist Peptide

Chain A 1.8 A Structure Of The Human Delta Opioid 7tm Receptor (psi Community Target)
Chain A Synchrotron Structure Of The Human Delta Opicid Receptor In Complex With A Bifunctional Peptide (psi Community Target)

Chain A The Human P2v1 Receptor In Complex With Bptu

Chain A, Crystal Structure Of Zebrafish Lysophosphatidic Acid Receptor Lpa6

Chain A_Structure Of The Deita Opioid Receptor Bound To Naltnndole

Chain A, Crystal Structure Of The Mu-opioid Receptor Bound To A Morphinan Antaqgonist

Chain A_ Structure Of The Human Kappa Opioid Receptor In Complex With Jdtic

Chain A, Turkey Beta1 Adrenergic Receptor With Stabilising Mutations And Bound Cyanopindolol
Chain A Turkey Beta1 Adrenergic Receptor With Stabilising Mutations And Bound Partial Agonist Dobutamine (Crystal Dob92

Chain A Thermostabilised Beta1-adrenoceptor With Rationally Designed Inverse Agonist 7-methylcyanopindolol Bound

Chain A_Ultra-thermostable Beta1-adrenoceptor With Cvanopindolol Bound

Chain A, Crystal Structure Of Human Protease-activated Receptor 1 (par1) Bound With Antagonist Vorapaxar At 2.2 Angstrom
Chain A Crystal Structure Of The Human Ox2 Orexin Receptor Bound To The Insomnia Drug Suvorexani

Chain A, Crystal Structure Of A Thermostabilised Human Protease-activated Receptor-2 (par2) In Ternary Complex With Fab3949 And Az7188 At 4.0 Angstrom Resolution

Chain A_Crystal Structure Of A Thermostahiised Human Protease-activated Receptor-2 (par?) In Complex With Az8238 At 2 8 Angstrom Resolution

Chain A N-terminal T4 Lysozyme Fusion Facilitates Crystallization Of A G Protein Coupled Receptor
Chain A _Structure Of Betaz Adrencceptor Bound To Bi167107 And An Engineered Nanobody

Chain A, Structure Of Beta2 Adrencceptor Bound To Carazolol And Inactive-state Stabilizing Nanobody, Nb60
Chain A Structure Of Beta2 Adrencceptor Bound To A Covalent Agonist And An Engineered Nanobody

Chain A Solution Conformation Of Substance P In Water Complexed With Nk1r

116
113
112
105
105
97.4
96.7
94.4
87.8
87.0
836
836
79.3
751
73.9
739
724
736
736
72.4
68.2

116
13
112
105
105
97.4
129
944
87.8
87.0
836
836
79.3
751
739
739
724
7386
736
724
68.2

75%
81%
76%
77%
51%
53%
78%
60%
76%
7%
77%
7%
52%
50%
51%
51%
84%
2%
72%
2%
81%

6e-29
1e-27
2e-27
5e-25
1e-24
5e-22
8e-22
Te-21
3e-19
6e-19
9e-18
1e-17
6e-16
2e-14
3e-14
de-14
5e-14
Ge-14
Ge-14
1e-13
2e-12

28%

30%

30%
24%
34%
31%
29%
29%
28%
28%
27%

27%
30%

30%
28%
28%
25%
25%

25%
26%

25%

2KS9 A
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Continuacdo do Anexo 3.

Chain A_Human Endothelin Receptor Type-b In The Ligand-free Form 67.0 110 66% 8e-12 30% 5GLI A
Chain A_ Human Endothelin Receptor Type-b In Complex With Et-1 666 109 66% 9e-12 30% 5GLH A
Chain A, Crystal Structure Of A Receptor 1 666 109 66% 1e-11 30% 5XPR A
Chain A_Crystal Structure Of A Methvlated Beta2 Adreneraic Receptor- Fab Complex 66.2 66.2 T78% 1e-11 22% 3KJ6 A
| Chain A_Crystal Structure Of The Human Beta? Adrenoceptor 659 659 78% 1e-11 23% 2R4R A
Chain R, Crystal Structure Of The Beta2 Adrenergic Receptor-gs Protein Complex 666 666 T72% le-11 23% 3SNG6 R
Chain A_Structures Of The Human Ox1 Orexin Receptor Bound To Selective And Dual Antagonists 651 651 45% de-11 33% 47ZJ)8 A
| Chain A_Crystal Structure Of The Human Beta? Adrenoceptor 639 639 72% de-11 23% 2R4S A
Chain A_Structure Of Bovine Rhodapsin (Dark Adapted) 639 639 76% 6e-11 24% 1JFPA
Chain A_Crystal Structure Of Bovine Rhodopsin With Beta-lonone 639 639 76% 6e-11 24% 30AX A
Chain A Crystal Structure Of T94i Rhodopsin Mutant 639 639 75% 6e-11 24% 5DYS A
Chain A_Night Blindness Causing G90d Rhodopsin In The Acfive Conformation 628 628 T76% 1e-10 23% 4BEZ A
] Chain A Structure Of A Mutant Bovine Rhodopsin In Hexagonal Crystal Form 624 624 T6% 1e-10 23% 3C9M A
Chain A _Crystal Structure Of A Rhodopsin Stabilizing Mutant Expressed In Mammalian Cells 624 624 7T6% 1e-10 23% 2J)4Y A
Chain A_Crystal Structure Of The Constitutively Active E113g.N2¢. D282¢ Rhodopsin Mutant With Bound Galphact Peptide 624 624 T75% 2e-10 24% 272 A
_| Chain A Crystal Structure Of The Light-Activated Constitutively Active N2¢c M257y,D282¢ Rhodopsin Mutant In Complex With A Peptide Resembling The C-Terminus Of The Gall 62.0 62.0 76% 2e-10 23% 4A4M A
Chain A _Crystal Structure Of The Lumi Intermediate Of Squid Rhodopsin 574 574 68% Te-09 25% 4wwi A
Chain A_Crystal Structure Of Squid Rhodopsin 67.4 574 68% 8e-09 25% 22ZIY A
Chain A, Crystal Structure Of Squid Rhodopsin 578 57.8 68% 8e-09 25% 2773 A
Chain A_Structure Of The Human D4 Dopamine Receptor In Complex 'With Nemonapride 52.4 847 55% 4e-07 36% 5WIU A
Chain A_Cholesterol Bound Form Of Human Beta2 Adrenergic Receptor 520 89.0 74% 6e-07T 25% 3D4S A




Continuacdo do Anexo 3

Chain A, Crystal Structure Of Squid Rhodopsin

Chain A, Structure Of The Human D4 Dopamine Recaptor In Complex With Nemonapride

Chain A, Cholesterol Bound Form Of Human Beta2 Adrenerqic Receptor

Chain A _Crystal Structure Of The Chimeric Protein Of 5-ht2b-bril In Complex With Ergotamine

Chain A Structural Insights Into The Extracellular Recognition Of The Human Serotonin 2b Receptor By An Antibedy

Chain A_High Resolution Crystal Structure Of Human B2-adrenergic G Protein- Coupled Receptor

Chain A, Structure Of The Human F2y12 Receptor In Complex With An Antithrombotic Drug

Chain A Structure Of A Nanobody-stabilized Active State Of The Beta2 Adrencceptor

Chain A_|rreversible Agonist-beta? Adrenoceptor Complex

Chain A Crystal Structure Of Rhodopsin Bound To Arrestin By Femtosecond X-ray Laser

Chain A, Crystal Structure Of Rhodopsin Bound To Visual Arrestin Determined By X-ray Free Electron Laser

Chain C, Crystal Structure Of Rhodopsin Bound To Visual Arrestin Determined By X-ray Free Electron Laser

Chain A, Crystal Structure Of The Lsd-bound 5-ht?b Receptor

Chain A Structure Of The M4 Muscarinic Acetyicholine Receptor (m4-mt4l) Bound To Tiotropium

Chain A_Structure Of The Human M1 Muscarinic ACG[2'|Ch0|II"IE Recepior Bound To Antagonist Tiotropium
Chain A_Ar55 Solubilised In Sds Micelles

57.8
524
52.0
516
516
51.6
516
516
493
49.7
49.7
49.7
458
40.4
389
29.3

57.8
84.7
89.0
51.6
516
89.0
516
89.0
859
497
49.7
49.7
458
404
389
29.3

68%
55%
74%
60%
60%
73%
30%
73%
69%
75%
75%
75%
55%
23%
21%
15%

8e-09
4e-07
6e-07
6e-07
7e-07
7e-07
7e-07
Te-07
de-06
4e-06
4e-06
4e-06
4e-05
0.002
0.009
1.0

25%
36%
25%
25%
26%
25%
27%
25%
26%
23%
23%
23%
27%
32%
27%
30%

2RH1 A
ANTJ A
3P0G A
3PDS A
4ZWJ A
SWOP A
WOP C
STVN A
5DSG A
SCXV A

2LOT A
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ANEXO 4. O software PSI/TM-Coffee realizou o alinhamento de sequéncias
multiplas nas trés sequéncias: sequéncia de entrada (tr/A7TKWGOQ0) da proteina
CXCR1 e nas outras sequéncias geradas na busca na plataforma BLASTcom maior
identidade (2LNL_A e 5LWE_A)

MSA

T-COFFEE, Version_11.00.d625267 (2016-01-11 15:25:41 - Revision d625267 - Build 507)
Cedric Notredame —

IN HEL JOUT

t rlllA'J'K\'JGE) | A7TKWG ILKDLSNSSYLWEGFEDEFENYSGTPPTEDYDYSP - - - - - - ﬁ ISTETLNKYAVVVIY
A T | e PPADEDYSP - - - - - - -CM- LETETLNKYVVIIAY
SLWE-A == SMEDYUNFNFEDFYCEKNNVRQFASHFLPPLY

t rI!IA-IWGO |A7KWG  ALVFLLSLLGNSLVMLVILYSRIGRSVTDVYLLNLAMADLLFAMTLP IWAASKAKGWIFGTPL
2LNL_A ALVFLLSLLGNSLVHLVILYSRVGRSVTDWLLNLALADLLFALTLPIWAASKWGHIFG":L
SLWE_A HLVFIVGALGNSLVILWHYCARAKTATDMFLLNLAIADLLFLVTLPFWAIMADW(FQTFH

:l:»cx . L Tt + tilc .. **)IHIHIC E T T+ 4 »CK)I:-‘C* -

t rI!IA'J'K\'JGO | A7KWG KVASELKEVNEYSGILLLACISMDRYLAIVHATRTLTO- -KRH-WVKFICLGIWALSVILAL
2LNL_A KVVSLLKEVNFYSGILLLACTSVDRYLATVHATRTLTO- -KRH - L VKFVCLGCWGLSMNLSL
5LWE_A KVWISHYI(HIFYSCVLL[MCICVDRYIAIAQAMRAHT‘.‘.’REKRLLYSKMVCFTIWVLAAALCI

a:al::k . x:x:x* ek Ok e MO MoK .

% I[ I!I i\? ﬁ\'JGE) |A7KWG  PIFI FREAYI'PPYSDLVCYE DLGMITI'KH!HI MRVLPOTFGFLLPLLVMLFCYGFTLRTLFS

PFFLFROAYHPNNSSPVCYE - VLGNDTAKWRMVLRILPHTFGFIVPLFVMLFCYGFTLRTLFK
5LWE_A PEILYSQIKEESGI - _AICTHVYPS[IESTK].KSAV LALKVILGFFLPFVWMACCYTIIIHTLIQ

t rI!IA')'KWGE) |A7KWG  AOMGOKHRAMRVIFAVVLVFLLCWLPYNLVLTADTLMRAHVIAE TCORRNDIGRALDATEILG
2LNL_A AHMGOKHRAMRVIFAVVLIFLLCWLPYNLVLLADTLMRTOVIOESCERRNNIGRALDATEILG
SLWE_A AKKSSKH KA LKATITVLTVFVLSQ FPYNCILL UQ'I'.[DAYAHFISIICAVSTAID I CFQ VTOAIA

:«x ’C - »C»HN . X

L I'I!IA7K\'JGO |A7KWG  FLHSCLNPLIYVFIGOKFRHGLLRIMAIRGLISKEFLAKDGRPSFVGSSSGNTSTTL
2LNL A FLHSCLNPIIYAFIGONFRHGFLKILAMHGLVSK---------ccuccmoanonn
SLWE_A FFHSCLNPVLYVFVGERFRRD LVKTLKNLGAI SOAAAHHHHHHHHHH ----------

x . »CBDC»CKFHI: . XK. * -

*saida grafica colorida de acordo com a previsdo da topologia transmembranar onde 0s
residuos amarelos estéo preditos no circuito interno, vermelho em hélice transmembranar e
azul no circuito externo.
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ANEXO 5: Descricédo da analise I-Mutant v2.0 (5A e 5B)

ANEXO 5A: Resultado do indice de confiabilidade (RI) referente ao
polimorfismo CXCR1 em bovinos Bos taurus.

I-Mutant v2.0 o
Predictor of Protein Stability Changes upon Mutations

SEQ File: fileseq.txt

Position WT NEW Stability RI pH T
122 A WV Increase 3 7.0 25

WT: Aminoacid in Wild-Type Protein
NEW: New Aminoacid after Mutation
RI: Reliability Index

T: Temperature in Celsius degrees
pH: -log[H+]

“ Capriotti E, Fariselli P and Casadio R (2005). I-Mutant2.0: predicting ~

* MNucl. Acids Res. 33: W306-W310.

~ stability changes upon mutation from the protein sequence or structure. *

* http//apcr.biccomp.unibo.it/cgi/predictors/I-Mutant2.0/1-Mutant2.0.cgi *
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ANEXO 5B: Descri¢éo da anélise de DDG referente a estabilidade do
polimorfismo CXCR1 em bovinos Bos taurus.

I-Mutant v2.0
Predictor of Protein Stability Changes upon Mutations

B B B B L L S ]

SEQ File: fileseq.txt

Position WT NEW DDG pH T
122 A V 028 7.0 25

WT: Aminoacid in Wild-Type Protein

NEW: New Aminoacid after Mutation

DDG: DG(NewProtein)-DG(WildType) in Kcal/mol
DDG <0: Decrease Stability
DDG>0: Increase Stability

T: Temperature in Celsius degrees

pH: -log[H+]

e e TR R AR TR N T R R TR R T R R R R R T R RN R R R R W R R

£

* Capriotti E, Fanselli P and Casadio R (2005), I-Mutant2.0: predicting =
stabmt; changes upon mutation from the protein sequ ence or structure, *
ucl. Acids Res. 33: W306-W310.

“ http..- japcr.biocomp.unibo.it/cqi/predictors/lI-Mutant2.0/1-Mutant2.0.cql *
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ANEXO 6A. Avaliacdo dos residuos gerados pelo diagrama de Ramachandran do
modelo predito para a proteina CXCR1 n&o-polimérfica

Evaluation of residues

Residue [ 18 :PHE] (-152.20,-151.83) in Allowed region

Residue [ 38 :PRO] ( -76.920,-162.06) in Allowed region

Residue [ 4@ :6LU] ( -53.23, -8.10) in Allowed region

Residue [ 46 :LEU] ( 44.60, 66.66) in Allowed region

Residue [ 81 :SER] (-112.52,-154.95) in Allowed region

Residue [ 112 :TRP] (-137.78,-166.56) in Allowed region

Residue [ 148 :ILE] ( -87.23, -64.69) in Allowed region

Residue [ 182 :ILE] ( -75.75, -76.29) in Allowed region

Residue [ 185 :GLU] ( 51.23,-155.07) in Allowed region

Residue [ 192 :SER] (-112.95, 57.94) in Allowed region

Residue [ 198 :GLU] ( -54.24, 166.31) in Allowed region

Residue [ 2@3 :ASN] ( 41.55, 7@.72) in Allowed region

Residue [ 213 :VAL] ( -72.29, -64.36) in Allowed region

Residue [ 238 :LEU] (-113.45, 76.79) in Allowed region

Residue [ 242 :GLN] (-165.48, 74.82) in Allowed region

Residue [ 278 :ARG] ( 82.38, -17.2%) in Allowed region

Residue [ 280 :HIS] ( -82.97,-164.84) in Allowed region

Residue [ 42 :SER] ( -79.65,-148.78) in Outlier region

Residue [ 116 :THR] ( -82.08, -14.09) in Outlier region

Residue [ 152 :THR] ( 44.63,-168.55) in Outlier region

Residue [ 154 :THR] (-164.65, -77.17) in Outlier region

Residue [ 192 :PRO] (-123.08, 143.01) in Outlier region

Residue [ 191 :TYR] ( 26.28,-143.73) in Outlier region

Residue [ 281 :VAL] ( -31.76, 87.78) in Outlier region

Number of residues in favoured region (~98.0% expected) : 334 ( 93.3%)
Number of residues in allowed region {( ~2.0% expected) : 17 ( 4.7%)
Number of residues in outlier region : 7 ( 2.0%)
RAMPAGE by Paul de Bakker and Simon Lovell.
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ANEXO 6B. Avaliacdo dos residuos gerados pelo diagrama de Ramachandran do

modelo predito para a proteina CXCR1 polimoérfica

Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue
Residue

e L e M e Lo L e K L L B e e L L L e e L e W e R L L N e e L K e W |

17

28

35

4@

46

81
112
182
185
192
198
203
238
239
241
242
278
280
343
344
345

42
116
152
154
19@
191
281

:GLY]
:THR]
:ASP]
:GLU]
:LEU]
1 SER]
:TRP]
tILE]
:GLU]
:SER]
:GLU]
tASN]
:LEU]
:PHE]
:ALA]
:GLN]
1ARG]
tHIS)
:ASP]
1GLY]
:ARG]
:SER]
:THR]
:THR]
:THR]
:PRO)
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(~98.0% expected)
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RAMPAGE by Paul de Bakker and Simon Lovell.
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330 ( 92.2%)
21 ( 5.9%)
7 ( 2.0%)
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ANEXO 7: Representacdo das possiveis interagdes da proteina CXCR1 e de demais proteinas-alvos através da ferramenta STRING.

Your Input:

Predicted Functional Partners:

76



ANEXO 8: Detalhamento da rede de interacdo da proteina receptora CXCR1 e demais proteinas-alvos utilizando a
ferramenta KEGG PATHWAY

Ligantes

KEGG PATHWAY

Via

Detalhame nto

IL8

bta04060 - Cytokine-cytokine receptor interaction

bta04062 - Chemokine signaling pathway

bta04072 - Phospholipase D signaling pathway

bta04144 - Endocytosis

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 KO5050
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
CXCRL.
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Continuacéo do Anexo 8.

KEGG PATHWAY

Ligantes Via Detalhamento

ILRB8 bta04060 - Cytokine-cytokine receptor interaction KEGG Orthology (KO) [BR:bta00001]

bta04062 - Chemokine signaling pathway Environmental Information Processing Signal
transduction 04072 Phospholipase D signaling

bta04072 - Phospholipase D signaling pathway pathway
bta04144 - Endocytosis

ARRB2 - -

CXCL6 - -

GRO1 - -

CXCL3 - -

CXCL2 - -
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Continuacéo do Anexo 8.

KEGG PATHWAY

Ligantes Via

Detalhamento

CXCL12 bta04060 - Cytokine-cytokine receptor interaction
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 cancer

bta05323 - Rheumatoid arthritis

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)

79



Continuacéo do Anexo 8.

Ligantes

KEGG PATHWAY

Via

Detalhamento

CCL5

bta04060 - Cytokine-cytokine receptor interaction
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

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
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Continuacéo do Anexo 8.

Ligantes

KEGG PATHWAY

Via

Detalhamento

CCL3

bta04060 - Cytokine-cytokine receptor interaction
bta04062 - Chemokine signaling pathway
bta04620 - Toll-like receptor signaling pathway
bta05132 - Salmonella infection

bta05142 - Chagas disease (American
trypanosomiasis)

bta05323 - Rheumatoid arthritis

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
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APENCIDE
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