UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Programa de Pés-graduacédo em Bioquimica e Imunologia

Manuela Cristina Emiliano Ferreira

ESTUDO DE REPERTORIO SOROLOGICO DE ANTICORPOS DE CAVALO
CONTRA VENENO DE ARANHAS DO GENERO LOXOSCELES DE
IMPORTANCIA MEDICA NO BRASIL

Belo Horizonte
2022



Manuela Cristina Emiliano Ferreira

ESTUDO DE REPERTORIO SOROLOGICO DE ANTICORPOS DE CAVALO
CONTRA VENENO DE ARANHAS DO GENERO LOXOSCELES DE
IMPORTANCIA MEDICA NO BRASIL

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-graduacgao
em Bioquimica e Imunologia da Universidade Federal de
Minas Gerais, como requisito parcial para a obtencédo do
grau de Mestra em Bioquimica e Imunologia.

Orientadora: Profa. Dra. Liza Figueiredo Felicori Vilela
Coorientadora: Dra. Marcella Nunes de Melo-Braga

Belo Horizonte
2022



043

Ferreira, Manuela Cristina Emiliano.

Estudo de repertorio sorolégico de anticorpos de cavalo contra veneno de
aranhas do género Loxosceles de importancia médica no Brasil [manuscrito] /
Manuela Cristina Emiliano Ferreira. — 2022. 81 f. : il. ; 29,5 cm.

Orientador: Liza Figueiredo Felicori Vilela. Coorientador: Marcella Nunes de Melo-
Braga.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Biologicas. Programa de Pés-Graduacdo em Bioquimica e Imunologia.

1. Bioquimica e Imunologia. 2. Cavalos. 3. Imunoglobulinas. 4. Venenos de
Aranha. I. Vilela, Liza Figueiredo Felicori. Il. Universidade Federal de Minas Gerais.
Instituto de Ciéncias Bioldgicas. Ill. Titulo.

CDuU: 577.1

Ficha Catalografica elaborada pelo bibliotecario Rafael Gongalves Dias (CRB: 6 - 3277)




Universidade Federal de Minas Gerais
Curso de Pds-Graduacdo em Bloguimica e Imunalogla ICB/UFMG
Av. Antdnio Carlos, 6627 — Pampulha
31270-901 — Bado Horzome — MG
e-mail: pg-big@ich ufmg br (31)3409-2615

ATA DA DEFESA DA DISSERTACAO DE MESTRADO DE MANUELA CRISTINA
EMILIANO FERREIRA. Aos trinta dias do més de agosto de 2022 as 14:00 horas, reuniu-se
de forma “on line” utilizando a plataforma “Zoom" ¢ presencialmente na Sala 301 no CADI,
da Universidade Federal de Minas Gerais, a Comissio Examinadora da dissertacio de
Mestrado, indicada ad referendum do Colegiado do Curso, para julgar, em exame final, o
trabalho intitulado "Estudo de repertdrio sorolégico de anticorpos de cavalo contra veneno
de aranhas do género Loxosceles de importincia médica no Brasil", requisito final para a
obtenciio do grau de Mestre em Biogquimica e Imunologia, drea de concentracio: Bioguimica.
Abrindo a sessiio, a Presidente da Comissdo, Profa. Liza Figueiredo Felicori Vilela, da
Universidade Federal de Minas Gerais, apds dar a conhecer aos presentes o teor das Normas
Regulamentares do Trabalho Final, passou a palavra & candidata para apresentacio de seu
trabalho. Seguiu-se a arguicio pelos examinadores, com a respectiva defesa da candidata.
Logo apos a Comissiio se reuniu, sem a presenca da candidata e do piblico, para julgamento
¢ expedicio do resultado final. Foram atribuidas as seguintes indicagdes: Dr. Alexandre Keiji
Tashima (Universidade Federal de Sio Paulo - UNIFESP), aprovada; Dra. Mariana
Torquato Quezado de Magalhdes (Universidade Federal de Minas Gerais), aprovada: Dra.
Marcella Nunes de Melo Braga - Coorientadora (Universidade Federal de Minas Gerais),
aprovada; Dra. Liza Figueiredo Felicori Vilela - Orientadora (Universidade Federal de
Minas Gerais), aprovada. Pelas indicacées a candidata foi considerada:

(x) APROVADA
( ) REPROVADA

O resultado final foi comunicado publicamente & candidata pela Presidente da Comissio.
Nada mais havendo a tratar, a Presidente da Comissiio encerrou a reunifio e lavrou a
presente Ata que serd assinada por todos os membros participantes da Comissio
Examinadora. Belo Horizonte, 30 de agosto de 2022.

. r,---"ﬁ“’
Dr. Alexandre Keiji Tashima (Universidade Federal de Sio Paulo - UNIFESP)

Dacurmenic assinade digitalmente
MARIANA TORQUATO QUEZADD DF MAGAL

Dra. Mariana Torquato Quezado de Magalhdes (UFMG) g V'b Datsc 12/08/2022 11:29:42-0300

N~ Mot 25
Dra. Marcella Nunes de Melo Braga - Coorientadora (UFMG)

LA

Dra. Liza Figueiredo Felicori Vilela - Orientadora (UFMG)




Agradecimentos

A CAPES pela bolsa de pesquisa concedida e aos apoios financeiros do CNPq e da
FAPEMIG.

Ao Instituto de Ciéncias Bioldgicas e ao Programa de Pé6s Graduacao em Bioquimica
e Imunologia, agradeco pela oportunidade de ter desenvolvido o projeto de mestrado

em um programa de exceléncia.

Agrade¢o com muito carinho a todos que contribuiram direta ou indiretamente para a
construcdo desse trabalho:

A minha orientadora, Liza, por sua dedicacéo e sensibilidade e por compartilhar toda
a sua empolgagdo com a pesquisa cientifica. A minha coorientadora, Marcella, por
toda a parceria nos desafios da bancada, das analises, da escrita e por seu carinho e

bom humor infinitos.

A todos os colegas de laboratério pela companhia na rotina de experimentos e por
todas as contribuicdes nos momentos de discusséo de artigos e resultados. A Marcele
pela companhia nos dias estranhos de pandemia e por todas as conversas
motivacionais. A Milene e ao Fabio pela ajuda nos desafios da programacéo. A
Carlena por todas as trocas na descoberta dos caminhos para entender os anticorpos
de cavalo. Aos técnicos do departamento pela disponibilidade em ajudar em diversos

momentos, em especial ao Jamil e ao Elimar.

A toda minha familia pelo apoio e respeito na escolha pelo caminho da pesquisa
especialmente a minha mée, Jorginho e Laura, por serem meu porto seguro nesse
momento e em todos os outros. As amizades que estiveram pertinho para os
momentos de comemoracéo e de duvida. Ao meu tio por todo o suporte para que eu
pudesse me dedicar aquilo que gosto de fazer. Ao Clovis por ser o melhor

companheiro sempre e por trazer tantas coisas boas para os meus dias.



Resumo

Os acidentes com aranhas do género Loxosceles (ou aranhas-marrom) tém incidéncia
crescente no Brasil e podem desencadear lesdes dermonecréticas severas, faléncia renal e
Obito. A soroterapia é o Unico tratamento especifico a disposicdo e consiste em fragmentos
de anticorpos de cavalos hiperimunizados com o veneno das aranhas. O uso dessa terapia
pode gerar reacoes adversas e sua producédo depende da extracdo do veneno das aranhas
para imunizacdo dos equinos com moléculas toxicas que impactam na sobrevida desses
animais. Diversas tentativas tém sido exploradas para contornar essas limitagbes, mas o
desconhecimento das caracteristicas de anticorpos de cavalo limita a busca por novas
solucdes. Neste trabalho, o repertério de anticorpos sorologico de quatro cavalos
hiperimunizados com veneno de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta foi caracterizado quanto
as classes e subclasses de imunoglobulinas e quanto as sequéncias dos anticorpos que o
compde. Plasmas equinos antes e apds hiperimunizacao foram usados para quantificacéo
das classes de imunoglobulinas e subclasses de IgG e em sequéncia para isolamento de IgG,
obtengao de F(ab’),, selecao de F(ab’), especificas contra pool de venenos das trés espécies
ou contra o principal componente do veneno, a fosfolipase D e digestdo por tripsina. Os
peptideos tripticos de F(ab’), especificas foram analisados por LC-MS/MS e mapeados as
sequéncias de cadeia pesada imunoglobulina do transcriptoma de PBMCs de cada animal,
utiizando o CDRH3 como parametro para identificagdo. Quanto as classes de
imunoglobulinas, a mediana da concentracéo de IgM foi de 0,63 e de IgG de 241,42 mg/mL
nos plasmas hiperimunes. Antes do isolamento com proteina G, a subclasse IgG(T) foi
encontrada com maior abundéancia nos plasmas e ap6s o isolamento nota-se predominio de
IlgGb. A partir dos dados de LC-MS/MS, foram identificadas 132 sequéncias da regido variavel
da cadeia pesada especificas contra o pool de venenos, 19 contra rLiD1 e 12 sequéncias
foram identificadas com as duas especificidades. Nessas sequéncias, 0os segmentos génicos
IGHV4-29, IGHD2-26 e IGHJ6 foram mais usados, os CDRH3 apresentaram maior frequéncia
de residuos carregados em relagéo ao repertorio inespecifico e tinham comprimento mediano
de 17 aminoacidos. O calculo da abundancia a partir da area sob a curva dos peptideos
revelou uma reposta polarizada com mais de 80% da abundancia concentrada nos top 3 e top
5 clones de imunoglobulinas especificos contra o pool de venenos e rLiD1, respectivamente.
A predicdo de paratopos destes anticorpos contra rLiD1 indica alta convergéncia, com quatro
possiveis epitopos reconhecidos pelas 31 sequéncias. Pelo nosso conhecimento, esse € o
primeiro trabalho a utilizar o 1g-Seq na caracterizagc&o de anticorpos equinos. A descoberta de
sequéncias da regido variavel da cadeia pesada de imunoglobulinas e suas caracteristicas
podem ser aplicadas na producao e otimizacao de anticorpos sintéticos para uso terapéutico.

Palavras-chave: imunoglobulinas; cavalos; veneno; proteémica; Loxosceles.



Abstract

The accidents caused by spiders of the Loxosceles genus (also called brown-spiders)
are rising in incidence in Brazil and may cause severe dermonecrotic lesions, renal failure and
death. Serotherapy is the only specific treatment available and is based on antibodies from
horses hyperimmunized with the spiders’ venom. The use of this therapy may cause adverse
reactions and its production relies on the extraction of the venom from the spiders for the
immunization of the horses, a process that impacts negatively on the life of the inoculated
animals. Many attempts to overcome these limitations have been explored, but the lack of
knowledge about the characteristics of horses’ immunoglobulins limits the search for new
solutions. In this work, the repertoire of serological antibodies of four horses hyperimmunized
with venom from L. intermedia, L. gaucho and L. laeta was characterized relative to its classes
and subclasses and to the sequences that compose them. Equine plasmas collected before
and after the immunization were used for the quantification of immunoglobulin classes and IgG
subclasses and, after that, for isolation of IgG, obtention of F(ab’),, selection of F(ab’), fractions
specific against the pool of venoms or against rLiD1 and trypsin digestion. Specific F(ab")»
tryptic peptides were analyzed by LC-MS/MS and mapped to the immunoglobulin heavy chain
sequences of the transcriptome of PBMCs of each animal, using CDRH3 as a parameter for
identification. As for the immunoglobulin classes, a median concentration of 0.63 for IgM and
of 241.42 mg/mL for IgG were found in hyperimmune plasmas. Before isolation using protein
G, the IgG(T) subclass was found with greater abundance in plasmas and after isolation, IgGb
predominated. From the LC-MS/MS data, 132 heavy chain variable region sequences specific
against the pool of venoms were identified, as well as 19 against rLiD1 and 12 with both
specificities. In these sequences, the IGHV4-29, IGHD2-26 and IGHJ6 gene segments were
more used, the CDRH3 had a higher frequency of charged residues compared to the
nonspecific repertoire and had a median length of 17 amino acids. Calculation of abundance
from the area under the curve of the peptides revealed a polarized response with more than
80% of the abundance concentrated in the top 3 and top 5 clones of specific immunoglobulins
against the pool of venoms and rLiD1, respectively. The prediction of paratopes against rLiD1
indicates high convergence, with four possible epitopes recognized by the 31 sequences. To
our knowledge, this is the first work to use lg-Seq for the characterization of equine antibodies.
The discovery of sequences of the variable region of the heavy chain of immunoglobulins and
its characteristics may be useful in the production and optimization of synthetic antibodies
designed for therapeutical applications.

Keywords: immunoglobulins; horses; venom; proteomics; Loxosceles.
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1. Introducéao

1.1. Acidentes com aranhas do género Loxosceles

Os envenenamentos causados por picada de aranha sao eventos de
notificagdo obrigatoria do Sistema Unico de Satide (SUS) brasileiro cuja incidéncia
vem crescendo no pais desde o ano de 2015. No Brasil, 0 araneismo é marcado por
trés géneros de artropodes de importancia médica: Latrodectus, conhecido
popularmente como vilva-negra, Phoneutria ou aranha-armadeira e Loxosceles ou
aranha-marrom, grupo que concentra as espécies associadas a maior parte dos
casos. Loxosceles laeta, Loxosceles gaucho e Loxosceles intermedia provocam em
meédia 8.000 acidentes anuais contra média de 4.000 acidentes associados ao género
Phoneutria, 129 atribuidos a Latrodectus e 158.656 casos de araneismo cuja a
espécie causadora nédo foi identificada. Os acidentes com Loxosceles se distribuem
de forma heterogénea no Brasil: cerca de 60% dos casos sdo detectados na regiao
sul e 30% na regi&o sudeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

A picada por aranha-marrom caracteriza-se por ser indolor e ocorrer com maior
frequéncia pela compressao do animal contra o corpo do individuo. Os sinais e
sintomas iniciam-se tipicamente algumas horas ap0s o0 acidente e em conjunto
compdem as sindromes do loxoscelismo (FUTRELL, 1992). No local da picada,
podem ser observados inchaco, vermelhiddo e coceira, além de Ulcera que pode
evoluir para lesdo dermonecrética, sinal caracteristico do loxoscelismo cutaneo
(Figura 1). Enquanto a forma cutanea afeta mais de 70% dos acidentados, estima-se
gue a incidéncia do loxoscelismo viscero-cutaneo varia entre 0,7%-27%, dependendo
da localidade e da espécie de aranha-marrom causadora da picada (DE OLIVEIRA et
al., 2005; GREMSKI et al., 2014). Na forma viscero-cutanea, além dos sintomas ja
citados sdo detectadas hemolise intravascular, trombocitopenia e coagulagéo
intravascular disseminada que podem desencadear faléncia renal e 6bito (FUTRELL,
1992;SWANSON; VETTER, 2006).
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Figura 1 — Evolucdo da lesdo dermonecrotica de paciente acidentado com aranha-
marrom. Progressédo de Ulcera e necrose no local da picada nos dias 1 (A), 9 (B), 16 (C) e
25 (D) apos o acidente. (ISBISTER; FAN, 2011).

Os sinais e sintomas sao resultado da acdo sinérgica dos diversos
componentes dos venenos de Loxosceles. O estudo do transcriptoma da glandula de
veneno de L. intermedia revela que as moléculas mais abundantes sdo da classe dos
peptideos inseticidas, seguidas pelas metaloproteases e pelas fosfolipases D
(GREMSKI et al.,, 2010), enquanto no transcriptoma de L. laeta, as fosfolipases
ocuparam a posicdo de maior abundancia, seguidas pelas metaloproteases
(FERNANDES-PEDROSA et al.,, 2008). Além dessas proteinas, serino-proteases,
neurotoxinas e hialuronidases sdo encontradas em menor frequéncia. Dentre as
classes de proteinas citadas, as fosfolipases D (também denominadas
esfingomielinases D, toxinas dermonecréticas ou proteinas LoxTox) destacam-se pela
alta imunogenicidade e pela capacidade de replicar os sinais do envenenamento
induzindo o surgimento da lesdo dermonecrética e de alteragdes vasculares (CHAIM
et al., 2011; GREMSKI et al., 2014). A imunizacao de animais com fosfolipase D gera
soro anti-veneno capaz de proteger contra a evolucdo da lesédo dermonecroética, com
protecdo cruzada parcial contra 0 envenenamentos causados por espécies de
Loxosceles distintas da espécie de origem da fosfolipase (DE ALMEIDA et al., 2008;
DUARTE et al., 2015; FINGERMANN et al., 2020).
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Os pacientes acidentados que passam a manifestar sintomas sao
diagnosticados principalmente pela avaliacdo clinica e epidemiolégica (FUTRELL,
1992). Para os casos leves e moderados, apenas 0 manejo dos sintomas e o uso de
anti-inflamatorios é recomendado. Para 0s casos graves, além dessas intervencoes,
preconiza-se 0 uso de soroterapia anti-veneno, o Unico tratamento especifico para
neutralizar os efeitos dos componentes do veneno a nivel sistémico a disposi¢cao
(MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

1.2. Soroterapia anti-veneno

A soroterapia vem sendo usada como tratamento para o envenenamento desde
1894, ano do desenvolvimento do soro antiofidico por Césaire Phisalix e Albert
Calmette (BOCHNER, 2016). No Brasil, essa inovacéao foi explorada por Vital Brazil
Mineiro da Campanha, que iniciou em 1898 os estudos para a producdo de soros
especificos contra o0 veneno de serpentes brasileiras (para revisdo SQUAIELLA-
BAPTISTAO et al., 2018). Atualmente no pais, 0s soroterapicos, s&o gerados
tipicamente a partir do sangue de cavalos hiperimunizados com o antigeno contra o
qual a protecao € desejada (MIRANDA, 2021).

Atualmente, quatro instituicdes publicas produzem os soros anti-venenos que
sdo distribuidos nacionalmente: o Instituto Butantan, o Centro de Pesquisa e Producao
de Imunobiolégicos (CPPI), o Instituto Vital Brazil e a Fundacdo Ezequiel Dias
(FUNED) (MIRANDA et al., 2021). Os imunobiolégicos produzidos incluem terapias
para 0s principais animais peconhentos do pais como as serpentes dos géneros
Bothrops (soro antibotropico), Lachesis (soro antibotropico e antilaquético), Crotalus
(soro anticrotdlico ou soro antibotrépico e anticrotdlico) e Micrurus (soro anti-
elapidico), todos produzidos pelo Butantan; escorpides dos géneros Tityus (soros anti-
escorpidnicos do Butantan ou da FUNED) e aranhas dos géneros Latrodectus (soro
anti-latrodético, do Instituto Vital Brazil), Phoneutria (soro anti-aracnidico do Instituto
Butantan, gerado contra o veneno de Loxosceles spp., Phoneutria spp. e Tityus spp.)
e Loxosceles (soro anti-loxoscélico do CPPI, gerado contra os veneno de L.
intermedia, L. gaucho e L. laeta) (MINISTERIO DA SAUDE, 2001). As ampolas
produzidas tém sua qualidade assegurada pelo Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS) e sédo distribuidas as secretarias de saude estaduais
por intermédio do Centro Nacional para Distribuicdo e Armazenamento de
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Imunobiolégicos (CENADI) de acordo com as demandas regionais (GUTIERREZ et
al., 2009).

A producdo dos soros anti-venenos tem como principais etapas: i)
hiperimunizag¢ao de equinos com veneno e adjuvante, ii) sangria, iii) fracionamento do
plasma, iv) digestdo por pepsina ou papaina e v) precipitacdo por acido caprilico ou
sulfato de aménio (Figura 2). A partir desses passos sao obtidas as fracbes F(ab’)2
das imunoglobulinas equinas encontradas no plasma que serdo administradas a

pacientes com manifestacdes moderadas ou graves de loxoscelismo.
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Fonte: Governo do Rio de Janeiro, Secretaria de Satde. Instituto Vital Brazil. Disponivel em: <http://www.vitalbrazil.rj.gov.br/
etapas_producao.html. Acesso em: mar. 2016.

Figura 2 — Etapas de producgdo de soroterapia anti-veneno em equinos. As etapas de
producdo do soro anti-veneno sdo exemplificadas. O veneno de interesse € inoculado no
animal, anticorpos sao produzidos em reposta a componentes do veneno apos diversos ciclos
de imunizacéo, o sangue € coletado e dele é separado o plasma que é ainda processado para
a obtencdo do soro contendo anticorpos especificos (SILVA JUNIOR; SASSON; CALDINI
JUNIOR, 2016).

As desvantagens na producgéo e no uso de anti-venenos contra o loxoscelismo
sdo constantemente discutidas. O protocolo utilizado baseia-se na extragcdo de
venenos de pequenos artropodes, processo que demanda a ordenha de um grande
numero de aranhas para que seja obtido veneno suficiente para os diversos ciclos de
hiperimunizacdo. A producdo é apontada ainda como um processo caro, fator que
limita sua utilizacdo em paises em desenvolvimento (THEAKSTON; WARRELL;
GRIFFITHS, 2003). Os cavalos, que sao a espécie mais utilizada na producéo por sua

tolerancia a exposicao a antigenos toxicos e pelo potencial de extracdo de grandes
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volumes de sangue, tém prejuizo na qualidade e expectativa de vida e podem
desenvolver abscessos e inflamacgéo nos locais de inoculacdo do veneno, além de
anemia e alteracdes em outros parametros hematoldgicos pelas sangrias recorrentes
(MIRANDA et al., 2022). A eficiéncia dos soros anti-loxoscélico nunca foi avaliada
através de estudos clinicos randomizados (FINGERMANN et al.,, 2020). As
conclusdes geradas a partir dos dados disponiveis indicam que a efetividade é
circunstancial: seus efeitos sdo mais notaveis contra o loxoscelismo viscero-cutaneo
e quando a intervencao € realizada poucas horas apés o acidente (PAULI et al., 2006).
Quanto aos sinais cutaneos, investigacdes em cobaias indicam que os anti-venenos
contribuem para a reducéo da lesdo dermonecrotica quando administrados em até 48
horas apds o envenenamento (PAULI et al., 2006, 2009). Por fim, eventos adversos
precoces ou tardios sao relatados em pacientes tratados com a soroterapia com
incidéncia que varia de 6,5% (SEZERINO et al., 1998) a 20% (MALAQUE et al., 2002).

Algumas ideias ja foram exploradas para tratar as limitacbes do processo de
producdo de anti-venenos. O uso de proteinas recombinantes para a imunizagao
solucionaria a dificuldade de extracdo do veneno de aranha-marrom. Assim, foram
testadas formas recombinantes de fosfolipases D de L. laeta e L. intermedia que foram
efetivas para gerar soros neutralizantes a partir da imunizacdo de equinos (DE
ALMEIDA et al., 2008; DUARTE et al., 2015). Apesar de efetivas na imunizacdo, os
componentes mantinham sua atividade enzimética e, portanto, ainda eram danosos
aos cavalos. O desenvolvimento subsequente foi a criagdo de proteinas
multiepitépicas que tivessem a antigenicidade original e toxicidade reduzida. Sao
exemplos a rCpLi (MENDES et al., 2013;FIGUEIREDO et al., 2014), proteina atoxica
e capaz de elicitar anticorpos neutralizantes em coelhos e em cavalos quando
combinada a etapas de hiperimunizagdo com veneno total, e Lil (SOUZA et al., 2018),
cujo o soro foi parcialmente eficaz na neutralizagdo dos efeitos tdxicos do veneno in
vitro, ambas resultando da combinacao de trés diferentes epitopos da LiD1. A partir
de epitopos de metaloproteases, fosfolipase D e hialuronidase do veneno de
Loxosceles foi gerada a rMEPLox (LIMA et al., 2018), também atoxica e que teve sua
capacidade de geracao de anticorpos neutralizantes em coelhos comprovada in vitro
e in vivo. O uso de enzimas recombinantes, sejam elas similares as formas selvagens
ou resultantes da reorganizacdo de epitopos, é vantajoso, mas nao elimina a
necessidade de animais para a producao de anti-venenos e nao apontam melhorias

na ocorréncia de reacdes adversas a soroterapia.
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Alternativas a soroterapia também foram propostas na forma de producédo de
anticorpos monoclonais contra algum dos componentes do veneno. Guilherme,
Fernandes e Barbaro, em 2001,geraram quatro anticorpos monoclonais contra o
veneno de L. gaucho, dentre os quais o0 MoALg1, que reconheceu o0 veneno dessa
espécie com alta afinidade e apresentou ainda discreta reatividade contra o veneno
das outras espécies de importancia médica. Através da imuniza¢do com o veneno de
L. intermedia, foi gerado o anticorpo denominado LimAb(7), que foi capaz de
neutralizar os efeitos toxicos do veneno dessa espécie (ALVARENGA et al., 2003).
Dias-Lopes e colaboradores (2014) relataram a obtencdo de um monoclonal (mAb16)
reativo contra LID1 e capaz de reconhecer também fragcbes do veneno de L.
intermedia, L. laeta e L. gaucho. Posteriormente, o LimAb(7) teve seus dominios
varidveis humanizados, e foi expresso na forma de fragmento de anticorpo de cadeia
Unica (scFv, single chain antibody fragment) (KARIM-SILVA et al., 2020). A forma
humanizada de LimAb(7) demonstrou reatividade contra o veneno de L. intermedia e
neutralizacao in vitro da atividade hemolitica do veneno dessa espécie. Os anticorpos
monoclonais relatados até o momento apresentam limitacdes na reatividade contra
multiplas espécies de Loxosceles e a busca por anticorpos com menor potencial de
respostas adversas ainda € pouco explorada.

Apesar da corrida por inovacfes, ainda hd um descompasso entre as
tecnologias pesquisadas e a realidade da producéo de anti-venenos (MIRANDA et al.,
2021). Novos estudos sdo necessarios para sanar a escassez de informacgdes sobre
0s anticorpos de cavalo e sobre as particularidades dos animais hiperimunizados,
conhecimentos de grande importancia para continuar o desenvolvimento da

soroterapia equina em suas diversas formas.

1.3. Imunoglobulinas

Os soros anti-venenos consistem nas fracdes F(ab’)z de imunoglobulinas
séricas de cavalos hiperimunizados com as peconhas. Assim, o entendimento de sua
eficacia e limitagBes perpassa pelo estudo aprofundado das imunoglobulinas que o
compdem.

As imunoglobulinas séo os receptores da resposta imune adaptativa de células

B que tém, entre outras fungbes, papel no reconhecimento e neutralizacdo de
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antigenos. Estruturalmente, tratam-se de glicoproteinas quaternarias compostas por
um par de cadeias leves e um par de cadeias pesadas, que possuem seus dominios
variaveis (VL para cadeia leve e Vx para cadeia pesada) e constantes (CL para cadeia
leve e Ch para cadeia pesada) que podem variar em nimero de acordo com a classe
da imunoglobulina. As cadeias pesadas sdo unidas por ligacfes dissulfeto na regido
de dobradica que marca ainda a divisdo entre a regido Fc (do inglés, Fragment
crystallizable region) que contém apenas dominios constantes e a regiao Fab (do
inglés Fragment antigen-binding) que contém um dominio constante e o dominio
variavel (INBAR; HOCHMAN; GIVOL, 1972; KABAT; WU; BILOFSKY, 1976; TE WU,
KABAT, 1970). Os dominios constantes sao codificados pelos segmentos génicos IGC
enquanto os dominios variaveis resultam da combina¢éo dos segmentos de variedade
(V), diversidade (D) e juncao (J) para a cadeia pesada e V e J para a cadeia leve. O
dominio variavel caracteriza-se por apresentar quatro regides conservadas estruturais
(FR, do inglés framework) que flanqueiam as trés regides hipervariaveis (CDR, do
inglés complementarity determinant region) normalmente envolvidas na interacdo com
o antigeno (Figura 3)(CHOTHIA; LESK, 1987; LITMAN; ANDERSON; RAST, 1999).

A variedade das imunoglobulinas é resultado de uma série de processos de
diversificacdo que garantem a capacidade do organismo de reconhecer qualquer
antigeno apresentado. A diversificacdo ocorre pela variedade alélica e recombinacao
dos segmentos V(D)J e C, pelo pareamento das cadeias leve e pesada, pela adi¢ao
e remocdo de nucleotideos, pela hipermutacdo somética e pela introducdo de
modificacdes pods-traducionais (GEORGIOU et al., 2014; KOERS et al., 2019). Como
resultado desses mecanismos de variabilidade, estima-se que humanos possuam, no
sangue, uma diversidade de imunoglobulinas da ordem de 10! a 10'® (BOYD; JOSHI,
2014).
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Regiao do fragmento cristalizavel (Fc)
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Regiao do fragmento de ligagéo ao antigeno (Fab)

Figura 3 — Estrutura de imunoglobulina. As imunoglobulinas sdo formadas por um par de
cadeia leve e um par de cadeia pesada e sdo subdivididas nos dominios constantes das
regides Fc e Fab e nos dominios variaveis da Fab. N: extremidade N-terminal. C: extremidade
C-terminal. Vu: regido da cadeia pesada codificada pelo segmento génico V. Dy: regido da
cadeia pesada codificada pelo segmento génico D. Ju: regido da cadeia pesada codificada
pelo segmento génico J. V. regido da cadeia leve codificada pelo segmento génico V. J.:
regido da cadeia leve codificada pelo segmento génico J. Cu: dominios constantes da cadeia
pesada. C.: dominio constante da cadeia leve. FR: regido estrutural ou framework. CDR:
regido determinante de complementariedade. As linhas tracejadas indicam as ligacdes
dissulfeto (GEORGIOU et al., 2014).

1.3.1. Imunoglobulinas equinas

Inicialmente, as cadeias pesadas de imunoglobulinas equinas foram
classificadas como IgA, IgM, IgGa, IgGb, I1gGc, IgG(T) e IgG(B) (ou Al, imunoglobulina
agregadora) baseado em ensaios sorologicos e eletroforéticos (MCGUIRE;
CRAWFORD; HENSON, 1973; MONTGOMERY, 1973). A partir de analises mais
recentes, onze genes funcionais foram identificados em cavalos e a distribuicdo de
classes foi atualizada: um segmento génico foi encontrado para as cadeias alfa (IgA),
delta (IgD), épsilon (IgE), mi (IgM) e sete para cadeia gamma (IgGl-IgG7). A

equivaléncia entre as duas denominacdes é importante pois 0s anticorpos

monoclonais contra as subclasses de IgG estabelecidos a partir da classificacao
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antiga continuam disponiveis comercialmente. Assim, estabeleceu-se que IgGa
corresponde aos segmentos génicos IgG1l e 1gG2; IgGb aos segmentos 1gG4 e IgG7;
IgGc ao IgG6 e IgG(T) aos segmentos 1gG3 e 1gG5 (WAGNER, 2006;WALTHER et
al., 2015). Quanto as cadeias leves, os segmentos génicos kappa (IgK) e lambda (IgL)
sao encontrados nos cavalos, com predominio de cadeias lambda (ARUN; BREUER,;
HERMANNS, 1996; WALTHER et al., 2015).

As caracteristicas funcionais das diferentes classes sé@o similares a de outras
espécies. As IgMs séo tipicas do periodo agudo de infec¢Bes e atuam na resposta
imune humoral primaria. As IgEs sdo encontradas em menor abundancia no soro e
sao relevantes nas reacdes de hipersensibilidade do tipo | e na imunidade contra
parasitas. Apesar da identificacdo do segmento génico que a codifica e de sua
expressao, as imunoglobulinas de classe D equinas ainda nao foram detectadas no
soro e sua funcdo permanece desconhecida (WAGNER et al., 2004). Dentre as
subclasses de IgG, que sdo mais humerosas em cavalos do que em outras espécies,
lgG4 e 1gG7 ja foram associadas ao combate de patdgenos intracelulares enquanto
IgG3 e IgG5 sdo detectadas em resposta a patdgenos extracelulares (LEWIS;
WAGNER; WOOF, 2008; KEGGAN et al., 2013). 1gG1, 1gG3, IgG4, 1gG5 e IgG7
interagem com receptores de Fc de células efetoras da resposta imune enquanto
IgG1, 1gG3, IgG4 e IgG7 foram capazes de se ligar a C1q e ativar a via classica do
sistema complemento (LEWIS; WAGNER; WOOF, 2008).

Além das avaliacbes sorolégicas e funcionais das cadeias constantes ja
mencionadas, a caracterizacdo da regido variavel de imunoglobulinas equinas ja foi
alvo de estudos baseados no sequenciamento de transcriptoma (ALMAGRO et al.,
2006; TALLMADGE et al., 2013). Os achados indicam que os segmentos génicos
IGHV equinos sdo marcados pela alta frequéncia de pseudogenes, ou seja,
segmentos ndo expressos pela presenca de coédons de parada e/ou alteragbes na
fase de leitura, além de alguns ORFs (Open Reading frame), sequéncias em que
alteracdes sao detectadas nas regides de splicing ou de sinal de recombinacao ou
ainda que néo apresentam correlatos em nenhuma outra espécie (LEFRANC, 1998).
Assim, para a cadeia pesada séo conhecidos: 21 segmentos génicos V funcionais, 44
segmentos D e 9 segmentos J, além de 74 pseudogenes e 9 ORFs do segmento
génico V. Para cadeia leve lambda (IGL), séo relatados 29 segmentos V funcionais,

112 pseudogenes, 5 ORFs e 7 genes J. Para cadeia leve kappa (IGK), 16 genes V
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funcionais, 47 pseudogenes, 2 ORFs e 5 segmentos J funcionais e 1 pseudogene ja
foram descritos (LEFRANC, 2001).

O trabalho mais recente de Manso e colaboradores (2019) baseado em
sequenciamento de nova geragdo evidenciou que, assim como outras espécies, 0s
cavalos possuem preferéncias no uso dos segmentos génicos de imunoglobulina, com
predominio das familias IGHV4, IGHJ6 e IGHD2 (nomenclatura do International
ImMMunoGeneTics Information System — IMGT). O uso de aminoacidos no CDRH3 foi
similar ao encontrado em humanos e camundongos. Porém, quando os residuos sao
avaliados por posicdo, os equinos apresentam menor frequéncia de residuos
carregados nas posicdes 106 e 116 que sdo determinantes para a formacao de uma
alca/dobra no CDRHS3 (conformacéo kinked). Assim, a conformacéo estendida dessa
regido possivelmente é predominante em cavalos. Outra caracteristica determinada
foi o tamanho mediana do CDRH3, que foi de 15 aminoacidos. Apesar deste avanco
no conhecimento do repertério de anticorpos equinos, pelo nosso conhecimento,
nenhum trabalho até agora, caracterizou repertério de anticorpos equinos antigeno-

especificos por metodologias em larga escala.

1.4. Estratégias para estudo de repertdrio de anticorpos

1.4.1. Avaliando o repertério de receptores de células B

De forma a entender de uma maneira sistémica a resposta imune humoral,
metodologias para determinar o repertorio de anticorpos codificados pelas células B
avancaram rapidamente (BENICHOU et al., 2012; GEORGIOU et al., 2014). A maior
parte dos estudos para caracterizacdo de repertorio de anticorpos baseiam-se no
isolamento de células B a partir do PBMC (sigla em inglés para peripheral blood
mononuclear cells), da medula ou o6rgaos linfoides secundarios, seguidas do
isolamento de DNA ou mRNA dessas células, producdo do amplicon das regides
varaveis da imunoglobulina e sequenciamento de &cidos nucleicos. As numerosas
sequéncias identificadas sdo agrupadas pela similaridade da regido de CDR3 e dos
segmentos V e J utlizados, gerando conjuntos que representariam anticorpos
originados de um mesmo clone de célula B, denominados clones ou clonotipos
(HERSHBERG; LUNING PRAK, 2015). Trabalhos baseados no transcriptoma dos
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receptores de células B (denominados BCR-Seq ou Rep-Seq) podem contribuir para
a descoberta de anticorpos contra antigenos de interesse, como contra dengue
(PARAMESWARAN et al., 2013), influenza (JIANG et al., 2013) ou HIV (WILLIAMS et
al., 2017), para o entendimento e diagnéstico de disturbios de células B, como no caso
das leucemias (LOGAN et al., 2011) para o desenvolvimento de vacinas, entre outras
aplicacoes (GEORGIOU et al., 2014).

Apesar de relevantes, os estudos dos receptores de células B a partir de mRNA
ou DNA geram dados de distribuicdo e abundancia de anticorpos que néo refletem as
caracteristicas de imunoglobulinas secretadas encontradas nos repertérios antigeno-
especificos (CHEN et al., 2017; CHEUNG et al., 2012; BONISSONE et al., 2020). Até
0 momento, a espectrometria de massa (MS, do inglés mass spectrometry) tem sido
a técnica mais apropriada para a investigacao de conjuntos complexos de anticorpos
secretados, ao permitir a elucidacdo da diversidade de sequéncias do repertério a
partir de fracdes de especificidade conhecida. Esse método, denominado Ig-Seq, vem
sendo padronizado nos ultimos dez anos para a exploracdo de amostras policlonais
(IONOV; LEE, 2022).

Os estudos baseados em Ig-Seq tém se dedicado a explorar fracbes do
repertério total de anticorpos de amostras como plasma ou soro, liquido
cefalorraquidiano, bidpsias intestinais, entre outras possibilidades. Os subconjuntos
explorados séo resultado da selecdo de anticorpos com reatividade contra um ou
varios antigenos de interesse ou ainda do isolamento preferencial de uma
determinada classe ou subclasse de imunoglobulina. Esses estudos baseiam-se do
preparo de imunoglobulinas ou F(ab’) intactas, no caso do top-down, ou no uso de
proteases que geram peptideos proteoliticos mais longos, no caso do middle-down,
em comparacao aos peptideos menores obtidos a partir da digestado por tripsina ou

outras enzimas utilizadas na estratégia bottom-up.

1.4.2. Estudos derepertorio baseados em protedmica middle ou top-down

No contexto de estudo de repertorio de anticorpos, as abordagens top-down ou
middle-down vém sendo empregadas com maior frequéncia na investigacdo de
distarbios proliferativos de células B com produgdo excessiva de imunoglobulinas

monoclonais. Barnidge e colaboradores (2014) demonstraram a diferenciacdo dos
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perfis policlonais de cadeias kappa e lambda encontradas no soro de individuos
saudaveis e também a realizaram a identificacéo de picos oligoclonais ou monoclonais
em individuos com hiper- ou hipogamaglobulinemia. Os resultados foram obtidos pelo
uso da estratégia top-down, de execucdo rapida e simples, segundo os autores.
Apesar da elevada resolucédo, a metodologia néo foi suficiente para a deconvolucéo
das sequéncias policlonais que compunham cada um dos perfis.

Essa limitacdo pode ser parcialmente solucionada a partir da combinacéo de
multiplas estratégias de tratamento com proteases, de separacao e fragmentacédo dos
peptideos e de obtencdo de sequéncias. No trabalho de Wang e colaboradores de
2019, foram utilizadas cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC, ultra-high-
pressure liquid chromatography) acoplada a MS e a combinacdo de diferentes
métodos de fragmentacdo para obter as sequéncias de uma mistura de doze
anticorpos monoclonais com alta cobertura. O método também foi testado na analise
de soros de pacientes com lUpus eritematoso sistémico e permitiu a descoberta de 47
sequéncias de cadeia leve e 16 sequéncias de cadeia pesada Unicas que geram um
perfil de repertério distinto dos pacientes saudaveis utilizados como controle.

Em outra abordagem, as imunoglobulinas dos plasmas de pacientes
convalescentes para COVID-19 foram detectadas e deconvoluidas a partir da
espectrometria de massa de ions-individuais (I°MS, do inglés individual ions mass
spectrometry). Nesse método, a carga de cada ion detectado no MS/MS é definida e
utilizada para processamentos que permitem a atribuicdo da relacdo m/z daquele ion.
As transformac¢Bes matematicas permitiram a obtencdo dos parametros de titulo do
ion e grau de clonalidade, utilizados para tracar perfis distintos de individuos com
COVID-19 leve, severa e individuos vacinados contra a doenca. Assim, Sao
investigadas caracteristicas de abundancia e heterogeneidade do repertorio antigeno-
especifico sem o sequenciamento de células B (MELANI et al., 2022).

Os exemplos demonstram que o uso de top ou middle-down na investigacao
de repertérios de anticorpos € promissor, mas seu poder resolutivo permanece
limitado diante da complexa composi¢cdo das amostras. Os desenvolvimentos mais
recentes que incluem a combinacdo de abordagens ou a espectrometria de massa de
ions individuais, indicam que esses métodos em breve podem ser consolidados como
protagonistas nesse objetivo ou como auxiliares as técnicas baseadas em bottom-up

ja utilizadas.
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1.4.3. Estudos de repertério baseados em protebmica bottom-up

A prote6mica baseada em bottom-up é utilizada na maior parte dos trabalhos
baseados em espectrometria de massa, inclusive nos estudos de imunoglobulinas. As
publicacdes dedicadas a explorar algumas fracdes de repertorios de imunoglobulinas
a partir do bottom-up foram recentemente revisadas por Snapkov e colaboradores
(2021) e por lonov e Lee (2022). Os trabalhos de Sato e o de Cheung e colaboradores,
ambos realizados em 2012, foram pioneiros no uso da protedmica bottom-up baseada
em espectrometria de massa acoplada a cromatografia liquida (LC-MS/MS) junto ao
sequenciamento de nova geracdo (NGS) de transcriptoma para a descoberta de
anticorpos sorologicos antigeno-especificos, uma combinacdo do BCR-Seq/Rep-Seq
e do lg-Seq (Figura 4). A ideia da complementariedade das abordagens € de grande
relevancia para a investigacao dos peptideos de imunoglobulinas com maior cobertura
e profundidade, jA que a variacdo da composicdo dos repertorios individuais e a
escassez de sequéncias de anticorpos em repositorios publicos impede ou limita muito
0 uso de bancos de dados centralizados.

Nesse primeiro uso da técnica, foram avaliados o repertério de anticorpos
humanos com reatividade contra o virus da hepatite B (HBV) de um individuo
vacinado, 0s anticorpos reativos contra o citomegalovirus humano (CMV) de um
individuo infectado naturalmente e ainda o repertorio de coelhos hiperimunizados com
0s receptores de progesterona humana A e B (PR A/B). No trabalho de Sato, a partir
do uso de multiplas proteases no preparo para o bottom-up e do piro sequenciamento
para geracdo do banco de sequéncias de referéncia, foram obtidas mdultiplas
sequéncias de imunoglobulinas das quais 30 cadeias leves e 24 cadeias pesadas
foram selecionadas para expressdo em todas 0s possiveis pareamentos gerando 37
pares de cadeias de imunoglobulinas especificos contra o virus da hepatite B. Para o
CMV, 15 anticorpos reativos foram encontrados. No trabalho de Cheung, oito cadeias
leves e dez cadeias pesadas foram selecionadas para expressao e geraram seis
clonotipos especificos contra o PR A/B. Nos dois estudos, foi alcangada a descoberta
de anticorpos especificos de alta afinidade pelo antigeno selecionado.

As duas investigagdes iniciais serviram como prova de conceito para esse
complexo conjunto de técnicas, cujos detalhes vém sendo aperfeicoados e ajustados

a diferentes aplicacoes. A partir de 2013, o grupo liderado pelo Dr. George Georgiou,
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da Universidade do Texas, iniciou uma série de estudos que contribuiram para a
padronizacao e evolucao do Ig-Seq.

Anticorpos do soro

\ Ig-Seq

.

Repertério sorologico de anticorpos

Repertodrio de sequéncias de RNA de células B

CélulasB
Rep-Seq

Figura 4 — Complementariedade das abordagens do Ig-Seq e do Rep-Seq para a
descoberta do repertdrio sorolégico de imunoglobulinas. A partir de amostras de sangue
do organismo a abordagem multi-6mica é realizada para a descoberta do repertério sorolégico
de anticorpos. A partir de células B séo obtidas as sequéncias de RNA para compor os dados
de Rep-Seq ou BCR-Seq e partindo dos anticorpos circulantes do soro é definido o repertério
sorolégico elucidado a partir das sequéncias de referéncia do transcriptoma do préprio

organismo. Adaptado de Lavinder et al. (2014).

A combinacdo dessas abordagens também foi utilizada na investigacdo do
repertorio sorolégico até nove meses apds a vacinacdo contra toxina tetanoide
(LAVINDER et al., 2014). Neste estudo, foram descobertos cerca de 100 clonotipos
de anticorpos (sequéncias possivelmente originadas de um mesmo clone de célula
B), dos quais 3 correspondiam a cerca de 40% da resposta especifica. A expresséo
de algumas das sequéncias identificadas foi seguida pela determinacdo dos
coeficientes de dissociagdo para indicar quais imunoglobulinas possivelmente
estariam associados a neutralizacdo da toxina (LAVINDER et al.,, 2014). Lee e
colaboradores (2016) avaliaram anticorpos no plasma de individuos antes e apés a
vacinacdo contra Influenza e evidenciaram a presenca de diversos clones com
reatividade cruzada contra diferentes hemaglutininas virais. Mais recentemente a

abordagem foi utilizada para a descoberta das caracteristicas dos epitopos e da
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convergéncia dos clones de IgG em individuos convalescentes para a infeccao por
SARS-CoV-2 (VOSS et al., 2021).

1.4.3.1. Metodologia do Ig-Seq

Na publicacdo de Wine e colaboradores de 2013, o método do Ig-Seq foi
aplicado ao estudo de imunoglobulinas de coelho que haviam sido imunizados com a
hemocianina do molusco gastrépode Concholepas concholepas. Para investigar o
repertdrio sorolégico foram realizados o isolamento de IgG a partir de cromatografia
de afinidade com proteina A, a digestdo dos anticorpos isolados por pepsina, 0
enriquecimento das fragbes F(ab’). especificas contra elementos do veneno usado
para imunizacédo e por fim a desnaturacao, reducéo, alquilacéo e digestao por tripsina
dos fragmentos antigeno-especificos seguida da espectrometria de massa (Figura 5).
Paralelamente, foi executada a amplificagcdo e o sequenciamento de regides de
imunoglobulina do mMRNA de células B periféricas (PBCs) e de células da medula
O0ssea. Os dados do sequenciamento foram usados para compor o0 banco de
sequéncias personalizado empregado para a busca dos espectros de massa. Uma
vez que as cadeias leves e pesadas foram identificadas, os pares de sequéncias mais
abundantes foram expressos e avaliados quanto a sua afinidade no reconhecimento

antigénico.
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Figura 5 — Etapas do sequenciamento high throughput e de protebmica para obtencao
das imunoglobulinas antigeno-especificas. Detalhes dos processos paralelos do Ig-Seq
(representado como Protedmica) e do Rep-Seq (representado como sequenciamento high
throughput), terminando com a identificacdo dos peptideos pela combinacédo dos dados das
duas abordagens. Sao ilustradas ainda as possiveis etapas posteriores a descoberta de
sequéncias, que incluem a expressao dos anticorpos e 0os ensaios de reconhecimento do

antigeno de interesse. Adaptado de Wine e colaboradores (2013).

Em comparacdo aos trabalhos iniciais de Sato e Cheung, foram propostos
alguns parametros importantes para a descoberta de sequéncias com maior
confiabilidade, como menor tolerancia de desvio de massa (+ 1,5 ppm) e de taxa de
falsa descoberta (FDR, do inglés false discovery rates) (< 1%). Além do eluato da
cromatografia de afinidade executada para enriquecimento dos anticorpos especificos
para o antigeno de interesse, a fragdo néo interagida também foi submetida a anélise
protedmica a fim de filtrar os peptideos identificados apenas nas fracfes especificas.

A deconvolucao da diversidade de anticorpos contidos no repertdrio baseia-se
no uso da regido de CDRS3 para a identificacdo das sequéncias. O CDR3 resulta da
juncao dos segmentos génicos V e J na cadeia leve (CDRL3) e dos genes V(D)J na
cadeia pesada (CDRH3), estando suscetivel a variabilidade gerada pela adicao e
remocao de nucleotideos e pela hipermutacdo somatica. Essas caracteristicas fazem
com que a regido esteja frequentemente envolvida na definicdo da especificidade ao
antigeno (XU; DAVIS, 2000). No Ig-Seq, os peptideos mapeados a regido de CDRH3
e com sobreposicao suficiente (de quatro residuos ou mais) sao considerados para a
identificacdo das cadeias de anticorpos e sdo denominados peptideos informativos.

As etapas iniciais de analise dos dados da LC-MS/MS bottom-up usada nesses
estudos caracterizam-se pela aquisicdo dos dados no modo dependente de dados
(DDA, do inglés data-dependent analysis) e posteriormente pelo uso de ferramentas
de busca como 0 SEQUEST (ENG; MCCORMACK; YATES, 1994), Mascot (PERKINS
etal., 1999) ou MS Amanda (DORFER et al., 2014), para mapear os peptideos obtidos
nos bancos de sequéncias personalizados gerados no Rep-Seq. Na maior parte dos
trabalhos, ferramentas tradicionais de analise dos dados de protebmica como o
MaxQuant (COX; MANN, 2008), PEAKS (MA et al., 2003) ou Proteome Discoverer
(Thermo Scientific) séo utilizadas apesar da existéncia de alternativas especificas
para os estudos de imunoglobulinas como o0 PASA (AVRAM et al., 2021) ou o PEAKS
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AB 2.0 (TRAN et al, 2016). Como consequéncia, 0S passos posteriores de
mapeamento dos peptideos identificados as diferentes regibes das imunoglobulinas
vém sendo executados através de scripts in house frequentemente desenvolvidos em
Python.

Além das aplicacles ja citadas, o Ig-Seq também ja foi utilizado para: i) a
caracterizacdo de autoanticorpos de pacientes com pénfigo, uma doenca rara que
acomete a pele e mucosas com a formacao de bolhas (CHEN et al., 2017), ii) para a
comparacao dos repertorios soroldgico e intestinal de IgAs de individuos com doenca
celiaca (IVERSEN et al., 2017), iii) para avaliacdo de bandas oligoclonais encontradas
no sangue e no fluido cefalorraquidiano de pacientes com esclerose multipla
(TOMESCU-BACIU et al., 2019), iv) para a identificacdo de nanobodies de camelideos
e seus epitopos (XIANG et al., 2021), dentre outras. O conjunto de estudos demonstra
a versatilidade da técnica para a investigacao de repertérios de diferentes classes de
imunoglobulinas, de multiplos compartimentos corporais e provenientes de variados
organismos.

A metodologia de investigacdo de repertério de anticorpos soroldgicos ainda
nao foi aplicada a amostras equinas ou ao estudo de anti-venenos. No contexto do
loxoscelismo, a descoberta das caracteristicas dos anticorpos especificos contra
componentes do veneno seria de grande contribuicdo para o aprimoramento do soro
anti-veneno ja utilizado ou para a busca de novas terapias baseadas em anticorpos

especificos policlonais.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Identificar e caracterizar anticorpos séricos de cavalos hiperimunizados que
sejam reativos contra componentes do veneno de aranhas do género Loxosceles de

importancia médica no Brasil.

2.2. Objetivos especificos

a. Avaliar a reatividade dos plasmas equinos frente ao veneno de
Loxosceles e a fosfolipase D recombinante de L. intermedia (rLiD1);

b. Quantificar as diferentes classes de imunoglobulinas encontradas nos
plasmas;
C. Determinar a abundéancia relativa das diferentes subclasses de 1gG nos

plasmas equinos;

d. Identificar e caracterizar as sequéncias dos fragmentos das cadeias
pesadas das fracdes F(ab’): antigeno-especificos através de analise prote6mica e
bioinformatica;

e. Avaliar a similaridade dos possiveis sitios de interacdo com antigeno das

sequéncias especificas contra rLiD1.
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3. Metodologia

3.1. Hiperimunizagdo dos equinos e coleta dos plasmas

Os experimentos foram realizados com amostras provenientes de quatro
cavalos machos, adultos, de idades entre 5 e 9 anos, fornecidas gentilmente pelo
Centro de Pesquisa e Producdo de Imunobiologicos (CPPI). O delineamento
experimental foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Minas Gerais (CEUA - UFMG) sob o niumero de protocolo 190/2018. Para
obtencao dos plasmas, os animais foram submetidos a coleta de 10-30 mL de sangue
em tubos BD Vacutainer® com EDTA, imediatamente antes da primeira imunizacao e
sete dias apos a ultima etapa do processo de hiperimunizacdo com o pool contendo
guantidades equivalentes dos venenos de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta. O
protocolo de hiperimunizacao foi composto pelas seguintes etapas:

a. 12 imunizacéo (dia 0): 300 ug de pool de venenos solubilizado em 1,200 mL
de solucéo salina e 1,5 mL de Adjuvante Completo de Freund.

b. 22 imunizagéao (dia 10): 450 ug de pool de venenos solubilizado em 1,050 mL
de solucéo salina e 1,5 mL de Adjuvante Completo de Freund.

c. 3% imunizacao (dia 21): 750 ug de pool de venenos solubilizado em 2,250 mL
de solucéao salina.

d. 42 imunizagéao (dia 30): 750 pg de pool de venenos solubilizado em 2,250 mL
de solugéao salina.

As amostras de plasma recebidas foram aliquotadas em micro tubos protein
low binding de 2,0 mL e armazenadas a -20° C. As amostras coletadas antes da
imunizacdo foram denominadas pré-imunes e passaram a ser identificadas por 1P,
2P, 3P e 4P. Aquelas coletadas sete dias ap0s a ultima imunizacao foram designadas

hiperimunes e foram identificadas como 1H, 2H, 3H e 4H.

3.2 Pool de venenos de Loxosceles erLiD1

Assim como os plasmas equinos, os venenos liofilizados de L. gaucho, L. laeta
e L. intermedia foram fornecidos pelo CPPI. A coleta desse material foi realizada a
partir de eletrochoque de 15V no cefalotorax das aranhas. Para compor o pool

utiizado nos ensaios de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA), quantidades



32

equivalentes dos trés venenos foram combinadas e armazenadas a -20° C até o
momento de sua utilizacdo. A forma recombinante da fosfolipase D de L. intermedia
(rLiD1), também utilizada no ensaio de ELISA, foi produzida anteriormente no
laborat6rio como descrito no trabalho de Felicori e colaboradores (2006).

3.3. Reatividade e quantificacdo de imunoglobulinas nos plasmas
equinos
3.3.1. Reatividade dos plasmas contra pool de venenos e rLiD1

A presenca de anticorpos reativos contra o pool de venenos ou contra a rLiD1
nos plasmas equinos foi investigada através de ELISA. Placas de 96 pocos (Corning®
96 Well EIA/RIA Assay Microplate) foram sensibilizadas com o pool dos trés venenos
(5 pg/mL, 100 L, 4°C, overnight) em tampédo carbonato (pH 9,6, 62,5 mM) e
bloqueadas com leite Molico (3% em PBS 1X, 100 uL, 37° C, 1h). Apds o bloqueio,
foram adicionadas diluices seriadas de 1.000 a 128.000 vezes dos plasmas pré ou
hiperimunes, dos quatro cavalos, em duplicata (100 yL, 37° C, 1h). Em sequéncia,
adicionou-se o conjugado (anti-horse IgG peroxidase (whole molecule) antibody
produced in rabbit, Sigma-Aldrich) diluido 6.000 vezes em tampéo de incubacéo (PBS-
Tween® 20 0,05% com 0,1% de leite Molico). Apds a incubacgédo por 1 horaa 37° C, o
experimento foi revelado utilizando-se solug&o de 0,33 mg/ml o-fenilenodiamina (OPD,
Sigma-Aldrich) em tampao citrato pH 5,2 com 0,04% de H202 (100 uL, TA, 30 minutos,
ao abrigo de luz). Entre as diferentes etapas, os pocos foram lavados por trés vezes
com PBS-Tween® 20 0,01%. A reacgao foi interrompida com 25 pL de H2SO4 2N e a
absorbéancia no comprimento de onda de 490 nm foi determinada usando o

equipamento Multiskan™ Sky (Thermo Scientific).

3.3.2. Quantificacdo absoluta das classes de imunoglobulinas

A fim de caracterizar a distribuicdo das diferentes classes de imunoglobulinas
no plasma equino, foi realizada a quantificacdo de IgM, IgG e IgA nas amostras pré e
hiperimunes utilizando os kits: Horse IgM ELISA Kit (ab190532), Horse 1gG ELISA Kit
(ab190531) e Horse IgA ELISA Kit (ab190530) da Abcam. O protocolo foi executado

de acordo com as recomendacdes do fabricante. Em resumo: nos poc¢os pré-tratados,
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foram pipetados 100 uL do padrdao nas diluicbes recomendadas para a curva de
calibracéo, 100 pL dos 8 plasmas nas dilui¢oes de 1:200.000 para IgG e 1:10.000 para
IgM e IgA, em duplicata, e aguardou-se a incubacdo por 30 minutos a temperatura
ambiente (TA). Os pocos foram lavados com o diluente por quatro vezes, adicionou-
se 100 pL do conjugado e a placa foi incubada por 20 minutos a TA. ApOs nova
lavagem, o teste foi revelado usando TMB (3,3',5,5'-tetrametilbenzidina) (100 pL, TA,
10 minutos) e, apés adicao da solugdo de parada, a absorbancia foi determinada no
comprimento de onda de 450 nm no Multiskan™ Sky (Thermo Scientific).

3.3.3. Quantificacéo relativa das subclasses de IgG

Para a caracterizacao das imunoglobulinas dos plasmas equinos, foi realizada
ainda a avaliacdo de trés das subclasses de IgG (lgGa, IgGb e IgG(T)) antigeno-
especificas nos plasmas pré-imunes e hiperimunes, de acordo com o protocolo
descrito por Halassy e colaboradores em 2019. Placas de 96 pogos foram
sensibilizadas com 1 pg/mL do pool dos trés venenos de Loxosceles em PBS 1X.
Apods a incubacéo overnight, os pocos foram bloqueados com BSA (Sigma, 0,5% em
PBS 1X) por 2 horas a 37° C. Em sequéncia, foram adicionadas as diluicdes seriadas
das amostras: para os plasmas hiperimunes de 1:5.000 a 1:640.000 e para os plasmas
pré-imunes de 1:2.500 a 1:80.000 (incubagdo a TA, overnight). No dia seguinte, foi
realizada a adicdo dos anticorpos anti-subclasse de IgG equina nas diluicdes de
1:1.000 de IgGa (clone CVS48, Bio-Rad) e IgGb (clone CVS39, Bio-Rad) e de 1:4000
de IgG(T) (Polyclonal anti-lgG(T), Bio-Rad). Apés mais duas horas de incubacéo a 37°
C, adicionou-se o0 conjugado anti-mouse (Sigma-Aldrich) nos po¢cos marcados com
IgGa ou IgGb e anti-goat (Sigma-Aldrich) nos pogos marcados com IgG(T) em diluigao
1:5.000 (2 horas, 37° C). Entre as diferentes etapas, 0s poc¢os foram lavados por trés
vezes com PBS-Tween® 20 0,01%. Por fim, o ensaio foi revelado e a absorbancia
final foi determinada como descrito no item 3.3.1.

3.4. Obtencao de fragmentos tripticos de F(ab’): especificos contra o
veneno de Loxosceles e rLiD1

As amostras de plasma de cavalos hiperimunizados foram preparadas para a

descoberta de sequéncias de imunoglobulinas pelo Ig-Seq através de uma série de
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experimentos discutidos na monografia de Ferreira (2019) que nao seréo o alvo deste
trabalho. Resumidamente, as etapas realizadas foram: i) isolamento de IgG por
cromatografia de afinidade com proteina G, ii) clivagem por pepsina para obtencdo da
fracdo F(ab’)z, iii) enriquecimento dos F(ab’): especificos para o antigeno por
cromatografia de afinidade com pool de venenos ou com a rLiD1 e iv) obtencdo dos
peptideos por clivagem com tripsina para subsequente analise por espectrometria de

massa (Figura 6).
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Figura 6 — Preparo das amostras para o lg-Seq. Etapas realizadas para o preparo das
quatro amostras de plasma equino hiperimune: 1) Cromatografia de afinidade com proteina G
para obtencdo das imunoglobulinas presentes no plasma; 2) Clivagem proteolitica das
imunoglobulinas isoladas com pepsina para obtencdo das fragfes F(ab’). dos anticorpos; 3)
Cromatografia de afinidade com o pool de venenos ou com rLiD1 para obtencdo dos
anticorpos com reatividade contra as proteinas imobilizadas; 4) Tratamento das fracdes
F(ab’). com reatividade especifica com ditiotreitol (DTT) para reducéo das pontes dissulfeto,
iodoacetamida para alquilagdo dos grupos tidis, seguido da digestdo por tripsina. Os
fragmentos tripticos foram dessalinizados e submetidos a cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massa.

Adicionalmente, no presente trabalho, foi realizada a quantificacéo relativa das
subclasses de IgG do eluido e flow-through (FT) da cromatografia de afinidade com
proteina G conforme descrito no topico 3.3.3 com diluicdes seriadas de 1:2.000 a
1:256.000.

3.5. Obtencdo de sequéncias de peptideos tripticos derivados das

fragcoes F(ab’)2de anticorpos
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As quatro amostras de plasma equino hiperimune preparadas segundo a
descricdo do topico anterior foram submetidas as analises por espectrometria de
massa em colaboracdo com o Prof. Martin R. Larsen do Departamento de Bioquimica
e Biologia Molecular da University of Southern Denmark (SDU).

Os fragmentos tripticos dessalinizados foram ressuspendidos em 0,1% de
acido formico e injetados no sistema de cromatografia liquida de alta precisao (HPLC)
nano fluxo EASYnLC (Thermo Scientific). O sistema conta com duas colunas de C18:
uma pré coluna com 3 cm de comprimento, 100 um de didmetro interno e 5 um de
didmetro das particulas e uma coluna analitica para separacéo dos peptideos com 17
cm de comprimento, 75 pum de diametro interno e didmetro das particulas igual a 3
um. O fracionamento foi realizado com o solvente A (0,1% de acido férmico) e o
solvente B (90% de acetonitrila/0,1% de &cido férmico) utilizando o gradiente
cromatografico em porcentagem do solvente B: 3-8% por 7 min; 8-17% por 32 min;
17-20% por 25 min; 20-28% por 20 min; 28-45% por 20 min; 45-95% por 13 minutos,
com o fluxo mantido em 300 nL/min.

Os peptideos eluidos da cromatografia liquida foram gradualmente ionizados
por nanoelectrospray e direcionados para o equipamento Q Exactive HF-X Hybrid
Quadrupole-Orbitrap Mass Spectrometer (Thermo Fisher). Os ions dos peptideos
foram resolvidos no Orbitrap, em polaridade positiva, na faixa de massa de 350 a 1600
m/z, com uma resolugdo de 120.000 FWHM (do inglés, full width at half maximum). O
modo de aquisicdo dependente de dados (DDA) foi utilizado, com a sele¢céo dos 20
ions mais intensos a cada MS para fragmentacédo através de dissociacao por colisdo
em alta energia (HCD, do inglés higher-energy C-trap dissociation), com uma energia
de colisdo normalizada de 28%. Para a selecdo dos Top 20 ions, foi considerado o
threshold de intensidade de 1x10%e a janela de isolamento de 1,2 m/z. Os fragmentos
gerados foram resolvidos no Orbitrap, na faixa de massa de 200 a 2000 m/z, com

resolucéo de 15.000 e incluidos na lista de exclusédo dinamica por 30s.

3.6. Preparo do banco de sequéncias para analise protedmica

De acordo com o descrito na introdugédo, o método de estudo de repertério de
anticorpos utilizado no presente trabalho baseia-se no emprego de bancos de

sequéncias construidos a partir do transcriptoma de imunoglobulinas do mesmo



36

individuo cujo plasma ou soro esta sendo investigado. Assim, amostras de células
mononucleares do sangue periférico dos mesmos cavalos hiperimunizados por
colaboradores do CPPI foram utilizadas para o sequenciamento de nova geragéo na
plataforma da Illumina, seguindo o protocolo descrito por Navas e colaboradores
(2022). Os dados de sequenciamento obtidos para a regido variavel da cadeia pesada
de imunoglobulina foram processados de acordo com pipeline descrito nessa mesma
referéncia.

Resumidamente, os dados brutos do sequenciamento foram manipulados
usando o pRESTO (VANDER HEIDEN et al.,, 2014), uma ferramenta para o
processamento de dados de sequenciamentos high-throughput de repertérios de
imunoglobulinas. Nessa etapa, os dados das paired-end reads sao organizados em
sequéncias completas da regido varidvel do IGH. A partir desse resultado, as
sequéncias Unicas foram mapeadas aos genes de imunoglobulinas equinas com a
ferramenta HighV-Quest do IMGT (ALAMYAR et al.,, 2010). Foram definidas as
regides V, D e J, CDRs e FRs, assim como a frequéncia de mutacdo em toda a
extensdo da regido variavel, processo denominado anotacgéao.

No presente estudo, os arquivos em formato .csv gerados a partir da anotagao
contendo os dados dos genes V, D e J utilizados, assim como as sequéncias de
aminoéacidos de cada uma das regides do anticorpo foram filtrados através de scripts
em Python. As sequéncias duplicadas foram colapsadas e foram removidas
sequéncias com dados faltantes ou caracteres inadequados e as que foram
identificadas por uma Unica read. Apos a aplicacdo desse filtro, foram gerados
arquivos finais em formato FASTA contendo sequéncias ndo redundantes da regido
variavel da IGH expandidas até o primeiro sitio de clivagem por tripsina da regiédo
constante (adigéo do trecho ASTTAPK ao final de cada sequéncia) (Tabela 1).

O conjunto de sequéncias da regido variavel IGH filtradas e especificas de cada
cavalo foi manualmente concatenado as 247 sequéncias de contaminantes comuns
da protedmica (fasta obtido no software MaxQuant contendo sequéncias de proteinas
como queratina, tripsina, albumina, etc.) e as sequéncias de proteinas equinas
(Uniprot Equus caballus — 50.370 sequéncias obtidas em 21/12/2021) e proteinas
loxoscélicas (Uniprot Loxosceles spp. — 726 sequéncias obtidas em 21/12/2021). O
arquivo FASTA resultante foi denominado “banco de sequéncias completos para
busca” e foi utilizado para a analise dos resultados da espectrometria de massa no

software Proteome Discoverer™ (Thermo) (Figura 7).
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Figura 7 — c. Representacdo esquematica das etapas descritas para construcao dos bancos
de sequéncias utilizados na andlise protedmica. O sequenciamento e anotacdo das

sequéncias foram frutos do trabalho de doutorado da aluna Carlena Tahina Navas de Reyes.

3.7. Analise dos dados de espectrometria de massa para identificacéo

dos peptideos correspondentes a regidao IGHV

Como mencionado na secéo 3.6, os dados brutos obtidos na espectrometria de
massa foram confrontados com os bancos de dados completos para a identificacéao
de peptideos de anticorpos especificos contra componentes do veneno de Loxosceles
ou contra rLiD1. Essa etapa foi executada no software Proteome Discoverer™
(Thermo Scientific) na versdo 2.4.1.15 com auxilio da ferramenta de busca SEQUEST
HT. Os principais parametros utilizados na busca foram: uso do modulo de
recalibracdo de massas, clivagem das proteinas por tripsina, tolerancia de até duas
missed cleavages, intervalo de massa do ion precursor variando de 350 a 8000 Da,
comprimento do peptideo variando de 6 a 150 residuos e tolerancia de massa do ion
precursor de 10 ppm e do ion fragmento de 0,05 Da. Foi definida como modificagéo
fixa a carbamidometilacdo da cisteina e como modificagBes varidveis a oxidacao da
metionina e a acetilagcdo na extremidade N-terminal da proteina. Somente os
peptideos assinalados com FDR inferior a 1%, classificados como de alta confianca,

foram utilizados para as analises posteriores.

3.8. Mapeamento dos peptideos identificados aos CDRs das sequéncias

de anticorpos equinos
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Os resultados exportados do Proteome Discoverer fornecem informacdes
sobre todos os peptideos cuja a sequéncia foi identificada no banco personalizado
completo, o que pode incluir contaminantes, proteinas de cavalo ou de aranha-
marrom. Para avaliar exclusivamente as sequéncias de anticorpos foi necessario filtrar
apenas os peptideos mapeados as sequéncias de imunoglobulinas obtidas no Rep-
Seq. Porém, partindo desse filtro inicial, um mesmo peptideo teria o potencial de ser
mapeado a diversas sequéncias distintas, dado que essas moléculas possuem
regibes altamente conservadas, como ilustrado na Figura 8. Para contornar essa
particularidade, definiu-se que apenas peptideos mapeados ao CDRH3 de anticorpos

seriam considerados para a identificacdo das sequéncias.

FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 FR4

1.QVQLK ESGPGLVK PSQTLSLTCTVS GFSASNYG VDWVRQAPGKGLEFVGG LINGRDA KYTP(..)EDTAVYYC AGGTR DSSYAYSR NSDETY WGQGILVTVSS
2.QVQLK ESGPGLVK PSQTLSLTCTVS GLSLNYNV MGWVRQAPGKGLEFVGA TYTSA KYNP(..)EDTAVYYC AGGSVIWYDR TSYPDDSGIK Y WGQGILVTVSS
3. QVQLK ESGPGLVK PSQTLSLTCTVS GLNLNNNA VGWVRQAPGKGLEFVGA MYTSA KYNP(..)EDTAVYYC VGGSVIWYGR TSYPDDSGIK Y WGQGILVTVSS
4.QVQLK ESGPGLVK PSQTLSLTCTVS GLSLSSRS AGWVRQAPGKGLEYVAS IDSGGGA NYNP(..)EDTAVYYC SGR DDGDGTFYYTR TTTY WGQGIPVTVSS
5.QVQLK ESGPGLVK PSQTLSLTCTVS GFSLSSYD VGWVRQAPGKGLELVGG IAGSGSV TYNP(..)EDTAVYFC ARGR RNDYAYR VFDD WGQGTLVTVSS

P p—

v
Exemplos de peptideos
tripticos informativos

Exemplo de peptideo triptico
encontrado em varias sequéncias
com distintos CDR3

Figura 8 — Identificacdo de sequéncias de imunoglobulina a partir de peptideos
detectados na espectrometria de massa. Sao ilustradas cinco diferentes sequéncias da
regido variavel da IGH de imunoglobulinas que compartilham trechos das regifes de
framework (FR), mas possuem diferentes composi¢cdes em seus CDRs. No FR1, é destacado
nas cinco sequéncias um peptideo triptico comum que nao contribui para a identificacdo de
um Unico IGHV. Na regido de CDR3, sao destacados os cinco diferentes peptideos tripticos

informativos que permitiram a identificacdo de cada uma das sequéncias listadas.

Através de scripts em Python, cada um dos bancos de sequéncias de
imunoglobulinas personalizados do Rep-Seq foi inicialmente tratado para remocao de
sequéncias que continham leucina ou isoleucina na mesma posi¢cao (e, portanto,
poderiam ser idénticas). Os dados tratados foram submetidos a digestéo in silico por
tripsina, sendo toleradas até duas missed cleavages, assim como nos dados
experimentais. Os peptideos tripticos teodricos foram mapeados aos diferentes trechos
da regido variavel da cadeia pesada dos anticorpos. Além disso, os dados
relacionados aos PSMs (do inglés, peptide spectrum matches) exportados do
Proteome Discoverer foram preparados, selecionando-se as colunas necessarias:
sequéncia do peptideo, ID da proteina a qual o peptideo foi mapeado, area do

precursor, calculo da probabilidade de erro posterior (PEP), XCorr, desvio de massa
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em ppm e first scan (primeiro MS de identificacdo do peptideo). As linhas foram
ordenadas de modo a apresentar os dados de first scan e PEP em ordem crescente
e 0 XCorr em ordem decrescente. As duplicatas de first scan foram removidas,
mantendo-se as linhas de maior qualidade de acordo com os valores de PEP e XCorr.
Na coluna contendo sequéncias dos peptideos, os residuos de isoleucina foram
substituidos por leucina e os peptideos idénticos ap6s a substituicdo foram
colapsados e contados (dado adicionado a nova coluna PSM) e ainda tiveram
calculados seus dados de desvio de massa médio (soma dos dados de desvio de
massa dividido pelo n°® de PSMs) e de valor area total. O conjunto de peptideos
gerados in silico a partir do banco de sequéncias do Rep-Seq foi confrontado com os
peptideos filtrados encontrados experimentalmente, permitindo definir quais
peptideos de quais sequéncias da regiao variavel de IGHV foram identificados no
proteoma de imunoglobulinas de cada uma das amostras. Apenas as sequéncias que
continham peptideos mapeados ao CDRH3 foram consideradas como possiveis
IGHVs antigeno-especificas.

Porém, os peptideos mapeados ao CDRH3 dos anticorpos foram submetidos
ainda a alguns filtros que garantem a confiabilidade da sua deteccéo: os peptideos
deveriam ter sido identificados nas duas replicatas e ter sobreposicdo de no minimo
guatro residuos com a regido de CDRH3. Os fragmentos que cumpriam todos esses
critérios foram designados peptideos informativos, de forma similar a denominacéo
usada em outros trabalhos (LEE et al., 2016; WINE et al., 2013). Por fim, os IGHVs
gue continham os peptideos de CDRH3 que satisfaziam aos filtros citados foram

considerados para as analises posteriores.

3.9. Alinhamento e comparacédo de sequéncias

As sequéncias da regido variavel da IGH identificadas por peptideos mapeados
ao seu CDRH3 foram comparadas para avaliacdo das caracteristicas tipicas de cada
amostra ou de cada especificidade. Para isso, as sequéncias foram alinhadas
considerando-se a numeracdo determinada pelo International ImMunoGeneTics
information system (IMGT) que fixa residuos conservados das sequéncias nas
mesmas posi¢des: cisteina na posicdo 23, triptofano na posi¢cdo 41, aminoacido

hidrofébico na posicédo 89, cisteina na posicdo 104 e triptofano ou fenilalanina na
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posicdo 118 (LEFRANC et al., 2003). A partir da demarcacao desses aminoacidos sao

definidos os seguintes intervalos para as regides de CDR e FR:

a. Framework 1 (FR1): posi¢cbes 1 a 26

b. CDRL1: posicoes 27 a 38

C. Framework 2 (FR2): posicbes 39 a 55

d. CDR2: posicoes 56 a 65

e. Framework 3 (FR3): posi¢cOes 66 a 104
f. CDRa3: posicdes 105 a 117

g. Framework 4 (FR4): posicfes 118 a 129

Os alinhamentos das regides variaveis de IGH completas ou dos trechos de
CDRH3 foram realizados através da ferramenta Yvis (CARVALHO; MOLINA;
FELICORI, 2019). As compilacdes dos achados de comprimento e composicao de
CDRH3, uso de segmentos V(D)J e frequéncia de hipermutacdo foram realizadas a
partir de scripts em Python e os graficos foram gerados no GraphPad Prism 5.00
(GraphPad Software, Inc., San Diego California USA).

3.10. Determinacado de clonotipos e calculo de abundéancia a partir dos

peptideos

A totalidade de sequéncias da regido variavel do IGH encontradas no Rep-Seq
para cada uma das amostras de plasma equino foi agrupada em clonotipos de forma
hierarquica utilizando o software YClon (GERVASIO; FERREIRA; FELICORI, 2022)
desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa. Nessa ferramenta, as sequéncias de
nucleotideos contendo mesmos segmentos génicos V e J sdo agrupadas e as regides
de CDR3 sao vetorizadas e comparadas de acordo com uma matriz de similaridade.
A informacdo dos clonotipos foi recuperada para cada uma das sequéncias
identificadas no Ig-Seq e considerada para a estimativa de abundancia.

A abundancia foi determinada em fungéo da area sob a curva do pico do ion
precursor que originou o peptideo identificado. O calculo consiste na razédo entre a
soma da area de todos os peptideos de CDRH3 mapeados a um clonotipo sobre a

soma das areas de todos os peptideos de CDRH3 mapeados naquela amostra. O
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dado de abundéancia calculado foi utilizado para avaliar a distribuicdo relativa dos

clonotipos dentro de cada amostra.

3.11. Agrupamento de sequéncias de VH contendo paratopos similares

Para avaliar funcionalmente in silico as sequéncias da regido variavel de
imunoglobulinas encontradas, utilizamos a ferramenta computacional Ab-Ligity
(WONG et al.,, 2021). Nesse software, a estrutura tridimensional de cada regiédo
variavel é predita e as diferentes sequéncias tém suas estruturas comparadas.
Estruturas que apresentam residuos de aminoacidos com as mesmas caracteristicas
fisico-quimicas na mesma posicdo sdo apontadas como similares e ranqueadas
quanto a potencial de reconhecimento de um epitopo em comum. Com esse método,
as sequéncias de anticorpos com especificidade contra a rLiD1 foram avaliadas
guanto a sua similaridade de sitio de interacdo com o antigeno.

De acordo com as instrugdes de uso do software, as sequéncias da regiao
variavel da IGH especificas contra rLiD1 tiveram suas estruturas tridimensionais
modeladas no ABodyBuilder (LEEM et al., 2016). Os arquivos em formato .pdb
gerados foram utilizados para a predicdo de paratopos e de similaridade de interacao
com o epitopo através da execucao dos scripts do Ab-Ligity. Como sugerido no artigo
gue descreve a ferramenta, o threshold de 0,1 foi aplicado para definir as sequéncias

gue apresentavam sitios de interacéo similar.
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4. Resultados

4.1. Reatividade dos plasmas equinos contra pool de venenos de

Loxosceles ou rLiD1

As quatro amostras de plasma de cavalos hiperimunizados com o pool de
venenos de trés espécies de Loxosceles fornecidas pelo CPPI foram testadas quanto
a sua reatividade contra o pool de venenos de Loxosceles e contra a rLiD1 através de
ELISA direto. Foram avaliadas ainda aliquotas de dois lotes dos soros anti-
loxoscélicos (SaLox) e um pool das amostras de plasmas equinos antes da
hiperimunizacado (pool pré-imune).

Como esperado, as amostras coletadas antes da hiperimunizacéo
apresentaram absorbancia proxima a zero contra os dois tipos de antigenos testados
(Figuras 9A e 9B). Frente ao pool de venenos de Loxosceles, os plasmas dos quatro
cavalos imunizados apresentaram titulacdo média de 60.022, valor superior ao titulo
meédio de 48.936 encontrado para os lotes de SalLox testados (Figura 9C). Ainda em
relagdo ao veneno, as amostras apresentaram maior variabilidade no titulo calculado:
os plasmas dos cavalos 2H e 4H possuem maior titulo de anticorpos na absorbancia
de 1,0 do que os cavalos 1H e 3H. Quando testadas contra a forma recombinante de
LiD1, os plasmas apresentaram reatividade e titulagdo similar, com valor médio de
46.472 (Figura 9B e 9C). De forma geral, os resultados indicam que os plasmas
hiperimunes possuem imunoglobulinas reativas contra componentes do pool de
venenos de Loxosceles ou contra a rLiD1 com titulo médio comparavel a do soro anti-
veneno utilizado como terapia. Porém, €& importante ressaltar que os titulos
encontrados resultam da comparacao de imunoglobulinas intactas do plasma equino
e fragdes F(ab’): presentes no SalLox, caracteristicas que podem ter impactado na

variacao das absorbancias detectadas nos dois tipos de amostra.
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Figura 9 — Imunorreatividade dos plasmas equinos hiperimunizados com o pool de
veneno de trés espécies de Loxosceles. Avaliacdo da reatividade dos plasmas dos
cavalos apos a hiperimunizacdo (1H, 2H, 3H e 4H) contra o pool de venenos de
Loxosceles (A) e contra a rLiD1 (B). O ensaio foi revelado com anticorpo contra IgG equina
conjugado a peroxidase em diluicdo 1:6000 na absorbancia de 490 nm. O anti-veneno
Salox foi utilizado como controle positivo e o pool dos plasmas dos cavalos antes da
imunizacéo (pré-imune, P) como controle negativo. (C) Titulo de anticorpos calculado para
a diluicdo dos plasmas imunizados que obteve absorbancia igual a 1,0 frente ao pool de

venenos de Loxosceles ou rLiD1 ou titulo de SaLox com absorbancia igual a 1,0 frente ao

pool de venenos.
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4.2. Quantificacdo absoluta das classes de imunoglobulinas

Na proxima etapa de caracterizacdo do repertério, as amostras dos plasmas
antes e apos a hiperimunizacéo foram usadas para quantificacdo de IgM, IgG e IgA
utilizando kits comerciais. Para as trés classes de imunoglobulinas, as curvas padrao
foram tracadas de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Na quantificacdo de IgM, anticorpo relacionado a resposta imune primaria, as
amostras 1 e 4 apresentaram concentracdes similares dessa imunoglobulina antes e
apos a hiperimunizacao (Figura 10A). A amostra 2 apresentou concentracdo similar a
1 e 4 antes da imunizacado, porém sofreu reducao significativa desse valor apos o
processo. A amostra 3 na sua forma pré-imune apresentou a maior dosagem de IgM
(1,77 £ 0,01 mg/mL) e dosagem significativamente menor dessa imunoglobulina na
forma hiperimune. As medianas das concentracdes encontradas foram de 0,63 mg/mL
para as amostras hiperimunes e de 0,61 mg/mL para as amostras pré-imunes.

Na quantificacdo de IgG, imunoglobulina relacionada a resposta imune
secundaria, as menores concentra¢gdes foram encontradas nas amostras pré-imunes
1 e 3 que tiveram aumento significativo dessa imunoglobulina ap6s a hiperimunizagéo
(Figura 10B). Na amostra 2, observa-se uma alta dosagem de IgG no plasma pré-
imune (160,94 + 8,21 mg/mL) e esse valor sofre pequena reducdo na dosagem no
plasma hiperimune (148,26 + 18,80 mg/mL). A amostra 3 tem concentracao
intermediaria em relagdo as outras amostras pré-imunes (22,52 + 2,57 mg/mL) e
passa por um aumento na quantidade de IgG apds a hiperimunizacéo (171,04 + 16,08
mg/mL). As amostras de plasma equino hiperimunizado tiveram a concentracao
mediana de IgG de 142,21 mg/mL, enquanto as amostras coletadas antes da
imunizacao tiveram a mediana de 44,04 mg/mL. Considerando apenas os achados de
quantificacdo de IgM e IgG, foi possivel observar um perfil de desenvolvimento de
resposta imune secundéaria em substituicdo a resposta primaria nas amostras dos
plasmas avaliados.

Para a quantificacdo de IgA, a curva padréo foi tracada nos mesmos moldes
das outras classes de imunoglobulina, porém as concentracbes das amostras nao
puderam ser interpoladas por estarem abaixo do valor minimo da curva, que é de
15,63 ng/mL. Esse resultado condiz com a caracteristica de baixa concentracédo, ou
até mesmo auséncia, das imunoglobulinas de classe A na composi¢ao de soros anti-

veneno.
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Figura 10 — Quantificac&o de IgM e IgG nos plasmas equinos. Concentragdes de IgM (A)
e 1gG (B) obtidas a partir de interpolagédo da curva padrdo para cada uma das amostras que
foram avaliadas em duas replicatas. Os plasmas pré-imunes de cada cavalo sdo
representados como 1P, 2P, 3P e 4P, e os plasmas hiperimunes como 1H, 2H, 3H e 4H. Cada
amostra foi analisada em duplicata.

4.3. Quantificacédo relativa das subclasses de IgG

Novamente, um ensaio de ELISA baseado na sensibilizacdo com o pool de
venenos de Loxosceles foi utilizado para comparar a reatividade das diferentes
subclasses de IgG. Foram testadas amostras dos plasmas antes e apds a
hiperimunizagdo, assim como amostras das imunoglobulinas isoladas a partir da
cromatografia de afinidade com proteina G e da fracdo nao interagida (FT, do inglés
flow through) dessa mesma cromatografia.

Nas amostras de plasmas pré-imunes, as absorbancias dos anticorpos
antigeno-especificos das classes IgGa e IgGb foram quase nulas, com valores
inferiores a 0,1 em todas as dilui¢cdes. Para IgG(T), foram encontradas absorbancias
similares para as amostras 1P, 2P e 3P, mas com valores consideravelmente

inferiores aos das mesmas amostras apés a hiperimunizacao (Figura 11).
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Figura 11 - Distribuicdo de subclasses de IgG nos plasmas equinos pré-imunes.
Absorbancias obtidas para as subclasses IgGa, IgGb e IgG(T) nas amostras de plasmas dos
guatro cavalos antes da hiperimunizagéo (1P, 2P, 3P, 4P) no comprimento de onda de 490
nm. ELISA indireto com a placa sensibilizada com o pool de venenos. As amostras foram
testadas em duplicatas em diluicdo seriada de 2.500 a 80.000 vezes (0s pontos indicam a
absorbéncia média para cada diluicdo). Os ensaios foram realizados com conjugados anti-

mouse para IgGa e IgGb e anti-goat para IgG(T) e revelados com OPD.

Nas amostras hiperimunes, observa-se maior titulagdo média de IgG(T),
seguida por IgGb e por dltimo IgGa (Figura 12A), achado similar a composicao de
outros anti-venenos investigados na literatura (FERNANDES et al., 1997). A amostra
2H destaca-se com maior titulo de IgG(T) e IgGa no valor de absorbancia selecionado
e 0 segundo maior valor de IgGb, enquanto as amostras 1H e 3H possuem valores
abaixo da média dos trés subtipos de IgG. Em relacdo as amostras de IgG isolada, a
maior titulacdo média € encontrada na subclasse IgGb, seguida por IgGa e por ultimo
IgG(T) (Figura 12B). As amostras 2H e 4H destacam-se com titulos acima da média
na subclasse IgGb. Nas amostras de FT, predomina a subclasse IgG(T) enquanto
IgGa e IgGb mantém titulos baixos e com médias similares (Figura 12B). A amostra
3H néo teve o titulo de IgGb em seu FT determinado, por apresentar absorbancia

inferior a 1,0 em todas as diluigdes.
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Figura 12 — Titulos das subclasses de IgG presentes nos plasmas hiperimunes e na
cromatografia de afinidade com proteina G. Titulos das subclasses IgGa, IgGb e IgG(T)
calculados para a diluicdo dos plasmas hiperimunes (A) e das IgGs isolada e FTs da coluna
de afinidade com proteina G (B), para obter absorbancia igual a 1,0 no comprimento de onda
de 490 nm. Para cada uma das subclasses é destacada a média do titulo das quatro amostras.
Os titulos foram calculados a partir das curvas geradas por ELISA indireto com a placa
sensibilizada com o pool de venenos. As amostras de plasma e IgG isolada foram testadas
em duplicatas, em diluicdo seriada de 5.000 a 640.000 vezes e as amostras de FT em
diluicdes de 2.000 a 256.000 vezes. Os ensaios foram revelados com conjugados anti-mouse

para IgGa e IgGb e anti-goat para IgG(T). FT: flow through, ndo interagido.

Os dados expostos na Figura 12 indicam que 0 enriquecimento na
cromatografia de afinidade com proteina G privilegia as subclasses IgGb e IgGa, em
detrimento da IgG(T), que era encontrada em maior abundéancia nos plasmas equinos.

Como consequéncia, nota-se o elevado titulo de IgG(T) no flow through da
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cromatografia. A perda dessa subclasse pode impactar os resultados subsequentes

baseados nas amostras de IgG isolada.

4.4, Composicao do banco de sequéncias personalizado para busca

Para iniciar as etapas de identificacdo dos peptideos obtidos a partir da
espectrometria de massa, os dados de sequéncias anotadas do transcriptoma de
imunoglobulinas foram filtrados para remocao de linhas com dados incompletos e
caracteres inadequados (denominadas sequéncias de baixa qualidade), sequéncias
identificadas por uma Unica read e colapso das sequéncias em replicatas. Em média,
para cada cavalo foram anotadas 481.140 £ 176.230 sequéncias das quais cerca de
0,05% foram removidas pela baixa qualidade. As sequéncias anotadas ja haviam
passado pela exclusdo de replicatas em sequéncias de nucleotideos, porém, a partir
da traducdo para residuos de aminoacidos, em média 160.000 sequéncias por
amostra foram encontradas em replicatas. Por fim, sequéncias que apareciam uma
Unica vez na anotagdo foram também removidas para reduzir a dimensé&o dos dados,

gerando conjuntos finais com, em média, 29.241 sequéncias por amostra (Tabela 1).

Tabela 1 - Filtros aplicados para construcéo do banco de sequéncias de cada amostra

. . Sequéncias em Sequéncias
Sequéncias Sequéncias )
Amostra _ replicatas colapsadas e de
anotadas de qualidade .
colapsadas abundancia>1
1H 317.894 316.580 240.639 17.381
2H 653.023 649.005 415.163 38.822
3H 340.916 339.457 226.612 21.946
4H 612.728 607.982 408.314 38.815
Média e
481.140 + 478.256 + 322.682 +
desvio 29.241 +11.215
176.230 174.536 103.031

padréo
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4.5. Analise dos dados do Ig-Seq para identificacdo dos peptideos

mapeados a regiao variavel de IGH

Para a préxima etapa, os plasmas hiperimunes foram preparados para a
identificacdo dos anticorpos antigeno-especificos através da espectrometria de
massa. Para isso, as amostras foram submetidas a cromatografia de afinidade com
proteina G, clivagem por pepsina, enriquecimento antigeno-especifico contra pool de
venenos ou rLiD1 e clivagem por tripsina. Em sequéncia, os peptideos tripticos foram
analisados por LC-MS/MS. Os espectros de massa gerados foram confrontados
contra os bancos de dados personalizados de cada cavalo contendo as sequéncias
IGHV e proteinas contaminantes descritas na se¢ao 3.6.

Poucos peptideos identificados foram mapeados a proteinas de Loxosceles
depositadas no Uniprot. Nas amostras com especificidade contra rLiD1, todas as
identificacbes desse subgrupo correspondiam a proteinas descritas como fosfolipase
D, esfingomielinase D ou proteina LoxTox. Esse achado possivelmente indica que a
cromatografia de afinidade com rLiD1 foi a fonte das proteinas de Loxosceles
identificadas. Nas amostras especificas contra o pool de venenos, além das
fosfolipases D, foram identificadas metaloproteases nas amostras 1H e 2H, proteina
knottin (peptideo inseticida) nas amostras 1H e 4H e um fragmento de histona nas
amostras 1H e 3H.

Por outro lado, foram identificados um elevado nimero de peptideos de
proteinas contaminantes, com uma média de 555 peptideos por amostra (Figura 13).
Nas amostras especificas contra rLiD1 ou contra o pool de venenos, em média 24%
e 17%, dos peptideos identificados correspondiam a contaminantes, respectivamente.
Apesar das precaucdes na realizacdo dos experimentos e do uso de tripsina com
baixa taxa de autélise, queratina humana e a tripsina porcina usada para o bottom-up
foram encontradas em todas as amostras.

Dentre os peptideos mapeados a proteinas equinas presentes no UniProt, em
meédia 49% e 38% foram identificados como imunoglobulinas dessa espécie nas
amostras especificas contra o pool de venenos e rLiD1, respectivamente. Foram
identificados trechos de sequéncias de cadeia pesada gama e cadeia leve lambda de

cavalos. Além disso, foram encontrados peptideos mapeados a proteinas comuns do
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sangue como albumina, alfa-2-macroglobulina, fibrinogénio, apolipoproteinas, entre
outras.

Com excecéo da amostra 1H com especificidade contra rLiD1, a maior parte
dos peptideos identificados foi mapeado as sequéncias da regido variavel do IGH dos
préprios cavalos avaliados (Figura 13). As amostras 3H e 4H apresentaram maior
namero de peptideos de IGH identificados contra os dois tipos de antigenos, assim
como maior numero total de identificacbes. Esse achado refor¢ca a importancia da
construcdo do banco de sequéncias personalizado para cada organismo testado,
dada a variabilidade das cadeias das imunoglobulinas e a escassez dessas

sequéncias nos bancos publicos de dados de proteinas.

rLiD1

1624

Veneno

0 500 1.000 1.500 2.000 2.500 3.000 3.500 4.000 4.500 5.000

Nimero de peptideos
m|GHY = Contaminantes Proteinas de Loxosceles Proteinas de cavalo
(UniProt) (UniProt)

Figura 13 - Identificacdo de peptideos tripticos nas amostras de fracdes F(ab’).
antigeno-especificas. Numero de peptideos tripticos ndo redundantes mapeados a cada um
dos grupos de proteinas presentes no banco de sequéncias personalizado. Sdo eles:
sequéncias da regiao variavel do IGH especificas para cada cavalo (Rep-Seq), contaminantes

(MaxQuant), proteinas de Loxosceles e de cavalo presentes no UniProt.

Em sequéncia, os peptideos identificados da regido variavel da IGH foram
mapeados quanto a sua regido especifica no anticorpo. As amostras 3H e 4H
apresentaram o maior niumero de peptideos em todas as regides de imunoglobulina.
A regido de CDRH2 apresentou o maior numero de peptideos, com uma média de 515
por amostra, seguida pelo CDRH1, com média de 143 peptideos e, por fim, a regido
de framework com média de 77 peptideos. A regido de CDRH3 foi escolhida como
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parametro para identificacdo das sequéncias de anticorpos pela sua variabilidade,
como feito em trabalhos anteriores baseados nos mesmos métodos. Porém, essa foi
a regido com menor numero de peptideos identificados em todas as amostras (Figura
14).

204 634 54
130 376 23
rLiD1
338 14
252 24
261 755 63
268 720 50
Veneno
105 630 28
414 28
0 200 400 600 800 1.000 1.200

NUmero de peptideos

mFW =CDRH1 = CDRH2 ' CDRH3

Figura 14 — Peptideos mapeados por regido da cadeia variavel do anticorpo. Para cada
amostra e cada antigeno sao ilustradas as contagens de peptideos mapeados as regides
determinantes de complementariedade (CDR) 1, 2 ou 3 ou a regido estrutural de framework
(FW).

A frequéncia de sitios de clivagem por tripsina, enzima utilizada no preparo para
a espectrometria de massa, foi avaliada como uma possivel causa da baixa
identificacdo de residuos de CDRH3. De fato, a presenca de sitios de clivagem por
tripsina (residuos de lisina ou arginina) na posi¢cdo 107 do CDRH3 é baixa e ndo
representa um sitio &ncora para obtencdo de fragmentos de CDRH3, como proposto
em trabalhos realizados com outras espécies (Figura 15A) (WINE et al., 2013). Em
média, o sitio triptico na posi¢cdo 107 é encontrado em 17,04% das sequéncias dos
bancos de dados, com maior frequéncia no cavalo 1H (28,09% das sequéncias) e
menor frequéncia no cavalo 3H (9,57% das sequéncias). De forma similar aos
achados experimentais, 0s peptideos tripticos gerados in silico sdo mais
frequentemente mapeados a regido de CDRH2 (Figura 15B). Porém, na digestéao
tedrica, os fragmentos de CDRH3 aparecem como a segunda regido mais abundante

em contraposi¢cao aos achados experimentais.
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15,4% 37,1% 36,4%
16,0% 33,0% 39,2%
82,96%
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Figura 15 - Frequénciade residuos de lisina (K) e arginina (R) na posi¢do 107 do CDRH3
e de peptideos tripticos por regido da fracdo variavel do IGH. A ocupacéo da posi¢cao 107
do CDRH3, um sitio conservado de clivagem por tripsina em outras espécies, foi avaliado na
totalidade de sequéncias encontradas do Rep-Seq equino (A). Foi avaliada ainda a
distribuicdo de peptideos tripticos mapeados as diferentes regides dos anticorpos atraves da

digestao in silico das sequéncias do Rep-Seq (B).

4.6. Analise das sequéncias da regido variavel de IGH identificadas a
partir do CDRH3

Como detalhado na metodologia, os peptideos mapeados a CDRH3 e que
atendiam a critérios especificos de qualidade foram utilizados para identificacdo de
sequéncias IGHV. Foram aceitas apenas sequéncias encontradas nas duas replicatas
experimentais e que possuiam sobreposi¢cdo de no minimo quatro residuos entre o
peptideo encontrado e a regido de CDRH3. Os fragmentos qualificados foram entéo
mapeados a todos possiveis CDRH3 e a todas possiveis sequéncias IGHV que
continham dado CDRHS3. Nesse processo, um unico peptideo poderia ser mapeado a
diferentes CDRH3 (que em alguns casos apresentavam pequenas varia¢coes em suas
sequéncias) e um mesmo CDRH3 poderia ser encontrado em mais de uma sequéncia
da regido variavel da IGH do banco de sequéncias. Os dados do nimero de peptideos
e de CDRH3s e IGHVs aos quais os peptideos foram mapeados sdo demonstrados
na Tabela 2.

A amostra 2H apresentou menor numero de peptideos, CDRH3 e IGHV
identificados para os dois tipos de antigenos. As amostras 3H e 4H com especificidade
ao pool de venenos apresentaram distribuicdo similar dos trés tipos de achados
(Tabela 2). Na amostra 1H, uma sequéncia de CDRH3 (SGRDDGDGTFYYTRTTTY)
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foi mapeada a partir de dois peptideos tripticos: DDGDGTFYYTR e
TTTYWGQGIPVTVSSASTTAPK, sendo o fragmento DDGDGTFYYTR encontrado

nas amostras especificas contra o pool de venenos e contra a rLiD1.

Tabela 2 — Numero de peptideos, CDRH3 e sequéncias IGHV identificadas no Ig-Seq

Antigeno Amostra Peptideos CDRH3 Sequéncias IGHV
1H 9 18 54
2H 6 7 26
3H 12 17 32
Veneno 4H 13 13 32
Média e Desvio Padréo 10 + 3,16 13,75+ 4,99 36,25 + 12,82
1H 8 8 11
2H 1 1 2
3H 6 7 10
rLiD1 4H 5 5 8
Média e Desvio Padréo 5+2,94 5,25+ 3,10 7,75 4,03

A amostra 1H (pool de venenos) destacou-se por apresentar um peptideo
triptico (TSYPDDSGIK) mapeado a 8 diferentes CDRH3. Dentre eles, o fragmento
AGGSVIWYDRTSYPDDSGIKY foi encontrado em 30 diferentes sequéncias da regido
variavel da IGH. O conjunto de sequéncias que compartiham esse CDRH3
diferenciam-se principalmente por variacées na regido de CDRH1, mas também ha
diversidade no CDRH2 e nas regides de framework (Figura 16). Essa peculiaridade
coloca a amostra 1 com o maior numero de sequéncias IGH e CDRH3 apesar do
menor numero de peptideos encontrados. Esse achado surpreende ao colocar o
CDRH3, regido com maior potencial de variabilidade dos anticorpos, como elemento
constante em diversas sequéncias que se diferenciam a partir de outras regifes de
menor variabilidade tedrica. No caso das sequéncias especificas a rLiD1, as amostras
1, 3 e 4 tiveram numeros similares, enquanto a amostra 2 apresentou numeros muito

inferiores de IGHV identificados.
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Figura 16 — Composicao das 30 sequéncias da regido variavel de IGH com CDRH3 em
comum encontradas na amostra 1H especifica contra o pool de venenos. Os gaps
gerados por posi¢des ndo ocupadas em nenhuma das sequéncias foram removidos gerando
alteracdo nas posi¢des canodnicas das regides do anticorpo. Diferentes cores dos aminoacidos
representam suas classes. Verde: polares, roxo: neutros, azul: carregados positivamente,
vermelho: carregados negativamente, preto: hidrofébicos. Figura gerada em
http://weblogo.threeplusone.com/).

Considerando as 163 sequéncias Unicas da regido variavel de IGH identificadas
a partir do CDRHS3, 81,1% sao exclusivas aos componentes do veneno de Loxosceles,
11,6% séao exclusivas a rLiD1 e 7,3% sao comuns entre os dois antigenos (Figura
17A). A amostra 1H possui 0 maior nimero de sequéncias exclusivas com as duas
especificidades, enquanto a amostra 4H possui 0 maior nimero de sequéncias

comuns entre os dois antigenos (Figura 17B).
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Figura 17 — Sequéncias da regido variavel da IGH identificadas a partir do CDRH3.
Distribuicdo do namero geral de sequéncias especificas e comuns a cada antigeno (A) (pool

de veneno de Loxosceles e a rLiD1) e por amostras (B).

Em seguida, as sequéncias de CDRH3 antigeno-especificas foram
caracterizadas quanto ao seu comprimento e composicao, e as sequéncias de IGVH
antigeno-especificas foram caracterizadas quanto a frequéncia génica e
hipermutacdo. Essas caracteristicas foram comparadas aos das sequéncias totais

identificadas no transcriptoma e serdo descritas nas sec¢des posteriores.

4.7. Tamanho e composicdo dos CDRH3 identificados

A frequéncia relativa dos diferentes tamanhos de CDRH3 s&o ilustradas na
Figura 18A. Os comprimentos de CDRH3 identificados no Ig-Seq variam entre 5 a 24
aminoacidos, enquanto os comprimentos do Rep-Seq variam entre 2 a 36
aminodacidos. As principais diferencas sdo observadas nos comprimentos de 21, 18 e
16 residuos de aminoacidos que sdo mais frequentes no Ig-Seq e nos comprimentos
de 20, 14 e 11 residuos que foram mais frequentes no Rep-Seq. Quando separadas
por antigeno, as sequéncias especificas contra rLiD1 possuem maior frequéncia de
CDRH3 com comprimento de 16 residuos enquanto as especificas contra o pool de
venenos possuem mais sequéncias com tamanhos de 21, 18 e 15 residuos. A
mediana dos comprimentos obtidos foi de 17 residuos para o repertorio sorolégico e
de 16 para o repertorio de BCR.

Na Figura 18B, sdo expressas as frequéncias relativas de cada aminoacido que
compBe os CDRHS3 identificados no Ig-Seq e no Rep-Seq. Os residuos de
aminoacidos mais frequentes em ambos o0s repertorios sdo glicina e tirosina. Os
residuos que aparecem com menor frequéncia como metionina, cisteina, glutamina,
histidina, prolina e acido glutamico possuem distribuicdo semelhante nos dois tipos de
repertorio. As maiores variagdes sdo notadas nos residuos carregados de arginina e
acido aspartico, que séo mais frequentes no repertorio sorolégico e de tirosina, que

tem maior presenca no repertério de BCR.
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Figura 18 — Distribuicdo do comprimento e dos aminoacidos das sequéncias de CDRH3

encontradas no 1g-Seq e no Rep-Seq. (A) Frequéncia relativa dos comprimentos das

sequéncias Unicas de CDRH3, em numero de aminoéacidos (aa). (B) Frequéncia relativa dos

aminoacidos presentes na regido de CDRH3. Os aminoacidos estdo agrupados de acordo
com sua classe.

A frequéncia dos aminoéacidos nas diferentes posi¢cdes do CDRH3 também foi
avaliada através da construcdo de WebLogos para as sequéncias especificas contra
rLiD1, pool de venenos e para as sequéncias totais do Rep-seq removendo as
redundancias. Devido a grande variacdo do comprimento dessa regido, foram
comparados apenas 0s sete residuos iniciais e os seis finais dos CDRH3 alinhados,
de acordo com a classificacdo do IMGT.

Uma alta frequéncia de alanina (A), glicina (G) e tirosina () foi observada nas
posicdes 105, 106 e 117, respectivamente, em todos os repertorios (Figura 19). Na
antepenultima posicdo é mantido o predominio de isoleucina e aminoacidos
hidrofébicos. Nos CDRH3 especificos contra rLiD1, é notavel a maior frequéncia de
acido aspértico (D) nas posicbes 107 a 109 além da presenca dos residuos

carregados positivamente arginina (R) e lisina (K) na posicdo 113 e dos residuos
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carregados negativamente acido aspartico e acido glutamico (E) na posicédo 116. Nas
sequéncias especificas contra o pool de venenos, 0 acido aspartico € mais presente
na posicao 112 e a arginina na posi¢ao 113 em comparacdo ao Rep-Seq. A posicao
116 também apresenta alta probabilidade desses residuos carregados. A arginina
desponta ainda com maior frequéncia nas sequéncias encontradas contra o pool de
venenos na posicdo 108. De modo geral, podemos observar a preferéncia por
aminoacidos carregados em diferentes posi¢cées do CDRH3 do repertério soroldgico

especifico contra os antigenos investigados.
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Figura 19 — Composicédo de aminoacidos por posicdo nos CDRH3 antigeno-especificos
ndo redundantes. Weblogo indicando a probabilidade da presenca de residuos de
aminoacidos em cada posicao dos CDRH3 nédo redundantes do repertorio Ig-Seq especifico
contrarLiD1 (A), pool de venenos de Loxosceles (B) e do repertorio BCR total (Rep-Seq) (C).
As figuras contém os sete residuos iniciais e os seis finais dos CDRH3 encontrados, sendo
omitidas as posi¢des intermediarias encontradas apenas em CDRH3 mais longos. Posicdes
compostas por letras mais estreitas possuem menor probabilidade de estarem ocupadas por

qualquer residuo. Diferentes cores dos aminoécidos representam suas classes. Verde:
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polares, roxo: neutros, azul: carregados positivamente, vermelho: carregados negativamente,

preto: hidrofébicos. Figura gerada em http://weblogo.threeplusone.com/).

4.8. Preferéncia de uso de genes V(D)J e frequéncia de hipermutacao

somatica

Em uma ultima comparacéo, foram avaliadas as frequéncias dos segmentos
génicos V, D e J nas imunoglobulinas encontradas no repertorio Ig-Seq e as obtidas
no repertério resultante do Rep-Seq. De forma geral, as frequéncias do uso génico
sdo similares nos dois repertorios. No caso do segmento génico V, uma alta
predominancia da familia IGHV4 foi observada, com maior frequéncia alternada dos
segmentos génicos IGHV4-21 e IGHV4-29 (Figura 20A) entre os repertorios. E
importante ressaltar que somente 6 dos 17 segmentos génicos do Rep-Seq foram
identificados no repertério especifico do Ig-Seq. Quanto ao aos genes D e J, 0s
segmentos IGHJ6-1 (Figura 20B) e IGHD2-26 (Figura 20C) foram os mais frequentes
nos dois repertérios avaliados, sendo observada frequéncia consideravelmente maior
de IGHD2-26 no Ig-Seq em comparacao ao Rep-Seq. Parte dos genes V e D de baixa
frequéncia no Rep-Seq ndo foram encontrados no repertério soroldgico. As
combinac¢des de genes V(D)J encontradas com maior frequéncia no Ig-Seq foram
IGHV4-21, IGHD2-26, IGHJ6-1 e IGHV4-29, IGHD2-26, IGHJ6-1, ambas

correspondendo a 11% do total de sequéncias encontradas.
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Figura 20 — Preferéncia dos segmentos génicos IGH da cadeia variavel dos anticorpos.
Frequéncia relativa do uso dos segmentos génicos variavel - V (A), diversidade - D (B) e
juncdo - J (C) das imunoglobulinas encontradas no repertério sorolégico (Ig-Seq) e no
repertorio BCR (Rep-Seq).
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A taxa de hipermutacdo somatica (HMS) foi calculada em funcéo do numero de
alteracdes nos nucleotideos das sequéncias encontradas em relacdo aos genes
germline atribuidos a essas sequéncias. A distribuicdo dessa taxa nos repertorios é
demonstrada na Figura 21. A mediana encontrada foi similar no Ig-Seq com as duas
especificidades e no Rep-Seq. Apesar do menor nimero de achados, as sequéncias
especificas contra rLiD1 apresentam maior variagdo na taxa de HMS quando
comparadas as sequéncias especificas contra o pool de venenos. Somente no
repertdrio descoberto a partir do transcriptoma séo encontradas sequéncias com altas

taxa de hipermutacdo que variam até 50%.
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Figura 21 — Frequéncia de hipermutagcdo somatica naregido variavel da cadeia pesada
das imunoglobulinas encontradas nos diferentes repertorios estudados. A distribuicéo
das frequéncias foi calculada para as sequéncias especificas contra o pool de venenos, contra
rLiD1 e no repertério do transcriptoma completo. A linha pontilhada central indica a mediana

e as linhas com pontilhado fino indicam o primeiro e o terceiro quartis dos dados.

4.9. Identificac&o de clonotipos e calculo de abundancia

O conjunto de sequéncias encontradas no sequenciamento de células B (Rep-
Seq) foi organizado em clonotipos a partir do software YClon (GERVASIO;
FERREIRA; FELICORI, 2022), desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa. Os
clonotipos das sequéncias da regido variavel do IGH antigeno-especificas

identificadas foram recuperados a partir da clusterizacdo do Rep-Seq e tiveram sua
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abundancia relativa calculada pela soma da area sob a curva dos peptideos tripticos
mapeados.

Para as imunoglobulinas especificas contra rLiD1, 8 clonotipos foram
encontrados para a amostra 1H, 1 para a amostra 2H, 7 para a amostra 3H e 5 para
a amostra 4H. A soma dos trés clonotipos mais abundantes corresponde a mais de
80% das sequéncias encontradas em todas as amostras com essa especificidade. Na
amostra 2H, em que apenas duas sequéncias foram identificadas, um unico clonotipo
equivale a 100% da resposta contra rLiD1 (Figura 22A).

Quanto as sequéncias especificas contra o pool de venenos, 18 clonotipos
foram encontrados na amostra 1H, 7 na amostra 2H, 17 na amostra 3H e 14 na
amostra 4H, sendo somente os 10 mais abundantes representados na Figura 22B. As
amostras 3H e 4H apresentam maior distribuicdo da abundéncia entre os diferentes
clonotipos. Por outro lado, as amostras 2H e 4H apresentam maior concentracédo da
abundéancia em unico clonotipo, com o top clone correspondendo a 58% da resposta
especifica detectada. Em média, os top 5 clones das amostras contra o pool de
venenos representam 80% dos clonotipos encontrados.

A rLiD1

100 +
= 90 - m1H =2H  3H m4H
< 80 -
Z 70 -
= |
s 60
& 501
2 40 -
§ 30 A
3 20 4
)
< 10

0 A — : : r
1 2 3 4 5 6 7 8

Ranking dos clones

oy)

Veneno

60 - m1H =2H 3H m4H
50 -
40 -
30 -
20 -

10 A

Abundaéncia relativa (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ranking dos clones

Figura 22 - Frequéncia dos clonotipos das sequéncias daregido variavel IGH antigeno-

especificas. A abundancia relativa de cada clonotipo das quatro amostras foi calculada e
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expressa em percentual para os clones encontrados nas amostras contra rLiD1 (A) e os top

10 clones encontrados nas amostras contra pool de venenos de Loxosceles (B).

O ranking de abundancia gerado a partir das informacdes de area sob a curva
dos peptideos foi comparado ao ranking gerado a partir do nimero de reads
encontradas no Rep-Seq (Tabela 3). Nas amostras especificas contra rLiD1, os clones
identificados no 1g-Seq nao representam os clones mais abundantes do Rep-Seq.
Para os clonotipos especificos para rLiD1, destacam-se apenas o0s clones de posi¢ao
4 e 5 da amostra 1H, 1, 2, 4 e 7 da amostra 3H e 2 da amostra 4H que figuram dentre
os top 1.000 clones identificados no Rep-Seq. Nas amostras especificas contra o pool
de venenos, o segundo e o quinto clones mais abundantes do Rep-Seq foram
identificados no Ig-Seq para o cavalo 1H. Nos outros animais, os dois clones mais
abundantes do Ig-Seq estao no top 1.000 clones do Rep-Seq.

Nas amostras 3H e 4H, os clones mais abundantes identificados para o pool de
venenos foram também encontrados nas amostras contra rLiD1, indicando a possivel
especificidade dessas sequéncias. As evidéncias encontradas indicam que nao foi
observada correlacdo entre a abundéncia de transcritos de imunoglobulina totais e a
abundancia de imunoglobulinas secretadas antigeno-especificas.

Tabela 3 — Abundéncia de clonotipos no Ig-Seq e no Rep-Seq

Antigenos rLiDl Veneno
Amostras 1H 2H 3H 4H 1H 2H 3H 4H
Ranking ]
lg-Seq Ranking Rep-Seq

1 3.176 4.272 911 14.394 5 297 911 191
2 3.552 891 191 2 321 561 131
3 11.825 17.572 20.375 14.197 1.408 17.572 132
4 684 949 9.671 3.652 907 8.329 20.375
5 547 11.158 12.352 48 13.251 1.272 43.269
6 7.497 2.427 3.926 4.272 12.476 3.727
7 14.197 343 1.541 882 21.767 28.182
8 3.271 14.846 2.759 636
9 2.720 18.563 9.671
10 7.641 87 5.053
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4.10. Similaridade de paratopos das sequéncias especificas contrarLiD1

A caracterizacdo das sequéncias encontradas no Ig-Seq foi finalizada com a
avaliacdo funcional das 31 sequéncias da regido variavel de IGH especificas contra a
rLiD1. Junto as sequéncias descobertas foi incluido o anticorpo monoclonal mab16
gue tem especificidade contra a mesma proteina e tem seu epitopo conhecido (Dias-

Lopes et al, 2014). Como descrito ha metodologia, essas sequéncias tiveram suas

bY

estruturas tridimensionais modeladas e comparadas quanto a probabilidade de
interacdo com um mesmo epitopo da proteina rLiD1 utilizando o software Ab-Ligity
(WONG et al., 2021). Os resultados sdo demonstrados na Figura 23 na forma de
clusters de sequéncias que possuem sitios de interacdo similares de acordo com a

predicao realizada.
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Figura 23 — Similaridade de paratopos entre as sequéncias da regido variavel de IGH

especificas contra a rLiD1. Trinta e uma sequéncias descobertas nas amostras dos quatro
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cavalos foram avaliadas junto ao anticorpo monoclonal mAb16 no software Ab-Ligity. A figura
destaca os pares de sequéncias com score de similaridade de epitopo superior a 0,1 em bege

claro, valor de threshold estabelecido na publicacédo de referéncia.

Foram gerados trés clusters contendo as sequéncias especificas contra a rLiD1
e um cluster contendo apenas o mAbl6, que, portanto, ndo apresenta sitio de
interacdo similar a nenhuma das sequéncias IGHV encontradas.

O maior cluster abarca 24 das 32 sequéncias, unindo elementos de todas as
quatro amostras. A ferramenta utilizada ndo informa a localizacdo dos paratopos
preditos e o alinhamento dos residuos de aminoécidos dessas sequéncias nao revelou
sitios similares dos CDRs que estariam atuando no reconhecimento do mesmo
epitopo (Figura 24). Na avaliacdo do comprimento do CDRH3 e do uso de segmentos
V, D e J também ndo sdo notadas evidéncias de similaridade que deem suporte a
convergéncia de paratopos predita para esse grupo de sequéncias. O cluster
intermediario inclui as duas amostras que contém o maior nimero de sequéncias

contra rLiD1 e o menor cluster possui apenas sequéncias do cavalo 1H.
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Figura 24 — Distribuic&o de residuos de aminoacidos por posi¢cdo das 24 sequéncias de
paratopos similares contidas no cluster 1. As sequéncias da regido variavel do IGH
agrupadas no cluster 1 foram alinhadas e o WebLogo construido para avaliar os residuos
mais frequentes em cada posi¢éo. Os gaps gerados por posi¢des ndo ocupadas em nenhuma
das sequéncias foram removidos gerando alteracdo nas posi¢des candnicas das regides do

anticorpo. Posi¢cdes compostas por letras mais estreitas possuem menor probabilidade de
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estarem ocupadas por qualquer residuo. Diferentes cores dos aminoacidos representam suas
classes. Verde: polares, roxo: neutros, azul: carregados positivamente, vermelho: carregados

negativamente, preto: hidrofébicos. Figura gerada em http://weblogo.threeplusone.com/).

Em resumo, o resultado indica alta convergéncia dos epitopos reconhecidos
pela maior parte das sequéncias identificadas no conjunto das quatro amostras
testadas, ainda que nao seja possivel apontar os residuos de aminoacidos ou as
caracteristicas que sejam determinantes para associar tais sequéncias ao

reconhecimento de um epitopo em comum.
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5. Discussao

Os derivados de plasmas equinos hiperimunes sdo utilizados na forma de
soroterdpicos contra o envenenamento ha quase 130 anos. No caso do loxoscelismo,
0S SOros permanecem como o Unico tratamento especifico e eficaz na neutralizagédo
dos componentes do veneno. Apesar dessa relevancia, nenhum estudo havia se
dedicado a explorar o repertorio de sequéncias de imunoglobulinas especificas contra
os venenos de Loxosceles utilizados para imunizacdo até o momento.

Nesse trabalho, as imunoglobulinas de plasmas equinos hiperimunizados
foram caracterizadas a partir de abordagens soroldgicas e protedmicas. Inicialmente,
testes de ELISA foram utilizados para determinar as concentracdes de IgM, IgG e IgA
e em sequéncia, para avaliar a distribuicdo das subclasses de IgG nos plasmas. Nas
amostras testadas, foram obtidas as concentra¢cdes medianas de IgM de 0,61 mg/mL
para as amostras pré-imunes e de 0,63 mg/mL para as amostras hiperimunes, valores
gue se encaixam nos intervalos de 0,25-0,86 mg/mL (DE CAMARGO et al., 2009) ou
de 0,63-1,43 mg/mL (PERKINS et al., 2003) ja relatados para cavalos adultos
saudaveis. Essa observacdo e a semelhanca das concentracbes medianas
encontradas nos estados pré e hiperimunes, corroboram com o dado da baixa
relevancia da IgM na neutralizacdo dos componentes do veneno (FERNANDES;
TAKEHARA; MOTA, 1991). Para IgG, foram obtidas as concentracdes medianas de
44,04 mg/mL para as amostras pré-imunes e de 142,21 mg/mL para as hiperimunes,
sendo a concentracdo dos animais hiperimunes 4,7 vezes maior que o limite superior
do intervalo de 13,72-30,32 mg/mL ja descrito por Perkins e colaboradores (2003). A
variacdo € esperada uma vez que estdo sendo comparadas dosagens de animais
hiperimunizados e animais saudaveis. E importante considerar ainda que o momento
de coleta das amostras utilizadas pode ndo representar o pico da producao das
imunoglobulinas avaliadas e que os animais ja haviam passado por imunizagdes
vacinais. Além disso, Halassy e colaboradores (2019) demonstram que a
quantificacdo adequada de IgG em soros equinos hiperimunes depende do uso de
calibrador/padrao com distribuicdo similar de subclasses dessa imunoglobulina, fator
gue nao foi considerado nas dosagens realizadas nesse trabalho.

Em cavalos saudaveis, a subclasse de IgG mais abundante é IgGb (IgG4 e
IgG7), seguida por IgG(T) (IgG3 e 1gG5), IgGa (IgG1) e entédo IgGc (IgG6) (SHEORAN
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et al., 2000). Por outro lado, no plasma de animais hiperimunizados, IgG(T) foi
encontrada em maior abundancia (FERNANDES et al., 1997) e mostrou-se essencial
para a neutralizacdo dos efeitos do veneno de Bothrops jararaca in vivo
(FERNANDES; TAKEHARA; MOTA, 1991;FERNANDES et al.,, 1997, 2000). Nas
amostras equinas, antes e apos a hiperimunizacao, IgG(T) foi encontrada com
absorbancias superiores as demais subclasses. O uso da cromatografia de afinidade
com proteina G favoreceu o enriquecimento da subclasse IgGb (IgG4) em detrimento
da 1gGT (IgG3 e IgG5) que foi encontrada em maior abundancia nos plasmas
hiperimunes. O achado € corroborado pelos estudos de Sheoran e Holmes (1996) e
Lewis, Wagner e Woof (2008), que determinam a seguinte reatividade da proteina G
contra IgGs equinas: interacéo forte com IgG1 (IgGa), IgG4 e 1gG7 (IgGb); interacao
moderada com IgG3 (IgG(T)); interacdo fraca com IgG6 (IgGc) e nenhuma interacao
com IgG5 (IgG(T)). A cromatografia de afinidade € apontada como o método de
isolamento de 1gG que provoca maior alteracao na distribuicdo de subclasses equinas
em comparacgdo as cromatografias de troca anidénica ou catibnica e as precipitacdes
por sulfato de amonio ou acido caprilico, apesar de ser vantajosa na eliminacédo de
outras proteinas do plasma (LUKACEVIC et al., 2020). A perda consideravel de IgG(T)
apos a cromatografia de afinidade com proteina G, pode ter implicado na identificacéo
de menor nimero de peptideos da regido variavel de IGH no presente trabalho e pode
ter contribuido para a baixa descoberta de clonotipos de maior abundancia no Rep-
Seq. O uso das precipitacdes tradicionalmente utilizadas na producgéo de anti-venenos
ou a selecdo das imunoglobulinas apenas a partir de sua afinidade contra o antigeno,
poderiam contribuir para a obtencédo de um retrato mais fiel do repertério de anticorpos
especificos do soro anti-loxoscelico.

Para a caracterizacao protedmica, a metodologia do Ig-Seq foi aplicada pela
primeira vez ao estudo de anticorpos de cavalo. Em comparacdo a trabalhos
anteriores, um menor numero de clonotipos foi encontrado usando essa abordagem.
Lavinder e colaboradores (2014) relatam a descoberta de cerca de 100 clonotipos de
anticorpos contra a toxina tetanoide vacinal, Lee e colaboradores (2016) reportam
entre 40 e 147 clonotipos por amostra ap0s vacinacdo contra o virus Influenza e,
nesse trabalho, uma média de 14 clonotipos por amostra foram encontrados com
especificidade contra o pool de venenos. Em primeiro lugar, a busca por peptideos
que caracterizem um unico clone de imunoglobulina em meio ao universo de

fragmentos de regides mais conservadas e abundantes dos anticorpos tem como
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resultado esperado a descoberta de um numero restrito de sequéncias. Ainda assim,
a baixa identificacdo de sequéncias a partir de peptideos mapeados ao CDRH3 pode
ser justificada por outros fatores passiveis de otimizagcao no protocolo experimental.
No trabalho de Xiang e colaboradores (2021), a baixa frequéncia de sitios tripticos no
repertorio transcrito de lhamas motivou o uso de quimiotripsina para obtencdo de
maior cobertura das sequéncias de imunoglobulina. De forma similar as lhamas, os
cavalos apresentaram menor frequéncia de residuos de arginina e lisina do que outras
espécies (em nosso banco de sequéncias e no trabalho de Manso e colaboradores,
2019). A predicdo de digestdo in silico para a escolha de outras proteases
possivelmente aumentaria 0 numero de identificacbes do presente trabalho. O
trabalho de Wine e colaboradores (2013) demonstra a frequéncia de residuos de lisina
ou arginina de 91% na posicdo 107 do CDRH3 no banco de sequéncias
personalizados de coelhos contra 17% nas sequéncias de cavalo dos bancos de
cavalos hiperimunizados com veneno de Loxosceles. Outras hipéteses geradas para
incrementar a identificacdo de sequéncias incluem: a inclusdo de peptideos
assinalados a uma Unica imunoglobulina e mapeados a outros CDRs, o uso da
espectrometria de massa targeted para a busca de peptideos encontrados em apenas
uma das replicatas e a utilizacdo de uma lista de exclusdo contendo peptideos de
regides conservadas de imunoglobulinas (regifes constantes ou de framework) ou de
contaminantes comuns, cuja intensidade pode concorrer com a de peptideos
informativos de CDR3 nas etapas de DDA.

As caracteristicas de CDRH3 equinos e do uso dos genes de imunoglobulinas
ja foram avaliadas em estudos baseados em transcriptoma (MANSO et al., 2019). A
frequéncia relativa de aminoacidos observada nessa regido nos anticorpos antigeno-
especificos assemelha-se a desses trabalhos: glicina, tirosina, acido aspartico, alanina
e serina sdo os cinco residuos mais abundantes. A manutencdo da abundancia dos
residuos de tirosina e glicina € comprovadamente necessaria para a geracao,
migracdo e maturagdo e de células B (IPPOLITO et al.,, 2006). Apesar dessa
similaridade, os residuos de acido aspartico, arginina e lisina, aparecem com
frequéncia superior no Ig-Seq, indicando que esses residuos possivelmente foram
inseridos em eventos de hipermutacdo somatica e/ou sdo de maior relevancia em
anticorpos especificos contra componentes do veneno de Loxosceles. Alguns estudos
indicam que maior frequéncia de arginina e aminoacidos carregados positivamente é

encontrada em anticorpos inespecificos ou autor reativos (BIRTALAN et al., 2008),
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porém, residuos com essas caracteristicas ainda podem ter papel significativo na
interacdo com epitopos nado-préprios quando adicionados durante a hipermutacéo
somatica em pontos especificos da sequéncia.

Os genes V(D)J utilizados com maior frequéncia também corroboram os
resultados de trabalhos anteriores nos quais as sequéncias com IGHV4-29, IGHD2-
26 e IGHJ6-1 sdo as mais abundantes (MANSO et al., 2019; TALLMADGE et al.,
2013). Genes néo detectados no lg-Seq como IGHV4-37, IGHV9-66, IGHV1-70
também foram encontrados com menor frequéncia nos outros trabalhos citados.
Quanto ao comprimento do CDRH3, a mediana das sequéncias antigeno-especificas
detectadas foi maior do que encontrada por Manso e colaboradores, que foi de 14
para um cavalo e 15 para outro e do que a encontrada por Navas e colaboradores,
que foi de 16 residuos, contra a mediana de 17 observada no Ig-Seq, resultado que
se assemelha ao comprimento encontrado com maior frequéncia em humanos. As
taxas de hipermutacdo somatica observadas também sdo similares aos trabalhos
citados. A caracteristica de predominancia de poucos clones na resposta antigeno-
especifica foi observada em condic¢des de hiperimunizacdo em modelo animal (WINE
et al., 2013) e nas respostas a antigenos vacinais em humanos (LAVINDER et al.,
2014; LEE et al., 2016) ou a infec¢des naturais (VOSS et al., 2021). De forma similar,
nesse trabalho, os top 3 ou top 5 clones representam, em média, 80% da resposta
imune detectada especifica contra rLiD1 ou contra o pool de venenos,
respectivamente. Os clones de maior abundancia no Ig-Seq, porém, nao
correspondiam aos mais frequentes no Rep-Seq, mais uma vez, como ja relatado por
Cheung (2012) e Chen (2017) e colaboradores. Bonissone (2020) ressalta ainda que
mesmo com aumento da profundidade do sequenciamento, alguns dos anticorpos
séricos de maior reatividade contra o antigeno néo séo identificados no transcriptoma
de células B. Estima-se que apenas 10 a 15% das IgGs nos soros terapéuticos sejam
especificas contra o veneno de interesse (GUTIERREZ et al., 2017), informac&o que
pode justificar parcialmente a falta de correlacdo entre os dois repertorios.

A similaridade funcional das sequéncias identificadas contra rLiD1 foi avaliada
computacionalmente considerando as caracteristicas dos residuos que compdem o
possivel paratopo de cada anticorpo. O Ab-Ligity realiza a predicdo de paratopos
similares a partir de modelos estruturais de cadeia leve e pesada ou apenas da cadeia
pesada, baseados em referéncias do PDB (Protein Data Bank). As estruturas de

imunoglobulinas mais abundantes nesse repositério sdo de humanos ou
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camundongos. As diferencas entre os anticorpos dessas espécies e 0s equinos pode
reduzir a confiabilidade das estruturas propostas para essas moléculas, o que é
dificultado também pela auséncia de dados da cadeia leve. Ainda assim, os resultados
apontam alta convergéncia dos paratopos da maior parte das sequéncias
encontradas, sugerindo uma imunodominancia de um epitopo particular de rLiD1,
ainda nao identificado, que foi capaz de induzir 24 dos 31 anticorpos (sequéncias de
IGHV) identificadas neste trabalho.

O conjunto de achados indica a aplicabilidade do Ig-Seq para a descoberta de
repertério de imunoglobulinas equinas, assim como possiveis pontos a serem
aprimorados nessa metodologia. A metodologia selecionada foi bem sucedida na
identificacdo da cadeia pesada de anticorpos reativos contra o pool de venenos de
Loxosceles ou contra a fosfolipase D recombinante de L. intermedia. A partir das
sequéncias do transcriptoma da cadeia leve, sera buscada a identificacdo dos pares
de cadeias leve e pesadas que poderdo ser utilizados para a constituicdo de soros
policlonais produzidos in vitro. O conhecimento gerado por essa abordagem, pode
contribuir para o avancgo da busca por alternativas mais vantajosas aos soros anti-

veneno convencionais.
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6. Conclusao

)] A quantificacao de isotipos de imunoglobulina revelou concentracdes de
IgM que variavam de 0,53 a 1,77 mg/mL nas amostras pré-imunes e de 0,36 a 0,90
mg/mL nas amostras hiperimunes e de IgG de 22,52 a 160,94 mg/mL nas amostras
pré-imunes e de 84,54 a 171,04 mg/mL nas amostras hiperimunes.

iii) A avaliagdo de subclasses indicou predominio de IgG(T) especifica
contra o pool de venenos nos plasmas hiperimunes. IgGb foi encontrada como
segunda subclasse mais abundante seguida por IgGa. Ap6s o isolamento por
cromatografia com proteina G, foi encontrado maior titulo de IgGb especificas,
seguido por IgG(T) e IgGa.

V) Neste trabalho foi realizada, pela primeira vez, a identificacdo de
anticorpos (sequéncias de IGHV) de cavalos presentes no soro anti-loxoscélico
reativos contra os venenos de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta e contra a principal
fosfolipase D do veneno de L. intermedia, LiD1, em sua forma recombinante. A
metodologia do Ig-Seq permitiu a identificacdo de 163 sequéncias da regido variavel
da cadeia pesada de imunoglobulinas equinas especificas contra componentes do
veneno das espécies de Loxosceles de importancia médica no Brasil.

vi)  Os CDRH3 antigeno-especificos encontrados possuem a mediana de
comprimento de 17 residuos e maior frequéncia de residuos carregados em
comparagcdo ao repertorio de transcriptoma. Nas sequéncias encontradas o0s
segmentos génicos IGHV4-29, IGHD2-26 e IGHJ6-1 foram os mais utilizados.

viii)  Os calculos de abundéancia indicaram predominio de, em média, 5 clones
nas sequéncias especificas contra o pool de venenos e 3 clones nas especificas
contra rLiD1 que juntos correspondiam a mais de 80% da abundancia de todos os
peptideos identificados.

iX) Foram identificados trés possiveis sitios de interagdo para as 31
sequéncias especificas contra rLiD1, com 24 das sequéncias compartilhando

paratopos similares.
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