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RESUMO

Em 1901, o primeiro prémio Nobel de medicina foi concedido pela investigacéo de soro imune
contra a toxina tetanica produzidas pela imunizacdo de cavalos. Depois disso, anticorpos
policlonais de cavalo foram produzidos e utilizados para tratamento e profilaxia da difteria,
tuberculose, tétano e pneumonia. Hoje, a soroterapia no Brasil € o tratamento especifico
oferecido pelo SUS para acidentes de aranha do género Loxosceles e em alguns paises chegou
a ser usado como tratamento para SARS-CoV-2. Mais de 120 anos se passaram desde a primeira
vez que o cavalo foi usado para produzir anticorpos contra diferentes doencas e 0 que se sabe
sobre o sistema imunolégico adaptativo desta espécie é muito pouco, principalmente a nivel
molecular. E por isso que apresentamos uma caracterizagio do repertdrio de cadeia pesada (IGH)
de anticorpos de cavalo ndo imunizados e imunizados com veneno de aranha do género
Loxosceles usando a tecnologia HTS. No estudo em cavalos ndo imunizados, obtivemos uma
média de 248.169 clones IgM e 66.141 clones 1gG unicos de quatro cavalos adultos domésticos.
Observamos que apesar do cavalo usar todos 0s segmentos génicos funcionais do IGHV, cerca
de 80% de seus anticorpos utilizam apenas trés segmentos génicos, e cerca de 55% utilizam
apenas um segmento génico do IGHJ. Essa diversidade limitada de VJ parece ser compensada
pela diversidade juncional desses anticorpos. Neste estudo foi visto que a diversidade juncional
em anticorpos de cavalos é muito frequente, presente em mais de 90% dos anticorpos de cavalos.
Além disso, o comprimento dessa regido parece ser maior em anticorpos de cavalos do que em
outras espécies. A adicdo de nucleotideos N1 e N2 varia de 0 a 111 nucleotideos. Esse
mecanismo de diversidade pode ser um dos mais importantes para fornecer variabilidade ao
repertério de anticorpos equinos. No caso dos cavalos imunizados, descrevemos uma média de
114.933 clones para IgG, com cobertura determinada pela rarefagdo de 80%. Utilizando os
clones dos repertorios antes, apés a imunizacdo, e aqueles expandidos, observamos
semelhancas entre as caracteristicas do repertério, mas deve-se notar que no grupo de clones
expandidos ha trés segmentos génicos IGHV mais utilizados, além de menor hidrofobicidade
na regido de CDRH3. Este estudo aponta a necessidade de caracterizacdo de outras moleculas
envolvidas na geracdo da diversidade de anticorpos equinos, como a TdT, para melhor
entendimento das caracteristicas do repertério de anticorpos de cavalos. Em suma, nossas
analises fornecem novas informacGes sobre a composicéo de anticorpos de cavalo, geracao de
diversidade e particularidades em comparacdo com outras espécies, como a frequéncia e o
comprimento e adi¢do de N nucleotideos e pode ser aplicavel ao desenho racional de anticorpos
sintéticos destinados a uso terapéutico.
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ABSTRACT

In 1901, the first Nobel Prize in medicine was awarded for investigating immune serum against
tetanus toxin produced by immunized horses. After that, polyclonal horse antibodies were
produced and used for treating and prophylaxis diphtheria, tuberculosis, tetanus, and
pneumonia. Today, in Brazil, it represents the specific treatment for spider accidents of the
genus Loxosceles, and in some countries, it has even been used as a treatment for SARS-CoV-
2. More than 120 years have passed since the horse was first used to produce antibodies against
different diseases. However, very little is known about the adaptive immune system of this
species, especially at the molecular level. For that reason, we characterize horses' heavy chain
repertoire (IGH) from non-immunized, and Loxosceles spider immunized horses using HTS
technology. In the non-immunized horses, we obtained an average of 248,169 IgM clones and
66,141 unique 1gG clones from four domestic adult horses. Although the horse uses all the
functional gene segments of the IGHV, about 80% of its antibodies use only three gene
segments, and about 55% use only one gene segment of the IGHJ. This limited diversity of VVJ
appears to be offset by the junctional diversity of these antibodies. In this study, it was seen that
junctional diversity in horse antibodies is very frequent, present in more than 90% of horse
antibodies. Furthermore, the length of this region appears to be longer in horse antibodies than
in antibodies from other species. The addition of N1 and N2 nucleotides ranges from 0 to 111
nucleotides. This diversity mechanism may be one of the most important in providing
variability to the equine antibody repertoire. In the case of immunized horses, we have found
an average of 114,933 clones for 1gG, with coverage determined by the rarefaction of 80%.
Using the clones from the repertoires before, after immunization, and those expanded, we
observed similar characteristics among them, except for the use of three IGHV gene segments
and a lower hydrophobicity in the CDR-H3 region in the expanded clones. This study points
out the need to characterize the molecules involved in the generation of equine antibody
diversity, such as TdT, to better understand the characteristics of the horse antibody repertoire.
In summary, our analyzes provide new insights on horse antibody composition, generation of
diversity, and particularities compared to other species, such as frequency and length, and
addition of N nucleotides, and may apply to the rational design of synthetic antibodies intended
for therapeutic use.
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1. INTRODUCAO

O sistema imune adaptativo possui moléculas capazes de reconhecer patdgenos
externos, as quais constitui o mecanismo chave de defesa dos vertebrados, sendo essas
moléculas chamadas anticorpos(Schroeder, 2015; Sirisinha, 2014; Sun et al., 2012). Os
anticorpos tém a capacidade de se ligar de forma especifica a antigenos, podendo mediar a
neutralizacdo dessas moléculas ou induzir mecanismos que culminam na morte dos patdégenos
(Litman et al., 1999). Dessa forma, o sistema imune adaptativo desenvolve uma memoria
imunolégica aos patdgenos e pode combater uma segunda invasdo ou eliminar rapidamente o
invasor recorrente, mobilizando uma resposta imune mais rapida e eficiente (Beutler, 2004).

Os principais elementos do nosso sistema imunologico adaptativo sdo dois tipos
principais de linfocitos que podem reconhecer e responder especificamente a determinantes
antigénicos de patdgenos e toxinas potencialmente perigosas, que sdo gerados no timo (linfécito
T) e na medula 6ssea ou na Bursa aviaria de Fabricius (linfocito B) (Cooper & Alder, 2006).
Os anticorpos séo produzidos pelos linfocitos B, como receptores de membrana, BCR (receptor
de célula B, do inglés B Cell Receptor) ou na forma secretada (Hoffman et al., 2016).

Apb6s o reconhecimento do antigeno, as células B geradas na medula Ossea se
diferenciam e se diversificam. Essas células migram para os 6rgaos linfoides secundarios, onde
ocorre expansdo clonal, seguida de hipermutagcdo somatica. De uma maneira geral, as células
com alta afinidade ao antigeno se diferenciam em: células B de memdria ou células secretoras

de anticorpos (plasmécitos) (Murphy, 2014).

1.1. Estrutura e funcéo dos anticorpos

A unidade estrutural basica de uma molécula de anticorpo consiste em quatro cadeias
polipeptidicas, duas cadeias leves (IGL) idénticas (cada uma contendo cerca de 220
aminoacidos) e duas cadeias pesadas (IGH) idénticas (cada uma geralmente contendo cerca de
440 aminoacidos). As quatro cadeias sdo mantidas juntas por uma combinacéo de ligacbes ndo
covalentes e covalentes (dissulfeto). As cadeias leve e pesada geralmente cooperam para formar
a superficie de ligacdo ao antigeno (Alberts et al., 2002) (Figura 1). Algumas espécies, porém,
apresentam anticorpos formados por apenas um par de cadeias pesadas, como é o caso de

camelos, Ihamas e tubardes (Konning et al., 2017).
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Figura 1. Estrutura de um anticorpo, mostrando as cadeias leve e pesada, que tém uma regido
variavel e uma regido constante. A regido variavel é constituida pelos segmentos génicos V (D)
J. A regido constante esta presente em ambas as cadeias pesada e leve. Fonte: (Lefranc &
Lefranc, 2020).

As cadeias pesadas podem ser de cinco tipos: p (IgM), & (IgD), v (1gG), € (IgE) e a
(IgA). O tipo de cadeia pesada define a classe de imunoglobulina (Chailyan et al., 2011)o que
as divide em cinco isotipos diferentes:
e Imunoglobulinas A (IgA): Forma cerca de 15 a 20% do total de imunoglobulinas séricas,
amaior parte das IgA circulantes estdo na forma monomérica, enquanto as IgA encontradas em
secrecdes, como lagrima, saliva, secreces traqueobrdnquicas, colostro, leite e secrecOes
geniturinarias, estdo na forma dimérica. As imunoglobulinas A sdo associadas a imunidade de
mucosas (Lefranc & Lefranc, 2020; Monteiro, 2014);
e Imunoglobulinas D (IgD): Representa menos de 1% do total de imunoglobulinas séricas,
porém possui papel importante como receptor de membrana em células B imaturas, além de
atuar na sinalizacdo celular e ser utilizada, em alguns casos, como marcador de células B
imaturas em estudos cientificos (Strokappe et al., 2019);
e Imunoglobulinas E (IgE): Participa na protecdo contra parasitas helminticos, mas é mais
comumente associada a alergias atdpicas,(Fitzsimmons et al., 2014), estando envolvida na
liberacdo de histamina e, consequentemente, no aparecimento dos principais sintomas das
alergias (Johansson, 2014);
e Imunoglobulinas M (IgM): Representa aproximadamente 10% do total de imunoglobulinas
séricas em humanos. Existe quase exclusivamente como uma forma de pentdmero composta

por cinco unidades monoméricas associadas ao polipeptidio designado como cadeia J. IgM é o
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anticorpo predominante que é produzido nos estagios iniciais da resposta imune (Koshland,
1985);

e Imunoglobulinas G (1gG): E a principal classe de anticorpos no soro humano normal e
forma aproximadamente 70% do total de imunoglobulinas. A IgG é um mon6mero, e é uma
imunoglobulina relacionada a fases mais cronicas da infeccdo e participa efetivamente na
memoria imunoldgica dos individuos, sendo permanentemente detectavel no soro (Lefranc &
Lefranc, 2020).

No caso de cadeias leves, nos vertebrados superiores, existem dois tipos de cadeia leve,
kappa (k) e lambda (A). Os genes que codificam essas duas cadeias estdo em cromossomos
separados e a proporc¢éo dessas cadeias como parte das imunoglobulinas varia entre as espécies:
ha predominéncia de cadeias leves lambda em cavalos (Wagner, 2006)e de cadeias leves kappa
em camundongos (Lavinder et al., 2014).

1.2. Estruturacdo e numeracao da regido variavel de anticorpos

A regido variavel da cadeia pesada (IGH) é formada por trés segmentos génicos:
variable (IGHV), diversity (IGHD) e joining (IGHJ); e o dominio variavel das cadeias leves
(IGL) é composto por dois segmentos génicos: variable (IGLV) e joing (IGLJ). O dominio
variavel estda formado por as regides hipervariaveis ou regides determinantes de
complementaridade (CDR, do inglés Complementarity Determining Regions), as quais s&o
separadas por regides mais conservadas, os frameworks (FR) que servem de arcabouco para a
estrutura dos anticorpos (Georgiou et al., 2014). Os CDRs sdo as principais regides responsaveis
pelo reconhecimento ao antigeno. Dentre os seis CDRs existentes na molécula do anticorpo, a
CDR-H3 ¢ onde estd concentrada a maior parte da diversidade em anticorpos, devido ao fato
de ser a regido formada pela unido dos trés segmentos génicos V(D)J na IGH (Georgiou et al.,
2014) (Figura 2). Essa regido possui variabilidade em seu comprimento, estrutura e sequéncia
(Kuroda et al., 2008).
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Figura 2. Representacdo grafica das subdivisdes da regido variavel da cadeia pesada de
imunoglobulinas. O segmento IGHV ou V que é composto por FR1, CDR1, FR2, CDR2 e FRS3.
O segmento IGHD ou D corresponde ao CDR-H3 (formado por parte do segmento IGHV, todo
0 segmento IGHD e parte do segmento IGHJ). O segmento IGHJ ou J corresponde ao FR4 e
delimita o fim da regido. O gene da regido constante esta representado em preto. Fonte: (Larsen
& Smith, 2012).

Para poder comparar as diferentes imunoglobulinas, com tamanho de sequéncias téo
variaveis, € necessaria a identificacdo de residuos de aminoacidos conservados ou
estruturalmente equivalentes (Jung et al., 2001). Sendo assim, diversos grupos sugeriram
esquemas de numeracao para essas sequéncias, por meio de alinhamentos mdultiplos entre reads
da familia das imunoglobulinas(Chothia & Lesk, 1987). Como os estudos apresentavam
divergéncias em relacdo a definicdo de cadeia leve e pesada, Lefranc e colaboradores
propuseram um esquema de numeracdo unificado que levava em conta ndo so as sequéncias,
mas a estrutura dessas moléculas (Lefranc, 2003; Lefranc et al., 2015). Esse esquema € utilizado
hoje como padrdo-ouro e implementado pelo International Immunogenetics Information System
(IMGT), um dos maiores bancos de dados mundiais de imunoglobulinas.

Sendo assim, as subdivisfes da regido varidvel em FR e CDR sdo definidas por:

e Framework 1 (FR1): posicOes 1 a 26 (Cys23);

e CDR1: posicOes 27 a 38;

e Framework 2 (FR2): posi¢des 39 a 55 (Trp4l);

e CDRZ2: posicOes 56 a 65;

e Framework 3 (FR3): posic¢oes 66 a 104 (Cys104);

e CDR-H3: posicdes 105 a 117;

e Framework 4 (FR4): posi¢Oes 118 a 129 (Trp/Phel18).

* 0s residuos de aminoacidos em paréntesis indicam os aminoacidos altamente
conservados nas imunoglobulinas.

Também, o IMGT classificou os segmentos génicos como funcionais e ndo-funcionais.
Os genes funcionais sdo aqueles que podem ser rearranjados e produzirem anticorpos (Brochet
et al., 2008). Ja os genes ndo-funcionais podem ser classificados como: pseudogenes (genes que
possuem cddon de parada ou mutagGes que alterem a fase de leitura) (Giudicelli et al., 2004) e
fase de leitura aberto (ORF, do inglés Open Reading Frame). O IMGT considera como ORF
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genes que possuam alteraces em seu sitio de splicing, mutagdes em motivos conservados entre
as imunoglobulinas, delecdo de um ou mais aminoacidos nas regides de CDR ou FR e

sequéncias que possuam tamanhos inesperados (>500 nucleotideos).

1.3. Diversidade de repertério de anticorpos

Existem dois mecanismos para gerar diversidade em imunoglobulinas que séo, o

mecanismo de diversidade primaria e secundaria.

1.3.1. Mecanismos de diversificacdo primaria

Os mecanismos de diversidade primaria sdo aqueles que ocorrem na medula 6ssea. O
primeiro deles é a diversidade alélica, uma vez que um subconjunto de segmentos génicos
apresenta multiplos alelos, isso foi demonstrado pelo sequenciamento gendmico, que indica
que os loci IG, especificamente IGH, podem estar entre os mais polimorficos do genoma
humano (Watson et al., 2015, 2017). Outro mecanismo que produz diversidade do repertorio
de anticorpos é o rearranjo génico, ou a recombinacgdo génica de V (D) J que ocorre no DNA
da linhagem germinal e reline os segmentos descontinuos dos genes V, (D) e J em uma regido
variavel durante o desenvolvimento das células B (Bassing et al., 2002; Gellert, 2002; Schlissel,
1998). Esses segmentos génicos sdo flanqueados por sequéncias de sinais de recombinacéo
(RSSs), que compreendem dois motivos altamente preservados: um heptamero palindrémico e
um nonamero rico em “A” ou “T”, separados por um espagador ndo conservado de 12 = 1 ou
23 + 1 nucleotideos. Eles séo reconhecidos por enzimas recombinases (RAG1 e RAG2 do inglés
Recombination-Activating Genes 1 and 2) (Schatz et al., 1989). Rearranjos eficientes ocorrem
entre RSSs de diferentes comprimentos, ou seja, um com espagador de 12 + 1 e outro com
espacador de 23 + 1 (regra de jungdo 12/23) (Early et al., 1980). O repertério potencial
resultante da diversidade combinatdria depende do nimero de segmentos génicos IGHV, IGHD
e IGHJ da especie (Lefranc & Lefranc, 2020) (Figura 3).

O terceiro mecanismo primério de diversidade é a diversidade de juncdo, a qual é
representada pela diversidade observada essencialmente nas juncdes V(D)J de cadeias pesadas
de IG, (e, em menor grau, a juncdo VJ da cadeia leve), e representando a principal fonte de
diversidade CDR-H3. Esse tipo de diversidade é resultado da clivagem de nucleotideos por uma
exonuclease nas extremidades dos segmentos génicos IGHV, IGHD e IGHJ durante o rearranjo
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(extremidade 3' da regido-V, extremidade 5' da regido-J e/ou ambas as extremidades da
regido-D), seguido pela adicdo aleatéria de nucleotideos (N) via DNA nucleotidil
exotransferase (DNTT, terminal deoxynucleotidyl transferase TdT) (Landau et al., 1984). Esta
adicdo de nucleotideos envolve preferencialmente nucleotideos 'G' e € usualmente independente
do molde. Além da adicdo de N nucleotideos, também pode ocorrer a adi¢do de nucleotideos
Palindrémicos (P). (Lafaille et al., 1989). Os P nucleotideos sdo sequéncias curtas de 1 a 3
nucleotideos além da extremidade do segmento génico codificado. Os nucleotideos P resultam
de abertura assimétrica do grampo formado nas extremidades das regides de codificacdo
durante os rearranjos VJ ou V(D)J (Lewis, 1994) (Figura 3).

TdT pertence a familia pol X de polimerases (Ito & Braithwaite, 1991), juntamente com
pol w, pol B e pol A, um subgrupo de uma familia de nucleotidiltransferases que e definida por
semelhancas nos dominios de ligacdo de nucleotideos e motivos de sitios ativos (Holm &
Sander, 1995). Esta enzima é caracterizada por sua a¢do de polimerase independente de molde,
mas ha alguns anos foi demonstrado que a TdT pode realizar a incorporagdo de nucleotideo
dependente de molde na presenga de DNA em excesso (Loc’h & Delarue, 2018).

O nucleo catalitico de TdT adota uma conformacéo fechada, mediada por uma interacao
da porcdo N-terminal da proteina com o C-terminal. O sitio ativo de TdT contém trés residuos
de aspartato conservados (D343, D345 e D434), consistentes com um estudo prévio de
mutagénese (Yangs et al., 1994), e se assemelha ao de pol B, sugerindo um mecanismo
dependente de ion metalico bivalente idéntico para catalise (Steitz & Steitz, 1993).

A homologia entre os membros da familia pol X ndo se limita ao seu centro catalitico.
Dominios adicionais compartilhados por varias dessas polimerases incluem os dominios de
proteina de suscetibilidade ao cancer de mama 1 (BRCA-1 do inglés breast cancer
susceptibility protein) C-terminal, bem como os dominios hélice-gancho-hélice (HhH). Um
desses dominios BRCT também foi identificado nas regides N-terminais de TdT, pol p e pol A
(Aoufouchi et al., 2000). Os dominios HhH sdo motivos de ligacdo ao DNA nao especificos,
contato com o0 DNA por meio de interacGes dos atomos de nitrogénio do esqueleto do peptideo
com grupos fosfato de DNA (Doherty et al., 1996).

Em algumas polimerases da familia pol X existe um inter-dominio ndo enzimatico entre
BRCA e HhH, no caso da pol A este inter-dominio é rico em prolina (contém mdaltiplos residuos
de serina, treonina e prolina) cuja fungéo é suprimir funcionalmente a atividade da polimerase
de polX e limita a sintese da fita de DNA (Fiala et al., 2006).
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Foi relatada uma estrutura cristalogréfica de TdT que confirma muitas das previsoes
apresentadas anteriormente (Delarue et al., 2002). A por¢do TdT cristalizada (aa 130-510)
exclui o sinal de localizacdo nuclear putativo (NLS do inglés Nuclear Localization Signal) e o
dominio BRCT, mas retém a atividade catalitica (Sukumar et al., 2000). A estrutura da TdT
assemelha-se muito a de outras DNA polimerases (Delarue et al., 2002), com uma forma
semelhante & da mao direita, consistindo de um dominio N-terminal de dedo (finger), uma
palma central contendo o sitio ativo (palm) e um dominio polegar (thumb). TdT exibe

semelhanca estrutural particularmente alta com pol p (Loc’h & Delarue, 2018).
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Figura 3. Eventos moleculares de um rearranjo entre um segmento génico IGHD e um
segmento génico IGHJ no locus IGH que geram a juncdo de diversidade N. (A) O complexo
proteico enzimatico RAG1/RAG2 reconhece os sitios de sinal de recombinacdo (RSS) e corta
0 DNA da linhagem germinativa entre o heptdmero e a regido de codificacdo. (B) Um grampo
¢ formado em cada extremidade de codificacdo, aqui as extremidades 3'D e 5'J, por
transesterificagdo. (C) O Grampo é clivado pelo complexo proteico (XRCC6, PRKDC,
XRCC5, Ku80, DNA-PKcs, DNA-PK, e DCLRELC, Artemis). (D) Uma exonuclease remove
nucleotideos nas extremidades codificantes. (E) DNA nucleotidilexotransferase (DNTT, TdT,
desoxinucleotidil transferase terminal) adiciona N nucleotideos, sem molde. (F) Finalmente, o
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DNA rearranjado é reparado e as extremidades sdo ligadas pelo complexo ligase. Fonte
(Lefranc & Lefranc, 2020).

1.3.2. Mecanismos de diversificagdo secundaria

As regibes variaveis recombinadas nas celulas B do centro germinativo sofrem
hipermutaces somaticas (SHM do inglés Somatic hypermutation) em formas de substituicdes,
insercOes e delecdes de nucleotideos (Peled et al., 2008). Embora toda a regido variavel seja
alvo de SHM, as regies CDRs sdo mais propensas a sofrer mutacdes do que as regides
estruturais (FRs) (Cowell et al., 1999).

De acordo com o modelo atual, o processo de SHM ¢ iniciado pela enzima citidina
desaminase induzida pela ativagdo (AID do inglés Activation Induced cytidine Deaminase),
gue desamina as citosinas em uracilas no DNA de fita simples formado durante a transcricao
dos genes imunogloulina (IG) (Muramatsu et al., 2000). Em seguida, a fita de DNA onde estéo
as uracilas geradas podera ser replicada, resultando nas transi¢Ges de C para U (transicdes de G
para A na cadeia oposta) ou ser reparados pela reparagédo por exciséo de base (BER, do inglés
Base-excision repair ), que pode ser de um ou mais nucleotideos, ou reparo de Mismatch
(MMR, do inglés Mismatch repair). As duas ultimas vias de reparo sdo propensas a erros,
levando a um grande niimero de mutag¢des nas bases “A” ¢ “T” (Peled et al., 2008). (Figura
4A).

Outro processo que garante a diversidade dos anticorpos € a conversdo génica. Ainda
gue considerados como ndo-funcionais, gracas a este processo, 0s pseudogenes podem sofrer
recombinacéo e gerar anticorpos funcionais (Bolland et al., 2016) e isso pode explicar porque
algumas espécies, como camundongos, gados, aves e cavalos, possuem um grande numero de
pseudogenes em seu DNA.

A conversdao génica ocorre quando parte das sequéncias do segmento IGHV
recombinado sdo substituidas por sequéncias de um pseudogene IGHV proximo a esta regido
N0 Mesmo Ccromossomo sem troca reciproca de genes, ou seja, a sequéncia do pseudogene
permanece inalterada (Flajnik, 2002) (Figura 4B).

Ap0s a recombinacdo dos segmentos e a insercdo de mutagdes na regido variavel por
SHM ou conversdo génica, toda a progénie dessa célula B ird expressar 0s mesmos segmentos
génicos V(D)J. Contudo, varios isotipos diferentes da regido constate podem ser expressos no
processo de maturacao e proliferacdo dos linfocitos B durante uma resposta imune. O Gltimo

evento de diversificacdo secundaria do repertorio é a recombinacdo por troca de classe (CSR,
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do inglés Class-switch Recombination) permitindo a troca da regido efetora do anticorpo (regiéo

C) (Murphy, 2014) (Figura 4C).
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Figura 4. Diagrama dos processos que ocorrem no mecanismo de diversidade secundaria de
anticorpos. (A) Hipermutagdo somética: V(D)J recombinado esté sujeito a mutagdes pontuais
cujas posicoes e frequéncias sdo indicadas por linhas vermelhas. (B) Conversdo génica: A
sequéncia de DNA de V(D)J recombinada ¢ alterado por meio de um mecanismo de conversdo
génica, no qual os segmentos de pseudogene doam trechos curtos de sua sequéncia. (C)
Recombinagdo por troca de classe: A regido de troca de IgM de um dos loci de Ig expressos
recombinam-se com uma regido de troca através de uma via de recombinacdo de DNA néo
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homdloga, resultando em um loop e a regido constante IgM e eliminada. Fonte (Petersen-Mahrt,
2005).

Todos esses fatores contribuem para a grande diversidade do repertorio de anticorpos,
estimada em 10'6-10', em um repertdrio sem estimulagio antigénica (Briney et al., 2019). O
estudo das proteinas receptoras de antigenos localizadas nas membranas das células T e B é
chamado de repertorio. O sequenciamento do repertorio (Rep-seq) revolucionou os estudos de
diversidade de receptores de antigenos, permitindo uma analise profunda e quantitativa para
decifrar a funcdo da imunidade adaptativa na saude e na doenca (Georgiou et al., 2014). Os
repertorios imunoldgicos sdo um alvo importante da pesquisa imunoldgica e clinica, pois

contém informacgdes sobre as respostas imunes passadas e em andamento (Murphy, 2014).

1.4. Estudo do repertorio de anticorpos em diferentes espécies

O estudo de repertdrios de anticorpos em mamiferos é de grande importancia ndo sé
para a terapéutica veterinaria, mas também devido a semelhanga do sistema imunoldgico de
alguns animais com humanos. O conhecimento a nivel molecular da resposta imune adaptativa
de algumas espécies de animais pode ajudar a entender os processos realizados pelo sistema
imunoldgico tanto na satde quanto nas doencas em humanos. Um resumo das caracteristicas
do repertorio de anticorpos das espécies de mamiferos mais estudadas é apresentado na Tabela
1. E importante destacar que existe um padrdo canonico de mamiferos de isotipos de cadeia
pesada. Todos os mamiferos possuem genes que codificam IgM, IgD, IgG, IgE e IgA (Butler
J., 1998).

1.4.1 Repertério de anticorpos em camundongos

O banco de dados IMGT lista 107 segmentos génicos IGHV funcionais em
camundongos, com base em uma analise da sequéncia de referéncia do genoma do camundongo
e a associacdo desses genes com sequéncias de sinal de recombinagéo intactas (RSS) (Johnston
et al., 2006). IMGT também reconhece 31 segmentos génicos IGHD, incluindo 25 genes

funcionais, 1 pseudogene e 5 ORF (http://www.imgt.org)

Quatro segmentos génicos IGHJ funcionais sdo encontrados em camundongos

(http://www.imgt.org). Os segmentos génicos IGHJ1, IGHJ2, IGHJ3 e IGHJ4 de camundongo

sdo ortdlogos dos segmentos génicos humanos IGHJ2, IGHJ4, IGHJ5 e IGHJ6. O
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sequenciamento gendmico de camundongos inferiu a existéncia de 93 segmentos génicos
funcionais de IGKV. Estes incluem dez sequéncias definidas pelo IMGT como ORFs. A
estrutura do locus lambda de camundongo é diferente de todos os outros loci de camundongos
e humanos. Ele contém apenas dois pequenos grupos de genes, cada um contendo IGLV, IGLJ

e segmentos génicos de regido constante (http://www.imgt.org).

Em relacdo ao tamanho do CDR-H3, os anticorpos de camundongo possuem entre um
e 23 aminoacidos de comprimento, com meédia de 11 aminoacidos (Rettig et al., 2018).

Outro parametro analisado no repertdrio de anticorpos do camundongo € a hipermutacao
somatica, no que se observou que cerca de 2,4 a 4,6% dos anticorpos sofre SMH, dependendo
da espécie.

Estudos também investigaram a diversidade juncional dos anticorpos de camundongo.
Até o momento sabe-se que a adi¢do de nucleotideos P é comum em rearranjos de anticorpos
de camundongos, embora as adi¢cdes de mais de quatro nucleotideos P sejam muito raras e a
maioria das adi¢des tenham apenas um ou dois nucleotideos de comprimento (Collins et al.,
2015), com média de 0,5 + 0,7 nucleotideos (Shi et al., 2014). A adi¢cdo de N nucleotideo nédo
codificado por molde é um importante fator de diversidade de repertério, em camundongos, foi
visto, em média, 4,0 e 2,9 N nucleotideos adicionados a juncdo V-D e a juncdo D-J,
respectivamente. (Collins et al., 2015).

Os clonotipos de células B publicos sdo geralmente definidos como rearranjos V(D)J
que sdo compartilhados por diferentes individuos, que usam segmentos génicos IGHV e IGHJ
idénticos na linhagem germinativa e que compartilham sequéncias de aminoacidos na regiao de
CDR-H3 (Collins et al., 2015). Um estudo de sequenciamento de alto rendimento (HTS do
inglés High-Throughput Sequencing) envolvendo amostras relativamente pequenas de
repertérios de anticorpos de camundongos C57BL/6 e BALBI/c, descobriu que entre 4% e 6%
das sequéncias possuiam CDR-H3 compartilhados por dois ou mais camundongos da mesma
linhagem (Collins et al., 2015).

1.4.2. Repertorio de anticorpos em caes

O estudo do repertdrio de anticorpos em cdes tornou-se importante devido ao aumento
da demanda por anticorpos monoclonais terapéuticos para uso veterinario no tratamento de
doengas. O céo tem 89 segmentos génicos IGHV em 3 subgrupos IGHV, dos quais 36 sdo

funcionais, 2 s&o ORF e 51 pseudogenes, 6 segmentos génicos IGHD e 6 segmentos génicos
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IGHJ, dos quais 5 séo funcionais e 1 ORF (Martin et al., 2015). Assim, a diversidade
combinatéria dos anticorpos de cdes tende a ser menor do que a de humanos e
camundongos.(Steiniger et al., 2014). Nesta espécie o IMGT relata 4 subtipos de 1gG. Os
anticorpos de cdes possuem CDR-H3 de dois a 25 aminoacidos., com a média de 13,6 £ 3,74
aminoacidos (Hwang et al., 2018).

Também no céo, a diversificacdo de imunoglobulinas pode ser aumentada pela inser¢cdo
ou remocao de nucleotideos em pontos de juncéo durante a recombinacdo. No caso de insercdes
de N nucleotideos entre as juncdes V-D, bem como entre as D-J foi observada uma variagédo de
um a 23 nucleotideos de comprimento, evidenciando uma forte correlagdo entre o comprimento
de CDR-H3 e o nimero de N nucleotideos. A maioria das adi¢des da regido P representa apenas
um ou dois nucleotideos. Delec¢des de nucleotideos em segmentos IGHD foram encontradas nas
extremidades 5 ou 3" de cdes possuem CDR-H3 de dois a 25 aminoacidos., com a média de
13,6 £ 3,74 aminoacidos (Hwang et al., 2018).

Hwang et al. em 2018 analisaram o repertdrio publico em cées e encontraram 0,03%
(159 sequéncias) de clones compartilhados estudando 3 individuos, que possuiam como
caracteristicas sequéncias de CDR-H3 de dois a 22 aminodcidos (média de 10,5 + 3,04

amino&cidos) (Hwang, 2018).

1.4.3. Repertorio de anticorpos em bovinos

O atual locus genético de IgH da linha germinativa bovina de referéncia compreende 12
segmentos génicos funcionais IGHV e 35 pseudogenes, 20 IGHD mais trés ORF, e 12 IGHJ
dos quais trés sdo funcionais, sete ORF e dois pseudogenes (Liljavirta et al., 2014).

As sequéncias de CDR-H3 de anticorpos bovinos tém um comprimento médio de 22
residuos de aminoacidos (Deiss et al., 2019; Ma et al., 2016), sendo que um subconjunto destes
possuem regibes de CDR-H3 ultra-longas que podem atingir mais de 70 residuos de
aminoacidos de comprimento (Saini et al., 1999). Estes sdo derivados da recombinacdo dos
segmentos génicos IGHV1-7 e IGHD8-2 (ndo adic¢do de nucleotideos na juncdo) (Deiss et al.,
2019; Kaoti et al., 2010).

Estudos identificaram a presenga de um grande numero de residuos de cisteina dentro
de dominios CDR-H3 ultralongos. Esses residuos de cisteina geram minidominios por meio de

ligacGes dissulfeto que se projetam do anticorpo na forma de grandes loops, conforme revelado
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por dados de cristalografia, o que pode facilitar estruturalmente o acesso a epitopos que de outra
forma ndo estariam disponiveis (F. Wang et al., 2013).

Em relacdo a diversidade juncional, o numero médio de N nucleotideos foi de 1 nas
juncbes VD e 2 nas juncbes DJ. No total, 90% das sequéncias de anticorpos continham N
nucleotideos. Também foram observados nucleotideos P, com variacéo de 0 a 6 na jungdo VD
e 0 a3 najungéo DJ.

A frequéncia de SHM de anticorpos bovinos no segmento génico IGHV do anticorpo é
em média de 5,22% (Deiss et al., 2019). Ainda, a carga mutacional é de 5 a 9 mutacbes por
quilobase em amostras fetais da placa de Peyer ileal e do baco, 26 por quilobase, na placa de
Peyer ileal do bezerro de 51 dias e 80 por quilobase no linfonodo do bezerro de 2 anos. A razédo
de mutacdes CDR para FR € de 5,6 em fetos (média de todas as amostras de ileo e baco), 6,7
no bezerro de 51 dias e 3,4 no bezerro. A razdo de substituicdo sobre muta¢des ndo sinbnimas
foi de 3,3 nos fetos, 3,1 no bezerro de 51 dias e 2,1 no bezerro imunizado.(Liljavirta et al.,
2014).

1.4.4. Repertorio de anticorpos em Macacos

Devido a sua semelhanca gendmica com os humanos, 0s macacos rhesus tém sido
amplamente utilizados como modelo animal para varios estudos imunoldgicos e clinicos (Fu et
al., 2017).

Atualmente, 228 genes da linhagem germinativa de IGHV para macacos rhesus estao
listados no banco de dados do IMGT (http://www.imgt.org), dos quais 86 sdo funcionais, 2 séo
ORF e 140 séo pseudogenes, com relacdo a os segmento génicos IGHD, 45 genes sdo relatados,
dos quais 44 sdo funcionais e 1 ORF e o0 segmento génico IGHJ possui 7 genes, todos funcionais
(http://www.imgt.org). A regido CDR-H3 em anticorpos de macaco rhesus tem um
comprimento entre 10 e 20 aminoacidos com uma média de 15 aminoacidos (Robins, 2013) .

Em relacdo a diversidade juncional, determinou-se as frequéncias dos quatro tipos de
nucleotideos inserido nos locais de jun¢do V-(D)-J e sdo tendenciosos para “C” e “G”, no
repertério IGH (aproximadamente 27% C e 39% G) (Fu et al., 2017).

Nesta espécie, a SHM também € de grande importancia na geracdo de diversidade.
Pesquisas determinaram que o percentual de SHM em anticorpos de macacos rhesus néao
imunizados € de 6,43%, encontrando uma diminuicdo significativa na SHM do isotipo IgM
guando comparado ao isotipo IgG (Guo et al., 2015).
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1.4.5. Repertorio de anticorpos em Porcos

De acordo com o IMGT, os Porcos possuem 21 segmentos génicos IGHV, dos quais 13

sdo funcionais e 8 pseudogenes. No caso dos segmentos génicos IGHD e IGHJ todos sdo

funcionais, sendo 4 genes para o IGHD e 5 para o IGHJ. (http://www.imgt.org).

O comprimento do CDR-H3 de porco varia de 6 a 28 aminoacidos, com média de 16,7
+ 4 aminoacidos (ALMAGRO et al., 2006).

As pesquisas geralmente analisam a composicdo de aminoacidos do CDR-H3,
principalmente no conteddo de residuos de cisteina e glicina, uma vez que esses dois
aminoacidos sdo criticos para a estrutura geral da alca. No estudo realizado por Almagro et al
em 2006, foi determinado que as alcas CDR-H3 de porco tém 43 residuos de cisteina de um
total de 1000 aminoé&cidos analisados (4,3%). Em relacéo a proporcdo de glicina foi de 12,0%.
(ALMAGRO et al., 2006).

No que diz respeito a diversidade juncional, sabe-se até 0 momento que as adi¢des de
nucleotideos sdo encontradas em anticorpos de porcos de todas as idades, sendo encontradas
em uma faixa de 0 a 30 nucleotideos e com uma média de 8,6 adi¢des de nucleotideos em todas
as regides de juncdo. Raramente foram observadas adi¢fes de nucleotideos 5' ou 3' de IGHD
(Sinkora et al., 2003).

Notavelmente, no repertorio pré-imune de porco, SHM permanece baixo e esta
concentrado na regido CDR de rearranjos de cadeia pesada. .(Butler et al., 2009, 2011; Wertz
etal., 2013)
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Tabela 1. Resumo das principais caracteristicas do repertério de anticorpos em mamiferos
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o Nimero IGHV NOmero IGHD Ndmero IGHJ Tamanho  CDR-H3 Tamanho Juncgéo
Espeécies _ _ ] . ] SMH (%)
Funcional Funcional Funcional (aminoacidos) (nucleotideos)
P=05%0,7
Camundongos 113 25 4 11 2,4a4,6
N=4,0e29
P=1a2
Cées 36 5 5 13,6 £3,74 -
N=entre 0 e 23
) P=0a6
Bovinos 12 20 3 22 5,22
N=1la2
Macacos 86 44 7 15 - 6,43
Porcos 13 4 5 16,7+ 4 N= 8,6 -

P- Palindromico

N- Aleatorio
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1.5. Locus de imunoglobulinas de cavalos

Anticorpos policlonais de equinos (Equus caballus) foram produzidos e utilizados desde
o0 século XIX para tratamento e profilaxia de diferentes doencas, (ANDERSON, 1955; Cole &
Moore, 1917; Glatman-Freedman & Casadevall, 1998; Lang et al., 2000) e ainda é usado nos
dias atuais. Apesar da facilidade de producéo e da utilidade médica, o conhecimento de como
0 sistema imunoldgico humoral equino gera as imunoglobulinas é pequeno, especialmente a
nivel molecular.

Similar a outros vertebrados, o cavalo possui trés tipos de cadeias de imunoglobulinas:
leve lambda (IGL), leve kappa (IGK) e pesada (IGH). Na anota¢do dos segmentos génicos de
cavalo feito por SUN et al. (2010) e revisto por Walther et al. (2015), que usou como referéncia
0 Genoma do Equus Caballus 2.0, a cadeia pesada IGH, presente no cromossomo 24, pode ser
formada por 11 diferentes regides constantes do anticorpo (IGHM, IGHD, IGHA, IGHE e sete
subclasses IGHG) (Wagner, 2006). Nesta anotacéo o locus IGH de cavalo tem 56 segmentos
génicos IGHV (16 funcionais, 34 pseudogenes e seis ORF) 40 segmentos génicos IGHD e oito
segmentos génicos IGHJ, todos funcionais (Sun et al., 2010; Walther et al., 2015). Todos os
segmentos desse locus apresentam orientacdo sense nas scaffolds analisados.

O cavalo é uma das espécies que mais possuem segmentos génicos IGHD anotados no
genoma (Walther et al., 2015), aumentando a diversidade do locus IGH. Geralmente para todas
as espécies os segmentos génicos IGHV funcionais podem ser classificados em subgrupos que
compartilham ao menos 75% de identidade da sequéncia de nucleotideos entre seus membros
(Eronique Giudicelli & Lefranc, 1999), no cavalo existem 7 subgrupos. Utilizando essa mesma
abordagem, os segmentos génicos IGHD foram divididos em 28 subgrupos e 0s segmentos
génicos IGHJ em dois subgrupos (Walther et al., 2015).

O locus IGK, presente no cromossomo 15 (NW_001867379), contém 60 segmentos
génicos (19 funcionais, 39 pseudogenes e dois ORFs) divididos em sete subgrupos, cinco
segmentos génicos IGKJ que compdem cinco subgrupos (quatro funcionais e um pseudogene)
e um gene IGKC. Nesse locus, parte dos segmentos IGKV se encontram na orientacdo sense e
outra parte na orientacdo anti-sense.

O locus IGL, que estd no cromossomo 8 (NW_001867428), apresenta 144 segmentos
génicos (27 funcionais, 112 pseudogenes e cinco ORFs) agrupados em 11 subgrupos, sete
segmentos génicos IGLJ (quatro funcionais e trés pseudogenes) classificados em sete subgrupos
diferentes, e sete genes IGLC (um pseudogene), cada um associado a um segmento génico J
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distinto (Sun et al., 2010; Walther et al., 2015). Similar ao locus IGK, parte dos segmentos
IGLV se encontram na orientacdo sense e outra parte na orientacdo anti-sense.

Nos equinos ha uma predominancia de expressdao da cadeia leve lambda, compondo
cerca de 95% das imunoglobulinas circulantes, semelhante a ovelhas, gado, cées e gatos (Arun
et al., 1996; Foley, 1992), em contraste com humanos que tém uma predominancia do isotipo
da cadeia leve kappa em seus anticorpos (Weiss et al., 1984).

Em 2018, foi sequenciado um novo genoma de cavalo (Equus caballus 3.0) e com isso
nosso grupo de pesquisa junto com a IMGT esta trabalhando em uma nova anotacéo.

Até agora, o IGH foi anotado, e o IMGT mostra que o0 segmento génico IGHV possui 8
subgrupos compostos por 21 genes funcionais, 9 ORFs e 74 psedogenes, no caso do segmento
génico IGHD possui 6 subgrupos, compostos por 17 séo funcionais e 28 ORF, e em relacédo ao
segmento génico IGHJ, possui 6 subgrupos compostos por 6 sdo funcionais e 3 ORF (Figura
5).



Telomeric (FWD 3")

@a
é

3-60
4-59
3-58

Z2zz z=

— OO k=< 0
TIQRVRP R
oo e T

4-57
3-56
4-55

4-81
3-80

1-79
3-78
4-33D

2-77

9-66
4-65
3-64
263

33

3-62
1-61

200 kb

(11)-54
4-53
4.52
4-51
3-50
4-49
448

(11)-43D
3-44
e

1-41D
3-40D
3-39D
4-38D

— O — O A — I 400K

&

[m]
P OO0~ Ot
[ A T Tl o T T

[T e
b b ob T ab b g g b b gl ]

1-31
4-30
4-29

600 kb

T (]
fen] ol hoy =0 T =
A e A ekt=lle} o b
h= woh — hetoh o -4 o .
iTHH H——E-HHHHHE ) i HEAHA P 800 kb
3 5
2]
o I
e & S
5 ° N
t'l) oy -
2 > s 0] 3 Y‘ﬁ
HE+— - —/E—. = 7 = 1000 kb
Centromeric
© o Telomeric (FWD 5')
0] o
—5 o 3+ 1200 kb
0 200 kb

Figura 5. Representacdo esquematica do locus da cadeia pesada de imunoglobulina de Equus
caballus. Locus anotado genoma de cavalo 3.0. As caixas verdes representam 0s genes
funcionais do IGHV, as caixas amarelas os ORFs do IGHV, as caixas vermelhas os
pseudogenes do IGHV. Os quadrados azuis representam os genes funcionais do IGHD, os
amarelos os funcionais do IGHJ, os azuis claros os funcionais do IGHC e os azuis claros com

linhas a ORF do IGHC. Fonte: (http://www.imgt.orq).

Também foi anotada a cadeia leve kappa na qual os segmentos génicos do IGKV sao

compostos por 11 subgrupos com 16 funcionais, 2 ORFs e 47 psedogenes, e 0 segmento génico

IGKJ é composto por 5 subgrupos, dos quais existem 4 funcionais e um psedogene. Esta cadeia

apresenta apenas um gene constante (http://www.imgt.org) (Figura 6).
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Até agora, ndo foi possivel fazer a anotacéo da cadeia leve lambda. Ser& necessario um

novo sequenciamento do genoma do locus da imunoglobulina, trabalho que esta em andamento.
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Figura 6. Representacdo esquematica do locus da cadeia leve Kappa da imunoglobulina de

Equus caballus. Locus anotado no genoma de cavalo 3.0. As caixas verdes representam o0s
genes funcionais do IGK, as caixas amarelas os ORFs do IGK, as caixas vermelhas os
pseudogenes do IGK. Os amarelos os funcionais do IGKJ, o quadrado laranja o pseudogene do
0 IGKJ. O azul claro corresponde ao IGKC, e quadrado roxo correpondem a genes funcionais
ndo relacionados. Fonte: (http://www.imgt.org).

Nota-se nesses animais uma grande quantidade de pseudogenes (o dobro, quando

comparados aos genes funcionais), 0 que nos leva a pensar que a conversdo génica deve ter
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papel importante na formac&o da diversidade do seu repertério de imunoglobulinas (Walther et
al., 2015).

1.6. Repertdrio de anticorpos para cavalos

Até o momento, analises do repertorio de anticorpos equinos foram realizadas por
diferentes metodologias de amplificacdo, porém, com sequenciamento dos amplicons por
Sanger, constituindo analises de baixa profundidade (ALMAGRO et al., 2006; Tallmadge et
al., 2013, 2014).

Em 2019, nosso grupo de pesquisa foi o primeiro a publicar um estudo do repertério de
anticorpos de cavalos usando a tecnologia de nova geracao (NGS) com a plataforma Illumina,
com um aumento notavel na profundidade do repertério. Foram observados pela primeira vez
em estudo com cavalos, cerca de 45.000 clones de IGH e 30.000 clones de IGL, assim como
novos transcritos génicos (IGHV6S1 e IGLV4S2), a composi¢do dos aminoacidos por posi¢do
de CDR-H3 (Manso et al., 2019).

Neste estudo, observou-se que o comprimento de aminoacidos da CDR-H3 em equinos
varia de 4 a 26 residuos de aminodcidos, seguindo um modelo de distribui¢cdo bimodal com um
pico claro em cinco e seis residuos e um pico mais extenso variando entre 10 e 26 aminoacidos.
O comprimento médio foi de 14,5 residuos, e os cinco aminoacidos mais utilizados no CDR-
H3 foram Gly, Tyr, Ala, Asp e Ser. (Manso et al., 2019).

Além do tipo de sequenciamento, o outro fator importante no estudo do repertério de
anticorpos é a analise bioinformatica. A grande quantidade de dados de sequéncias de DNA
geradas pelas tecnologias NGS aumentou a necessidade de programas computacionais para a

analise massiva desses dados, e com 0 Rep-Seq nao foi diferente.
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1.7. Anélises das caracteristicas do repertorio de anticorpos

Os dados gerados em estudos de Rep-Seq requerem pipelines de bioinformatica
especializados para analises eficazes e robustas dessas moléculas com estrutura génica tdo
peculiar (Yaari & Kleinstein, 2015).

Diversos programas foram sugeridos, contudo ndo h&d um consenso de um pipeline
padrdo para o processamento e analise de dados de Rep-Seq. A falta de padronizacéo e
compartilhamento dos programas disponiveis dificulta a analise e comparacdo de dados
publicados por diferentes laboratorios (Georgiou et al., 2014).

Pacotes de ferramentas foram desenvolvidos para facilitar essa analise. Esse é o caso do
MiXCR para analise de dados brutos e andlise do repertério (Bolotin et al., 2015), do pRESTO
para analise de dados brutos (vander Heiden et al., 2014), do Change-O (Gupta et al., 2015) e
VDJtools (Shugay et al., 2015) para andlise do repertorio. Em geral, as principais analises dos
dados de Rep-Seq seréo descritas abaixo.

1.7.1. Pré-processamento das reads

Através do pré-processamento é possivel transformar os dados brutos em sequéncias I1G
prontas para anotacdo e analise do repertorio. Esta etapa inclui: (I) retirada de adaptadores de
sequenciamento, (1) montagem das reads, (I11) exclusdo de bases de qualidade baixa, (IV)
identificacdo de primers e (1) contagem das reads (Manso et al., 2019). Existe uma vasta gama
de abordagens que podem ser consideradas como corre¢do de erros computacionais.

O mais simples seria filtrar conjuntos de dados, antes de qualquer anotacdo V (D) J, para
reads de baixa qualidade (por exemplo, pontuacdo Phred) usando pacotes de software, como
PRESTO ou FastQC (Smith & de Sena Brandine, 2021; vander Heiden et al., 2014).

1.7.2. Anotacéo dos segmentos génicos

A atribuicdo da linhagem germinativa IGHV, IGHD, e IGHJ é uma das etapas mais
importantes no processamento de dados de IG. O objetivo desta etapa € inferir os alelos corretos
da linhagem germinativa que se recombinaram para produzir cada anticorpo. Uma boa

inferéncia da linhagem germinativa € critica para identificar corretamente mutagdes somaticas
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para cada sequéncia, definir os grupos clonais e ter uma aproximacgéo justa da diversidade
(Ralph & Matsen, 2016).

Geralmente, essa inferéncia é feita aplicando um algoritmo para escolher a melhor
correspondéncia entre um conjunto de segmentos potenciais da linhagem germinativa a partir
de um banco de dados de alelos de segmentos conhecidos (LOpez-Santibafiez-Jacome et al.,
2019). Diferentes programas séo usados para anotacao de segmentos génicos, alguns deles sdo:
IMGT/HighV-QUEST (Alamyar et al., 2012), IgBLAST (Ye et al., 2013) e MIGEC
(Kuchenbecker et al., 2015) que usam o banco de dados do IMGT, MiXCR (Bolotin et al.,
2015), LymAnalyzer (Yu et al., 2015), entre outros.

1.7.3. Anadlise de clonalidade das sequéncias

Ap0s a anotacdo dos segmentos génicos, as sequéncias precisam ser agrupadas para
formar clusters, identificando as sequéncias que sofreram expanséao clonal e SHM, mas tiveram
origem de uma mesma célula B ndo mutada (Robinson, 2015; Yaari & Kleinstein, 2015). A
clusterizacdo das sequéncias em grupos clonais, ou clonotipos, pode fornecer informacdes sobre
a evolucdo da resposta especifica ao antigeno daquela linhagem (Wine et al., 2013).

Existem diferentes defini¢des para agrupar os clonotipos. Uma estratégia amplamente
utilizada, por exemplo, é considerar todas as sequéncias com a mesma identificacdo da linha
germinativa IGHV e IGHJ e alguma semelhanca nas regides CDR-H3 como relacionadas
clonalmente (Hershberg & Luning Prak, 2015). Entre os programas mais utilizados para esse
tipo de andlise estdo, IMGT/StatClonotype (Aouinti et al., 2016), CD-HIT (Fu et al., 2012),
MIXCR (Bolotin et al., 2015), Yclon (Gervasio et al., 2022) e USEARCH (Edgar, 2010).

1.7.4. Caracterizacao do Repertorio de Anticorpos
Apos a definicdo dos clonotipos, diversas caracteristicas do repertorio de anticorpos

podem ser analisadas. Entre as principais caracteristicas estao:

Andlise de rarefacfo: E a maneira mais simples de descrever a diversidade de

anticorpos, mas € muito sensivel a profundidade da amostragem. A riqueza de espécies é o
numero total de espécies Unicas em uma comunidade, ndo leva em consideragédo a abundéncia
de espécies. Maior profundidade de amostragem resulta na captura de cada vez mais espécies
raras, resultando em maior riqueza de espécies. A raridade pode ter um impacto significativo
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nesta medida, uma vez que muitas vezes se perdem espécies sub-representadas. Para explicar o
problema das espécies raras, varias medidas foram elaboradas para predizer a riqueza real de
espécies com base em dados amostrados, incluindo INEXT (Hsieh et al., 2016)e Recon
(Kaplinsky & Arnaout, 2016).

Frequéncias de uso do segmento V(D)J: Um repertdrio de IG pode ser descrito em

termos das frequéncias com as quais ele usa 0s segmentos génicos, particularmente o segmento
IGHV. As frequéncias do segmento génico IGHV, ou frequéncias das combinacGes IGHV-
IGHJ, tém sido usadas para comparar estagios de respostas imunes, em doencas especificas,
individuos com diferentes faixas etérias, entre outros (Chaudhary & Wesemann, 2018; Martin
et al., 2015).

Propriedades da Regido Determinante de Complementaridade 3 da cadeia pesada
(CDR-H3): O comprimento do CDR-H3 e as propriedades dos aminoacidos sao utilizados para
caracterizar um repertério (Chaudhary & Wesemann, 2018). Comparag6es de comprimentos de

CDR-H3 entre grupos de células que expressam diferentes isotipos de IgH mostram que a IgM
tem CDR-H3s mais longos em comparac¢do com todos 0s outros isotipos examinados (Kitaura
et al.,, 2017). Os repertdrios de celulas B que ja foram expostos a algum tipo de antigeno
parecem ter uma regido CDR-H3 mais exposta, e com aminoacidos carregados (Mcdaniel et
al., 2016).

A exposicdo ao antigeno também parece estar associada a uma diminuicdo no
comprimento da CDR-H3 (Galson et al., 2015), entre outros estudos realizados na area (Kitaura
et al., 2017). Compreender o surgimento de CDR-H3s pode ajudar a entender o processo de
maturagdo por afinidade e desenvolvimento de anticorpos (Hoehn et al., 2016).

Andlise de Mutacdo: Anticorpos especificos para antigenos sdo o resultado de eventos

mutacionais que se acumulam durante a maturacdo das células B. Isso inclui insercGes e
delecdes durante a recombinacéo V (D) J e SHM. Em geral, as mutagdes sao analisadas como
grau de divergéncia em relacdo as sequéncias da linhagem germinativa e fornecem informacdes
sobre 0 processo bioldgico de SHM e a maturacdo por afinidade (Kitaura et al., 2017). O
objetivo da analise de mutagdes é ter uma ideia do processo de maturacdo que as células B
sofreram durante o curso de uma resposta imune e seu encontro com antigenos (de Wildt et al.,
1999; Yaari & Kleinstein, 2015).

Analise da Diversidade Juncional: A diversidade juncional € formada pela adi¢do e/ou

delecédo de nucleotideos nas junc¢des dos genes V(D)J o que confere ainda mais diversidade ao
repertério. Em algumas sequéncias de anticorpos, a hiperatividade da exonuclease pode
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remover completamente os nucleotideos da sequéncia IGHD original ou mové-los para uma
fase de leitura diferente, como mostrado por Darsley & Rees em 1985, gerando sequéncias
inteiramente novas na regido central do CDR-H3. Berek & Milstein estimaram que o fator de
diversidade devido a diversidade das juncdes N e P nas cadeias pesadas € 10 vezes mais do que
se ndo tivesse esse tipo de diversidade. (Darsley & Rees, 1985)

Anélise de clones publicos: A andlise de convergéncia refere-se a um fenémeno que

ocorre quando sequéncias de receptores imunes idénticos (ou altamente semelhantes) sao
compartilhadas por dois ou mais individuos (H Stern et al., n.d.; Jackson et al., 2014). Por
exemplo, foi demonstrado que a similaridade de segmentos de genes em repertorios produtivos
de IgH de irméos gémeos é maior em genes de Ig ndo mutados do que mutados (B. Wang et
al., 2015).

Analise_do _isotipo: A analise do repertorio de imunoglobulinas pode fornecer

informacdes sobre a biologia dos isotipos de IgH. Cada isotipo tem funcées bioldgicas distintas
governadas pelo dominio da regido C. As sequéncias em um repertorio podem ser categorizadas
em seus respectivos isotipos se o desenho experimental acomodar a sequéncia da regido C na
biblioteca. A analise isotipica incluiu a categorizacdo de caracteristicas, fun¢es ou condicdes
do repertorio de IG para grupos isotipicos, entre outras funcionalidades (Kitaura et al., 2017).
Expansao clonal e diversidade: A quantificagdo da expansédo clonal e da diversidade

de repertérios representa um objetivo importante nas analises do repertorio, porque fornece
informac@es sobre o status imunolégico atual de um hospedeiro (Attaf et al., 2015), o que é
particularmente importante para o perfil de doencas e vacinas. Os fundamentos matematicos da
avaliacdo da diversidade bioldgica foram desenvolvidos décadas atrés para pesquisa ecoldgica
(MAGURRAN, 1983). Ja existem varios pacotes no R study dedicados para célculos de o indice
de diversidade (Cortina-Ceballos et al., 2015; Dixon, 2003; Gupta et al., 2015).

A Figura 7 mostra um exemplo de pipeline para estudar o repertério de anticorpos.
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Figura 7. Exemplo de um pipeline para estudar o repertério de anticorpos de células B. A
andlise de sequenciamento de repertorio (Rep-seq) pode ser dividida em pré-processamento;
anotacdo e clonotipagem; e anélise detalhada do repertério. O pré-processamento transforma
leituras de sequenciamento de nova geracdo em sequéncias de BCR corrigidas que séo entéo
alinhadas para identificar genes V(D)J da linhagem germinativa. A seguir, infere-se a estrutura
populacional dindmica do repertério BCR. Finalmente, sdo calculadas as caracteristicas
quantitativas do repertério de células B como hipermutacdo somaética (SHM). Fonte: (Yaari &
Kleinstein, 2015).

1.8. Soroterapia

A anélise do repertério de cavalos é muito importante ndo s6 para compreender melhor
a funcdo da imunidade adaptativa desta espécie, mas também a nivel biotecnoldgico.

O soro de cavalo esta inclusive sendo usado na atual pandemia de COVID-19 como
tratamento em alguns paises (Cunha et al., 2020; Zylberman et al., 2020). Alguns grupos de
pesquisa utilizam o virus atenuado para imunizar cavalos. O virus é isolado de um paciente com
a doenga, cultivado em células especificas e, em seguida, inativado. O curso de imunizagao
consiste em imunizagdo primaria com particulas de virus inativadas misturadas com adjuvante,

enquanto as imunizac6es de reforco subsequentes sdo administradas nos dias 15, 29, 35 e 45.
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Os anticorpos gerados alcancam um titulo de anticorpo especifico de antigeno satisfatorio
(Cunha et al., 2020).

Zylberman e colaboradores em 2020 também criaram um soro imune em cavalos contra
0 SARS-CoV-2, mas em vez de usar virus inativado usaram o dominio de ligacao ao receptor
da glicoproteina viral Spike para a imunizagéo, obtendo resultados bastante favoraveis usando
este soro como terapia em pacientes hospitalizados (Zylberman et al., 2020) (Figura 8).
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Figura 8. Esquema de imunizacdo de cavalo com virus inativado SARS-CoV-2. Particulas
inativadas de SARS-CoV-2 foram injetadas por via intramuscular em equinos. A imunizacéo
foi repetida varios dias como mostrado no esquema. O plasma coletado de animais imunizados
foi combinado, testado quanto a resposta de anticorpos e o titulo de neutralizacdo do virus
quantificado por ensaio de microneutralizagdo. Subsequentemente, a 1gG foi purificada a partir
do plasma combinado, digerida com pepsina e o fragmento F(ab")2 purificado. Os titulos de
neutralizacdo destes fragmentos purificados e concentrados também foram testados. Fonte:
(Cunhaetal., 2020).
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No Brasil, diferentes grupos de pesquisa também estdo realizando soro imune contra
SARS-CoV-2. O Instituto Vital Brasil (IVB) esté trabalhando nesse tipo de terapia, imunizando
cavalos com uma proteina S recombinante do SARS-CoV-2 produzida na Coppe/UFRJ. Apds
70 dias, plasmas de animais apresentam anticorpos 20 a 50 vezes mais potentes contra COVID-
19 do que aqueles presentes no plasma sanguineo de pessoas que tiveram COVID-19 (Cunha
et al., 2020).

O Instituto Butantd também fez um soro imune contra SARS-CoV-2, mas neste caso 0s
cavalos foram inoculados com virus inativado por via subcutanea, por quatro vezes em
intervalos de 1 semana (dias 0, 7, 14 e 21). Apds a purificacdo das imunoglobulinas, foram
realizados os ensaios de neutralizacdo. Entre os resultados obtidos estd que estudos de
seguranca pré-clinica realizados de acordo com as diretrizes da Agéncia Reguladora Brasileira
com camundongos e coelhos ndo mostraram efeitos toxicos da imunoglobulina F(ab’)2 anti-
SARS-CoV-2 equina (Botosso et al., 2022).

1.8.1. Soroterapia no combate a picada por animais peconhentos

Acidentes com animais peconhentos representam um problema mundial e de grande
importancia em salde publica devido ao grande nimero de casos existentes. O atendimento
rapido é essencial para a sobrevivéncia das vitimas e reducdo de possiveis sequelas (Cupo,
2015). A exposicdo das pessoas a esses tipos de animais foi aumentada devido ao processo de
urbanizacgdo, que aumentou a disponibilidade de alimentos e esconderijos, como os entulhos e
materiais de construgdo, além do acimulo de lixo e a presenca de baratas, moscas e pequenos
roedores. (Gongalves et al., 2007).

De acordo com dados do Ministério da Saude, em 2021 foram notificados cerca de
240.294 casos de acidentes envolvendo animais peconhentos no Brasil, resultando em 496
mortes nesse periodo. Dentre os principais causadores desses acidentes estdo o0s escorpioes
(62%), as serpentes (12%) e as aranhas (11%). No que diz respeito aos acidentes ocasionados
pela picada de aranhas, a principal espécie envolvida pertence ao género Loxosceles, a qual em
2021 foi responsavel por 6.094 casos notificados (MINISTERIO DA SAUDE, 2022). As
aranhas do género Loxosceles sdo popularmente conhecidas como aranhas-marrom por
apresentarem a coloracdo tipica (Futrell, 1992). Essas aranhas apresentam ampla distribuicédo
mundial (P. H. da Silva et al., 2004; Futrell, 1992), sendo predominantemente encontradas no
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continente americano e africano, em funcdo do clima tropical caracteristico dessas regides
(Swanson & Vetter, 2006).

No Brasil, existem atualmente 19 espécies descritas de aranhas do género Loxosceles,
sendo as espécies L. gaucho, L. intermedia e L. laeta responsaveis pela maioria dos acidentes
notificados por esse género, sendo estes concentrados na regido Sul e Sudeste (Miranda et al.,
2021).

1.8.1.1. Loxoscelismo

O Loxoscelismo se refere ao termo usado para designar acidentes envolvendo aranhas
do género Loxosceles (Schenone Fernandez, 1998). A principal caracteristica gerada pela
inoculacdo do veneno durante a picada por esse tipo de aranha, é a presenca de uma ferida
dermonecrética, podendo seguir com efeitos sistémicos, evoluindo em alguns casos a faléncia
renal e possivel morte do individuo (Sezerino et al., 1998). A lesdo na pele tem desenvolvimento
lento, assim como sua cicatrizacao pode levar de dois a quatro meses devido a perda do tecido.
Areas com alta concentracdo de tecido adiposo, como abdémen, nadega e coxa, tendem a
evoluir com lesdes mais extensas e profundas (S. T. da Silva et al., 2005). A picada das aranhas
marrons € indolor e os primeiros sinais e sintomas se manifestam algumas horas ap6s o acidente.
Raramente a vitima é capaz de capturar ou identificar o animal, dificultando o diagnéstico do
loxoscelismo e contribuindo para que os casos ndo sejam corretamente notificados pelas
autoridades (P. H. da Silva et al., 2004; Futrell, 1992). O veneno neste tipo de aranha é composto
por uma variedade de componentes toxicos com massa molecular geralmente entre 5 a 40 kDa
(Veiga et al., 2000). No caso de aranhas de espécies distintas, 0 veneno possui uma composi¢ao
similar, apresentando semelhante atividade bioldgica e imunoquimica (Barbaro et al., 2005).

Grande parte de os constituintes do veneno sdo proteinas com atividade enzimatica, tais
como hialuronidases, fosfatases alcalinas, proteases, esterases, hidrolases, ATPases,
esfingomielinases D/Fosfolipases D, lipases e insetoxinas (P. H. da Silva et al., 2004; Gremski
et al., 2010). Proteinas pertencentes a familia de fosfolipases D, sdo conhecidas como toxinas
dermonecrdticas, visto que podem produzir efeitos deletérios que contribuem
significativamente para a resposta tipica ap0s envenenamento (Gremski et al., 2010). A
esfingomielinase D (SMases D) é uma fosfolipase que ocasiona os efeitos toxicos do

loxoscelismo tais como dermonecrose, hemdlise e agregacéo plaquetaria.
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1.8.1.2. Tratamento do loxoscelismo: antivenenos

Diversos protocolos de tratamento para 0 envenenamento por animais pegonhentos
foram propostos e testados. Atualmente, o tratamento dos efeitos do envenenamento é realizado
de modo inespecifico e especifico. De forma inespecifica sdo utilizados corticosteroides para o
tratamento de feridas, e antibioticos como a tetraciclina no uso tépico contra a dermonecrose
(Paixao-Cavalcante et al., 2007).

De modo especifico, 0s anticorpos sdo 0s principais componentes dos antivenenos
utilizados para neutralizar a atividade toxica dos venenos de animais peconhentos de qualquer
origem, o que inclui serpentes, escorpides e aranhas (Chippaux & Goyffon, 2008; de Almeida
et al., 2008; Hogan et al., 2004; Theakston et al., 2003), quando administrado nas primeiras
horas do envenenamento (Futrell, 1992; Hogan et al., 2004).

Dois antivenenos podem ser utilizados no tratamento do loxoscelismo. A produgéo do
soro antiloxoscélico (SALox) é realizada pelo Centro de Producdo e Pesquisa de
Imunobioldgicos (CPPI), no Estado do Parand, e distribuido para todo o Brasil pelo Ministério
da Saude. O SALox é poliespecifico contra o veneno das trés principais espécies de aranha
marrom: L. laeta, L. gaucho e L. intermedia (Acécia Maria Lourenco Francisco Nasr et al.,
2017).

O Instituto Butantd, em S&o Paulo, produz o soro antiaracnidico, a partir do veneno das
aranhas L. gaucho e Phoneutria nigriventer e do escorpido Tityus serrulatus (Butantd, 2020).
Na producdo do antiveneno, as imunoglobulinas presentes no plasma dos animais imunizados
sdo precipitadas e digeridas pela enzima pepsina, que digere os fragmentos Fc das moléculas
de IgG resultando em fragmentos F(ab’)2. Dessa forma obtém-se anticorpos policlonais
especifico contra 0 veneno, ou seja, uma mistura de anticorpos secretados contra um antigeno
especifico, além de anticorpos ndo especificos. Dado que a maioria dos tratamentos sdo
baseados em anticorpos, o seu estudo é muito importante, especialmente a nivel biotecnolégico.

Em 1901, o primeiro prémio Nobel de medicina foi concedido pela investigacdo de soro
imune contra a toxina tetanica produzidas pela imunizacgéo de cavalos. Depois disso, anticorpos
policlonais de cavalo foram produzidos e utilizados para tratamento e profilaxia da difteria,
tuberculose, tétano e pneumonia. O soro imune de cavalo em alguns paises chegou a ser usado
como tratamento para SARS-CoV-2 e representa no Brasil o tratamento especifico oferecido
pelo Sistema Unico de Saude (SUS) como terapia para acidentes de aranha do género

Loxosceles. Mais de 120 anos se passaram desde a primeira vez que o cavalo foi usado para
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produzir anticorpos contra diferentes doencas e 0 que se sabe sobre o sistema imunoldgico
adaptativo desta espécie € muito pouco, principalmente a nivel molecular.

Por isto, este trabalho visou compreender um pouco mais sobre 0s aspectos basicos do
repertorio de anticorpos de cavalo. Através do emprego de método de sequenciamento de nova
geracdo (NGS), foi possivel entender o nivel de variabilidade do repertorio e as caracteristicas
principais de anticorpos naturais de cavalos, e desta forma entender melhor como a geragéo de
anticorpos nesta espécie. Também daqgueles anticorpos induzidos ap6s imunizacao de cavalos
com veneno de aranhas do género Loxosceles.

Dessa maneira, além do conhecimento basico adquirido neste trabalho, ele também nos
fornece ferramentas e abre perspectivas para obtencéo de anticorpos recombinantes de cavalo
que reconhecam o veneno de aranhas marrom e que possam ter propriedades neutralizantes,
mas sem os efeitos adversos produzidos pelo tratamento atual como o choque anafilatico, além

de minimizar o uso de animais para a producdo do soro policlonal.



46

2. OBJETIVO GERAL

Caracterizar o repertorio natural de anticorpos de cavalos e também o de animais
imunizados com veneno de aranha do género loxosceles, sequenciados por plataforma de

sequenciamento de nova geragao.

2.1. Objetivos especificos

* Obter o repertorio natual (ndo imune) de anticorpos de quatro cavalos utilizando
sequénciamento de nova geracao;

» Caracterizar o repertorio natural de anticorpos de cavalos quanto as suas principais
caracteristicas como clonalidade, uso génico, tamanho e composi¢do de aminoacidos da
CDR-H3, SHM e diversidade juncional;

*  Obter o repertdrio de anticorpos de quatro cavalos ap6s imunizacdo com veneno de L.
intermedia, L. laeta e L. gaucho, utilizando sequénciamento de nova geracao;

» Comparar as caracteristicas do repertério de anticorpos de cavalos antes e apos a

imunizacdo com veneno de Loxosceles.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencdo de amostras de cavalo

As amostras de sangue periférico de cavalos machos, adultos, com idade entre 5 e 9
anos, saudaveis e sem raca definida foram obtidas em parceria com o Centro de Producdo e
Pesquisa de Imunobiolégicos (CPPI) do Estado do Parana. O delineamento experimental foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais
(CEUA - UFMG) sob o numero de protocolo 190/2018.

Inicialmente, amostras de sangue periférico dos quatro animais foram obtidas em dois
tempos distintos: antes do processo de imunizagdo (animais ndo imunes) e apds o processo de
imunizacdo (animais imunes) com o pool de venenos de aranhas do género Loxosceles.

A imunizagdo dos cavalos foi realizada da seguinte maneira:

» Dia 0 (1% imunizacdo): 300 ug de veneno (divididos igualmente entre L. intermedia,
L. gaucho e L. laeta) + 1200 pul de solucéo salina + 1500 pl de Adjuvante Completo de Freund;

+ Dia 10: (22 imunizagdo): 450 pg de veneno (divididos igualmente entre L. intermedia,
L. gaucho e L. laeta) + 1050 pl de solucéo salina + 1500 pl de Adjuvante Incompleto de Freund;

+ Dia 21 (3*imunizagdo): 750 pg de veneno (divididos igualmente entre L. intermedia,
L. gaucho e L. laeta) + 2250 pl de solucéo salina;

 Dia 30 (4 imunizacdo): como descrito na imunizacdo anterior;

» Dia 37: coleta de sangue sete dias apds a Gltima imunizacao.

Em ambas as coletas (antes e depois da imunizacéo), cerca de 60 ml de sangue periférico
foram obtidos de cada animal utilizando tubos BD Vacutainer® contendo o anticoagulante
EDTA. As células mononucleares (PBMCs) foram isoladas por gradiente de centrifugacédo
utilizando Ficoll-Paque (Sigma-Aldrich). A centrifugacédo foi conduzida a 400 x g durante 30
minutos a 16°C, removendo o freio da centrifuga. A camada de PBMC foi aspirada e lavada
duas vezes com D-PBS 1X. As células resultantes foram coradas com azul de Tripan para
contagem das células na camera Neubauer. Apds a contagem, cerca de 1x107 células foram
aliquotadas em microtubos, adicionando-se 1 ml de TRizol (Life Technologies) para extragdo
de RNA. O restante das células foi criopreservada em FBS 90% e DMSO 10%. Todas as

amostras foram armazenadas a -80°C até o uso.
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3.2. Extracdo de RNA

A extracdo do RNA total foi realizada pelo método do TRIzol (Rio et al., 2010). Os
tubos contendo 1 ml de solucéo de PBMCs (1x107células) em TRIzol foram descongelados em
gelo. Em seguida, em uma capela de exaustdo 200 pl de cloroféormio foram adicionados a cada
tubo. Os tubos foram homogeneizados em vortex por 15 segundos, e depois incubados
temperatura ambiente por 5 minutos.

Para conseguir a separacgéo das fases, o tubo foi centrifugado a 12.000 x g por 15 minutos
a 4 °C. Ao fim da centrifugacdo, a solugdo apresenta trés fases: uma fase inferior de cor
vermelha, contendo fenol, cloroférmio e proteinas; uma interfase contendo DNA; e uma fase
superior aquosa e incolor, contendo o RNA. O sobrenadante, fase aquosa, foi entdo transferido
cautelosa e lentamente, sem tocar ou aspirar material da fase intermediaria para outro tubo de
1,5 ml. Em seguida, foi adicionado isopropanol na mesma quantidade do RNA e as solugdes
foram misturadas por inversdo. Os tubos foram incubados overnight a -20 °C e entdo, os tubos
foram centrifugados a 12.000 x g por 15 minutos, a 4 °C. Ap0s a centrifugacédo, o sobrenadante
de isopropanol foi descartado e no fundo do tubo ficou o RNA. Em seguida, iniciou-se a
lavagem do RNA com 1 ml de etanol 80% em agua ultrapura e adicionado ao tubo que foi
mantido no gelo durante toda a etapa de lavagem. O procedimento foi realizado na cabine de
seguranca biolégica. Tomou-se o cuidado de misturar bem, por pipetagem, até o
desaparecimento de todo o sedimento de RNA visivel. Os tubos foram entéo centrifugados a
12.000 g x por 10 min a4 °C. O sobrenadante de etanol foi descartado, com cautela para manter
o0 sedimento de RNA fixado ao tubo, e um novo ciclo de adicdo de etanol, mistura e
centrifugacdo, idéntico ao anterior foi realizado.

Apds novo descarte do sobrenadante mantendo o sedimento intacto, foi feita uma nova
centrifugagdo nas mesmas condicdes, no tempo de 1 minuto. O excedente de etanol foi entéo
removido por aspiracdo cautelosa com pipeta, e o tubo foi deixado aberto, para secagem do
etanol residual presente no sedimento de RNA, por 1 hora, dentro da cabine de seguranga
bioldgica.

O sedimento de RNA foi entéo eluido em 15 pl de agua ultrapura tratada com DEPC
(ThermoFisher Scientific). A amostra foi entdo mantida em gelo por 30 minutos, para completa
solubilizacdo do RNA, e em seguida, a qualidade e concentracdo do RNA extraido foram

quantificadas usando o espectrofotometro Nanodrop (ThermoFisher Scientific). As amostras
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que apresentaram razdo A260/A280 igual ou superior & 1,7 foram encaminhados para a etapa

de transcricao reversa.

3.3. Sintese de cDNA e PCR Multiplex

Cerca de 500 ng de RNA foram utilizados para a sintese de cDNA utilizando a enzima
SuperScript IV First-Strand (ThermoFisher Scientific) de acordo com instrugdes do fabricante.

Os reagentes do kit, com excecdo da SuperScript™ IV Reverse Transcriptase (200
U/ul), foram descongelados mediante incuba¢dao em gelo. Foram adicionados 1 pl da solugao
10 mM dNTP mix do kit, 1 ul de Oligo d(T) e 4 ul de amostra de cDNA e foi levado a um
volume final de 13 pl com 4gua ultrapura tratada com DEPC (ThermoFisher Scientific).

Os tubos foram entdo incubados em termociclador SimpliAmp™ Thermal Cycler
(ThermoFisher Scientific) a 65 °C por 5 minutos. Foi entdo preparada uma solugdo "mix",
contendo 4 ul do 5x SSIV Buffer, 1 ul da solu¢do 100 mM DTT, 1 ul de Inibidor de
Ribonuclease (40 U/ul) e 1 pl da SuperScript™ IV Reverse Transcriptase (200 U/pul) e incubado
no termociclador a 50 °C por 10 minutos, seguido de 80 °C por 10 minutos Por fim, 1 pl de
RNase H do kit foi adicionado a cada tubo, e foi feita uma incubacéo final em termociclador a
37 °C por 20 min, para degradacdo do RNA total remanescente.

A amplificacdo dos segmentos génicos IGHV da regido variavel e a regido constante foi
realizada por meio da técnica de PCR multiplex e utilizando um conjunto de primers especificos
(Tabela 2). Este desenho experimental foi baseado na metodologia descrita para amplificacéo
do repertério de anticorpos em humano (Dekosky et al., 2013; Mcdaniel et al., 2016) e
camundongo (Reddy et al., 2010).
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Tabela 2. Sequéncias dos primers utilizados para amplificar os genes IGH

IGHYV primers forward

hoHV2_4f GTG TCC TGT CCC AGG TGC ARC

hoHVA4f GWG TCC TST CCC AGG TGM AGC
"hoHV1f  GTG TCT CCT CCG AGG KYC AGC
"hoHV1S6f TGT CTT TCG CAC AGT AAT ACATGG C

hoHV4S17f AGC TCA CAG CTC TCT CCT AAG ACG AG

hoHV6S1f AGG CTG AGG ACC CTC TCG TGC

hoHV7S1f CTC TGT CCC AGA TCA GCC TGC

IGHV primers reverse

IgM ATGACGTTGGGTAGGAAGTCCCG
IgG1

19G2

IgG3

1gG4 CCACCGTGGMGTCAGAYGTG

19G5

IgG6

IgG7

IgA AGCTGCAGTGTTTCTGAACACACTCC

Os primers forward (F) foram desenhados e testados em um trabalho anterior do nosso
grupo de pesquisa (Manso et al., 2019). Esses primers compreendem sequéncias dos segmentos
génicos funcionais IGHV (16 genes), os quais se anelam na parte inicial desses, entre o Leader
(L) e o FR1 (Figura 9). Foram usados novos primers especificos reversos (R) para a regido

constante da cadeia pesada desenhados neste estudo.
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Figura 9. Organizacdo dos genes para cadeia pesada de anticorpo de cavalo. Fonte: (MANSO,
2018).

Todos os primers incorporaram a sequéncia de adaptadores da Illumina para preparar a
biblioteca. A necessidade de diferentes primers forward é devido a grande diversidade
encontrada nos segmentos génicos IGHV, e, portanto, para possibilitar a captura de todos os
segmentos génicos conhecidos e que podem estar sendo expressos nas amostras de cavalo.

As reacBes de PCR multiplex foram conduzidas para obter amplicons (produtos da PCR)
IGH dos animais estudados. Todas as reacdes foram preparadas contendo 10X tampédo High
Fidelity, 50 mM MgSQO4, 10 mM dNTPs, 0,5 uM de cada primer F, 0,5 uM de cada primer R
e Taq DNA polymerase Platinum High Fidelity (ThermoFisher Scientific). Os parametros de
ciclagem foram 94 °C por 2 min; 4 ciclos de 94 °C por 1 min, 50 °C por 1 min e 72 °C por 1
min; 4 ciclos de 94 °C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 1 min; 26 ciclos de 94°C por 1
min, 63°C por 1 min e 72 °C por 1 min, e 72 °C por 7 min.

Os amplicons dos animais obtidos com os primers IGHV + IgA/IgG e IGHV + IgM,
foram aplicados em gel de agarose 1% para avaliacdo eletroforética do tamanho do produto
obtido. A corrida deu-se por cerca de 40 minutos a 100V, tempo suficiente para que a banda de
500 pares de base (pb), correspondente ao amplicon esperado e ficasse bem separada para
excisdo. As bandas especificas foram cortadas com bisturi e purificadas do gel utilizando o kit
GFX™ PCR DNA e Gel Band Purification (GE Healthcare) conforme as instru¢des do

fabricante.

Cada fragmento do gel contendo a banda foi pesado para que fosse ajustada a quantidade
de tampéo NTI (componente do kit Gel Band Purification) pudesse ser calculada. Apds a adicdo
deste tampdo, o tubo foi colocado por 5 a 10 min a 60 °C, depois homogeneizado em vortex

por 1 a 3 min ou até que a banda estivesse completamente diluida no tampéo. O volume maximo
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de amostra que pode ser adicionado a coluna é um volume de 700 pl. Depois de centrifugado a
11.000 x g por 30 segundos, a solugéo que ficou no tubo foi descartada e a coluna lavada com
etanol 80%, centrifugada novamente a 11.000 x g por 30 segundos. Esta etapa foi repetida mais
uma vez para certificar que ndo ha contaminantes, entdo a coluna foi centrifugada com um novo
tubo a 11.000 x g por 1 min, a coluna foi deixada para secar por aproximadamente 5 min e entdo
adicionou 15 pl de agua ultrapura. A coluna foi centrifugada novamente a 11.000 x g por 1 min,
e a amostra foi recuperada e entdo colocada no gelo por 30 min para quantificacdo. Uma vez
purificado, o amplicon foi utilizado para a preparacéo da biblioteca necessaria para realizacéo

do sequenciamento dos anticorpos dos animais.

3.4. Preparacédo da biblioteca para sequenciamento

As amostras do DNA purificado foram quantificadas por Qubit DNA High Sensitivity
kit (ThermoFisher Scientific). Em seguida, 0 DNA de cada amostra de animal foi utilizado para
a preparacao das bibliotecas de sequenciamento utilizando o kit Nextera XT DNA Library Prep

(Illumina) de acordo com as instrucdes do fabricante.

A PCR de indexacdo foi realizada para a adicdo dos identificadores, nas pontas dos
amplicons, sequéncias necessarias para 0 sequenciamento Illumina. O protocolo e reagentes
utilizados para essa PCR sdo do kit Platinum™ Taq DNA Polymerase High Fidelity, da
ThermoFisher (ThermoFisher Scientific). Cada uma das amostras de cada cavalo, e cada isotipo
(IgM e IgG) foram marcados com uma combinacdo distinta combinatorial dual indexes

utilizados na PCR. As amostras e suas respectivas combinacdes de indexes estdo na Tabela 3.



Tabela 3. Sequéncias de indexes lllumina.
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Amostra Isotipo Index i7 Index i5
Cadigo Sequéncia Cadigo Sequéncia
IgM H703 AGGCAGAA S503 TATCCTCT
Cavalo 1
1gG/IgA H704 TCCTGAGC S503 TATCCTCT
IgM H703 AGGCAGAA S517 GCGTAAGA
Cavalo 2
1gG/1gA H704 TCCTGAGC S517 GCGTAAGA
IgM H702 CGTACTAG S504 AGAGTAGA
Cavalo 3
IgG/IgA H703 AGGCAGAA S504 AGAGTAGA
IgM H706 TAGGCATG S503 TATCCTCT
Cavalo 4
1gG/IgA H705 GGACTCCT S503 TATCCTCT
IgM H703 AGGCAGAA S502 CTCTCTAT
Cavalo1 H
IgG/IgA H704 TCCTGAGC S502 CTCTCTAT
IgM H702 AGGCAGAA S503 TATCCTCT
Cavalo 2H
IgG/1gA H704 TCCTGAGC S504 AGAGTAGA
IgM H702 CGTACTAG S502 CTCTCTAT
Cavalo 3 H
IgG/IgA H702 AGGCAGAA S517 GCGTAAGA
IgM H706 TAGGCATG S502 CTCTCTAT
Cavalo 4 H
IgG/IgA H705 GGACTCCT S502 CTCTCTAT

Para cada amostra, foi preparada uma reagéo contendo: 5 pl do Nextera CD Index 1 (i7)
Primer (H7XX); 5 pl do Nextera CD Index 2 (i5) Primer (H5XX); 5 pl da solu¢do 10X High
Fidelity PCR Buffer do kit; 1 pl da solugdo 10 mM dNTP mix (Promega); 100 nmol da solucéo
de MgSO4 50 mM do Kit; 1 U da solucéo de Platinum® Taq DNA High Fidelity Polymerase

(5 U/ul) do kit; 5 pul (caso a concentragdo estivesse acima de 10 ng/ul ou mas) ou 10 pl (caso a

concentragéo estivesse entre 5 e 10 ng/ul) do amplicon purificado da PCR multiplex de cada

amostra; e por fim, o volume da reagdo foi completado para 50 pl utilizando &gua ultrapura

livre de nucleases. Os tubos foram entéo postos no termociclador, cujo programa foi: 5 minutos
a 95 °C; 8 ciclos de 95 °C por 30s, 60 °C por 40s e 72 °C por 40s; 72 °C por 5 minutos; e 4 °C

de incubacdo final.
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3.5. Purificacdo da biblioteca com adaptadores utilizando beads magnéticas

A purificacdo do amplificado da PCR contendo os adaptadores (biblioteca) foi entdo
realizada. O intuito dessa purificacdo foi a exclusdo de primers livres e de dimeros e quimeras
remanescentes dessa PCR (que podem competir pelos clusters do sequenciador contra 0s
amplicons de sequéncias integras de transcritos de IGH).

As solugdes do kit de purificacdo foram retiradas da geladeira para a temperatura
ambiente, e homogeneizadas por vortex. O volume final da PCR foi medido atraves de pipeta,
e foi adicionado ao tubo da PCR a solugdo ProNex Chemistry (Promega), no volume de 1,1
vezes 0 volume da solucéo da PCR. A mistura foi homogeneizada por pipetagem, e incubada
por 10 minutos a temperatura ambiente.

O tubo contendo a mistura foi posto na rack magnética por 2 minutos, e ainda com o
tubo na rack, o sobrenadante foi extraido cuidadosamente com uma pipeta, sem desfazer o
sedimento magnetizado. O sobrenadante foi descartado. Ainda com o tubo na rack magnética
contendo o sedimento de beads foram adicionados 200 pl do tampdo de lavagem, e o tubo foi
incubado por 2 minutos. Apos o descarte do sobrenadante por pipeta, sem tocar o sedimento,
foi realizado um novo ciclo idéntico de lavagem e incubacdo com o tampéo de lavagem.

Apbs o descarte do sobrenadante de tampdo de lavagem, o tubo foi aberto para a
secagem do sedimento de beads (ja que o tampdo de lavagem contém etanol, que pode acabar
inibindo reacBes subsequentes). Apo6s a secagem, o tubo foi removido com cautela da rack
magnética, e foi feita a adi¢do de 25 pl do tampéo de elui¢do ao tubo, para ressuspensido do
sedimento de beads com a pipeta. O tubo foi entdo incubado a temperatura ambiente por 5
minutos, para que o DNA se desprendesse das beads. O tubo foi entdo retornado a rack
magnética, e incubado por 1 minuto. Apos a incubacéo, o sobrenadante contendo o produto da
PCR index de interesse foi aspirado e transferido para um novo tubo.

A concentragéo da biblioteca foi quantificada usando o Qubit DNA High Sensitivity kit
(ThermoFisher Scientific) e o tamanho do amplicon foi corroborado com o Bioanalyzer 2100
G2939AA (Agilent), presente no Laboratorio de Equipamentos Multiusuario do Departamento
de Bioquimica e Imunologia do ICB-UFMG. Nos casos em que o Bioanalyzer mostrou a
presenca de pequenos fragmentos menores ao esperado, ou seja, houve remocdo insuficiente
dos amplicons de etapa de purificagdo, a amostra foi repurificada, seguindo 0 mesmo

procedimento descrito nesta secao.
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3.6. Sequenciamento

Ap0s a preparacdo e quantificacdo da biblioteca, foi realizado o sequenciamento da
cadeia pesada dos anticorpos de cavalos ndo-imunes e imunes. Esse procedimento foi feito na
plataforma Illumina MiSeq 2x300 pb. As distintas amostras de cada cavalo foram unidas
equimolarmente para que, somadas, apresentassem a concentragéo final de 18 picomolar. Essa
solucdo também recebeu volume suficiente de PhiX Sequencing Control v3 (Illumina) para que
esse tivesse a concentracdo de 5%. O sequenciamento foi realizado no MiSeq System (Illumina
Instrument no. M02832) do Centro de Laboratérios Multiusuario do ICB-UFMG, com 301
ciclos de sequenciamento para cada Read, forward e reverse.

Os arquivos de saida do sequenciador foram entdo processados pelo aplicativo FASTQ
Generation (Versdo 1.0.0), disponivel no BaseSpace Sequence Hub, servico em nuvem da
Illumina. Através desse software, os dados de leitura dos clusters do sequenciamento foram
convertidos ao formato ".fastq", e as entradas do sequenciamento (isto €, os dados do par Read
1- 2 advindo de cada cluster) foram divididas, agrupando em um mesmo arquivo as entradas
marcadas com o mesmo par de indexes i5 e i7, isto é, advindas da mesma amostra de
sequenciamento. Para a execuc¢do do FASTQ Generation, foi desativada a opgédo padrdo de
remog&o (trimming) de bases advindas dos adaptadores Illumina. Um esquema da metodologia
utilizada para a preparacao das amostras € mostrado na Figura 10.
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Figura 10. Metodologia utilizada para o estudo do repertdrio de anticorpos da cadeia pesada
de cavalos ndo-imunes e imunes, onde é mostrada a extracdo de sangue dos cavalos, entdo a
separacdo das PBMCs, extracdo de RNA, sinteses de cDNA, preparacdo de biblioteca,
sequenciamento, e analise bioformatica.

3.7. Analises bioinformaticas do repertério de cavalo

Para a analise do nosso conjunto de dados foram necessarias adaptagcdes nos programas
ja existentes e desenvolvimento de scripts especificos. A Figura 11 apresenta um esquema do

pipeline seguindo neste trabalho e que sera descrito posteriormente.
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Figura 11. Fluxograma da andlise de dados do repertério de anticorpos de cavalo. Os dados
obtidos do sequenciamento estdo no formato .Fastq. O primeiro passo € o pré-processamento
que foi realizado com pRESTO, depois com a saida e formato .Fasta, os dados foram anotados
e processados com IMGT/ High V Quest. Depois, foram agrupados usando o programa
IMGT/StatClonotype, Yclone para comparacdo de animais ndo imunes e imunes, e entdo as
diferentes caracteristicas do repertdrio foram analisadas.

3.7.1. Pré-Processamento

As sequéncias foram processadas pelo pipeline pRESTO (VANDER HEIDEN et al.,
2014) sendo conduzidas: (I) a montagem, (1) a eliminacdo de bases com Phred score abaixo
de 30, (1) a identificagdo dos primers, (IV) eliminacdo de reads montadas com tamanho
inferior a 100 nucleotideos, (V) e a contagem das reads. Essas etapas serdo detalhadas a seguir.

A montagem das reads foi realizada por alinhamento de suas extremidades 3’, uma vez
gue o sequenciamento das reads foi realizado em ambos os sentidos (sequenciamento paired-
end).

Apo6s a montagem das reads, a qualidade das mesmas foi verificada através do indice
Phred Score. O Phred Score (Q) é utilizado para analisar a acuracia das bases sequenciadas a
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partir da probabilidade destas terem sido erroneamente inseridas na sequéncia (Richterich, n.d.).
O score Q é definido como uma propriedade que é logariticamente relacionada a probabilidade
(P) de inserces erradas (Ewing & Green, n.d.) e é obtido atraves da formula Q =-10 logio P.
Neste trabalho, utilizou-se um Phred Score de 30 (Q30) que corresponde a uma acuracia
(probabilidade de uma insercéo correta) de 99,9%. Sendo assim, a probabilidade de uma base
ter sido adicionada erroneamente na sequéncia é 1 em 1000. Sequéncias que nao atenderam ao

critério de qualidade foram excluidas da analise.

Posteriormente, os primers utilizados para amplificacdo das sequéncias de IGH foram
identificados por alinhamento em cada sequéncia. Para isso, um arquivo .Fasta contendo a
sequéncia dos primers utilizados foi submetido ao pRESTO para que a identificacdo dos
fragmentos fosse realizada, e as sequéncias em que os primers nao foram identificados foram
excluidas das analises. Finalmente, as sequéncias com sequéncias iguais foram contadas e a
redundancia do conjunto de dados removida, deixando apenas uma sequéncia representativa de

cada sequéncias.

3.7.2. Anotagado

Um arquivo no formato .Fasta, com sequéncias unicas, foi gerado para cada isotipo de
imunoglobulina de cada cavalo (arquivos separados de IgM e IgG/IgA) para que fossem
analisados isoladamente. Adotou-se essa abordagem, pois a amplificacdo do DNA de cada uma
dessas classes foi feita em reacdes separadas e, no momento do sequenciamento, ocuparam

pocos distintos no mesmo chip.

Apbs o pré-processamento das sequéncias, e 0s genes IG foram anotados usando
IMGT/HighV-QUEST (Alamyar et al., 2012), que identifica os genes variavel (IGHV),
diversidade (IGHD) e joing (IGHJ) em sequéncias de imunoglobulinas rearranjadas e, as
mutacdes de nucleotideos (nt) e alteracfes de aminoacidos (AA) resultantes de alteracfes de
hipermutacGes somaticas em comparacdo com 0s conjuntos de diretorios de referéncia. Os
conjuntos de diretdrios de referéncia incluem sequéncias de referéncia presentes no IMGT (uma
por alelo) de genes e alelos funcionais (F), fase de leitura aberta (ORF) e alelos de pseudogenes
(P). A ferramenta integra IMGT/Junction analysis para a caracterizacdo detalhada das juncdes

V(D)J para uma anotacao de sequéncia completa.
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A saida IMGT/HighV-QUEST é fornecida em onze arquivos de resultados em formato
.CSV. Nesta anotacdo, foi utilizado como referéncia o genoma Equus caballus 3.0.

3.7.3. Andlise de clonalidade

Os rearranjos improdutivos V(D)J foram eliminados do conjunto de dados, bem como
as sequéncias produtivas contendo insercdes, delecGes (indels) ou cdédons de parada nos
segmentos dos genes V e J. As sequéncias foram agrupadas usando o IMGT/StatClonotype
(Aouinti et al., 2016). Um clonotipo IMGT (AA) é definido por:

° Apresentarem 0s mesmos genes (e alelos) V e J (nt);
° Apresentarem um CDR-H3 idéntico (AA);

° Apresentarem aminoacidos ancoras conservadas 104, 118 (C104, W118 ou F118).

Os resultados do clonotipo IMGT (AA e nt) por locus sdo fornecidos em 10 se¢Oes (paginas
HTML):
° Clonotipos IMGT (AA) por numero;
° Clonotipos IMGT (AA) por nimero com clonotipos detalhados por nucleotideos (nt);
° Clonotipos IMGT (AA) por gene IGHV;
° Clonotipos IMGT (AA) por gene IGHV com clonotipos detalhados (nt);
° Clonotipos IMGT (AA) por comprimento CDR3;
° Clonotipos IMGT (AA) por comprimento CDR3 com clonotipos detalhados (nt);
° Clonotipos IMGT (AA) por sequéncia CDR3 em ordem alfabética com clonotipos
detalhados (nt);
° Diversidade do clonotipo IMGT (AA) e histogramas de expressdo: por gene IGHV,
IGHD, IGHJ e por comprimento CDR3;
° Tabelas de diversidade e expressdo de clonotipo IMGT (AA): por gene IGHV, IGHD,
IGHJ e por comprimento CDR3;
° Gene IGHYV e tabela de alelos: Rearranjos, nimero de sequéncias e clonotipos de IMGT
(AA) por gene IGHV e alelo.

Para analises de clonotipo foi usado como arquivo de entrada o arquivo de saida de
IMGT/HighV-QUEST.
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Para comparar 0s animais antes e depois da imunizacdo, a clusterizacdo foi realizada
pelo Yclon, programa desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, onde os clones sdo definidos
como sequéncias com 0s mesmos segmentos génicos IGHV e IGHJ, o mesmo tamanho que
CDR-H3 e similaridade na sequéncia CDR-H3. Essas similaridades sdo determinadas pela
vetorizagdo da sequéncia CDR-H3 e, em seguida, criando uma matriz de similaridade para
comparar cada vetor. Apos isso, as sequéncias sdo agrupadas usando um threshol de 0,09
(Gervésio et al., 2022).

3.8. Analise de repertorio

Apds o processamento das sequéncias, analises da diversidade dos anticorpos foram
conduzidas, avaliando as frequéncias do uso dos segmentos génicos e dos subgrupos génicos e
a combinacdo do uso dos genes V(D)J em cada animal. As sequéncias de aminoacidos das
CDR-H3 dos animais foram analisadas quanto ao tamanho e a composi¢do de aminoacidos
através do programa R studio. A regido de CDR-H3 corresponde as posi¢cdes 105 a 117 de

acordo com a numeracdo do IMGT (Lefranc, 2003).

O R studio também foi usado para obter as analises de repertdrio publico de anticorpos
dos cavalos ndo imunes. Os clones publicos foram definidos como aqueles presentes em
diferentes cavalos e contendo anticorpos com 0s mesmos segmentos génicos IGHV, IGHJ e
CDR-H3 idénticos.

3.8.1. Andlise de rarefacao e construcao de curva de riqueza de espécies

Usamos o programa iNEXT (Hsieh et al., 2016) para subamostrar populacfes de
clonotipos de cadeias pesadas de imunoglobulinas dos quatro cavalos com base na frequéncia
de sua ocorréncia. Este programa realiza um resample das amostras (cada 10%) e calcula a
abundéancia e diversidade de clones para um determinado nimero de sequéncias. O INEXT
também foi usado para extrapolar além do nuimero de sequéncias produtivas observadas
experimentalmente, o que poderiamos esperar com sequenciamento adicional. Este pacote
calcula as estimativas de diversidade, cobertura da amostra e tamanhos de amostra entre o

tamanho 1 e o ponto final. Cada né representa um tamanho de amostra particular para o qual as
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estimativas de diversidade serdo calculadas. Por padrdo, o ponto final é igual ao dobro do
tamanho da amostra de referéncia (tamanho total da amostra para dados de abundancia).
Recon (Kaplinsky & Arnaout, 2016) foi usado para estimar o nimero de clonotipos
ausentes nos conjuntos de dados de cadeia pesada de imunoglobulina. O Recon assume que
cada clone no individuo contribui com células para a populacdo amostrada de acordo com uma
distribuicdo de Poisson. 1sso sera verdade se (i) os clones estiverem bem misturados no sangue
ou distribuidos uniformemente no tecido que estd sendo amostrado, (ii) a populacéo parental
for suficientemente grande para que a estimativa de Poisson da probabilidade de, por exemplo,
um singleton contribuir >1 célula seja insignificante e (iii) nenhum clone Gnico é uma grande

fragcdo (~30% ou mais) da populacédo parental.

3.8.2. Determinacao do repertorio expandido

Para determinar quais clones produtores de anticorpos foram expandidos apds a
imunizacdo com veneno de aranha do género Loxosceles, utilizamos como referéncia a
definicdo de clones expandidos utilizada por Wang et al no 2018. Assim, os clones expandidos
apresentam duas caracteristicas: a primeira € que sdo definidos como todos os clones com
expansdo de frequéncia de mais de 3 vezes no animal imune quando comparados com 0 mesmo
clone antes da imunizacéo; a segunda caracteristica € que aqueles que estdo em alta frequéncia
(>0,05%) no repertdrio imune, também sdo considerados clones expandidos. Os clones que

apresentam uma ou as dois caracteristicas sdo considerados expandidos (L. Wang et al., 2018).

3.8.3. Determinacao da fase de leitura do Gene IGHD

Para determinar a fase de leitura, ou RF (do inglés reading frame) do segmento génico
IGHD, primeiro determinamos o indice de hidrofobicidade de cada uma das 6 possiveis RF, 0s
trés por exclusdo (RF1, RF2, RF3), e trés por inversdo iRF (iRF1, iRF2, iRF3) utilizando o
pacote Peptideo do R studio (Osorio et al., 2015). O pacote usa as defini¢bes e valores de
hidrofobicidades da escala de Kyte-Doolittle (Kyte & Doolittle, 1982).

Assim, a RF1 ¢é aquela mais hidrofilica, a RF2 a mais hidrofébica e a RF3, aquela

hidrofobica com codon de terminacdo, no caso de fases de leitura invertidas, iIRF1 foi
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determinado como aquele com aminoécidos carregados, iRF2 como o mais hidrofébico e iRF3
como o hidrofébico com codon de terminacéo. (lvanov I, Link J., Ippolito G.C., 2002).

3.8.4. Hipermutacdo somatica

A hipermutagdo somatica é calculada pelo IMGT/HighV-QUEST. Para tal, as
sequéncias de entrada sdo comparadas com aquelas da linha germinativa do segmento IGHV
mais similar a sequéncia de entrada. As mutacdes sdo descritas de acordo com a numeracao do
IMGT para IGHV. A mutagdo do nucleotideo é descrita, seguida por uma virgula e a mudanca
de aminoécido da linha germinativa do segmento génico IGHV mais semelhante. Um exemplo
é se "T" foi mutado para "C" na posicao 88, é reportado "t88>c" e se 0 aminoacido "F" na

posicao 30 foi alterado para "L" se reporta "F30>L".

NUmeros de mutacOes e alteracGes de aminoécidos sdo mostrados para toda a regido
IGHV: o FR1-IMGT, CDR1-IMGT, FR2-IMGT, CDR2-IMGT, FR3-IMGT e a parte do
CDR3-IMGT proveniente do IGHV. Os motivos, as posicdes e a localizacdo dos FR-IMGT ou
CDR-IMGT de hotspots, ou pontos chave, dentro de IGHV da linhagem germinativa mais
préxima sdo listados. Um exemplo de como IMGT/HighV-QUEST relata os hotspots pode ser
visto na Figura 12.
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aa

285-286 (FR3)

ta

304-305 (FR3)

ta

307-308 (FR3)

ta

312-313 (FR3)

ta

315-316 (CDR3)

(a/t)a (alt) (a/g)a(c/t)(alt) (al/t)(alg)c(cit)
wa tw rayw wrey
Motif | Localization Motif | Localization Motif | Localization Motif | Localization
aa 58-59 (FR1) tt 34-35 (FR1) agct 8-11 (FR1) agct 8-11 (FR1)
aa 59-60 (FR1) tt 82-83 (CDR1) ggct 31-34 (FR1) agcc 41-44 (FR1)
ta 114-115 (CDR1) tt 88-89 (CDR1) ggtt | 80-83 (CDR1) aact | 59-62 (FR1)
aa 142-143 (FR2) ta 114-115 (CDR1) ggct | 106-109 (CDR1) | | ageec | 72-75 (FR1)
aa 143-144 (FR2) 135-136 (FR2) gget | 132-135 (FR2) tgct | 111-114 (CDR1)
ta |165-166 (FR2-CDR2) 158-159 (FR2) ggct | 146-149 (FR2) agct | 177-180 (CDR2)
ta 168-169 (CDR2) ta |165-166 (FR2-CDR2)| | ggtt | 156-159 (FR2) tgct | 201-204 (FR3)
aa 171-172 (CDR2) tt 167-168 (CDR2) agca | 172-175 (CDR2) | | agcc | 277-280 (FR3)
aa 175-176 (CDR2) ta 168-169 (CDR2) agct |177-180 (CDR2) | | aacc | 285-288 (FR3)
aa 176-177 (CDR2) ta 180-181 (CDR2) agtt | 184-187 (CDR2)| | tact | 307-310 (FR3)
ta 180-181 (CDR2) tt 186-187 (CDR2) agca | 195-198 (CDR2) | | tact | 312-315 (FR3)
aa 181-182 (CDR2) ta 187-188 (CDR2) ggca | 220-223 (FR3)
ta 187-188 (CDR2) ta 199-200 (FR3) ggtt | 224-227 (FR3)
ta 199-200 (FR3) 226-227 (FR3)
aa 214-215 (FR3) 246-247 (FR3)
aa 215-216 (FR3) ta 262-263 (FR3)
aa 249-250 (FR3) ta 304-305 (FR3)
aa 250-251 (FR3) tt 306-307 (FR3)
aa 253-254 (FR3) ta 307-308 (FR3)
ta 262-263 (FR3) ta 312-313 (FR3)
aa 269-270 (FR3) ta 315-316 (CDR3)
aa 270-271 (FR3)
aa 274-275 (FR3)
aa 283-284 (FR3)
aa 284-285 (FR3)

Figura 12. Exemplo de arquivo IMGT/HighV-QUEST de hotspots localizados em IGHV. A
primeira linha mostra o tipo de motivo analisado, depois a primeira coluna mostra 0 motivo e a
proxima coluna mostra a posicdo desse motivo. Por exemplo, se for um motivo de 4
nucleotideos (agtc), primeiro exibe a localizacdo em nimero (8 a 11) e em seguida, especifica
a regido em que esta localizado (FR1).
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3.8.5. Anélise de Juncao

A analise da juncdo é realizada também pelo IMGT/HighV-QUEST. Nesta, cada
nucleotideo, ou conjunto de nucleotideos, tem que ser atribuido a regido mais provavel, de
acordo com a ordem de eventos bioldgicos. A ordem da pesquisa, da primeira regido a ultima
€ a seguinte: regido IGHV, regido IGHJ, regido IGHD, regides P (de nucleotideos
palindrémicos) e regides N (de nucleotideos aleatdrios). Uma vez delimitada uma regido, a

seguinte é pesquisada, excluindo a regido anterior(Monod et al., 2004).

No caso das regides IGHV, IGHD e IGHJ, o software compara cada nucleotideo com
os da linhagem germinativa correspondente (é necessario anotar o gene especifico). Feito isso,
inicia-se a analise das regides P a partir do ultimo nucleotideo da regido IGHV, do primeiro e
ultimo nucleotideo da regido IGHD e do primeiro nucleotideo da regido IGHJ, onde é buscado
se 0 nucleotideo vizinho é complementar. Em caso afirmativo, busca-se também pelo
nucleotideo antes do Gltimo de cada regido IGHV, IGHD ou IGHJ, e se este é complementar ao
segundo nucleotideo na juncdo, e assim por diante. As regides P sdo geralmente muito curtas
(1-3 nt).

As regides N sdo as partes das sequéncias, que permanecem apos as delimitacdes das
regides IGHV, IGHD e IGHJ e as identificacdes das regides P (Monod et al., 2004).

3.8.6. Determinacao das subclasses 1gG

A determinagdo de subclasses de 1gG foi realizada com um programa python
desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa que alinha as sequéncias com a sequéncia de
nucleotideos dos segmentos génicos (subclasse de 1gG) encontrada na base o de dados do
IMGT.

3.8.7. Analises estatisticas

Para realizar a analise estatistica, primeiramente foi verificada a normalidade dos dados

por meio do teste de Shapiro-Wilk, obtendo-se como resultado dados ndo paramétricos
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Diferencas na comparagdo das medianas entre os grupos foram analisados pelo teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney.

A comparacdo dos individuos antes da imunizacdo, apds a imunizacdo e o0s clones
expandidos foi realizada pelo teste de Fisher. A expressdo percentual média foi calculada a

partir de as médias dos cavalos individuais para cada grupo.
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4. RESULTADOS
4.1. Caracterizacdo de Repertorio Natural de Anticorpos de Cavalo
4.1.1. Obtencéo de amplicons das cadeias pesadas de anticorpos equinos

Com o objetivo de conhecer a composicao e diversidade de anticorpos equinos, a
primeira etapa deste projeto visou a amplificacdo das cadeias pesadas de anticorpos de cavalo.
Essa amplificacdo foi realizada por PCR multiplex, separadamente para IgM e para 1gG/IgA.
A Figura 13 mostra o resultado dessa amplificacdo em algumas das amostras estudadas., onde

é possivel observar uma banda de 500 pb conforme esperado para o amplicon da cadeia pesada

(IGH), para os 4 cavalos analisados.

A M 1 IgM 2 1gM 31gM NTC

500

B M 41gG/A 2 IgG/A 41gM  NTC

Figura 13. Gel de agarose (1%) dos amplicons de cadeias pesadas de anticorpos equinos.
Amostras representam a amplificagdo das cadeias pesadas dos anticorpos presentes nas
amostras de PBMCs. NTC corresponde ao controle negativo conduzido com todos os primers
F (forward) e sem o cDNA de cavalo. (A) Reagdes individuais com os primers IgM da cadeia
pesada para amostra de cavalo 1, 2, e 3. (B) Reacdes individuais com os primers IgG/A da
cadeia pesada para as amostras de cavalo 4 e 2 e do primers IgM para o cavalo 4. Todas as
reacOes foram realizadas em quadruplicata para se obter uma maior concentracdo de DNA.
Apo6s a amplificacdo do repertério de imunoglobulinas de cavalos, os amplicons foram
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excisados do gel de agarose, purificados e quantificados para a preparagdo da biblioteca de
sequenciamento. O marcador molecular € 1kb plus Invitrogen.

4.1.2. Analise das bibliotecas de amplicons de IGH para o sequenciamento do repertdrio

de anticorpos equinos

A biblioteca de amplicons de cadeia pesada de imunoglobulina preparada para o
sequenciamento foi quantificada por Qubit (concentracdo dada em ng/pL e convertida em mM)
(Tabela 4). Para converter em mM é necessario o tamanho do amplicon, o que foi verificado
usando o Bioanalyzer, onde é considerado o tamanho da regido varidvel da cadeia pesada do
anticorpo de aproximadamente 450 pb mais o tamanho dos primers juntamente com o0s
adaptadores Illumina. Tendo isso em vista, o tamanho do amplicon resultou em
aproximadamente 590 pb. Nesta anéalise feita para os 4 cavalos ndo imunes, para anticorpos
IgM e IgG/A, obtivemos uma concentracéo de 3,7 a 24,5 ng/uL, variando entre 9,5 a 63,5 mM
(Tabela 4).

Tabela 4. Concentragéo da biblioteca de amplicons obtida por Qubit em ng/pL e mM.

Amostra Qubit (ng/uL) mM
IN-IgM 20,2 51,1
IN-1gG/A 3,7 9,5

2N-IgM 5,4 13,9
2N-1gG/A 9,7 24,9
3N-IgM 15,4 24,7
3N-1gG/A 24,5 63,5
4N-1gM 23,8 60,1
4N-1gG/A 4,2 10,8

4.1.3. Uso restrito do gene VDJ em anticorpos de cavalos

N&o foram encontradas sequencias para o subtipo IgA, portanto todos os resultados
obtidos nas analises sdo exclusivamente para 1gG e IgM. Sequenciamos a regido variavel das

cadeias pesadas de 1gG e IgM de quatro cavalos individuais. No geral, a média de reads brutas
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por amostras de IgM foi de 1.082.148 (354.598-1.558.035) e 347.300 (210.964-481.141) para
amostras de 1gG. Obtivemos 31-64% de sequéncias produtivas e entre 40.018 a 328.300

clonotipos de anticorpos de cavalo (Tabela 5).

Tabela 5. Visédo geral dos resultados de sequenciamento da regido variavel da cadeia pesada de

IgM e IgG de quatro cavalos ndo imunizados

Amostras Isotipo Dado Reads Reads Reads Clones
bruto Preprocessadas anotadas produtivas
1 IgM 1.558.035 779.236 526.221 484.236 294.600
2 IgM  1.499.997 900.306 891.250 790.308 328.300
3 IgM  915.963  690.915 529.584 485.888 283.600
4 IgM 354.598  268.020 203.623 193.644 86.177
1 IgG 210.964  187.229 182.918 175.686 43.861
2 [o]€} 288.611  233.147 219.402 209.248 40.018
3 IgG 408.483 306.844 304,394 271,204 91.136
4 IgG 481.141  390.341 382,438 361,320 89.551

O genoma do cavalo EquCab3.0 inclui 21 segmentos génicos funcionais IGHV, 17
IGHD e 6 IGHJ, levando, somente com essas combinagdes a 2.016 possiveis anticorpos. No
entanto, em nosso estudo, observamos uma forte preferéncia por segmentos génicos do
subgrupo IGHV4, onde o IGHV4-21, IGHV4-29 e IGHV4-22 sdo usados por 80% dos
anticorpos de cavalo nos isotipos IgM e IgG (Figura 14A).

Da mesma forma, IGHJ4 e IGHJ6 sdo os segmentos génicos IGHJ mais usados pelos
isotipos IgM e IgG (Figura 14B). Curiosamente, IGHJ6 esté presente em quase 60% de todos
os clones dos cavalos, mostrando um uso restrito de segmentos génicos IGHV e IGHJ. Todos
0s 17 genes funcionais de IGHD parecem ser usados por anticorpos de cavalos.

E importante notar que além dos genes funcionais, outros genes foram encontrados nos
repertorios estudados, por exemplo, os genes ORFs IGHV4-21 e IGHV3-62, além dos IGHJ1
e IGHJ2. O mesmo aconteceu com os genes IGHD onde foram encontrados todos os genes
ORFs IGHD1-32, IGHD1-42, IGHD2-21, IGHD2-3, IGHD2-39, IGHD3-1, IGHD3-10,
IGHD3-13, IGHD3-16, IGHD3-19, IGHD3-22, IGHD3-24, IGHD3-27, IGHD3-30, IGHD3-
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37, IGHD3-4, IGHD3-40, IGHD3-7, IGHD4-14, IGHD4-17, IGHDA4 -20, IGHD4-25, IGHD4-
28, IGHD4-41, IGHDA4-8, IGHD7-33 e IGHD7-43 (Figura 15).

As combinaces de V(D)J mais frequentes utilizadas por anticorpos de cavalo foram
IGHV4-21, IGHD2-26 e IGHJ6-1, encontradas em 2,8% (%0,9) dos isotipos IgM e 2,6% (z0,6)
do IgG (Figura 14C). Nossos resultados sugerem que o repertdrio de IGHV de cavalo parece
ser derivado de familias de genes de linhagem germinativa limitadas.
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Figura 14. Frequéncia do uso dos segmentos génicos da regido variavel da cadeia pesada em
anticorpos equinos. (A) Mediana da frequéncia relativa (%) de IGHV, (B) IGHJ e (C)
combinacdo V(D)J mais frequente no isotipo IgM e IgG e no repertorio publico de quatro

cavalos ndo imunizados. Os genes séo organizados na ordem em que aparecem no genoma do
EquCab 3.0 (5'-3).
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Figura 15. Frequéncia do uso dos segmentos génicos IGHD em anticorpos equinos. (A)
Frequéncia relativa de segmentos génicos funcionais de IGHD. (B) Frequéncia relativa dos
segmentos génicos IGHD total, funcional e ORF.

Nossa analise também mostrou que mais clones raros foram observados em amostras de
IgM do que em 1gG, uma vez que as curvas de rarefacdo ndo comegam a atingir o plato,
indicando que é improvavel que capturemos toda a diversidade dessa populagédo (Figuras 16A
e 16B). No entanto, conseguimos capturar entre 52 a 66% e entre 62 a 82% de todas as IgM e
IgG, respectivamente (Figura 16C). Ainda, ndo observamos diferenca estatistica significativa

entre a diversidade dos dois isotipos de cavalo quando foi comparada a diversidade de Shannon
(Figura 16D) e Simpson (Figura 16E).
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Figura 16. Estimativas da riqueza e diversidade do repertorio da cadeia pesada de anticorpos
para IgM e 1gG nos quatro cavalos ndo imunizados. A interpolacdo e extrapolacdo da riqueza
de espécies foram obtidas usando INEXT para IgM (A) e IgG (B). As linhas continuas
correspondem a interpolacdo (com base em dados experimentais), e as linhas tracejadas
pertencem aos dados extrapolados. (C) Resumo das estimativas de tamanho do repertorio,
incluindo clones ausentes. (D) A comparacdo da diversidade de Shannon e (E) Simpson entre
os isotipos IgM e IgG (p < 0,05).

4.1.4. Repertorio publico de anticorpos de cavalo analise de CDR-H3

Neste estudo, observamos que os quatro cavalos compartilhavam (repertorio pablico)
apenas 0,05% (44 clones) de seu repertorio de IgM e 0,0099% (4 clones) do repertdrio de IgG
(Figuras 17A e 17B, respectivamente). Para o repertorio publico de IgM, a maioria dos clones
apresenta o segmento génico IGHV4-21 (77%), enquanto no repertorio total, esse segmento

génico representa aproximadamente 32% (Figura 14A). No caso dos genes IGHJ, observamos
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um aumento da utilizacdo dos segmentos génicos IGHJ4 (de 4% para 9%) e IGHJ5 (de 29 para
32%) no repertorio publico de IgM (Figura 14B).

Interessante notar que mais de 90% das CDR-H3 encontradas no repertdrio publico de
anticorpos IgM apresentavam apenas cinco aminoacidos de comprimento (Figura 17C). Em
geral, a distribuicdo de tamanho de CDR-H3 de cavalos possui tamanhos variando de 4 a 51
residuos de aminoacidos com um comprimento médio de 16 residuos para ambos 0s isotipos
IgM e IgG (Figura 17C).

Curiosamente, aminoacidos polares como glicina (G) e tirosina (Y) estdo aumentados
no repertorio publico IgM, diferentemente dos aminoacidos carregados negativamente acidos
aspartico (D) e glutamico (E) e dos aminoacidos hidrofébicos fenilalanina (F), triptofano (W)

e alanina (A) que diminuem (Figura 17D).

A IgM C

o 100 I Total |gM

.-@“‘P N @Q 90

B et 1 i &2 Public IgM

sl ’f’b’b‘b 80 g
- I Total IgG

§ g 14d

S 00| & 1z

2 A 2 84

£ Q g
I & E A
CI
XY 1 kI
I FSe L PP PO I l...
a0 w— sx10 y
[ g
e I ° 13 5 7 9 111315 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 38 41 43 45 47 49 51
CDR-H3 Size
T
Number of clones 7 D
B laG
) N
Toooop) N & 50
¢

Number of clones

Relative frequency (%)

0
I oz

I o
I oot
I +orscs

75000 50000 25000 0
Number of clones

[ D E R K H FYPLI AWM N Q Cs5GYT
I ’ Acid Hydrophobic Neutral Polar

Figura 17. Caracterizacdo dos clones e do CDR-H3 dos repertorios da regido variavel de cadeia
pesada de cavalo. O nimero de clones de anticorpos apresentados pelos diferentes cavalos e 0
numero compartilhado de clones entre 2, 3 ou 4 cavalos neste estudo para(A) IgM e (B) IgG.
(C) Comparagédo do comprimento do CDR-H3 e (D) sua composi¢do de aminoacidos entre o
repertorio de IgM Total, 1gG Total e IgM publico.
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4.1.5. Caracterizacao da frequéncia e padréo de hipermutacao somatica (SHM)

encontrada em anticorpos de cavalos

Com base em nossos resultados anteriores, hipotetizamos que a maior diversidade de

imunoglobulinas de cavalo vem da hipermutacdo somética e/ou da diversidade juncional.

Aqui, observamos que a frequéncia de mutagdes no isotipo 1gG (média: 7,22%) foi
semelhante a IgM (média: 6,46%) em comparacdo com sua linhagem germinativa mapeada no
genoma EquCab3.0 (Figura 18A). A maioria das mutacdes dos aminoacidos na regido de IGHV
foi encontrada nas regides de CDR, especialmente nas posi¢es 32 (CDR1), 50, 52 e 58 de
CDR2, mas também no FR3, posicdo 88 para ambos os isotipos IgM e 1gG (Figura 18B). Uma
tabela com a variacdo percentual dos trés aminoacidos principais e cada pico de mutacédo €
mostrada no anexo (Anexo I). O perfil de mutacao para cada cavalo estudado para ambos 0s
isotipos pode ser visto no Anexo 1.

Também observamos que uma média de 16,79% dos nucleotideos estdo mutados nas
regibes de CDRs da regido IGHV, sendo que a maioria deles (45 a 51%) esta presente nos
motivos de reconhecimento da AID (RGYW e motivos complementares de nucleotideos
WRCY) (Tabela 6).
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Figura 18. Caracteristicas de Hipermutacdo Somatica (SHM) da regido variavel de cadeia
pesada de cavalo de isotipos IgG e IgM. (A) Média da frequéncia SHM (%) no segmento génico
IGHV dos isotipos IgM e IgG (p < 0,05). (B) O nimero de mutacBes por posicdo de
aminoacidos no segmento do gene IGHV da cadeia pesada dos anticorpos de cavalos (de acordo
com a numeracdo IMGT, sem gaps). As linhas pontilhadas delimitam as regides FR e CDR.
IgM é mostrado em vermelho e 1gG em azul.
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Tabela 6. Motivos de AID (RGYW/WRCY) e frequéncias de mutacdo nas regites de CDR e
FR

IgM I9G
NUmero de motivos RGYW/WRCY por segmento IGHV 19(1,18) 20(1,17)

% de nucleotideos mutados nos CDRs 16,79 18,81

% de mutacbes nos CDR presentes em motivos RGYW/WRCY 51,61 45,85
% de nucleotideos mutados nos FR 4,24 4,71

% de mutagOes nos FR presentes em motivos RGYW/WRCY 16,92 18,76
% de todos os nucleotideos mutados 6,37 7,12

% de todas as mutacdes presentes nos motivos RGYW/WRCY 24,20 25,59

Também foram analisadas as mutac6es de nucleotideos por posicdo presente na regido
IGHV para os dois isotipos estudados (Figura 19). Pode ser visto um pico na posic¢éo 9 que em
sua maioria representa a mudanga do nucleotideo “A” por “G”, porém esse mesmo pico ndo foi
observado na analise de aminoacidos, uma vez que essa alteracdo de nucleotideos ndo causou

alteracdo de aminoéacidos, ou seja, € uma mutacdo sindnima.
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Figura 19. Caracteristicas de hipermutacdo somatica (SHM) de nucleotideos da regido variavel
de cadeia pesada. (A) Numero de mutaces por posicdo de nucleotideo na regido da cadeia
pesada dos isotipos IgM e (B) 1gG de quatro cavalos ndo imunizados (de acordo com a
numeragéo IMGT, sem gaps).

4.1.6. Caracterizacédo da Diversidade Juncional de Anticorpos de Cavalo

Uma fonte essencial de diversificagdo de anticorpos € a adi¢do e delecdo de nucleotideos
entre as jungdes V(D)J. Portanto, analisamos a ocorréncia da adi¢éo de nucleotideos P/N e corte
de exonuclease para anticorpos IgM e IgG de cavalos. Observamos caracteristicas muito

semelhantes em todas as regides juncionais dos dois isotipos estudados (Figuras 20A e 20B).
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As médias de nucleotideos nas regides de juncdo N1 e N2 variam de 8,7 a 9,5 presentes
em cerca de 92% dos clones de IgM e IgG (n = 992.677 clones para IgM, n = 264.566 clones
para 1gG) (Figura 22A e 22B, Tabela 7). Curiosamente, 43-44% dos anticorpos possuem
juncbes N1 (variando de 10 a 111 nt) e N2 (variando de 10 a 104 nt), sendo que 7,4 a 10%
dessas regides possuem 22 ou mais nucleotideos (Tabela 7). Também foi possivel observar que
metade dos 10 maiores CDR-H3 apresentam cisteinas. Também notamos que a regido N1 é
altamente enriquecida em guanina (G) (35,59%), e a regido N2 é enriquecida em G e T (30%)
para ambos 0s isotipos (Tabela 8). A composicao de nucleotideos nas outras regides da juncédo

¢ mostrada no Anexo IlI.

Tabela 7. Andlise de adi¢des de nucleotideos em anticorpos de cavalo

NUmero médio de

nucleotideos Adicéo de clones (%)

N1 maiores que N2 maiores que 10
Ndmero N1 N2 10 nucleotideos/ e nucleotideos/ e

de clones  (intervalo) (intervalo)  maiores que 22 nt maiores que 22 nt

IgM  998.756 9,54 (0-78) 9,71 (0-62) 43,95/7,4 43,74/8,6

IgG  264.566  8,72(0-111) 9,24 (0-104) 43,67/7,6 45,7/10,0

Tabela 8. Porcentagem de nucleotideos presentes nas juncdes N1 e N2 de anticorpos IgM e

IgG de cavalo
%A %T %G %C
IgM 24,82 20,21 35,59 19,37 .
REGIAO N1
1gG 24,28 21,47 34,90 19,35
IgM 21,29 28,20 30,32 20,19 _
REGIAO N2
1gG 21,57 29,60 28,87 19,96

Da mesma forma, o corte de exonuclease foi observado em cerca de 70% a 97% dos
clones de IG, com o maior nimero de nucleotideos cortados nas extremidades da regido 5' do
segmento génico IGHJ (média de 10 para IgM e 11 para IgG) (Figura 20A e 20B). Ao analisar

0S componentes que contribuem para o comprimento da CDR-H3, observamos que uma média



78

de 15 nucleotideos do segmento génico IGHD contribuem para o comprimento das CDR-H3s
das IgM e 1gG que contém uma média de 54 nucleotideos (em torno de 26-27% da contribuigéo
do IGHD para 0 CDR-H3). Surpreendentemente, quando analisadas as cinco maiores CDR-H3
dos clones de IgG, observamos uma contribuicdo de 12 a 22 nucleotideos de genes IGHD que
representam apenas 9% a 12% dos CDR-H3. A maior contribuicéo nestes casos veio da adi¢éo
de N1 que pode contribuir com 111 nucleotideos de uma regido de CDR-H3 com 150
nucleotideos (74%) ou da adi¢do de N2 que pode contribuir com 91 nucleotideos de uma CDR-
H3 contendo 129 nucleotideos (70%) (Figura 20C).
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Figura 20. Analise da juncdo VDJ. (A) Esquema de diferentes tipos de alteracdes juncionais
durante o rearranjo VDJ, mostrando suas localiza¢Bes e ocorréncia. Nos quadrados estdo a
frequéncia de mutacdo (%) de cada segmento juncional em todos os clones de anticorpos
analisados: 3VP e 3VT para a regido 3'V, 5DP e 5DT para os genes 5'D, 3DP e 3DT para a
regido 3'D e 5JP e 5JT para genes 5'J, onde P significa adi¢des de nucleotideos palindromicos
e T significa trimming pela exonuclease; N1 as adi¢Ges de nucleotideos aleatorios sem molde
nos genes 3'V e 5'D; N2 para adi¢cdes de N nos genes 3'D e 5'J. (B) O numero médio de
nucleotideos por regido de juncdo adicionados ou removidos (C) Desconstrugdo dos
componentes que contribuem para o comprimento do CDR-H3 em relacéo ao total dos clones
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IgM e 1gG, bem como os 5 maiores CDR-H3 dos clones de IgG. A média de nucleotideos da
sequéncia da linha germinativa do segmento génico IGHV, juncdes P e N, o segmento génico
IGHD e o segmento génico IGHJ para o comprimento CDR-H3 ¢ ilustrada.

Visto a alta frequéncia e comprimento de adi¢cdo de nucleotideos N, resolvemos
investigar a simularidade da enzima desoxinucleotidil-transferase terminal (TdT) de cavalos em
comparagcdo com outras espécies. Por isso, realizamos o alinhamento da sequéncia de TdT
isoforma 1 e 2 de cavalo com TdT humana, de camundongo, porco e bovino. Essas enzimas
sdo compostas principalmente de duas regiGes, um nucleo catalitico composto pelos dominios
dedo (finger), palma (palm) e polegar (thumb) no C-terminal e um dominio, na regido N-
terminal composto pela regido C-terminal de BRCAL, denominado BRCT. Observamos a
conservacao dos acidos asparticos cataliticos e da alga substrato-especifica 1 (Figura 21). A

maior diferenca observada foi na regido interdominio, regido rica em prolinas.
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Figure 21. Alinhamento de sequéncia multipla de TdT de diferentes espécies. Um alinhamento da sequéncia de aminoacidos das duas isoformas
de TdT equina com outras TdT de vertebrados foi feito usando o programa Clustal Omega (Sievers et al., 2011) presente no pacote Jalview
(Waterhouse et al., 2009) que também forneceu analise de conservagao. As diferentes cores das caixas representam dominios TdT, dominio BRCT
anotado por CDD (Lu et al., 2020) e nucleo catalitico TdT conforme descrito Delarue e colaboradores em 2002. : Roxo: dominio BRCA1 C
Terminus (BRCT) (CL0459), amarelo: dominio hélice-gancho-hélice (HHH_8), azul: dominio dedos da DNA polimerase lambda, vermelho: DNA
polimerase beta palma, destacando os 3 acidos asparticos cataliticos (vermelho circulo) e loop1, Verde: DNA polimerase beta polegar. Sequéncias
de Referéncia NCBI: Horse tdt isoform X1 (XP_005602408.1); Horse tdt isoform X2 (XP_001501812.3); Pig tdt isoform X2
(XP_003133204.1); Pig_tdt isoform X1 (XP_005671421.1); Cattle tdt isoform 1 (NP_803461.

1); Human tdt isoform 1 (NP _004079.3); Human tdt isoform 2 (NP_001017520.1); Mouse tdt isoform 2 (NP_001036693.1);
Mouse_tdt isoform 1 (NP_033371.2)
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4.1.7. Contribuicéo das adigdes de N na hidrofobicidade de CDR-H3

A hidrofobicidade do CDR-H3 é causada pelos aminoacidos que o compdem, sendo que
esses aminoacidos sdo provenientes de parte do segmento génico IGHV, todo o segmento
génico IGHD, parte do segmento génico IGHJ e as adi¢Ges P e N. A Figura 22A mostra a
hidrofobicidade para os CDR-H3 total do repertdrio de 1gG e IgM, calculado pelo indice Kyte
Doolittle. Também comparamos os CDR-H3 que tinham menos de 10 nucleotideos adicionados
nas regides N1 e N2 com aqueles que tinham N1 e N2 maiores que 10 nucleotideos e a 22
nucleotideos (Figura 22B e 22C) nas mesmas regides, para avaliar se as adi¢des da jungédo
causaram alteragOes na hidrofobicidade do CDR-H3 para os isotipos IgM e 1gG. Embora,
observou-se que ndo houve diferenca significativa entre os grupos analisados, percebe-se que
no caso das adicdes de N1 e N2, os CDR-H3 do grupo IgG tendem a ser menos hidrofilicos que

0 grupo de IgM.
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Figura 22. Indice de hidrofobicidade CDR-H3 repertorio IgM e IgG. (A) indice de
hidrofobicidade CDR-H3 do repertdrio total de IgM (vermelho) e IgG (azul) calculado pelo
indice Kyte Doolittle. (B) Comparacéao do indice de hidrofobicidade de CDR-H3 do repertério
de IgM e 1gG com adicdes de N1 inferiores a 10 nucleotideos (< 101gM/G), igual ou maior a
10 nucleotideos (=> 10IgM/G) e igual ou maior a 22 nucleotideos (=> 22IgM/G). (C)
Comparacdo do indice de hidrofobicidade de CDR-H3 do repertdrio de IgM e IgG com adicGes
de N2 inferiores a 10 nucleotideos (< 10IgM/G), igual ou maior a 10 nucleotideos (=>
101gM/G) e igual ou maior a 22 nucleotideos (=> 22IgM/G).

4.1.8. Analise do segmento génico IGHD

Ao analisar 0 uso do segmento génico IGHD, observamos uma preferéncia pelo uso da
RF1 em mais de 80% dos anticorpos de cavalos (Figura 23), enriquecidos em aminoacidos
polares como tirosina e glicina (Tabela 9). Dos 102 conjuntos possiveis de sequéncias de
aminoacidos IGHD (17 x 6 = 102), 36 (35,3%) incluem uma ou mais tirosina, enquanto apenas
13 (12,7%) possuem uma ou duas argininas (Tabela 10).
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Figura 23. Preferéncia da fase de leitura (RF) para o segmento génico IGHD em cavalos néo
imunizados. Frequéncia relativa das seis possiveis fases de leitura aberta para o segmento do
gene IGHD. RF1, RF2 e RF3 sdo gerados por exclusdo, enquanto iRF1, iRF2 e iRF3 sdo
gerados por inversao.
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Tabela 9. Percentual da composicdo de aminoacidos por fase de leitura do segmento génico

IGHD.
RF1 RF2 RF3 IRF1 iIRF2 IRF3
D 5,22 0,75 0 0 0 0 i
Acido
E 0,74 0 2,90 0 0 3,00
R 0,74 1,50 4,34 597 0,74 0
K 0,74 0 0 0,74 0 0 Bésico
H 0 0 0,72 2164 149 0
F 0 0 0,72 0 0 0,75
P 0 2,25 0 224 448 17,29
\% 0 27,82 0,72 0,74 29,10 3,00
L 0 5,26 42,75 1,49 1,49 18,04
Hidrofobico
I 2,23 6,77 1,44 0,74 18,66 3,00
A 5,97 3,00 1,45 354 526 2,93
w 3,73 0 13,76 0 0 0
M 0 18,04 0 0 0 0,75
N 5,97 6,66 0,72 15,67 2,99 0
Neutral
Q 0 0 2,90 1,49 0 4,51
C 0,74 0 5,80 5,97 0 2,94
S 14,92 0 0 23,88 448 6,77
G 18,65 4,5 1,45 0 597 1,50 Polar
Y 39,55 0 290 1194 0,74 225
T 0,74 29,32 0 0,74 26,12 1,50
* 0 0 1739 447 0,74 32,33
AA Media de RF 7,88 7,82 8,11 788 788 7,82
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Tabela 10. Composicdo de Aminoacidos por fase de leitura de segmentos génicos funcionais IGHD em anticorpos de cavalo do IMGT

Grupo  Gene RF1 RF2 RF3 iRF1 iRF2 iRF3
IGHD2-6  GYYSRSCYT MVTIVGVAI WLL**ELLY YSNSYYSNH GIATPTIVT VAQLLL**P
IGHD2-9  GYYASGYDY MVTMLVVMTT WLLC*WL*L CSHNH*HSNH V VITTSIVT *S*PLA**P
IGHD2-12  YSYGSYYA TIVMVVTM L*LW*LLC HSNYHNYS GIVTTITI A*LP**
IGHD2-15 GYYGSYYSSYYA  MVTMVVTITWTM  WLLW*LLQ*LLC  HSNYCSNYHSNH  GIVTTVVTTIVT = A*LL**LP**p

IGHD2 IGHD2-18 GYYAGSYYA MVTMLVVTM WLLCW*LLC HSNYQHSNH GIVTTSIVT A*LPA**P
IGHD2-23  DYYGISDSY MITMVLVTPT “LLWY**LL CRSH*YHSNH VGVTNTIVI *ESLIP**S
IGHD2-26  YGYGGAYYY TMVMVVLTTT LWLWWCLLL CSSKHHHNHS VVVSTTITI sexk \PP*P*
IGHD2-29  SYYGGSSWYS TVTMVVVPGT QLLWW*FLVL STRNYHHSNC GVPGTTTIVT EYQELPP**L
IGHD2-36  DYYGAIDYI MIMVLLTT* *LLWCY*LHN LCSQ*HHNNH YVVNSTIII VM*SIAP**S
IGHD42  YYGWGN TMAGV LLWLG* YPSHS VTPAIV LPQP**
IGHD4-5  YYNYNY TTTIT LLQL*L SYSCS VIV *LxL*
IGHD4-11  NYGYGYA TTVMVML *LRLWLCY VA*P*P*L_ *HNHNRS SITITVV

erbe IGHD4-31  YDDGYYN TMTDTT LR*RILQ CSIRHR VVVSVIV L*YPSS*
IGHD4-35  NYGSYNYY TMAPIIT *LWLL*LL SNYRSHS VVIGAIV x| XEP*L
IGHD4-38  EKSWSN RRVGV GEELE* YSNSS VTPTLL LLQLFS
IGHD6-34  YGSGW TVAVG LR*RLA ANRYR PTATV GQPLP*

IOHDS  Hpe-as  vasew TVVVG IR*WLA ANHYR PTTTV GQPLPY
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4.1.9. Subclasses de 1gG

A lgG desempenha todas as fungdes de uma molécula de imunoglobulina tipica, como
ligacdo ao antigeno, fixacdo do complemento e ligacdo a varias células, como células
fagociticas, linfocitos, plaquetas, mastocitos e basofilos. Existem sete subclasses de regido
constante de 1gG equina que constituiu o repertério atual de IgG. Destes IGGH4 e IGGH7
possuem aproximadamente 96% de identidade, portanto neste estudo serdo analisados em
conjunto. (WAGNER et al., 2006).

Neste trabalho, analisamos as subclasses de 1gG e observamos uma maior frequéncia de
IgG1, em cerca de 54% no repertério avaliado, que foi seguida pela IgG3 com pouco mais de
24%. As outras subclasses foram encontradas em menos de 10%, exceto a 1gG5 que ndo foi

observada em nenhuma sequéncia (Figura 24).
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Figura 24. Frequéncia de Subclasses de 1gG. A média da frequéncia relativa das 7 diferentes
subclasses de 1gG para os 4 cavalos analisados.
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Os dados apresentados até este momento, sobre a analises do repertério natural de
cavalos ndo imunizados foram submetidos a publicacdo na revista Molecular Immunology. O

manuscrito do artigo encontra-se no ANEXO IV.

4.2. Comparacao do repertdrio de anticorpos de equinos antes e ap0s imunizagdo com

veneno de aranha loxosceles.

4.2.1. Obtencao das cadeias pesadas de anticorpos equinos ap6s imunizagdo com veneno

de Loxosceles

Com o objetivo de se conhecer a composicao e diversidade de anticorpos equinos apos
a imunizacao de cavalos com veneno de aranhas do género Loxosceles, a primeira etapa deste
projeto visou a amplificagéo das cadeias pesadas de anticorpos.

A amplificacdo das cadeias pesadas dos anticorpos de cavalo foi realizada por PCR
multiplex. A Figura 25 mostra o resultado dessa amplificacdo, onde € possivel observar uma

banda de 500 pb conforme esperado para o amplicon da cadeia pesada (IGH).

M 1 2 3 4 NTC

500

Figura 25. Gel de agarose 1% dos amplicons de cadeias pesadas de anticorpos provenientes de
PBMCs de cavalos imunizados com veneno de Loxosceles. Amostras representam a
amplificacdo das cadeias pesadas dos anticorpos presentes em PBMCs de cavalos imunizados



88

com o pool de venenos das aranhas L. Intermedia, L. gaucho e L. laeta. NTC corresponde ao
controle negativo realizado com todos os primers F e R, e reagentes da PCR, mas sem 0 cDNA
de PBMCs dos cavalos. Reacdes individuais com os primers reverse 1gG e IgA (1gG/IgA) da
cadeia pesada para amostra de cavalo 1 imune (1), 2 imune (2), 3 imune (3) € 4 imune (4).

4.2.2. Analise da biblioteca de amplicons de IGH para o sequenciamento do repertorio

de anticorpos equinos imunizados com veneno de Loxosceles

A biblioteca de amplicons de cadeia pesada de imunoglobulina preparada para o
sequenciamento foi quantificada por qubit (concentracdo dada em ng/uL e convertida em mM).
Observamos uma variacdo de 1,9 a 41,9 ng/uL e de 5,3 a 115 mM (Tabela 11), concentracGes

suficientes para realizacdo do sequenciamento.

Tabela 11. Concentracao da biblioteca de sequenciamento obtida por qubit em ng/uL e mM.

Amostra Qubit (ng/ulL) mM
1H IgG/A 41,9 115,0
2H 1gG/A 9,7 24,9
3H 1gG/A 1,9 5,3

4H 1gG/A 10,4 26,7

4.2.3. Analise dos sequenciamentos de IGH de cavalos imunizados

Para conhecer as caracteristicas dos anticorpos de cavalos ap0s imuniza¢do com veneno
de aranhas do género Loxosceles realizamos o sequenciamento da cadeia pesada de seus
anticorpos. Os dados brutos foram processados pelo pipeline pRESTO obtendo-se entre
437.667 a 1.445.092 sequéncias Unicas de IGH. Aproximadamente 68% destas foram
completamente anotadas, ou seja, os segmentos V(D)J foram identificados nas sequéncias. As
demais sequéncias apresentaram anotacao parcial dos segmentos, principalmente na regido J.
Assim, apenas as sequéncias completas foram utilizadas nas analises posteriores.

De forma a retirar a redundéncia dos clones de células B do conjunto de dados, uma
analise de clonalidade foi realizada, utilizando a ferramenta Yclon, nas sequéncias
completamente anotadas. Obtivemos entdo, entre 85.450 e 151.948 clones Unicos neste

conjunto de dados (Tabela 12).
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Tabela 12. Resumo dos dados de sequenciamento MiSeq. Para IGH de cavalos imunizados

Sequencias

Amostra Dado Bruto Pré-processadas  Anotadas Produtivas  Clones

1 437.667 394.526 345.049 317.894 90.415
2 1.445.092 829.657 714.791 653.022 131.922
3 525.890 394.399 374.399 340.916 85.450
4 1.163.364 708.126 708.106 612.728 151.948

Quando analisamos a presenca de clones raros no sequenciamento de IGH de cavalos
imunes, através da curva de rarefacdo, observamos a presenca de clones raros nestas amostras,
de uma forma semelhante aquela observada em animais nao imunes (Figuras 26A e 26B), visto
que as curvas de rarefacdo ndo comecaram a se estabilizar (atingir o platd), indicando que era
improvavel que capturdssemos toda a diversidade dessa populacéo.

No entanto, conseguimos capturar aproximadamente 80% do repertdrio de anticorpos
em ambos os casos (Tabela 13). Importante ressaltar que os anticorpos dos cavalos ndo imunes
foram clusterizados da mesma forma que os anticorpos dos cavalos imunes. Ainda, nos cavalos
imunizados foram calculados o nimero de clones expandidos, assim, o nimero de clones que
obtivemos para cada cavalo, antes e ap6s a imunizacdo, bem como os clones expandidos sdo
mostrados na Tabela 12. Ainda, ndo observamos nenhuma diferenca estatistica entre a
diversidade de anticorpos de cavalos ndo imunes e imunes ao comparar os indices de

diversidade de Shannon (Figura 26C) e de Simpson (Figura 26D).
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Figura 26. Comparacdo da rarefacdo e diversidade de IGH entre cavalos ndo imunes e
imunizados com veneno de aranha do género Loxosceles. (A) Anélise de rarefacdo de equinos
ndo imunizados. (B) Analise de rarefacdo em equinos apds imunizacdo com veneno de aranha
loxosceles. (C) Comparacdo da diversidade de anticorpos utilizando o indice de Simpson entre
cavalos ndo imunes e cavalos imunizados com veneno de aranha do género Loxosceles. (D)
Comparagdo da diversidade de de anticorpos utilizando o indice de Shannon entre cavalos ndo
imunes e cavalos imunizados com veneno de aranha do género Loxosceles.
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Tabela 13. Caracteristicas de rarefacéo e diversidade do repertorio de anticorpo de cavalos antes

e depois da imunizagdo com veneno de aranha do género loxosceles

Amostra Tipo Experimental Extrapolado  Expandido  Cobertura
1 Imune 90.415 301.211 907 0,8117
2 Imune 131.922 489.226 131 0,8672
3 Imune 85.450 289.945 236 0,8392
4 Imune 151.948 452.919 213 0,8468
1 Nao imune 41.354 78.288 - 0,8810
2 N&o imune 42.923 78.926 - 0,8994
3 N&o imune 69.112 183.070 - 0,8525
4 Né&o imune 79.944 149.072 - 0,8944

4.2.4. Comparacao do uso génico de segmentos génicos V (D) e J entre cavalos ndo

imunes e imunes

A frequéncia de uso do segmento génico V (D) e J dos cavalos ndo imunes foi
comparada com a frequéncia génica correspondente dos cavalos imunes e dos clones
expandidos dos cavalos imunes. Esses resultados sdo mostrados na Figura 27, onde pode-se
observar que a frequéncia génica dos anticorpos dos animais ndo imunes, imunes e dos clones
expandidos € muito semelhante. Apenas os segmentos génicos IGHV4-37N, IGHV4-65 e
IGHV4-37 sdo mais frequentes nos clones expandidos quando comparados aos demais grupos
estudados (Figura 27A). Observamos também que o segmento génico IGHD2-26 é o segmento
génico mais utilizado nos anticorpos dos 3 grupos analisados (Figura 27B), assim como o
IGHJJ6-1 (Figura 27C).

Combinagdes V(D)J unicas foram analisadas para os animais ndo imunes, imunes e
expandidos. Os trés mais frequentes segmentos recombinados foram similares para os animais
ndo imune, imunes e expandido, IGHV4-21, IGHD2-26 e IGHJ6-1, com frequéncia de 1,8%
para ndo imune, 2,35% para imunes e 3,55% para os expandidos. As trés combinacGes de

segmentos de genes mais frequentes para cada grupo estéo representadas na Tabela 14.



>

N RO
[— I — N — ]

T

L
N

Frequéncia relativa(%)

e~
O oaANWREG

y

]

92

E Nao imune
3 Imune
I Expandidos

11
|

04l

!
|

1
.I..r.l ”

o

Frequéncia relativa(%)

30+

npm Hﬂ' npi

IGHJ3 IGHJ4 IGHJS

20+

104

Frequéncia relativa(%)

w1 L LN

0

IGHJ6-1

IIHTIi |;||T|i_

IGHJ6-2  IGHJE-3

S R T AR L - I -

YT S S S FFF
R S SR IR LR AR
¢ ¢ ¢ e F S

,-fo

S&V &
Qo O
\st \0\2\

2 N g \a]
¥ b &

Q9 QO Q
& & &

D

©
o) o)
b’

s
QO
\c"%

&

O o
\"’\Z~ \C’Q\

Figura 27: Comparacdo da frequéncia génica de anticorpos de cavalos ndo imunes, imunes e
de clones expandidos. (A) Comparacdo da frequéncia do segmento génico IGHV em cavalos
ndo imunes, imunes e clones expandidos. (B) Comparacdo da frequéncia do segmento génico
IGHJ. (C) Comparacéo da frequéncia do segmento génico IGHD.
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Tabela 14. Combinagdes de segmentos de genes mais frequentes para cada grupo estudado

Grupode Combinacdo % +SD Combinacdo % +SD Combina¢do % +SD
Amostras 1 2 3
N&ao imunes IGHV4-21 1,8 (0,31) IGHV4-29 1,52 IGHV4-21 1,24
IGHD2-26 IGHD2-26 (0,17) IGHD2-29 (0,14)
IGHJ6-1 IGHJ6-1 IGHJ6-1
Imunes IGHV4-21 2,35 IGHV4-21 1,52 IGHV4-29 1,52
IGHD2-26 (0,45) IGHD2-29 (0,30) IGHD2-29 (0,23)
IGHJ6-1 IGHJ6-1 IGHJ6-1
Expandidos IGHV4-21 3,55 IGHV4-29 3,11 IGHV4-21 2,29
IGHD2-26 (1,81) IGHD2-26 (1,93) IGHD2-9 (0,78)
IGHJ6-1 IGHJ6-1 IGHJ6-1

Porcentagem e (desvio padrdo)

4.2.5. Tamanho e contetdo de aminoé&cidos na regido de CDR-H3

Uma comparacdo da distribuicdo do tamanho da regido de CDR-H3 de cavalos nédo
imunes, imunes e dos clones expandidos mostrou que nos 3 grupos estudados, o tamanho médio
da CDR-H3 foi semelhante, sendo 15 aminoacidos para o grupo de imunes e expandidos e de
14 para ndo imunes. E importante destacar que os clones expandidos apresentaram maior
percentual de CDR-H3 com 5 aminoéacidos (7,27%) quando comparado aos nao imunes e
imunes (3,2 e 2,4% respectivamente). Da mesma forma, ocorre com CDR-H3 de 24
aminoacidos onde o percentual de expandidos (1,40%) representa aproximadamente 2,6 vezes
mais que os demais grupos estudados (media 0,48%) (Figura 28A).

A composicao de aminoacidos da regido CDR-H3 foi similar nos grupos estudados. Os
cinco aminoacidos mais frequentes nos cavalos foram Tirosina (Y), Glicina (G), Alanina (A) e
Serina (S) (Figura 28B), apresentando uma frequéncia em torno de 17,8%, 15,2%, 9,5% e 8,2%
de Y, G, A e S, respectivamente.

A hidrofobicidade média do CDR-H3 também foi analisada para cada grupo estudado
(Figura 28C), e pode-se observar que o grupo expandido apresenta anticorpos com média de
indice de hidrofobicidade estatisticamente inferior (-0,4464) quando comparado o0 grupo imune
(-0,3864) (p <0,05), os demais grupos estudados ndo apresentaram diferenca estatistica (Figura
28C).
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Figura 28. Caracteristicas do CDR-H3. (A) Comparac¢do do tamanho da regido CDR-H3 dos
repertdrios dos avalos ndo imunes, imunes e de clones expandidos. (B) Composicdo dos
aminoacidos da regido CDR-H3 nas posi¢bes 105-117. (C) Comparacdo do indice de
Hidrofobicidade CDR-H3. Os valores de foram calculados usando o teste de Fisher. Foram
encontrados valores de p significativos para a comparacdo do grupo hiperimune com o grupo
expandido (p = 0,04), para o restante das comparagdes ndo houve diferenga significativa.

4.2.6. Analise de Hipermutacédo somatica

Foram comparadas as hipermutacdes somaticas dos anticorpos dos cavalos antes e apos
aimunizagdo com veneno de Loxosceles, assim como o dos clones expandidos, onde se observa
que ndo houve diferenca significativa na frequéncia de mutagdo dos anticorpos nos grupos
estudados (Figura 29 A). Ainda, o perfil de mutacdo de aminoacidos ao longo da regido IGHV
desses grupos também mostrou um perfil semelhante entre os grupos, com picos de mutacéo
nas regides de CDR (Figura 29 B, C e D).
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Figura 29. Avaliacao da frequéncia de hipermutacéo somatica (SHM) nos cavalos nao imunes,
imunizados com o pool de venenos das aranhas do género Loxosceles e de clones expandidos.
(A) Comparacéo da média de SHM dos anticorpos de cavalos antes e apds a imunizacgéo e de
clones expandidos. (B) Perfil de mutacdo de aminoacidos na regido IGHV de anticorpos em
cavalos ndo imunizados. (C) Perfil de mutacdo de aminoacidos na regido IGHV de anticorpos
em cavalos imunes. (D) Perfil de mutacdo de aminoacidos na regido IGHV de clones
expandidos.
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Além de analisar o perfil de mutacdo de amino&cidos na regido IGHV, também
analisamos o perfil de mutacdo de nucleotideos nesta regido nos trés grupos estudados, e
embora o perfil entre eles seja semelhante, encontrando mutacgdes mais frequentes no CDR do
que no FR, é importante destacar uma alta frequéncia de mutacdo na posi¢do 9 que corresponde
principalmente a mutacao de “A” por “G”, e uma mutagao sindnima, pois ndo é observada no

perfil de mutacdo de aminoacidos (Figura 30).
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Figura 30. Perfil de mutacdo de nucleotideos na regido IGHV. (A) Perfil de mutagdo de
nucleotideos na regido IGHV de cavalos ndo imunizados. (B) Perfil de mutacdo nucleotidica
naregido IGHV de cavalos imunizados. (C) Perfil de mutacdo de nucleotideos na regido IGHV
de clones expandidos.
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Outra analise importante é a comparacdo dos motivos de AID nos anticorpos dos trés
grupos estudados (Tabela 15) onde se observa que a média desses motivos € um pouco menor
nos equinos imunes e expandidos (19) do que nos ndo imunes (20). Interessante notar que a
porcentagem de mutacBes que ocorrem nos motivos da AID nos CDRSs é bem maior nos grupos

imune (61,64%) e expandido (58,90) do que nos ndo imunes (45,85).

Tabela 15. Comparagdo dos motivos da AID nos trés grupos estudados.

N&ao Imune Imune Expandido
Numero de motivos RGYW/ 20 (1,17) 19 (1,17) 19 (1,30)
WRCY por segmento IGHV
% de nucleotideos mutados 18,81 20,56 19,45
no CDR
% de mutacgdes CDR 45,85 61,64 58,90
presentes em motivos
RGYW/WRCY
% de nucleotideos mutados 4,71 5,34 5,06
no FR
% de mutacdes FR presentes 18,76 21,24 20,05
em motivos RGYW/WRCY
% de todos os nucleotideos 7,12 7,94 7,52
mutados
% de todas as mutacoes 25,59 29,92 28,33

presentes nos motivos
RGYW/WRCY

4.2.7. Comparagcéo de diversidade juncional

Em relacdo a diversidade juncional, foi analisada a frequéncia com que esse tipo de
diversidade apareceu nas diferentes sequéncias de cada grupo estudado. Pudemos observar que
as regides 3DP, 5VP e 3VP aparecem com maior frequéncia nos clones expandidos (Tabela
15). Em relagéo as regides N1, N2, 5DP e 5JP nos trés grupos, a frequéncia é semelhante.

Quando analisamos a atividade da exonuclease nos diferentes segmentos génicos,

observamos que esta é bastante frequente nos trés grupos estudados (Tabela 16).



Tabela 16. Frequéncia dos diferentes tipos de juncdo nos repertorios estudados

N&o imune Imune Expandido

3VP 10,18 (1,02) 10,76 (0,98) 15,70 (3,05)
N1 89,83 (1,50) 90,90 (2,09) 89,56 (3,58)

5DP 2,65 (0,40) 2,44 (0,51) 1,95 (2,16)
3DP 2,90 (0,15) 3,01 (0,12) 3,78 (1,15)
N2 90,84 (1,31) 92,01 (1,63) 91,39 (1,80)

5JP 0,83 (0,22) 0,73 (0,88) 0,94 (0,19)
3VT 76,80 (1,65) 75,60 (1,62) 71,07 (2,39)
5DT 91,36 (0,42) 91,69 (0,46) 92,39 (3,22)
3DT 90,85 (0,58) 90,77 (0,16) 90,35 (1,99)
5JT 97,72 (0,42) 97,99 (0,22) 97,96 (0,81)

98

Também analisamos o numero de nucleotideos em cada uma das regifes da juncédo e

observamos que este é semelhante nos trés grupos estudados, estando entre 8,61 e 9,68 para N1

e de 9,56 a 10,28 para N2, representando estes as maiores adi¢fes nas diferentes regides da

juncdo. Em relacdo a delecdo de nucleotideos, pudemos observar que o tamanho é semelhante

nos trés grupos estudados, e neste caso, a regido 5J foi a que apresentou maior corte de
nucleotideos, em torno, de 10,85 a 11,70 (Figura 31A).

Realizamos uma desconstrucdo do CDR-H3 para determinar a contribuicdo média dos

nucleotideos de cada regido e compara-la entre os trés grupos estudados (Figura 31B). Pudemos

observar que a maior contribuicdo no CDR-H3 vem do segmento génico IGHD e que isso é

semelhante nos trés grupos. Ainda, foi observado que os clones expandidos possuem maior

numero de nucleotideos provenientes do segmento génico IGHJ do que nos outros dois grupos

estudados e que a contribui¢do de N2 é um pouco maior nos cavalos imunes.
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Figura 31. Comparacéo da diversidade juncional entre os anticorpos de cavalos ndo imunes,
imunes e de clones expandidos. (A) Comparacdo do numero de nucleotideos adicionados e
cortados em cada regido da juncéo. (B) Desconstru¢do de CDR-H3 nos trés grupos estudados.

4.2.8. Comparacao de subclasses de 1gG entre os grupos estudados

Por fim, comparamos as subclasses de 1gG entre os trés grupos estudados, o resultado
desta comparacdo amostral estd na Figura 32, onde pode-se observar que no caso de
IGHG4/IGHGT7 a frequéncia do grupo expandido é maior (19,8%) quando comparado ao grupo
ndo imune (8,9%), no caso do IGHG3 € o contrario, 0 grupo ndo imune apresenta maior
frequéncia relativa (23,7%) quando comparado ao grupo imune (11,0%) e expandido (3,3 %),
assim como na subclasse IGHG6 cuja frequéncia € maior nos ndo imunes do que nos demais

grupos estudados, nas demais subclasses a frequéncia foi semelhante.



100

(3 Nao imune

80- E Imune
Bl Expandidos
3 _
— 60-
[+
2 o
©
[
foe) 40'
‘O
o
)
-
o
o  20- H
L
0 =il | 1 |_| mil
1 1 1 1 1 1
an" an" an"’ Q\é\ Qg:" ng“
© © © &\0 © ©
Q\C‘)
©

Figura 32. Comparacdo de subclasses de 1gG entre os anticorpos de cavalos ndo imunes,
imunes e de clones expandidos.
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho, investigamos o repertorio de cadeia pesada de anticorpos de quatro
cavalos diferentes, apresentando a maior colecdo de sequéncias de receptores imunes

adaptativos descritos até 0 momento para cavalos.

5.1. Repertdrio de anticorpos natural de cavalos

Foram analisados 40.018 a 328.300 clones de 1gG ou IgM de cavalo, com boa cobertura,
de 52 a 82% do repertorio. Semelhante a este trabalho, observou-se diferenca de profundidade
para IgM (36%) quando comparado com IgG (64%) para anticorpos humanos (Galson et al.,
2015). Embora néo tenha sido observada muita diferenca entre os isotipos IgM e IgG, este é o
primeiro estudo de sequenciamento de alto rendimento que caracteriza os repertorios equinos
de ambos os isotipos.

Curiosamente, encontramos que aproximadamente 80% dos anticorpos IgM e 1gG
apresentam o grupo IGHV4 como um segmento génico utilizado em seus anticorpos, resultados
semelhantes também foram observados por Tallmadge e colaboradores (2013) utilizando 5'
RACE, no qual eles encontraram uma forte preferéncia (80%) pelo uso de IGHV4-29
(anteriormente chamado de IGHV2S3) e IGHJ6-1 (55%) (anteriormente chamado de IGHJ1S5)
em anticorpos de cavalos adultos (Chaudhary & Wesemann, 2018; Manso et al., 2019; Sun et
al., 2010; Tallmadge et al., 2013). Da mesma forma, os anticorpos humanos também tém
preferéncia pela familia IGHV4 (Arnaout et al., 2011), diferenciando-se de outros organismos
como bovinos, cées e camundongos que apresentam predominancia de genes IGHV1 em seus
anticorpos e gatos com preferéncia de genes (Pasman et al., 2017; Rettig et al., 2018; Steiniger
et al.,, 2014, 2017). Também observamos uma predominancia de IGHJ6 em anticorpos de
cavalos, enguanto os anticorpos de cdes e gatos sdo compostos principalmente por IGHJ4 e
camundongos pelo grupo IGHJ1 (Arnaout et al., 2011; Steiniger et al., 2014, 2017). E
importante destacar que foi realizada uma analise de dissimilaridade comparando os clones do
repertorio IgM e IgG de cada um dos animais estudados e observamos que apesar de ser o
mesmo animal, o repertdrio IgM é diferente do 1gG (Anexo V).

E interessante notar que o repertorio de anticorpos de cavalo é altamente dominado por
apenas alguns genes IGHV e IGHJ, mesmo que eles possam usar todas as suas combinac6es

teoricas de linhagem germinativa. Observamos uma alta frequéncia de anticorpos (2,8 + 0,9%)
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contendo a combinacdo de segmentos génicos IGHV4-21, IGHD2-26 e IGHJ6-1, também
identificados em trabalhos anteriores em cavalos ndo imunizados (Manso et al., 2019;
Tallmadge et al., 2013). Este resultado ndo ¢ diferente dos repertérios de anticorpos humanos
(Arnaout et al., 2011), onde 0,1% a 2,7% das sequéncias tém as mesmas combinacgdes V(D)J.

Além disso, mesmo para alguns clones, observamos a presenca de um repertério pablico
de anticorpos de cavalo na auséncia de qualquer estimulacdo imunoldgica especifica.
Encontramos mais clones no repertério publico IgM (0,05%) do que no repertoério publico IgG
(0,009%). O pequeno namero de clones de anticorpos publicos compartilhados pode ser devido
a alta diversidade de anticorpos de cavalos, mas também pode ser devido a um artefato do
método de clonotipagem usado neste trabalho que considera 0 mesmo clone apenas anticorpos
com regido CDR-H3 idéntica (IMGT/HighVQuest). A observacdo de mais IgM publica (1,4%)
do que IgG (0,3%) e IgA (0,5%) também foi observada no anticorpo humano (Galson et al.,
2015).

Curiosamente, mesmo com um numero menor de anticorpos publicos, encontramos
diferencas entre o comprimento de CDR-H3 do publico e todo o repertorio, observando-se
maior percentual de CDR-H3 curto no repertério publico, também observado em humanos
(Briney et al., 2019; Galson et al., 2014; Soto et al., 2019). SupBe-se que as células B que
expressam receptores com CDR-H3 curtos sdo selecionadas porque aumentam sua afinidade
pelo antigeno, fazem expansdo clonal e se diferenciam em plasmdcitos ou células B de memoria
(Rosner et al., 2001).

Neste trabalho, também avaliamos os SHMs no segmento génico IGHV dos anticorpos
de cavalos (regides FR1, CDR1, FR2, CDR2 e FR3). As sequéncias de 1gG apresentaram
frequéncia de mutacdo semelhante as sequéncias de IgM, provavelmente devido a estimulacéo
limitada do patdgeno, uma vez que ndo séo imunizadas. Para entender melhor como as
mutacdes sdo distribuidas ao longo da regido IGHV, avaliamos o0 nimero de mutagdes presentes
em cada posigdo para ambos os isotipos de IG estudados. Observamos um perfil de mutagéo
semelhante entre IgG e IgM, com mais mutacgdes encontradas nas regides CDR, mesmo nesses
animais ndo imunizados. Isso corrobora estudos anteriores em cavalos adultos (Tallmadge et
al., 2013) e pacientes saudaveis com HIV (Bowers et al., 2014).

O mecanismo de variabilidade que produz SHM ¢ realizado pela enzima citidina
desaminase (AID) induzida por ativacdo, por desaminacdo da base de citosina, criando um
descasamento U:G. A AID tem como alvo mutagdes SHM em "hotspots”, motivos de
nucleotideos RGYW e WRCY complementares (Spencer & Dunn-Walters, 2005). Este
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trabalho observou que cerca de 19% das sequéncias de IGHV apresentam motivos AID,
semelhantes ao IGHV humano, apresentando 17,8% desses motivos (Bowers et al., 2014).
Além disso, assim como nos repertorios humanos, encontramos maior percentual de motivos
da AID nos CDRs (média de 13,5%) do que nos FRs (média de 5,2%), bem como um maior
namero de nucleotideos mutados nesta regido (Bowers et al., 2014).

Além da recombinacdo e da SHM, a diversidade juncional tem um papel muito
importante na diversidade dos anticorpos. No entanto, muito pouco tem sido descrito sobre as
caracteristicas da diversidade juncional em anticorpos de cavalos. Aqui, observamos adi¢Ges
de nucleotideos N1 e N2 na maioria dos clones IgM e 1gG, e também observamos adicOes de
nucleotideos N excepcionalmente longas para IgG N1 e N2 (10-111 pb) em cerca de 44% dos
anticorpos. Adic6es ndo-modelo aos genes IGH foram relatadas em humanos e camundongos
(Shi et al., 2014), porcos (Sinkora et al., 2003) e bovinos (Liljavirta et al., 2014). O nimero
médio de adi¢do de nucleotideos em humanos € 6,6 + 4,3 em N1 e 6,4 + 4,6 em N2, enquanto
em camundongos é 2,4 £ 22 e 2,1 + 1,8 em N1 e N2, respectivamente (Shi et al., 2014). O
numero médio de adices de nucleotideos em bovinos que apresentam CDR-H3s ultralongos
ndo é particularmente alto (2,5 em N1 e 2,6 em N2), refletindo a alta frequéncia (35%) de
juncdes com zero adicdes (Liljavirta et al., 2014). Tal frequéncia e quantidade de adi¢Ges de N
nucleotideos ndo foram relatadas em outras espécies, sugerindo que este mecanismo de
diversidade é essencial para gerar variabilidade em imunoglobulinas equinas.

O grande numero de delecdes de genes IGHD em anticorpos de cavalos (valor médio
de 6 e 7,9 nucleotideos para a juncdo 3'D e 5°D, respectivamente) observado ndao é muito
diferente dos anticorpos de gado (aparamento de 5 a 6 nucleotideos) (Liljavirta et al., 2014). E
interessante notar que o maior numero de delecdes em anticorpos de cavalos foi observado no
gene IGHJ, variando entre 10 e 11 nucleotideos, enquanto em outras espécies, como bovinos,
humanos e camundongos, possuem respectivamente 2, 6 e 4 nucleotideos aparados nesta regido
(Liljavirta et al., 2014; Shi et al., 2014). Em nossos dados, entre 70% a 97% dos clones de
anticorpos tiveram nucleotideos deletados em qualquer parte da juncdo, semelhante a outras
especies (Liljavirta et al., 2014; Shi et al., 2014).

Esta impressionante frequéncia e comprimento de adi¢do de nucleotideos N pode ser
devido a diferencas na atividade da enzima desoxinucleotidil transferase terminal (TdT) em
cavalos em comparagdo com outras espécies.

Essas enzimas sdo compostas principalmente de duas regides, um nicleo catalitico

composto pelos dominios do dedo, palma e polegar em sua regido C-terminal e um dominio N-
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terminal composto pelo C-terminal de BRCAL, denominado BRCT. Ao comparar a sequéncia
de cavalo de TdT isorforma 1 e 2 com TdT humana, de camundongo, de suino e de bovino,
observamos a conservacao dos acidos asparticos cataliticos e da alca substrato-especifica 1 .
Curiosamente, a regido do dominio palma, entre os primeiros acidos asparticos e a al¢al, € uma
das regides mais diferentes entre o TdT de outras espécies.

Além desta regido, também podemos observar uma regido muito diferente entre o
dominio BRCT e o nucleo catalitico de TdT. Até onde sabemos, ndo esta claro como esse
dominio ndo enzimatico contribui para a fungdo bioldgica Unica da TdT. Interessante notar que
esta regido interdominio é enriquecida em aminoacidos prolina. Parece que para a DNA
polimerase lambda, que apresenta um dominio rico em prolina maior nesta regido em
comparacdo com a TdT, esta regido pode impactar a fidelidade da DNA polimerase e com 0
dominio BRCT pode atuar cooperativamente para promover o realinhamento do
primer/template entre as fitas de DNA de homologia de sequéncia limitada (Fiala et al., 2006;
Taggart et al., 2014). Uma vez que o template TdT (Loc’h et al., 2016) e proposto como
essencial para a diversidade de anticorpos, estudos futuros precisam investigar o papel da regido
interdominio nessas atividades, bem como o papel da regido no dominio de palma entre acidos
asparticos e alcal.

Este estudo também observou que mais de 80% dos anticorpos de cavalo usam a fase
de leitura 1 (RF1) para os isotipos IgM e IgG. Varias espécies, como humanos, camundongos
e tubarbes, produzem anticorpos usando a fase de leitura 1 do IGHD (RF1) (Schroeder et al.,
2010). No entanto, a semelhanca de outras espécies, 0 RF1 utilizado para anticorpos de cavalos
é fortemente enriquecido em tirosina, representando 39,55% dos aminoécidos IGHD. Sabemos
que a tirosina é o aminoacido que normalmente faz a contribuicdo mais significativa para a
afinidade de ligacdo nas interfaces ligante-receptor da proteina (Bogan & Thorn, 1998). Isso
sugere que a selecdo natural estava operando em segmentos génicos de diversidade de
imunoglobulinas para restringir e controlar sua evolugéo de forma a influenciar a composigéo

e variedade de diversidade de sitios de ligacdo de antigeno de imunoglobulina (Burnet, 1976).

5.2. Comparacéao do repertdrio de anticorpos antes e apds a imunizac¢do com veneno de

aranha loxosceles

A soroterapia é o tratamento mais indicado para picadas de animais pegonhentos
(Alvarenga et al., 2014). Ainda assim, ndo se conhece quais moléculas presentes nos soros dos
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animais imunizados sdo responsaveis pela neutralizagdo dos efeitos tdxicos dos venenos.
Estima-se que apenas 20% dos anticorpos do soro policlonal de cavalo sdo especificos contra
as toxinas do veneno, onde apenas 5% possuem capacidade neutralizante (Theakston et al.,
2003).

Neste trabalho verificamos a frequéncia génica para os segmentos génicos IGHV, IGHD
e IGHJ em anticorpos de cavalos antes e ap0s a imunizagdo com veneno de aranhas do género
Loxosceles, bem como em clones expandidos. Observamos grande semelhanca no uso dos
segmentos génicos, com excessao dos genes IGHV4-37N, IGHV4-65 e IGHV4-37 onde a
frequéncia foi maior nos clones expandidos que nos outros grupos estudados. Este é o primeiro
estudo que compara 0 uso génico em anticorpos de cavalos antes e ap0s a imuniza¢do com o
veneno de aranha do género Loxosceles. No entanto, Tallmadge e colaboradores em 2014, ao
comparar segmentos génicos de anticorpos de cavalos em diferentes faixas etarias, encontrando
também maior abundancia nos segmentos génicos da familia IGHVA4.

Em humanos, estudos de repertorio antes ou apds um estimulo antigénico sdo mais
frequentes. Wolf e colaboradores em 2021 estudaram o repertério de cadeia pesada de
anticorpos antes e depois do reforgo antitetanico, e descobriram que trés segmentos génicos
eram mais frequentes nos anticorpos apds duas semanas de vacinacdo em comparacdo com
antes da vacinacdo e 1 semana depois, sugerindo uma expansdo seletiva (Wolf et al., 2021).

Outro estudo de repertério de anticorpos em humanos foi realizado apés a vacinagédo
contra a hepatite B, onde foi constatado que os grupos especificos de vacinas também
apresentavam um perfil diferente de uso do segmento génico IGHV, com surpreendente
aumento no uso de IGHV3-7 (Galson et al., 2016).

Quando analisamos 0 CDR-H3 entre 0os 3 grupos estudados, pudemos perceber que
apesar de muito semelhantes, nos clones expandidos algumas diferengas foram encontradas em
relacdo ao seu tamanho, com maior frequéncia de CDR-H3 de 5, 20 e 24 aminoacidos no
repertorio expandido do que nos demais grupos estudados. Em estudos em humanos, observou-
se que apos a vacina contra hepatite B, os CDR-H3 foram mais curtos quando comparados ao
grupo controle (Galson et al., 2016). Quando analisamos a hidrofobicidade do CDR-H3
pudemos observar que os residuos de aminoacidos sdo mais hidrofilicos no grupo expandido
em relacdo ao grupo imune (p = 0,04), indicando que essas sequéncias S0 mais ricas em
aminoacidos carregados negativamente, sendo que alguns desses aminoacidos como Glicina e
Tirosina (neutra) estdo relacionadas a interagcdo com o antigeno (Ivanov I, Link J., Ippolito G.C.,
2002).
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Em equinos, pouco se sabe sobre o indice de hidrofobicidade de CDR-H3 e ainda menos
apos a imunizacdo com veneno de aranhas Loxosceles. Estudos em humanos revelam que esse
os aminoacidos CDR-H3 sdo significativamente mais hidrofilicos em anticorpos de pacientes
controle quando comparado a pacientes com doenca nefroldgica, e sabe-se também que um
aumento em sequéncias altamente hidrofobicas e hidrofilicas durante a diferenciagéo de células
B imaturas para naives e de memdria, acompanham uma diminuicdo progressiva na propor¢do
de especificidades de células B autorreativas durante a ontogenia de células B. (Su et al., 2021,
Wu et al., 2016).

Neste trabalho, observamos também que tanto a frequéncia quanto no perfil de mutacéao
de aminoacidos na regido IGHV foram muito semelhantes em anticorpos de cavalo antes e apds
a imunizacdo, bem como nos clones expandidos. Interessante perceber que quando o perfil de
mutacdo por nucleotideos na regido IGHV foi analisado vimos um pico importante de mutacéo
na posicdo 9 que altera o nucleotideo “A” para um “G”, mutagdo que ndo causa altera¢do de
aminoéacidos, ou mutagdo sindbnima. Como a mutacao esta na regido FR1, uma das hipoteses é
gue essa mutacdo possa ter vindo de um alelo de IGHV néo relatado ainda. No entanto, isto
precisa ser validado experimentalmente.

O estudo de Wang et al, em 2018, ao analisar o repertério de anticorpos em macacos
com diferentes vacinas contra o HIV, constatou que ndo houve diferenca de SHM nos
anticorpos do grupo expandido e o repertdrio total para o isotipo IgG, mas encontraram
diferencas significativas no isotipo IgM, o que pode indicar que a maturacdo por afinidade de
células naive foi induzida. Juntos, esses resultados sugerem que os clones de IGH expandidos
por imunizacao selecionados podem ser derivados principalmente de linhas celulares derivadas
da populacéo de células B de memoria que precedeu a imunizacdo (L. Wang et al., 2018).

Por fim, a diversidade juncional foi comparada entre os grupos estudados, onde pode-
se observar uma frequéncia semelhante nos trés grupos, tanto na adigédo de nucleotideos quanto
na atividade exonuclease. Pouco se sabe sobre a diversidade juncional antes e ap6s estimulos
antigéicos, mas sabe-se que a adigdo de nucleotideos aleatorios € maior na idade adulta quando
comparada a neonatal em humanos (Hong et al., 2018).
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6. CONCLUSAO

O desenvolvimento deste trabalho permitiu avaliar, de forma independente, sequéncias
de cadeia pesada de anticorpos IgM e 1gG de quatro cavalos antes e depois da imuniza¢do com
veneno de aranha do género Loxosceles, a partir da amplificacdo dessas sequéncias utilizando
primers especificos para a cadeia constante das imunoglobulinas. Sendo assim, foi possivel
avaliar as caracteristicas de ambos isotipos de imunoglobulina, caracterizar e comparar o
repertorio de anticorpos dos animais.

Este é o primeiro estudo de sequenciamento de alto rendimento que caracteriza o
repertorio equino dos isotipos IgM e 1gG. Mostramos um uso altamente restrito dos genes
IGHV e IGHJ no repertdrio de anticorpos de cavalos em que cerca de 80% dos anticorpos séo
compostos por apenas 3 segmentos génicos IGHV e quase 60% deles com 0 mesmo segmento
génico IGHJ. Observamos um repertério complexo e diversificado para IGH, dado
principalmente pela diversidade juncional, muito maior e frequente que a presente em outras
espécies.

Nosso estudo sobre o repertorio de anticorpos equinos contribui para a compreensédo da
geracdo de sua diversidade e abre novas questdes sobre as particularidades de TdT de cavalo
para gerar tal diversidade.

Podemos concluir também que apds a imuniza¢do com veneno de aranha do género
Loxosceles, 0s equinos mantém o uso dos mesmos segmentos génicos IGHD e IGHJ em seus
anticorpos, e que ha um aumento de segmentos génicos IGHV que ndo eram abundantes antes
da imunizacgdo, em clones expandidos, que possuem CDR-H3 mais hidrofébicos.

Os resultados deste trabalho sdo importantes para compreendermos melhor a imunidade
adaptativa dos cavalos a nivel molecular, além de abrir caminhos para o desenvolvimento de

novas alternativas terapéuticas.
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7. PERSPECTIVAS

Aprofundar a anélise comparativa do repertério de anticorpos 1gG de equinos antes e

apos a imunizacdo com veneno de aranha do género Loxosceles.

e Comparar o repertorio de anticorpos IgM de equinos antes e ap6s a imunizagdo com
veneno de aranha do género Loxosceles.

e Analisar a cadeia leve kappa e lambda de equinos ap6s imunizagdo com veneno de
aranha do género loxosceles.

e Emparelhar cadeias leves e pesadas e, com o auxilio de analises protedmicas,
estabelecer sequéncias de anticorpos capazes de reconhecer componentes do veneno de aranhas
do género Loxosceles.

e Produzira TdT de cavalo de forma recombinante e analisar seu mecanismo de acao.
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Frequéncia de mutacao nos picos da regido V dos trés principais aminoacidos para os isotipos

IgM e 1gG
Posicéo Mudanca de % Mudanca de %
aminoécido no isotipo amino&cido no isotipo
IgM 19G
3 Q por K 1,84 Q por K 0,97
Q por P 0,014 K por Q 0,010
K por Q 0,012 Q por H 0,005
27 L por S 0,13 L por F 0,48
L porY 0,098 L por S 0,079
L porT 0,082 L por Y 0,077
32 Y por N 2,48 Y por N 1,41
Y por S 0,49 Y por S 0,38
Y por V 0,43 Y por V 0,31
33 Apor G 0,59 G por A 0,54
Apor S 0,52 AporT 0,30
AporR 0,48 Apor S 0,25
50 A por G 0,59 A por G 0,49
A por S 0,52 A por S 0,45
A por R 0,48 AporT 0,34
52 SporT 0,44 SporT 0,32
S por K 0,42 SporG 0,32
S por G 0,42 S por K 0,29
58 N por R 0,72 N por Y 0,43
N por Y 0,65 N por R 0,40
N por D 0,48 N por D 0,35
88 G por S 1,73 G por S 1,06
N por R 0,72 SporY 0,17
N por Y 0,65 Y por T 0,10
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Perfil de mutacdo de aminoécidos na regido V dos cavalos ndo imunes analisados (1, 2, 3, 4).

Avaliacdo da frequéncia das mutagdes observadas. IgM em vermelho e 1gG em azul.
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regido 5JP. IgM em vermelho e IgG em azul.



ANEXO IV

Molecular Immunology

THE MAJOR ROLE OF JUNCTIONAL DIVERSITY IN THE HORSE ANTIBODY

Manuscript Number:
Article Type:
Keywords:
Corresponding Author:

First Author:
Order of Authors:

Abstract:

Suggested Reviewers:

REPERTOIRE

--Manuscript Draft--

Full Length Article
horse; antibody repertoire; BCR-seq; junctional diversity

Liza Felicori
Universidade Federal de Minas Gerais
Belo Horizonte, BRAZIL

Carlena Navas
Carlena Navas
Taciana Manso
Fabio Martins
Lucas Minto
Rennan Moresira
Jodo Minozzo
Bruno Antunes
André Vale
Jonathan R. McDaniel
Gregory Ippolito
Liza Felicori

The sequencing of the antibody repertoire (Rep-seq) revolutionized the diversity of
antigen B cell receplor studies, allowing deep and quantilalive analysis to decipher the
role of adaptive immunity in health and disease. Particularly, horse ( Equus caballus )
polyclonal antibodies have been produced and used since the century XIX to treat and
prophylaxis of diphtheria, tuberculosis, tetanus, pneumonia, and, more recently,
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only three IGHV gene segments, and around 55% use only one IGHJ gene segment.
This limited VJ diversity seems to be compensated by the junctional diversity of these
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frequent, present in more than 30% of horse antibodies. Besides this, the length of this
region seems to be higher in horse antibodies than in other species. N1 and N2
nucleotides addition range from 0 to 111 nucleotides. In addition, around 45% of the
antibody clones have mare than ten nucleotides in both N1 and N2 junction regions.
This diversity mechanism may be one of the most important in providing variability to
the equine antibody repertoire. This study provides new insights regarding horse
antibody composition, diversity generation, and particularities compared to other
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We are pleased to send to you a manuscript entitled “THE MAJOR ROLE OF
JUNCTIONAL DIVERSITY IN THE HORSE ANTIBODY REPERTOIRE”
which we would like to have published in Molecular Tmmunology. This article reports
high-throughput sequencing of the antibody repertoire for the IgM and IgG isotypes of
PBMC from non-immunized horses. A previously study of our group published in
Molecular Immunology characterized horse antibodies, in a high-throuput way, for the
first time (PMID: 30562645). Now, with a depper analysis of 4 horses instead of 2
previsously analysed, we observed that horses antibodies has a restrict VI usage in their
antibodies. We observed that around 80% of TgM and TgG repertoires are composed by
only 3 different IGHV4 gene segments, and 60% of them use only the IGHIJ6 gene
segment. This restrict gene usage in horses antibodies seems to be compensated by a
high frequent and in many times, long junctional diversity of N1 and N2 regions, that
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Highlights

e Horse antibodies have a restrict VJ gene usage

e Only 3 different IGHV4 and the IGHJ6 genes are used for most of the horses
antibodies

e The junctional diversity in horse antibodies looks bigger compared to other
species

e Morc than 80% of horsc antibodics usc IGHD rcading frame 1



Abstract

The sequencing of the antibody repertoire (Rep-seq) revolutionized the diversity of
antigen B cell receptor studies, allowing deep and quantitative analysis to decipher the
role of adaptive immunity in health and disease. Particularly, horse (Equus caballus)
polyclonal antibodies have been produced and used since the century XIX to treat and
prophylaxis of diphtheria, tuberculosis, tetanus, pneumonia, and, more recently,
COVID-19. However, our knowledge about the horse B cell receptors repertories is
minimal. We present a deep horse antibody heavy chain repertoire (IGH)
characterization of non-immunized horses using HTS technology. In this study, we
obtained a mean of 248,169 unique IgM clones and 66,141 unique IgG clones from
four domcstic adult horscs. Rarcfaction analysis showed  scquence coverage was
between 52 and 82% in IgM and IgG isotypes. We observed that besides horses
antibody can use all of the functional IGHV genes, around 80% of their antibodies use
only three IGIIV gene segments, and around 55% use only one IGIIJ] gene segment.
This limited VJ diversity seems to be compensated by the junctional diversity of these
antibodies. We observed that the junctional diversity in horses antibodies is highly
frequent, present in more than 90% of horse antibodies. Besides this, the length of this
region seems to be higher in horse antibodies than in other species. N1 and N2
nucleotides addition range from 0 to 111 nucleotides. In addition, around 45% of the
antibody clones have more than ten nucleotides in both N1 and N2 junction regions.
This diversity mechanism may be onc of thc most important in providing variability
to the equine antibody repertoire. This study provides new insights regarding horse
antibody composition, diversity generation, and particularities compared to other
species, such as the frequency and length of N nucleotide addition. This study also
points out the urgent need to better characterize TdT in horses and in other species to

better understand antibody repertoire characteristics.
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Abstract

The sequencing of the antibody repertoire (Rep-seq) revolutionized the diversity of antigen B
cell receptor studies, allowing deep and quantitative analysis to decipher the role of adaptive
immunity in health and disease. Particularly, horse (Equus caballus) polyclonal antibodies have
been produced and used since the century XIX to treat and prophylaxis of diphtheria,
tuberculosis, tetanus, pneumonia, and, more recently, COVID-19. Ilowever, our knowledge
about the horse B cell receptors repertories is minimal. We present a deep horse antibody heavy
chain repertoire (IGH) characterization of non-immunized horses using HTS technology. In this
study, we obtained a mean of 248,169 unique IgM clones and 66,141 unique IgG clones from
four domestic adult horses. Rarefaction analysis showed sequence coverage was between 52 and
82% in IgM and IgG isotypes. We observed that besides horses antibody can use all of the
functional IGHV genes, around 80% of their antibodies use only three IGHV gene segments, and
around 55% use only one IGHJ gene segment. This limited V] diversity seems to be
compensated by the junctional diversity of these antibodies. We observed that the junctional
diversity in horses antibodies is highly frequent, present in more than 90% of horse antibodies.
Besides this, the length of this region seems to be higher in horse antibodies than in other species.
N1 and N2 nucleotides addition range from 0 to 111 nucleotides. In addition, around 45% of the
antibody clones have more than ten nucleotides in both N1 and N2 junction regions. This
diversity mechanism may be one of the most important in providing variability to the equine
antibody repertoire. This study provides new insights regarding horse antibody composition,
diversity generation, and particularities compared to other species, such as the frequency and
length of N nucleotide addition. This study also points out the urgent need to better characterize

TdT in horses and in other species to better understand antibody repertoire characteristics.
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Introduction
The effective humoral immune response depends partly on having a variety of B cells with

different B cell receptors (BCRs) capable of recognizing and binding to many different antigens.
The entire set of B cells with different BCRs is called the antibody repertoire (Glanville et al.,

2009) . In humans, it has the theoretical potential to reach a size of up to 10'¢-10!® unique

antibody sequences (Briney et al., 2019).

The sequencing of the repertoire (Rep-seq) revolutionized the antigen B-cell receptors studies,

allowing deep and quantitative analysis to decipher the role of adaptive immunity in health and
disease (Georgiou et al., 2014). However, besides being less common, antibody repertoire
analysis in species such as chicken, sheep, pig, cattle, and horses revealed new insights into the

many different mechanisms that can create antibodies diversity in vertebrates (Butler et al., 2009;

Liljavirta et al., 2014; Reynaud et al., 1989; Sun et al., 2012).

Particularly, horses (Equus caballus) polyclonal antibodies have been produced and used since
the century XIX for the treatment and prophylaxis of diseases such as diphtheria, tuberculosis,
tetanus, and pneumonia (ANDERSON, 1955; Cole & Moore, 1917; Glatman-Freedman &
Casadevall, 1998; Gongalves et al., 2007; Lang et al., 2000)to the present day. It is even being

used in the current COVID-19 pandemic as a treatment in some countries (Cunha et al., 2020;

Zylberman et al., 2020).

Similar to other vertebrates, horses have three types of immunoglobulin chains: light lambda
(IGL), light kappa (1GK), and heavy (IGH). The horse antibody V(D)J gene segments were
annotated by Sun et al. (2010) and reviewed by Walter et al. (2015), using an EquCab 2.0
genome composed of several scaffolds. After that, the EquCab3.0 genome was published, and
the international ImMunoGeneTics information system® (IMGT®) annotated the IG locus. In
this annotation, the horse IGH locus present on chromosome 24 has 104 IGHV (21 functional, 74
pseudogenes, and nine ORFs), 44 IGHD (16 functional, twenty-eight ORFs), and nine IGHJ (six
functional, and three ORFSs).

So far, analyzes of the repertoire of equine antibodies have been carried out by different

methodologies, most of them by Sanger sequencing, with low deepness (Almagro et al., 2006;

Tallmadge et al., 2013, 2014) . Only in 2019, our group carried out a deeper horse antibody
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repertoire analysis using the new generation technology (NGS) was carried out, showing some

characteristics of 45,000 IGH clones and 30,000 IGL clones as new gene transcripts (IGHV6S1
and IGLV4S2) and the amino acids composition and features of CDR-H3 (Manso et al., 2019).

However, some cssential horsc antibody repertoirc characteristics arc still unclear, such as
somatic hypermutation frequency and the characteristics of the junction, among others.
Furthermore, the fraction of the potential repertoire expressed in an individual is unknown, and
how similar repertoires are between individuals who have lived in similar environments.

We present a deeper horse antibody heavy chain repertoire (IGH) characterization of non-
immunized horses using HTS technology, where we obtained a mean of 248,169 unique IgM
clones and 66,141 unique IgG clones from four domestic adult horses. Sequence coverage was
between 52 and 82% in IgM and IgG isotypes. We observed that the IGHV4 subgroup is
expressed in around 80% of horse’s antibodies, and between 50% and 56% use IGHJ6 indicating
limited use of combinations of gene segments. However, most horse antibody IgM and IgG
clones (-91%) present N-nucleotide addition, reaching 78 nucleotides in N1 and 62 in N2
regions for IgM and 111 nucleotides in N1 and 104 in N2 for IgG. These results suggest a major

role of junctional diversity in generating equine antibody repertoire variability.

MATERIALS AND METHODS

Horse blood samples

The peripheral blood samples from four healthy, mixed male breed adult horses, aged 5 to 9
years old, were obtained in partnership with the Immunobiological Research and Production
Center (CPPI) of the State of Parana.

About 35 ml of peripheral blood was obtained from each animal using Vacutainer tubes with
EDTA anticoagulant. The PBMC wecre isolated by Ficoll-PaqueTM gradicnt centrifugation. The
cells (1x107 cells) were cryopreserved in FBS 90%/ DMSO 10% at -80 °C until use.

The Ethics Committee approved the experimental design on the Use of Animals of the Federal
University of Minas Gerais (CEUA - UFMG) under protocol number 190/2018.

Amplification of the horse antibody BCR repertoire

Mononuclear cells (PBMCs) were isolated for RNA extraction and subsequent cDNA synthesis.

Total RNA extraction was performed by the TRIzol method (Rio et al., 2010), and the RNA
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concentrations were verified by the Qubit RNA BR Assay kit (Thermo Fisher Scientific).
According to the manufacturer's instructions, approximately 500 ng of RNA was used for cDNA
synthesis using the SuperScript IV enzyme (Thermo Fisher Scientific). The IGH amplification of

the gene segments V and the constant region was carried out by multiplex PCR. A set of forward
specific primers (F) for the heavy chain variable region (Manso et al., 2019)was used with new

reverse specific primers (R) for the heavy chain constant region designed in this study: IgM
isotype  5' ATGACGTTGGGTAGGAAGTCCCG 3 and IgG isotype 5
CCACCGTGGMGTCAGAYGTG 3'. All primers have incorporated the Illumina overhang
adaptors sequence to prepare the [llumina library.

Multiplex PCR reactions were conducted to obtain IGH amplicons from each of the four horses.
All reactions were prepared to contain 10X High Fidelity buffer, 50 mM MgSO4, 10 mM dNTPs,
0.5 uM of each F primer, 0.5 uM of each R primer, and 0.5 U Taq DNA polymerase Platinum
High Fidelity (Thermo Fisher Scientific). The cycling parameters were 94 °C for 2 min; 4 cycles
of 94 °C for 1 min, 50 °C for 1 min and 72 °C for 1 min; 4 cycles of 94 °C for 1 min, 55 °C for 1
min and 72 °C for 1 min; 26 cycles of 94 °C for 1 min, 63 °C for 1 min and 72 °C for 1 min, and
72 °C for 7 min. The amplifications were analyzed on 1% agarose gels and stained with Sybr
Safe (Invitrogen). The bands were excised, and purified with PCR clean-up Gel extraction
(NucleoSpin).

Library preparation and sequencing

The purified cDNAs were quantified by Qubit DNA High Sensitivity kit (Thermo Fisher
Scientific). Then, it was used for sequencing libraries prepared by the Nextera XT DNA Library
Prep kit (Illumina) according to the manufacturer's instructions. The PS5 and P7 indexes and
adapters were incorporated into the 500 bp amplicons by the overhang adapters added to the
primers. The library concentration was verified using Qubit DNA High Sensitivity kit (Thermo
Fisher Scientific), and the size and quality of amplicons were confirmed with the Bioanalyzer
High Sensitivity DNA Analysis (Agilent).

The IGH samples (18 pM) from the four equines were sequenced using I1lumina MiSeq platform
2 % 300 bp read length. The sequences have been deposited at the NIH SRA (Sequence Read
Archive) under accession number PRINA851406.
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Bioinformatic analysis of the horse immunoglobulin heavy chain (IgH) variable-region

repertoire

The reads were preprocessed by the pRESTO pipeline (vander Heiden et al., 2014), and the IG
genes were annotated using IMGT/HighV-QUEST (Alamyar et al., 2012) . The unproductive

V(D)J rearrangements were eliminated from the dataset, as well as the productive sequences
containing insertions, deletions (indels), or stop codons in V- and J-gene segments. The
sequences with the same VJ segment and identical CDR H3 size were grouped using the
IMGT/StatClonotype (Aouinti et al., 2016) for clonotype analyses.

After processing the sequences, analyses of the antibodies diversity were conducted, evaluating
the frequencies of gene segment usage, gene subgroups, and the combination of V(D)J genes in

gach animal using IMGT/StatClonotype. The size, composition, and amino acids groups (defined
by Crooks et al., 2004) of CDR-H3 amino acid sequences (numbered according to IMGT)

(Lefranc et al., 2003) were analyzed using R studio. R studio was also used to get public
repertoire antibodies defined as different horses containing antibodies with the same V and J and
CDR3. To determine the reading frame (RF) of IGHD genes, we first determined the
hydrophobicity index, according to Kyte-Doolittle scale, of each frame using R studio peptide
package. The most hydrophilic reading frame was definied as RF1, the most hydrophobic as RF2,
and the one hydrophobic with stop codons was defined as RF3 (Ivanov et al., 2002)..

Other parameters such as somatic hypermutation and junction were analyzed from data extracted
from IMGT/HighV-QUEST.

Rarefaction analysis and constructing species-richness curves clonotypes.
We used the program iNEXT (Hsieh et al., 2016) to subsample populations of clonotypes from

immunoglobulin heavy chains that belonged to four horses based on the frequency of their
occurrence in productive reads. iNEXT was also used to extrapolate beyond the number of

experimentally observed productive reads that we might expect with additional sequencing.
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Recon (Kaplinsky & Arnaout, 2016) was used to estimate the number of missing clonotypes in

the immunoglobulin heavy-chain datasets

Statistical analysis

To compare antibody isotypes (IgG and IgM) differences, we used the Shapiro-Wilk test
followed by the Mann-Whitney test.

For all analyses, the media of each horse-specific parameter followed by the average media of all

four horses, and also the standard deviation of the average media of the 4 horses were used.
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RESULTS

Restricted VJ gene usage in horse antibodies

We analyzed IgG and IgM variable heavy chains from four individual horses. Overall, the mean
of raw reads per IgM samples was 1,082,148 (354,598- 1,558,035) and 347,302 (210,964-
481,150) for IgG samples. We obtained 31-64% of productive reads and between 40,018 to
328,300 horse antibody clones (Table 1).

The EquCab3.0 horse's genome includes 21 IGHV, 16 IGHD, and 6 IGHIJ functional gene
segments, leading to 2,016 possible germline coding antibodies. However, in our study, we
observed a strong preference for IGHV4 subgroup gene segments, where the IGHV4-21,
IGHV4-29, and IGHV4-22 are used by 80% of the horse antibodies in both IgM and IgG
isotypes (Figure 1A). In addition, only 13 (of which three are present in less than 0.1% of the
antibodies) from 21 IGHV seem to be used in horse antibodies.

Similarly, IGHJ4 and IGHJ6 are the preferred J gene used by both IgM and IgG isotypes (Figure
IB). Interestingly, IGHJ6 is present in almost 60% of all horse antibody clones, showing a
restricted use of IGHV and IGHJ gene segments. All the 16 functional IGHD genes seem to be
used by horses' antibodies (Supplementary Figure 1).

The most frequent VDI combinations used by horse antibodies were IGHV4-21, IGHD2-26, and
IGHJ6-1, found in 2.8% (+0.9) of the IgM and 2.6% (£0.6) IgG isotypes (Figure 1C).

Our analysis also showed that more rare clones were observed in IgM samples than in IgG since
the rarefaction curves do not begin to plateau, indicating that we were unlikely to capture this
population's full diversity (Figures 2A and 2B). However, we were able to capture between 52 to
66% and between 62 to 82% of all IgM and IgG, respectively (Figure 2C), with no statistical
difference between IgM and IgG horse antibodies diversity compared to Shannon's (Figure 2D)
and Simpsons test (Figure 2E).

Public horse antibody repertoire is enriched in shorter CDR-II3

In this study, we observed that the four horses shared (public repertoire) shared only 0.05% (44
clones) of their IgM repertoire and 0.0099% of the IgG repertoire (4 clones) (Figures 3A and 3B).
For the [gM public repertoire, most of the clones present the IGHV4-21 gene (77%) of the IGHV
genes in the IgM public repertoire, while in the total repertoire, it represents approximately 32%

(Figure 1A). In the case of IGH] genes, we observed an increased gene usage of IGHJ4 (from
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4% to 9%) and IGHJS5 (from 29 to 32%) in the public IgM repertoire (Figure 1B).

Interesting to note that more than 90% of the CDR-H3 found in the IgM public antibody
repertoire presented only five amino acids length (Figure 3C). In general, the CDR-H3 size
distribution of horses follows a bi-modal pattemn, with sizes ranging from 4 to 51 amino acids
residues with a median length of 16 residues for both [gM and IgG isotypes (Figure 3C).
Interestingly, polar amino acids such as glycine (G) and tyrosine (Y) are increased in IgM public
repertoire, differently from the acidic aspartic (D) and glutamic acids (E) and the hydrophobic
phenylalanine (F), tryptophan (W) and alanine (A) that decreases (Figure 3D).

Our results suggest that the horse IGHV repertoire appears to be derived from limited germline

gene families.

Characterization of somatic hypermutation (SHM) frequency and pattern found in horse
antibodies

Based on our previous results, we hypothesized that the biggest horse immunoglobulin diversity
comes from somatic hypermutation and junctional diversity.

Ilere, we observed that the frequency of mutations in IgG isotype (media: 7.22%) was similar to
[gM (media: 6.46%) compared to their germline mapped on EquCab3.0 genome (Figure 4A).
The majority of mutations were found in CDR regions, especially at positions 32 (CDR1), 50, 52
and 58, from CDR2 and 88 (FR3) for both [gM and IgG isotypes (Figure 4B). We also observed
that an average of 16.79% of nucleotides are mutated in CDRs of region IGHV, from which the
majority of them (45 to 51%) are present in AID motifs (RGYW and complementary WRCY
nucleotide motifs) (Supplementary Table 1).

Characterization of Horse Antibodies Junctional Diversity

An essential source of antibody diversification is the addition and deletion of nucleotides
between VDI junctions. Therefore, we analyzed the occurrence of the P/N nucleotide addition
and exonuclease trimming for both TgM and IgG horse antibodies. We observed very similar
characteristics in all the junctional regions of IgM and IgG horse antibodies (Figures 5A and 5B).
N1 and N2 nucleotides media vary from 8.6 to 9.2 present in around 92 % of the IgM and IgG
antibody clone (n = 998,756 clones for IgM, n = 264,566 clones for IgG (Figura 5A and 5B,
Table 2). Interestingly, 43-44% of the antibodies have N1 (ranging from 10 to 111 nt) and N2
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junctions (ranging from 10 to 104 nt) with 10 or more nucleotides, and 6.9 to 9.8% of these
regions with 22 or more nucleotides (Table 2). It was also possible to observe that half of the 10
biggest CDR3 present cysteines (Supplementary table 4). We also noticed that N1 region is
highly enriched in G (35.59%), and the N2 region is enriched in G and T (30% ) for both
isotypes (Supplementary Table 2).

Similarly, exonuclease trimming was observed in around 70% to 97% of the Ig clones, with the
biggest number of nucleotides trimmed in the IGHJ gene ends (mean of 10 for [gM and 11 for
IgG) (Figure 5A and 5B). When analyzing the components that contribute to the length of the
CDR-H3, we observed that an average of 15 nucleotides from IGHD gene segment contribute to
the length of the IgM and IgG CDR3s with contain an average of 54 nucleotides (around 26-27%
of IGHD contribution to the CDR3). Surprisingly, when the 5 biggest CDR-H3 of the IgG clones
where anlysed we observed a contribution of 12 to 22 nucleotides of IGHD genes which
represents only 9% to 12% of the CDR3. The biggest contribution in these cases came from N1
addition that can contribute with 111 nucleotides of a CDR3 with 150 nucleotides (74%) or the
N2 addition that can contributc with 91 nuclcotides of a CDR3 containing 129 nuclcotidcs (70%)
(Figure 5C).
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We also observed a preference for the use of RF1 (more of 80%) in the horse's antibodies
(Supplementary Figure 2), enriched in polar amino acids such as tyrosine and glycine (Table 2).
Of the 96 possible sets of IGHD amino acid sequences (16 x 6 = 96), 36 (37.5%) include one or

more tyrosine, while only 13 (13.5%) have one or two arginines (Supplementary Table 3).

Discussion

In this work, we investigate the antibody-heavy chain repertoire of four different horses,
presenting the largest collection of adaptive immune receptor sequences described to date for
horses. We analyzed 40,018 to 328,300 horse IgG or IgM clones, with good coverage, from 52 to
82% of the repertoire. Similar to this work, it was observed a difference in depths for IgM (36%)
when compared to IgG (64%) for human antibodies (Galson et al., 2015) . Although not much
difference was observed between IgM and IgG isotypes, this is the first high-throughput
sequencing study that characterizes both isotype's horse repertoires.

Interestingly, we found that approximately 80% of the IgM and IgG antibodies present the
IGHV4 group as a gene segment used in their antibodies, corroborating works from,
Similar results were also observed by Tallmadge and collaborators (2013) using 5' RACE,
in which they found a strong preference (80%) for the IGHV4-29 (previously
called IGHV2S3) and IGHJ6-1 (55%) (previously called IGHJ1S5) usage in adult horses'

antibodies (Chaudhary & Wesemann, 2018; Manso et al., 2019; Sun et al., 2010; Tallmadge et al., 2013).
Similar, humans antibodies also have a preference for the IGHV4 family (Arnaout et al., 2011),
differing from other organisms like cattle, dogs, and mice that present a predominance for

IGHV1 genes in their antibodies and cats with the presence of IGHV3 genes (Pasman et al., 2017;

Rettig et al., 2018; Steiniger et al., 2014, 2017). We also observed a predominance of IGHJ6 in
horse antibodies, while dogs and cats antibodies se mostly IGHJ4, and mouse, the IGHJ1 group
(Arnaout ct al., 2011; Steiniger ct al., 2014, 2017). It is intcresting to notc that horsc antibody

repertoire is highly dominated by only a few IGHV and IGHJ genes, even if they can use all of
their theoretical germline combinations. We observed a high frequency of antibodies (2.8 0.9 %)

containing IGHV4-21, IGHD2-26, and IGHJ6-1 gene segments combination, also identified in

previous work on non-immunized horses (Manso et al., 2019; Tallmadge et al., 2013). This result
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is not different from human antibody repertoires (Amaout et al., 2011), where 0.1% to 2.7% of

sequences have the same V(D)J combinations.

In addition, even for a few clones, we observed the presence of a public horse antibody repertoire
in the abscnec of any specific immunc stimulation. We found more cloncs in the public IgM
(0.05%) repertoire than in the public IgG repertoire (0.009%). The small number of shared
public antibodies clones can be due to the high diversity of horses antibodies but can also be due

to an artifact of the clonotyping method used in this work that considers the same clone only

antibodies with identical CDH3 region (IMGT/HighVQuest). The observation of more public
[gM (1.4%) than IgG (0.3%) and IgA (0.5%) was also observed in the human antibody (Galson

etal., 2015. Interestingly, even with a smaller number of public antibodies, we found differences
between the CDR-H3 length of the public and the entire repertoire, observing a higher

percentage of short CDR-H3 in the public repertoire, also observed in human (Briney et al., 2019;

Galson et al., 2014; Soto et al., 2019). It is supposed that B cells expressing receptors with short
CDR-H3 are selected because they increase their affinity for the antigen, make clonal expansion,
and differentiate in plasma cells or memory B cells (Rosner et al., 2001).

In this work, we also evaluated the SHMs in the IGHV gene segment of the animals (FR1, CDR1,
FR2, CDR2, and FR3 regions). The IgG sequences showed a similar mutation frequency than the
[gM sequences, probably due to limited pathogen stimulation since they are not immunized. To
better understand how mutations are distributed along the IGHV gene segment, we evaluated the
number of mutations present in each position for both studied Ig isotypes. We observed a similar

mutation profile between the IgG and IgM, with more mutations found in the CDR regions, even

in these non-immunized animals. This corroborates previous studies in adult horses (Tallmadge

et al., 2013) and healthy and HIV patients (Bowers et al., 2014).

The mechanism of variability that produces SHM is carried out by the enzyme cytidine
deaminase (AID) induced by activation, by deamination of the cytosine base, creating a U:G
mismatch. The AID targets SHM mutations on "hotspots" (complementary RGYW and WRCY
nucleotide motifs) (Spencer & Dunn-Walters, 2005) . This work observed that around 19% of
IGHV sequences present AID motifs, similar to human IGHV, presenting 17.8% of these motifs

(Bowers et al., 2014). In addition, as in the human repertoires, we found a higher percentage of
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motifs in the CDR (average of 13.5%) than in the FR (average of 5.2%), as well as a higher
number of mutated nucleotides in this region (Bowers et al., 2014).

It is important to highlight that, besides a very similar VJ gene usage in [gM and IgG antibodies,
and also a very similar profile of SHM, the IgM and IgG clones looks very dissimilar according
to Bray-Curtis dissimilarity index (data not show).

Very little has been described the characteristics of horse junctional diversity in horse antibodies.
Here, we observed NI and N2 nucleotide additions in most IgM and TgG clones, and also
observed exceptionally long N nucleotide additions for both N1 and N2 IgG (10-111 bp) in
around 44% of the antibodies. Non-template additions to IGH genes have been reported in
humans and mice (Shi et al., 2014), pigs (Sinkora et al., 2003), and cattle (Liljavirta et al., 2014).
The mean number of nucleotide addition in humans is 6.6 + 4.3 in N1 and 6.4 + 4.6 in N2, while
in mice, it is 2.4 + 2.2 and 2.1 = 1.8 in N1 and N2, respectively (Shi et al., 2014). The average
number of nucleotide additions in cattle that present ultralong CDR3s is not particularly high
(2.5 in N1 and 2.6 in N2), reflecting the high frequency (35%) of unions with zero additions
(Liljavirta et al., 2014). Such frequency and length of N additions have not been reported in other
species, suggesting that this diversity mechanism is essential to generating variability in equine
immunoglobulins.

Extensive trimming of IGHD genes in horse antibodies (mean value of 6 and 7.9 nucleotides for
the 3D and 5D junction, respectively) observed is not very different from cattle antibodies
(trimming of 5 to 6 nucleotides) (Liljavirta et al., 2014). It is interesting to note that the larger
trimming followed in horse antibodies was observed in the IGHJ gene, ranging between 10 and
11 nucleotides, while in other species, such as cattle, humans, and mice, have respectively 2, 6,
and 4 nucleotides trimmed in this region (Liljavirta et al., 2014, Shi et al., 2014). In our data,
between 70% to 97% of antibody cloncs had nucleotides delcted anywhere in the junction,
similar to other species (Liljavirta et al., 2014; Shi et al., 2014).

This impressive N nucleotide addition frequency and length can be due to differences in
Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) enzyme activity in horses compared to other
species.

These enzymes are composed of mainly two regions, a catalytic core composed of finger, palm,
and thumb domains at the C-terminus and a BRCA1 (breast cancer susceptibility protein) C-

terminal (BRCT) domain at the N-terminus. When comparing the horse sequence of TdT
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isorform 1 and 2 with human, mouse, pig, and cattle TdT we observed the conservation of the
catalytic aspartic acids and the substrate-specific loop 1 (Figure 6). Interestingly, the palm
domain region, between the first aspartic acids and the loop1, is one of the most different regions
between the TdT from other species.

[n addition to this region, we can also observe a very dissimilar region between the BRCT
domain and TdT catalytic core. For the best of all knowledge, it is unclear how this non-
enzymatic domain contributes to the unique hiological function of TdT. Interesting to note that
this interdomain region is enriched in Proline amino acids. It looks like for DNA polymerase
lambda, which presents a bigger Proline-rich domain in this region compared to TdT, this region
can impact DNA polymerase fidelity and with BRCT domain can act cooperatively to promote

primer/template realignment between DNA strands of limited sequence homology (Fiala et al.,
2006; Taggart et al., 2014) . Since the TdT template and untemplated activities (Loc’h et al.,

2016)are proposed to be essential for antibodies diversity, future studies need to investigate the
role of the interdomain region in these activities, as well as the role of the region in palm domain
in between aspartic acids and loopl.

This study also observed that more of 80% of the horse antibodies use reading frame 1 (RF1) for
both the IgM and IgG isotypes. Several species, such as humans, mice, and sharks, produce
antibodies using IGHD reading frame 1 (RF1) (Schroeder et al., 2010). However, similarly to
other species RF1 used for horses antibodies is strongly enriched in tyrosine, representing
39.55% of the IGHD amino acids. We know that tyrosine is the amino acid that typically makes

the most significant contribution to binding affinity at protein ligand-receptor interfaces (Bogan

& Thorn, 1998). This suggests that natural selection was operating on immunoglobulin diversity
gene segments to restrict and control their evolution in such a way as to influence the

composition and range of diversity of immunoglobulin antigen-binding sites (Burnet, 1976).

Conclusions

This is the first high-throughput sequencing study that characterizes IgM and IgG isotype horse
repertoire to the best of our knowledge. We showed a highly restrict use of IGHV and IGHJ
genes in horse antibody repertoire in which around 80% of the antibodies are composed by only

3 IGHV gene segments and almost 60% of them with the same IGHJ gene segment. We
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observed a complex and diverse repertoire for IGH, given mainly by the junctional diversity,
much bigger and frequent than the one present in other species. Our study on the equine
antibody repertoire contributes to understanding the generation of their diversity and open up

new questions about horse TdT particularities to generate such diversity.
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Tables

Table 1: Overview of the IgM and IgG heavy chain variable sequencing results from four

non-immunized horses

Horse Ig Raw Preprocessed Annotated  Productive

Sample Isotype Reads Reads Reads Reads Clones
1 IegM 1,558,035 779,236 526,221 484,236 294,600
2 IegM 1,499,997 900,306 891,250 790,308 328,300
3 IgM 915,963 690,915 529,584 485,888 283,600
4 IgM 354,598 268,020 203,623 193,644 86,177

1 IgG 210,964 187,229 182,918 175,686 43,861
2 IgG 288,611 233,147 219,402 209,248 40,018
3 IgG 408,483 306,844 304,394 271,204 91,136

4 IgG 481,141 390,341 382,438 361,320 89,551
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Table 3: Amino acid percentage composition per reading frame of horse D gene

159

RF1 RF2 RF3 iRF1 |iRF2 |iRF3

D 522 0.75 0 0 0 0
Acid
E 0.74 0 2.90 0 0 3.00
R 0.74 1.50 4.34 5.97 0.74 0
K 0.74 0 0 0.74 0 0 Basic
H 0 0 0.72 21.64 |149 0
F 0 0 0.72 0 0 0.75
P 0 2.25 0 2.24 448 17.29
\ 0 2782 |0.72 0.74 29.10 |3.00
L 0 5.26 4275 149 1.49 18.04
Hydrophobic

[ 223 6.77 1.44 0.74 18.66 [3.00
A 597 3.00 1.45 3.54 5.26 2.93
w 3.73 0 13.76 |0 0 0
M 0 18.04 |0 0 0 0.75
N 597 6.66 0.72 15.67 |2.99 0
Q 0 0 2.90 1.49 0 451 Neutzal
C 0.74 0 5.80 5.97 0 2.94
S 1492 |0 0 23.88 |448 6.77
G 18.65 |45 1.45 0 597 1.50 Polar
Y 3955 |0 2.90 1194 0.74 2.25
T 0.74 2932 |0 0.74 26.12 [1.50
* 0 0 1739 |4.47 0.74 32.33
AA Mediaby RF 788 7.82 R.11 7.88 7.88 782




Figures
A 3 Total lgh
m Total IgG
00 3 Public IgM
&0
_. B0
o]
% 20 IJ'Ii! 1 l e
£ 10
g 8
g g
g 2
® 05
T 04
T 03
0.0 *1
A 93 N ~
h' '\ [ 2 W '\ D
\ o 43. (f‘p 4\ Ab. o
& & @&‘ \e & @z‘ 65‘ & 6‘ -6* ~s‘ é‘ .p &
\
IGHV
B - C
F L
=
o
540- V-D-] conhinztion leM (% 8D) e 5D
2 LCHV4 11%, 1GHDD 26, IGHI6 1 25 (0.4} 26405
] €
- LGV 4, IGHIE-Z0, JGHIb-] 2404} LU
9 20+
E TCHVA-21%, IGHD2-2), TGHTR-I 1.7 {14) 1.3(0.3
@
e 0 El m! - TGHV4-21#*, TOHD2-12, TGHTG-1 1.4 {0.4) 1403
] ] & 3 b IGHY4-21%, IGHI2-24, IGH14 1.2 {0.4) 0.900.2}
& & &g
vog& & ¢

160

Figure 1: IGHV and IGHJ gene segments frequency present in public IgM and total IgM

and

IgG horses' antibodies.

Median of relative frequency (%) of IGHV (A), IGH] (B) and V(D)J more frequent combination

(C) in IgM and IgG isotype from four horses. The genes are organized in the order that it appears

in the EquCab 3.0 genome (5'- 3").
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Figure 2: Antibody heavy chain repertoire richness and diversity estimates for IgM and
IgG in the four non-immunized horses.

Interpolation and extrapolation of species richness were obtained using iNEXT for IgM (A) and
IgG (B). Solid lines correspond to the interpolation (based on experimental data), and the dashed
lines belong to the extrapolated data. Summary of estimates for repertoire size, including missing
clones (C). The comparison of Shannon's (D) and Simpsons (E) diversity between the IgM and
IgG isotypes (p < 0.05).
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Figure 3: Horse public and private heavy chain variable region repertoire.
The number of antibody clones presented by the different horses and the shared number of
clones between the 2, 3, or 4 horses in this study for the IgM (A) and IgG (B). Comparison of the

CDR-H3 length (C) and amino acid composition (D) between the Total IgM, Total IgG, and the
public IgM repertoire.
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Figure 4: Somatic Hypermutation (SHM) characteristics of Horse IgG and IgM heavy
chain variable region.

(A) Media of SHM frequency (%) at the IGHV gene segment from IgM and IgG isotypes (p <
0.05). (B) The number of mutations by amino acid position in the [GHV gene segment of the
horses’ heavy chain (According to the IMGT numbering, without gaps). The dotted lines delimit
the FR and CDR regions . IgM is shown in red and IgG in blue.
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Figure 5: VDJ junction analysis.

(A) Junctional modifications schema during VDJ rearrangement, showing the locations and the
occurrence of different types of junctional modifications. Into the box are the mutation frequency
(%) of each junctional segment in all the antibodies clones analyzed: 3VP and 3VT for 3'V
region, SDP and 5DT for 5'D genes, 3DP and 3DT for 3'D region, and 5JP and 5JT for 5'J genes,
where P means palindromic nucleotides additions, and T means exonuclease trimmings; N1 the
non-template randomized nucleotides additions at the 3'V and the 5'D genes; N2 for N additions
at the 3'D and the 5'J genes. (B) The median number of nucleotides per junction region added or

trimmed.(C) Deconstruction of the components that contribute to the length of the CDR-H3 in
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the media of total of the IgM and IgG clones, as well as the 5 biggest CDR-H3 of the IgG clones.
The mean of nucleotides of the germline sequence of the VH gene segment, P and N junctions,

the DH gene segment, and the JH gene segment to the CDR-H3 length is illustrated.
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Supplementary Figure 1: Median of Relative frequency of functional IGHD gene segments in horses in [gM
and IgG repertoires.
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Supplementary Figure 2- Reading Frame (RF) preference for IGHD gene segment in non-immunized horses.

Relative frequency of the six possible open reading frames for the IGHD gene segment. RF1, RF2, and RF3 are
generated by deletion, while iRF1, iRF2, and iRF3 are generated by inversion.
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ANEXO V

Comparacdo do indice de dissimilaridade de Bray-Curtis entre cavalos IgM e 1gG

Amostra Indice de dissimilaridade
de Bray-Curtis (%0)

11gM/1gG 0,99
21gM /1gG 0,99
31gM /1gG 0,99

41gM / 1gG 0,98




