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Resumo

As quimiocinas sdo proteinas
sollveis que executam funcdes
quimiotaticas importantes e que
possuem receptores especificos
acoplados a proteina G. Estes,
possuem sete dominios
transmembranares e uma regido N-
terminal voltada para o exterior
celular contendo residuos de
tirosina sulfatados que apresentam
papel importante na interag&o,
afinidade e  seletividade as
quimiocinas. Objetivamos o estudo
de sulfopeptideos que
correspondem a regido N-terminal
dos receptores CCR6 e CXCR4 e a
caracterizacao da interacdo entre as
guimiocinas CCL20 e CXCL12
através de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN). Através de sintese
guimica em fase sélida obtivemos 3
peptideos que correspondem a
regido N-terminal do receptor
CCR6, e 1 correspondente ao
receptor CXCR4, além disso, 0s
mesmos foram analisados por
espectrometria de massas MALDI-
TOF e ESI e através de espectros
de RMN 1D e 2D TOCSY. Nas
préximas etapas, iremos expressar a
proteina CCL20 e executar estudos
de interacdo por RMN.
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Introducéo
Quimiocinas compreendem uma
superfamilia de citocinas

guimiotaticas na qual interagem
com seus receptores acoplados a
proteina G  (GPCR). Estas
interacbes  regulam  mdaltiplas
fungdes fisiologicas. No entanto, a
regulagdo  inapropriada  destas
proteinas estd associada a um
numero extraordinario de desordens
fisiopatologicas. Assim, existe um
interesse significativo na
compreensdo de como  esses
receptores funcionam de forma a
desenvolver drogas para bloquear a
sua atividade. A sulfatacdo de
tirosinas ¢ uma modificacdo pos-
traducional de proteinas
transmembranares, incluindo
muitos GPCRs, tais como
receptores de quimiocinas. A
maioria  dos  receptores  de
quimiocinas contém varios residuos
de tirosina sulfatados nas suas
regides N-terminais extracelulares,
0 local de ligagdo para as
quimiocinas. A sulfatacdo destes
receptores esta relacionada
diretamente com a interacdo,
afinidade e  seletividade as
guimiocinas. Neste trabalho, temos
como objetivo a sintese de
sulfopeptideos correspondentes a
regido N terminal dos receptores de
quimiocina, CCL20 e CXCR4 e a
caracterizacdo da interacdo dos
mesmos com seus ligantes
fisiologicos, as quimiocinas CCL20
e CXCL12 por RMN. Estes
resultados permitirdo investigar a
base estrutural pelo qual a
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sulfatacdo de tirosinas modula a
atividade do receptor CCR6 e as
consequéncias  bioldgicas desta
modulagdo funcional. Utilizando a
estratégia de sintese de peptideos
para explorar o papel da sulfatacdo
de tirosinas no reconhecimento da
qguimiocina CCL20 pelo seu
receptor CCR6, sintetizaremos
curtos peptideos contendo os trés
sitios putativos de sulfatacdo nas
posicBes Tyrl8, Tyr26 e Tyr27 ,
assumindo que a sulfatacdo deste
peptideo em uma, duas ou em todas
as posicoes aumentaria
substancialmente a afinidade da
ligagdo com a quimiocina. Para
testar esta hipotese, sintetizaremos
cinco peptideos, contendo 15
aminoacidos cada, correspondentes
aos residuos 16-30 do CCR6. Além
da sintese de sulfopeptideos,
objetivamos purifica-los através de
RP-HPLC, caracterizar 0S
peptideos por espectrometria de
massas e estudar a interacdo da
quimiocina CCL20 com o receptor
CCR6 por RMN. O objetivo de se
sintetizar sulfopeptideos
correspondentes & regido N
terminal do receptor CXCR4 esté
em buscar entender como ocorre a
interagdo do receptor pelo seu
ligante fisiologico, a quimiocina
CXCL12. Para entender como
ocorre  €sse  processo  serdo
realizados estudos de interacdo com
os sulfopeptideos sintetizados e a
guimiocina CXCL12 marcada com
15N por RMN.

Metodologia

Os sulfopeptideos foram
sintetizados por meio da sintese em
fase sélida realizada no sintetizador
Focus XC Solid Phase Peptide
Synthesizer localizado na Cidade
Universitaria, seguindo 0S
procedimentos de sintese descritos
por Volkman et. al.2013. Até o
presente momento foram
sintetizados os seguintes peptideos:
1- peptideo CCR6 ndo sulfatado; 2-
peptideo CCR6 com o residuo de
tirosina 27 sulfatado; 3- peptideo
CCR6 “small” com residuo de

tirosina 27 sulfatado e 4- peptideo
CXCR4 com o residuo de tirosina
21 sulfatado.

O receptor CCR6 contétm 3
residuos de tirosina (Tyrl8, Tyr26 e
Tyr27) localizados no N terminal
capazes de serem sulfatados.
Optamos por trabalhar com uma
curta sequéncia correspondente a
regido N terminal do receptor
CCR6 composta por 15
aminoacidos
(1tEDYFVSVNTSYYSVD3) que
tem massa molecular de 1787,8 Da.
Esta sequéncia apresenta 3 residuos
de tirosina, alvos de estudo deste
trabalho.

Os procedimentos de sintese do
sulfopeptideo  correspondente a
regido N-terminal do receptor
CXCR4 foram baseados no
trabalho de Volkman et. al.2013. A
sequéncia correspondente a uma
pequena regido N-terminal do
CXCR4 sintetizada apresenta 7
aminoacidos em sua composicao
(1sSGDSYDSM,4), com a tirosina
de posicdo 21 sulfatada e massa
molecular de 925,3 Da.
Inicialmente, o heptapeptideo foi
sintetizado para a execugdo de
testes de clivagem, visto que, o
TFA exerce uma importante funcéo
no processo de clivagem do
peptideo da resina. Para isso foram
realizados dois testes de clivagem
alternando a concentracdo de TFA
em 80% e 90%. Para a producgdo
destes sulfopeptideos utilizamos
uma sufotirosina protegida com um
grupamento protetor chamado de
Neo pentyl. Essa protecdo do
grupamento sulfato que é labil, é
importantissima para impedir que o
grupamento sulfato seja removido
na etapa de clivagem, realizada
com uma solugdo composta por
90% TFA, 5% TIS e 5% de agua. A
etapa de clivagem é a etapa que
sucede a sintese e é realizada para
remoc¢do do peptideo da resina que
funciona como suporte durante a
sintese. Para confirmar o sucesso da
sintese  dos  peptideos,  0s
sulfopeptideos foram purificados
antes e apds a remogdo do grupo
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protetor Neo pentyl que protege o
aminoacido tirosina. Esta etapa de
purificacdo € realizada no Campus
Xerém da UFRJ. Apés sintetizados,
0s peptideos sdo purificados por
cromatografia liquida em coluna de
fase reversa C8 (Hamilton). Para
peptideos sulfatados utiliza-se um
gradiente de 0,1M de acetato de
amonio e 100% de acetonitrila.
Para peptideos ndo sulfatados
utiliza-se como fase movel um
gradiente de 0,1% de TFA e 100%
de acetonitrila. Apds a etapa de
purificagdo dos peptideos, as
amostras s@o enviadas para o
CEMBIO localizado no Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho, na
Cidade Universitaria, onde sdo
analisadas por Espectrometria de
massas. Depois de confirmada a
massa esperada dos peptideos, as
amostras sdo analisadas por estudos
de RMN no Centro Nacional de
Ressonéncia Magnética Nuclear.

Resultados e Discussdo

O peptideo CCR6 ndo sulfatado foi
0 primeiro a ser sintetizado e com o
objetivo de saber se a sulfatacdo
nos residuos de tirosina é ou nédo
importante para a afinidade,
interacdo e ligacdo da quimiocina
com seu receptor. O cromatograma
obtido na purificacdo indicou que a
sintese do peptideo havia dado
certo pela obtencdo de um Unico
pico majoritario com tempo de
eluicdo de aproximadamente 22
minutos. Confirmou-se a massa
molecular esperada através da
analise MALDI TOF. O peptideo
CCR6 com a tirosina 27 sulfatada
também foi obtido com sucesso, e
sua massa molecular confirmada
através da espectrometria de
massas. [Esses dois peptideos
também foram analisados por
RMN. Experimentos em uma e em
duas dimensdes foram realizados e
os resultados obtidos confirmam
espectros comuns de peptideos. Os
estudos de interacdo por RMN
serdo realizados ap0s a expressao e
obtencdo da quimiocina CCL20.

Recentemente, em busca de se
obter maiores rendimentos durante
as sinteses dos sulfopeptideos e
também  devido a  grande
dificuldade em se obter
sulfopeptideos, optamos por
trabalhar com uma sequéncia
encurtada, na qual chamamos de
“small” com apenas 7 aminoacidos
em sua composicdo e com a
tirosina de posicdo 27 sulfatada.
Dentre todos os resultados obtidos
durante o projeto, este peptideo foi
0 que mais mostrou excelentes
resultados. No presente momento,
aguardamos a producao e expressao
da quimiocina CCL20 para a
execucdo dos estudos de interag&o.
O peptideo CXCR4 também foi
obtido com sucesso, contudo, novas
sinteses serdo realizadas para
aumentar o rendimento.

Conclusotes

Frente a grande dificuldade de se obter
sulfopeptideos, no presente trabalho, foi
possivel obter 0S peptideos
correspondentes a regido N-terminal dos
receptores CCR6 e CXCR4. Até o
presente  momento, o0  peptideo
correspondente a regido N terminal do
receptor CCR6 com 7 aminoacidos em
sua composicdo e tirosina de posicao 27
sulfatada foi o que melhor obtivemos
bom rendimento e o que melhor
obtivemos  bons  resultados. A
quimiocina marcada com N que sera
utilizada para realizar os experimentos
de interacdo com o peptideo CCR6 esta
sendo expressa em nosso laboratério e
caminha com bons resultados. Os
ultimos procedimentos de analise de
massa por espectrometria de massas do
peptideo CXCR4 estdo em andamento e
apoés o recebimento dos resultados,
seguiremos para as analises estruturais,
estudos de interagdo e de dindmica
molecular por RMN.
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