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RESUMO

Os anticorpos derivados de cavalos desempenham um papel crucial no
tratamento de diversas doencas ha mais de um século. No Brasil, o Instituto Vital Brazil
e o Instituto Butantan tém desempenhado um papel significativo na producéo de
anticorpos terapéuticos. Dentre estes, estudos tem utilizado o plasma de cavalos
como estratégia no enfrentamento da COVID-19. Foi mostrado que os plasmas
desses animais podem ser 150 vezes mais neutralizantes do que os plasmas de
pacientes convalescentes. No entanto, nossa compreensao do sistema imunoldgico
equino, incluindo os anticorpos equinos, ainda é muito limitada.

Diante da elevada neutralizacdo do plasma equino, isolar anticorpos do mesmo,
poderia levar a uma alternativa terapéutica de combate a COVID-19. Por isso, este
trabalho tem como objetivo aprofundar a compreensdo dos anticorpos transcritos e
circulantes contra a proteina spike de SARS-CoV-2 de equinos com o objetivo de
desenvolver novos imunoterapéuticos.

Neste estudo, adotamos uma abordagem integrada, empregando o
sequenciamento dos transcritos dos receptores de células B (Rep-seq) para criar um
banco de sequéncias. Essas sequéncias foram entdo usadas para mapear 0S
peptideos dos anticorpos especificos anti-spike presentes no plasma (Ig-Seq),
permitindo a identificacdo de sequéncias completas dos anticorpos circulantes.

O sequenciamento NGS dos transcritos de 4 cavalos resultou em uma média
de 57.000 clones para a cadeia pesada (IGH), 71.000 para a cadeia leve lambda (IGL)
e 8.000 para a cadeia leve kappa (IGK). Através da sorologia, identificamos 106
sequéncias especificas para IGH, 49 para IGL e 19 para IGK. Além disso,
conseguimos determinar que as caracteristicas dos anticorpos spike-especificos sao
muito similares aquelas do repertdrio transcrito total.

As cadeias pesadas (19) e leves (2) do cavalo que apresentou o maior titulo
neutralizante foram analisadas e selecionadas para produgéo de anticorpos. Assim,
como perspectiva, estes anticorpos seréao produzidos e testados.

Este estudo é o primeiro a revelar a composicdo singular dos anticorpos
equinos circulantes anti-spike, destacando caracteristicas distintas em comparacao

com 0s anticorpos previamente caracterizados contra o SARS-CoV-2. Essa



descoberta abre promissoras perspectivas para a criagdo de anticorpos equinos
terapéuticos destinados ao combate da COVID-19.

Palavras-chaves: anticorpos; imunoglobulinas; Sars-CoV-2; cavalo.



ABSTRACT

Antibodies derived from horses have played a crucial role in the treatment of
various diseases for over a century. In Brazil, the Vital Brazil Institute and the Butantan
Institute have played a significant role in the production of therapeutic antibodies.
Among these, studies have used horse plasma as a strategy to fight COVID-19. It has
been shown that plasma from these animals can be 150 times more neutralizing than
plasma from convalescent patients. However, our understanding of the equine immune
system, including equine antibodies, is still very limited.

Given the high neutralization of equine plasma, isolating antibodies from it could
lead to a therapeutic alternative to combat COVID-19. Therefore, this work aims to
deepen the understanding of transcribed and circulating antibodies against the SARS-
CoV-2 spike protein in horses with the aim of developing new immunotherapeutics.

In this study, we adopted an integrated approach, employing the sequencing of
B-cell receptor transcripts (Rep-seq) to create a bank of sequences. These sequences
were then used to map the peptides of the specific anti-spike antibodies present in
plasma (Ig-Seq), allowing the identification of complete sequences of circulating
antibodies.

NGS sequencing of transcripts from 4 horses resulted in an average of 57,000
clones for the heavy chain (IGH), 71,000 for the lambda light chain (IGL) and 8,000 for
the kappa light chain (IGK). Through serology, we identified 106 specific sequences
for IGH, 49 for IGL and 19 for IGK. In addition, we were able to determine that the
characteristics of the spike-specific antibodies are very similar to those of the total
transcript repertoire.

The heavy (19) and light (2) chains of the horse that showed the highest
neutralizing title were analyzed and selected for antibody production. As a prospect,
these antibodies will be produced and tested.

This study is the first to reveal the unique composition of circulating equine anti-
spike antibodies, highlighting distinct characteristics compared to previously
characterized antibodies against SARS-CoV-2. This discovery opens up promising
prospects for the creation of therapeutic equine antibodies to combat COVID-19.

Keywords: antibodies; immunoglobulins; Sars-CoV-2; horse.
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1 INTRODUCAO

1.1 Coronavirus
O coronavirus humano (hCoVs) foi identificado pela primeira vez em 1960,
guando seu agente infeccioso foi encontrado no trato respiratério de humanos (Kahn
and MclIntosh, 2005). Recentemente, o Coronavirus da Sindrome Respiratdria Aguda
Grave 2 (também conhecido como SARS-CoV-2) desencadeou uma pandemia global.

Atualmente a vacinacao é a principal estratégia de prevencédo contra as
formas graves da doenca causada pelo coronavirus, enquanto as terapias com
anticorpos séo consideradas uma alternativa terapéutica com grande potencial
promissor (Widyasari and Kim, 2023).

Ao contréario da imunidade adquirida por meio da vacinacéo, que se desenvolve
gradualmente ao longo do tempo, a imunidade gerada pela administragcdo de
anticorpos é imediata e passiva, com um grande potencial para reduzir imediatamente
a progressao da doenca, hospitalizacdes e mortes. Hoje, a imunidade passiva envolve
a infusdo de anticorpos monoclonais ou policlonais antigeno-especifico derivados de

pacientes convalescentes ou soro de animais (Taylor et al., 2021).

1.2 Funcao e estrutura dos anticorpos

Os anticorpos estdo sendo amplamente utilizados para diferentes terapias
devido ao papel fundamental que desempenham no sistema imunologico adaptativo,
fornecendo uma defesa eficaz contra infec¢cdes causadas por virus, bactérias,
diversos patégenos e antigenos diferentes. Essas proteinas sdo produzidas pelas
células B, sendo secretadas em diversas formas, cada uma com sequéncias de
aminoécidos distintas e com diferentes afinidades aos antigenos (Alberts et al., 2002).
Os anticorpos podem desempenhar um papel crucial na prevencédo da ligacdo ou
fusdo de virus com as células hospedeiras, um processo conhecido como
neutralizacédo. Aléem disso, facilitam a opsonizacdo dos antigenos, tornando-os mais
facilmente reconhecidos e fagocitados por células do sistema imunologico (Snapkov
et al., 2022).

Em humanos e na maioria dos mamiferos a estrutura basica dos anticorpos
possui forma de "Y" (Figura 1), sendo composto por quatro cadeias polipeptidicas,
duas cadeias pesadas (H) e duas cadeias leves (L). Essas cadeias sao conectadas
por pontes dissulfeto, formando a caracteristica configuracdo em "Y". As regides

superiores dos bracos do "Y" sdo altamente variaveis e sdo as principais responsaveis
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pelo reconhecimento a antigenos, como patdégenos e outras substancias estranhas ao
organismo. J& a regido constante, confere atividade funcional a molécula e é
responsavel pela ligacdo em moléculas efetoras que desencadeiam vias de
sinalizacdo para eliminar o antigeno que foi reconhecido (Murphy, 2014). A
manutenc¢do da estrutura é assegurada pelas interagdes ndo covalentes e covalentes
(pontes dissulfeto)(Alberts et al., 2002).

Ambas as cadeias e suas respectivas regides variaveis, regido variavel da
cadeia leve (VL) e variavel da cadeia pesada (V+) combinam-se e formam a regido de
interacdo com o antigeno. A regido variavel da cadeia pesada (IGH) é composta pela
fusdo dos segmentos génicos variable (IGHV), diversity (IGHD) e joining (IGHJ). J4 as
cadeias leves podem ser do tipo cadeia leve lambda (IGL) ou cadeia leve kappa (IGK),
gue sdo expressas em diferentes propor¢cdes dependendo da espécie. As regides
varidveis das cadeias leves sao compostas pela fusdo apenas pelos segmentos
génicos variable (IGLV ou IGKV) e pelo segmento joining (IGLJ ou IGKJ)(Murphy,
2014).

As regides variaveis (Figura 1) sdo formados por regides muito variaveis entre
os diferentes anticorpos, conhecidas como hipervariaveis ou regiées determinantes
de complementariedade (CDR, do inglés Complementary Determining Regions) e por
regides conservadas, que sao as regides estruturais chamadas de Framework (FR).
As regides de CDRs, 3 na cadeia pesada e 3 na cadeia leve, sdo mais comumente
envolvidas na interacdo ao antigeno, do que as regides conservadas de FR, que
desempenham um papel de arcabouco estrutural nos anticorpos. O CDR-H3 (CDR 3
da cadeia pesada), possui uma maior diversidade, uma vez que é resultado da
combinacgao dos segmentos V, D e J (Snapkov et al., 2022).

Vale mencionar que, em algumas espécies, encontramos variacdes notaveis
nas estruturas dos anticorpos. Os camelos, por exemplo, possuem anticorpos
compostos exclusivamente por cadeias pesadas. Ja os bovinos se destacam por suas
regides do CDR-H3, que sao notavelmente longas, formando um pequeno dominio

independente (Muyldermans and Smider, 2016).



18

V,D,J germline genes:
- building blocks of antibody sequences
- high similarity within germline gene families

Fab VL

L. =110 aa Germline gene
polymorphisms

Somatic

CDR2 CDR3 hypermutation )

CDR1

1
Co;nplementarity determini'ng regions (CDR)
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Ab effector functions: neutralization,
opsonization, complement recruitment

idénticas (em verde) e duas cadeias pesadas idénticas (em azul), que sdo mantidas juntas
por ligacdes dissulfeto que possui forma de “Y”. Cada cadeia € composta por uma regido
variavel (V) e uma regido constante (C). A regido variavel € composta pela recombinac¢ao dos
segmentos génicos V(D)J, que sao formados por regides hipervariaveis, conhecidas como
CDRs, mais comumente implicadas na interacdo ao antigeno e sao separadas por regides
conservadas, conhecidas como framework (FR), com funcdo de manter a estrutura do

anticorpo (Snapkov et al., 2022).

Uma caracteristica fundamental para que os anticorpos possam exercer sua
funcéo é a diversidade. Dentre os diversos mecanismos para gerar a diversidade de
imunoglobulinas podemos citar o0 mecanismo primario que envolve a diversidade
combinatéria dos segmentos génicos V(D)J e a diversidade juncional, onde ha
insercdes ou exclusbes de nucleotideos entre os segmentos génicos (Tonegawa,
1983). Além disso, existem mecanismos secundarios, como a Hipermutacdo Somatica
(SMH, do inglés Somatic Hypermutation) e a troca de isotipos, que podem aumentar
ainda mais a diversidade (Walther et al., 2015). Em humano, esses mecanismos de
diversificagdo podem produzir em teoria 10%® a 10'® anticorpos diferentes (Briney et
al., 2019), namero tedrico que excede o numero total de linfécitos B no corpo humano
(~2-4x10°) (Georgiou et al., 2014).

O conjunto diversificado de anticorpos que um organismo pode originar €

denominado de repertério de anticorpos.
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1.3 Repertdério de anticorpos

O repertorio de anticorpos é caracterizado por sua heterogeneidade e
especificidade. Cada anticorpo pode reconhecer e se ligar a um antigeno especifico,
desencadeando uma resposta imunoldgica adaptativa. O repertorio € moldado ao
longo da vida do organismo por meio de processos como a recombinacdo genética,
mutacdo somética e selecdo clonal, permitindo a geracdo de uma vasta gama de
anticorpos com diferentes especificidades.

O estudo do repertorio dos anticorpos, que tem como objetivo compreender
essa rica diversidade é fundamental para desvendar os mecanismos da resposta
imune e abrir portas para avancos na medicina e na pesquisa basica, como: estudar
o desenvolvimento das células B e mapear sua jornada desde a maturacdo até a
producdo de anticorpos especificos; gerar anticorpos recombinantes com alto
potencial terapéutico, combatendo doencas com precisdo e eficiéncia; desenvolver
vacinas mais eficazes, induzindo uma resposta imune robusta e direcionada contra
patdgenos especificos; descobrir antigenos e epitopos de interesse, expandindo o
conhecimento sobre doencas e abrindo caminho para novas abordagens terapéuticas
(Calis and Rosenberg, 2014; Georgiou et al., 2014; Lee et al., 2016; Mathonet and

Ullman, 2013; Yaari and Kleinstein, 2015).
1.4 Metodologias para analise do repertério de anticorpos

1.4.1 Andlise do repertdrio transcrito de anticorpos

Diferentes metodologias de amplificacdo podem ser aplicadas para o estudo do
repertério dos anticorpos. No entanto, a maioria se baseia no isolamento de células B,
provenientes de 6rgédos linféides ou sangue periférico para a purificagdo do DNA
gendmico (gDNA) ou mRNA. Posteriormente, o repertério € amplificado por meio de
primers especificos para enriquecer as amostras, seguido de sequenciamento dos

amplicons (Figura 2).



20

d Cell isolation Template purification Molecule amplification

HHoDNA— W —Hi

Virdy
gDNA multiplex

5{1_ mANA_ T Wl AAAS
Leader-C,

multiplex

5{T WH-AAAY 5-{T_mANA_ I Wl AAA S
Vi-Cy
multiplex

5T mANA_ I Tl AAA Y
5' RACE

Figura 2 — Método de analise do repertério de anticorpos. Inicialmente é realizado o
isolamento das células B totais ou de uma subpopulagdo de interesse, seguido por
amplificacdo do gDNA ou do mRNA utilizando primers especificos. Figura adaptada
(Georgiou et al., 2014).

Na década de 90 e inicio dos anos 2000, sequenciamento por Sanger permitiu
a determinacdo dos segmentos V(D)J das cadeias IGH e IGL a partir de mRNA ou
DNA (Georgiou et al., 2014; Robinson, 2015) em células Unicas em camundongos
(Ehlich et al., 1994) e em humanos (Kuppers et al., 1993). Essa metodologia permitiu
a andlise em baixa profundidade do repertério, uma vez que é possivel sequenciar
apenas algumas centenas de clones.

Apesar da baixa profundidade, essa técnica permitiu que fossem identificados
anticorpos neutralizantes contra diversos patdégenos, incluindo HIV (Scheid et al.,
2009) e influenza (Corti et al., 2011). No entanto, esse tipo estudo do repertorio das
células B ndo fornece uma visdo ampla do repertorio, devido a alta diversidade do
repertorio de imunoglobulinas.

Posteriormente, com a disseminagédo do NGS, novas abordagens em larga
escala foram desenvolvidas. A técnica de sequenciamento em larga escala do
repertorio de transcritos de anticorpos, conhecida como Rep-Seq, tem se beneficiado
do NGS, permitindo a geracdo de milhdes a bilhdes de pares de bases em uma Unica
analise

Diversos estudos tem aplicado essa metodologia para analisar o repertorio de
anticorpos em uma variedade de espécies, incluindo humanos (DeKosky et al., 2016;
Lavinder et al., 2014; McDaniel et al., 2016), cavalos (Manso et al., 2019; Navas et
al., 2022), galinha (Wu et al., 2012), vacas (de los Rios et al., 2015), cachorro
(Steiniger et al., 2014) e gato (Steiniger et al., 2017).
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Contudo, apesar dos estudos dos transcritos de anticorpos serem
extremamente relevantes, eles néo refletem as caracteristicas das imunoglobulinas
secretadas encontradas no repertorio circulante, visto que apenas parte dos

transcritos de imunoglobulinas serdo secretadas.

1.4.2 Andlise do repertorio de anticorpos circulantes

A partir de 2008, comecgou a ser utilizado espectrometria de massas acoplada
com cromatografia liquida (LC-MS/MS do inglés Liquid Chromatography — Mass
Spectrometry) na tentativa de detectar anticorpos circulantes. No entanto, 0s
fragmentos tripticos de imunoglobulinas encontrados nesse estudo ndo forneciam
informagbes o suficiente para reunir as sequéncias completas dos anticorpos
(Obermeier et al., 2008).

Em 2012, Sato e Cheung utilizaram pela primeira vez a abordagem proteémica
em conjunto com o0 sequenciamento de nova geracdo de trascriptoma para a
descoberta de anticorpos soroldgicos antigeno-especifico (Cheung et al., 2012; Sato
et al., 2012). Sendo assim, novos estudos baseados na imunoproteogendémica, tem
utiizado uma abordagem que combina a transcriptbmica com protebmica para
determinar repertério de anticorpos em plasma, soro, liquido cefalorraquidiano,
biopsias e outros (Bonissone et al., 2020).

E importante mencionar que & medida que as tecnologias de sequenciamento
continuaram a melhorar, passaram a produzir conjuntos de dados cada vez maiores,
com dezenas a centenas de milhdes de sequéncias. Esses dados exigem que
pipelines especializados de bioinformatica. Varios métodos e ferramentas foram
desenvolvidos para lidar com diferentes etapas da analise, e conjuntos de software
foram integrados. No entanto, ainda ndo ha consenso na utilizagéo dos pipelines para
0 processamento, anotacéo e analise de dados. Também faltam formatos de arquivo
comuns para compartilhamento de dados (Yaari and Kleinstein, 2015).

Outro ponto importante € que, embora essas abordagens acima mencionadas
proporcionem uma visao abrangente dos transcritos dos receptores de células B e de
cadeias de anticorpos circulantes, elas apresentam uma limitagdo importante: ndo é
possivel encontrar o par correspondente da cadeia pesada e leve que formara o
anticorpo, o que dificulta a sintese e teste destas moléculas. Os dados gerados para

cada cadeia sé&o independentes.
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1.5 Anticorpos para terapia contra COVID-19

Anticorpos tem sido utilizado como terapia para o combate a COVID-19, e
grandes progressos foram alcancados na pesquisa e desenvolvimento de anticorpos
monoclonais (mAbs) direcionados ao SARS-CoV-2. Em sua ultima atualizacdo em
junho de 2023, o CoV-AbDab (do inglés, Coronavirus Antibody Database), um banco
de dados de anticorpos anti-coronavirus, revela que ha 12.536 anticorpos
disponibilizado em seu banco de dados (Raybould et al., 2021).

Desses anticorpos, diversos ensaios clinicos foram conduzidos, inicialmente
para o tratamento de pacientes hospitalizados, todos apresentando eficacia moderada
e boa seguranca (Focosi et al., 2022). Nos Estados Unidos, o FDA (Food and Drug
Administration) aprovou 0 uso dos anticorpos monoclonais Bamlanivimab e
Etesevimab (LY-CoV555 e LY-CoV016), seguido pela aprovacdo do Casirivimab e
Imdevimabe (REGN-COV2), Sotrovimab (VIR-7831), e Bebtelovimab (Tixagevimab e
Cilgavimab). No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) também
aprovou o uso da combinacao de Cassirodovimabe e Imdevimabe (REGN-COV2) e
Sotrovimab (VIR-7831), além da combinacdo de Tixagevimab e Cilgavimab
(AZD7442).

Entretanto, com o surgimento das novas variantes em 2022, tanto o FDA
quanto a OMS (Organiza¢do Mundial da Saude) suspenderam o uso da maioria dos
anticorpos monoclonais, devido a constatacdo de que nao ofereciam uma resposta
eficaz contra as novas variantes do virus, especialmente a Omicrén, que estava em
circulacao na época (Kumari et al., 2022; Tuekprakhon et al., 2022).

Sendo assim, torna-se um grande desafio a busca de um anticorpo com
capacidade ampla de neutralizacdo, que tem como objetivo 0s epitopos
compartilhados por todas ou pela maioria das variantes. Ye e colaboradores (2020)
demonstraram a eficicia da terapia utilizando plasmas de pacientes convalescentes
de COVID-19, se tornando uma terapia promissora (Ye et al., 2020). No entanto, em
dezembro de 2021, a OMS passou a nao recomendar o uso de plasmas de pacientes
convalescentes, uma vez que um estudo de revisdo sistematica demonstrou que ha
evidencias que o plasma reduza a mortalidade (lannizzi et al., 2023). Desta maneira,

a busca por terapéuticos eficazes contra a COVID-19 continua.
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1.6 Anticorpos equinos para terapia contra a COVID-19

Os anticorpos provenientes de cavalos tém desempenhado um papel
fundamental no tratamento de diversas doencas e toxinas ha mais de um século. A
pratica da soroterapia, estabelecida em 1880 por Emil von Behring, demonstrou que
anticorpos presentes no sangue de animais imunizados poderiam neutralizar doses
letais em outros animais (Behring, 1890). Esse marco possibilitou a Behring receber
o primeiro Prémio Nobel em Fisiologia e Medicina em 1901 pelo desenvolvimento da
terapia contra difteria.

Ao longo dos anos, a imunizacdo de diferentes espécies tornou-se essencial
na producdo de anticorpos destinados a terapia ou diagnéstico. Embora animais como
coelhos, camundongos e porquinhos-da-india sejam comumente utilizados devido a
praticidade no laboratério, para a producao de anticorpos terapéuticos contra venenos,
toxinas e virus, o soro de cavalos ou ovelhas é preferido devido a capacidade desses
animais de produzirem grandes volumes de soro (Muyldermans and Smider, 2016).
No Brasil, o Instituto Butantan, o Instituto Vital Brazil, o Centro de Producao e Pesquisa
de Imunobiolégicos e a Fundacdo Ezequiel Dias sdo as principais instituicoes
produtoras de soro equinos abrangendo soro antibotropicos, antiescorpiénicos,
antiaracnidicos, antidiftéricos e antitetanicos, entre outros, todos produzidos a partir
do plasma de cavalos (disponiveis em https://butantan.gov.br/; https://lvb.com.br/;

https://www.saude.pr.gov.br/Pagina/CPPI-Centro-de-Producao-e-Pesquisa-de-

Imunobiologicos; http://www.funed.mg.gov.br/ ).

No Brasil, o Instituto Vital Brazil e o Instituto Butantan estdo contribuindo para
a producao de anticorpos terapéuticos, utilizando plasma de cavalo contra a COVID-
19 (Botosso et al., 2022; Cunha et al., 2021). Estudos realizados pelo Instituto Vital
Brazil demonstraram a eficacia do plasma desses animais, sendo cerca de 150 vezes
mais neutralizantes do que os plasmas de pacientes convalescentes analisados
(Cunha et al., 2021).

Essas descobertas destacam o potencial do estudo do plasma equino como
uma alternativa promissora para a identificacdo de anticorpos neutralizantes. No
entanto, apesar da importancia desses anticorpos, nosso conhecimento sobre o0s

aspectos moleculares associados aos anticorpos equinos ainda é limitado.

1.7 Loci de imunoglobulinas de cavalo


https://butantan.gov.br/
https://lvb.com.br/
https://www.saude.pr.gov.br/Pagina/CPPI-Centro-de-Producao-e-Pesquisa-de-Imunobiologicos
https://www.saude.pr.gov.br/Pagina/CPPI-Centro-de-Producao-e-Pesquisa-de-Imunobiologicos
http://www.funed.mg.gov.br/
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O cavalo possui trés cadeias de imunoglobulinas: cadeia pesada (IGH), leve
lambda (IGL) e leve kappa (IGK). Os segmentos génicos de cada tipo, ha maioria dos
vertebrados, estédo localizados em trés loci diferentes, ou seja, em trés cromossomos
(Murphy, 2014).

Importante mencionar que os segmentos génicos V(D)J sao classificados pelo
IMGT como funcionais, pseudogenes ou ORF (quadro de leitura aberto, do inglés
Open Reading Frame). Os segmentos génicos funcionais sdo comumente
rearranjados e dao origem a anticorpos funcionais. Ja alguns segmentos génicos sao
considerados nao funcionais, sendo divididos em pseudogenes ou ORFs. Sao
classificados como pseudogene quando o segmento génico e/ou sua regiao
codificadora apresentar codons de parada e/ou adicdo ou exclusdo ndo multipla de 3,
que leva a alteracdo do frame de leitura da sequéncia, ou ORF, onde apresentam
alteracdes em seu sitio de splicing e/ou nos elementos de regulacédo e/ou alteracao
nos aminoacidos conservados que podem levar ao enovelamento incorreto (Lefranc,
2014, 2001).

A anotacgdo de seus loci foi realizada inicialmente Sun (2010) e revisto por
Walter (2015), utilizando o genoma de referéncia o EquCab2.0. Em 2018, um novo
sequenciamento do genoma de cavalo foi feito, o EquCab3.0 (Kalbfleisch et al., 2018)
€ Com isSs0O nosso grupo de pesquisa, junto com o IMGT (do inglés, international
ImMMunoGeneTics information system) estéo trabalhando na nova anotacgao.

O locus da IGH esta localizado no cromossomo 24 (Figura 3), onde possui 0s
segmentos génicos dispostos no seguinte padréao: (Vx)n-(Du)n-(Jx)n-(Cr)n (Sun et al.,
2010; Walther et al., 2015). De acordo com as nomenclaturas do IMGT (Lefranc,
2001) e com a anotacéo feita pelo IMGT em colaboragdo com 0 nOSSO grupo e
baseada no genoma EquCab3.0, atualizado em setembro de 2023 (Disponivel em

IMGT: Locus description: horse (Equus caballus) IGH), os cavalos possuem 104

segmentos génicos IGHV (subdividido em 7 grupos, dos quais 21 sdo funcionais), 44
segmentos génicos IGHD, 9 segmentos génicos IGHJ e 11 IGHC (IgM, IgD, IgE, IgA
e 7 subclasses de IgG) dispostos na orientacdo reverse. E interessante mencionar
qgue o cavalo € um dos mamiferos que possui maior numero de IGHD (apesar de 16
deles serem classificados como ORF), o que possibilita 0 aumento da diversidade da
cadeia pesada (Walther et al., 2015).


https://www.imgt.org/IMGTrepertoire/LocusGenes/locusdesc/horse/IGH/Equcab_IGHdesc.html
https://www.imgt.org/IMGTrepertoire/LocusGenes/locusdesc/horse/IGK/Equcab_IGKdesc.html
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Figura 3 — Representacdo esquematica do locus de IGH do cavalo no cromossomo 24
(Equus Caballus 3.0). Em verde, observam-se os segmentos génicos funcionais do IGHV,
em amarelo os ORFs e em vermelho sdo os pseudogenes. Em azul escuro, observa-se 0s
genes funcionais de IGHD, seguidos pelos segmentos génicos funcionais IGHJ em amarelo.
Em azul claro, observam-se o IGHC funcionais e em azul claro listrado verifica os

pseudogenes IGHC. Figura retirada do site do IMGT em Locus representation: horse (Equus

caballus) IGH).

Em humanos e camundongos a cadeia leve kappa é predominante, mas ao

contrario desses animais, o plasma dos cavalos possui mais de 95% dos anticorpos


https://www.imgt.org/IMGTrepertoire/index.php?section=LocusGenes&repertoire=locus&species=horse&group=IGH
https://www.imgt.org/IMGTrepertoire/index.php?section=LocusGenes&repertoire=locus&species=horse&group=IGH
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circulantes compostos pela cadeia leve lambda (Tallmadge et al., 2014; Walther et
al., 2015).

O locus da IGK esté4 localizado no cromossomo 15 (Figura 4), onde possui 0s
segmentos génicos dispostos no seguinte padrao: (Vk)n-(Jk)n-(Ck) (Sun et al., 2010;
Walther et al., 2015). Até o presente momento contém 66 segmentos génicos IGKV
(divididos em 11 subgrupos, 17 funcionais, 47 pseudogenes e 2 ORFs), 51GKJ e 1
IGKC dispostos na orientagéo forward de acordo com a mais nova atualizacdo do
IMGT com base no novo genoma de referéncia o EQuCab3.0, datada de setembro de

2023 (Disponivel Locus description: horse (Equus caballus) IGK)



https://www.imgt.org/IMGTrepertoire/LocusGenes/locusdesc/horse/IGK/Equcab_IGKdesc.html
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Figura 4 — Representacao esquematica do locus de IGK de cavalo no cromossomo 15

(EquCab3.0). Em verde, observam-se os segmentos génicos funcionais do IGKV, em amarelo
0s ORFs e em vermelho sdo os pseudogenes. Em amarelo, observa-se os segmentos génicos
funcionais IGHJ em amarelo. Em azul claro, observa-se o IGHC funcional. Figura retirada do
IMGT Locus representation: horse (Equus caballus) IGK

E por fim, o locus da IGL estéa localizado no cromossomo 8, onde contém 144
segmentos génicos IGLV (das quais 27 sédo genes funcionais, 112 pseudogenes e 5
ORFs), 7 IGLJ e 7 IGLC, de acordo com a revisao de Walther com base no genoma
de referéncia do EquCab2.0 (Sun et al., 2010; Walther et al., 2015). Diferente dos


https://www.imgt.org/IMGTrepertoire/index.php?section=LocusGenes&repertoire=locus&species=horse&group=IGK
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demais loci (pesado e leve kappa), a cadeia leve lambda do cavalo possui um padréo
génico: (VH)n-[(In)-(Cr)In-(VH)n. Onde ha dois clusters dos segmentos génicos IGLV
cada um disposto em uma orientacdo, seguido por cada um dos segmentos IGLJ que
sao procedidos por um segmento IGLC e outro cluster dos segmentos génicos IGLV
(Walther et al., 2015). Ha4 também diversos gaps no sequenciamento do locus da
cadeia lambda do cavalo, sendo assim, o IMGT né&o incorporou essas informacdes em
seu banco de dados. Diante dessa lacuna, nosso grupo analisou de forma detalhada
do locus no genoma EquCab3.0, visando identificar novos segmentos génicos. Nesse
processo, constatamos a presenca de 187 segmentos génicos IGLV (33 funcionais,
147 pseudogenes e 6 OFRs), 10 IGLJ (6 funcionais e 4 pseudogenes) e 10 IGLC
(Silva, 2024, em preparagao).
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2 JUSTIFICATIVA

Embora o uso do cavalo para a producdo do anticorpo remonte a mais de um
século (Behring, 1890), nosso conhecimento sobre o sistema adaptativo dessa
espécie permanece limitado, especialmente em nivel molecular. Ao compreendermos
a resposta imunolégica dos equinos a patdgenos, poderemos aprimorar 0
desenvolvimento de vacinas e terapias tanto para esses animais, quanto para seres
humanos.

Na revisdo de Horohov (2015), o cavalo é destacado como um bom modelo
imunoldgico para estudar diversas doencas humanas, como doencas alérgicas, efeito
de envelhecimento, efeito da obesidade, imunologia da gravidez e uso de células
tronco, uma vez que esses processos ocorrem de forma similar aos descritos em
humanos (Horohov, 2015). Neste contexto, n0SSO grupo pioneiramente caracterizou
a composicao do repertdrio de anticorpos de cavalo em larga escala, obtendo 45.000
e 30.000 clones de IGH e IGL, respectivamente (Manso et al., 2019). Também
analisamos o papel da diversidade juncional no repertorio desses animais (Navas et
al., 2022). Mais recentemente imunoglobulinas anti-SARS-CoV2 F(ab’)2 oriundas do
soro de cavalos estdo sendo avaliadas para soroterapia, tanto pelo Instituto Vital Brazil
(imunizados com a proteina spike do SARS-CoV-2) e quanto pelo Instituto Butantan
(imunizados com o virus inativado) (Botosso et al., 2022; Cunha et al., 2021).

Neste sentido, o grupo do Dr. Jerson Lima, do Instituto Vital Brazil, imunizou
cavalos com a proteina da espicula de SARS-CoV-2 e obteve plasma 150 vezes mais
neutralizante do que plasma de doadores humanos convalescentes. Esse plasma foi
neutralizante contra as variantes P.1 e P2 (Cunha et al., 2021). Tendo em vista o alto
potencial neutralizante deste plasma equino, partimos do pressuposto de que
conseguiremos isolar anticorpos altamente neutralizante deste plasma, visto a
necessidade de novos terapéuticos contra o SAS-CoV-2.

Este trabalho € o primeiro passo para tal, visto que ele visa aprofundar a
compreensao dos anticorpos equinos transcritos e circulantes. O foco esta nas
caracteristicas dos anticorpos anti-spike equinos, visando identificar alternativas para

o desenvolvimento de terapias contra a COVID-19.

2.1 Objetivo Geral
Analisar as caracteristicas do repertério sorologico e celular de anticorpos

produzidos contra a proteina spike em cavalos hiperminuizados.



30

2.2 Objetivos Especificos
e Obter sequéncias de cadeias pesadas e leves de anticorpos equinos e seus
clones;
e Identificar anticorpos circulantes spike-especificos;
e Comparar as caracteristicas moleculares dos transcritos de anticorpos e de
anticorpos circulantes;

e Selecionar sequéncias de anticorpos equinos anti-spike.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencéao de PBMCs e plasma de cavalos

Amostras de sangue periférico foram obtidas de quatro cavalos adultos
saudaveis em colaboracdo com o Instituto Vital Brazil, no estado do Rio de Janeiro.
As amostras foram coletadas de cavalos sem racga definida, em dois momentos
distintos: antes da primeira imunizacao, referida como amostra pré-imunizacgao, e sete
dias ap0s a sexta imunizacdo com a proteina spike do SARS-CoV-2, designada como
amostra pos-imunizacéo. Cada cavalo foi submetido a seis imunizacdes subcutaneas
nos dias 0, 7, 14, 21, 28 e 35, sendo administrados 200 mg da proteina spike (variante
Wuhan) em cada imunizag&o, conforme detalhado no protocolo descrito por Cunha e
colaboradores (2021).

As amostras de sangue total foram coletadas em tubos contendo EDTA e em
seguida foram processadas para separar as células mononucleadas (PBMCs) e o
plasma através de gradiente de centrifugacdo com o Ficoll-Pague da Sigma Aldrich.
Posteriormente, as células e plasma foram divididas em microtubos para serem
enviadas a UFMG.

As amostras foram devidamente rotuladas e armazenadas a -80°C na UFMG.
Para o desenvolvimento desse trabalho, foram utilizadas somente as amostras pos-

imunizacgao.

3.2 Sequenciamento do Repertério dos Receptores de Células B, Rep-Seq
Esta etapa, brevemente descrita a seguir, foi realizada pela Doutora Carlena
Navas, durante seu doutorado no programa de Pd4s-Graduacdo em Bioquimica e

Imunologia da UFMG, de forma semelhante descrito em sua tese (Navas, 2022).

3.2.1 Extrac&do de RNA

A partir das PBMCs de cada um dos quatro cavalos, foi feita a extracdo do
MRNA total utilizando o método TRIzol (Rio et al., 2010). A quantificacdo das
concentraces de RNA obtidas durante o processo de extracéo foi realizada utilizando
o kit Qubit RNA BR (Thermo Fisher Scientific).
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3.2.2 Sintese de cDNA
Apenas amostras que obtiveram 500 ng de RNA total foram utilizadas para
realizar a sintese de cDNA, seguindo as instrucbes do fabricante da enzima

SuperScript 1V, fornecida pela Thermo Fisher Scientific.

3.2.3 Amplificacéo das cadeias leves e pesadas de anticorpos de cavalo por
PCR Multiplex

A amplificacdo dos segmentos génicos das cadeias leve (lambda e kappa) e
pesada foi realizada por PCR Multiplex utilizando um conjunto de primers especificos
(Tabela 1).

Para amplificagcdo das cadeias pesadas e leves dos anticorpos equinos,
utiizamos os primers forward e reverse previamente publicados e patenteados
(Manso, 2019) pelo nosso grupo (Manso et al., 2019; Navas et al., 2022). Os primers
forward de todas as cadeias foram desenhados com base nas sequéncias do
segmento Leader (L) e do Framework 1 (FR1), enquanto os primers reverse foram

desenhados para se alinhar com a regido constante (Figura 5).

‘FRI CDRlI FR2 CDR2 FR3 CDR3 FR4

—

primers VH
a2 U420

primers CH
IgM. IaG/IgA

Figura 5 — Desenho dos primers forward e reverse da cadeia pesada, com um exemplo
ilustrativo do processo de desenho. No caso do primer forward, a estratégia envolveu a
incorporacdo de sequéncias provenientes do segmento Leader e do Framework 1, enquanto
0 primer reverse foi especificamente projetado para abranger a regidao constante mesma
abordagem foi realizada para o desenho de primers da cadeia leve. Figura retirada da tese de

Taciana Manso (Manso, 2018).
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Tabela 1 - Primers forward e reverse (5’-3’) utilizados na PCR Multiplex para

amplificacdo das cadeias dos anticorpos equinos

Cadeia Primers Forward (FOR)* Primers Reverse (REV)**
IGH VH1 GTGTCCTGTCCCAGGTGCARC IgM ATGACGTTGGGTAGGAAGTCCCG
VH2 GWGTCCTSTCCCAGGTGMAGC 19G CCACCGTGGMGTCAGAYGTG
VH3 GTGTCTCCTCCGAGGKYCAGC IgA AGCTGCACTGTTTCTGAACACACTCC
VH4 TGTCTTTCGCACAGTAATACATGGC
VH5 AGCTCACAGCTCTCTCCTAAGACGAG
VH6 AGGCTGAGGACCCTCTCGTGC
VH7 CTCTGTCCCAGATCAGCCTGC
VH8_22 GTTGTGTGAAGTTMAGCTGGTGGA
VH9_22 TGTCCAGKGTGAGGTGCAG
VH10_22 AGRTCCAGCTGGYGCAGWCT
IGK hoKV1S1 6f GAGCCTGTGGGGACRTCATG IgK GAAGCCATACACCAAGCATACGACAG
hoKV1S2_7f CCTGTGGGGACMTCGTGATG
hoKV1S3-5f CCTGTGGGGACATCGTGWTGAC
hoKVv2_5f GKGASATTGTGCTGACCCAGTCT
hoKV3S1-2f CCAGTGGAGATATTGTGATGACCCAGAC
hoKV3f GSGGATGTTGTGWTGACCCAGAC
hoKV1S8f CCTTGGGGGACATCATGATGACC
hoKV6S1f CCAGGGCAGAAATAACAGTCACACAGTC
hoKV3S6f CACTGGGGACACAGTTTTGACCC
hoKVv4S1f CCAGGTGTGAGATCCAGATGACCC
hoKV7S1f GGGGGCAGATTATCCTGACTCAGTC
IGL hoLV8f CCCAGTCTSTGACBCAGCCC IgL1  TTGTTGYTGCYRAGCTCCTCA
hoLV5f TCTGTGKCCYCTTCTGAGCTKACTCA IgL,2  GCTGAGCTCCTCAGAGGAGG
holLV2_4f CYGTGGCYTCTTCTAWGCTGAC
hoLV1_4f TCGGAGSTGACTCAGCCA
hoLV4f TCTCTTCTGMRGTGACTCAGCCA
hoLV6f CAGTCTGCCCTGRYTCAGCC
hoLVof AGCCTGTGCTGACCCAG
hoLVxf CRGATTCTCAGKCTGTGGTG
hoLV3S1f TCTGTGACCACCTATGACTTGACG
hoLV7S1f ACAGGATGTGGTGATTCAGG

* Para as sequéncias FOR foi incorporado o adaptador TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG, na

regiao 5’

** Para as sequéncias REV foi incorporado o adaptador GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG na

regido 5.
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Também é interessante ressaltar que os primers foram estrategicamente
projetados com overhangs, ou seja, sequéncias adaptadoras que permite a ligacdo ao
index e posteriormente a ligagdo na flow cell (processo fundamental para realizar o
sequenciamento) (Figura 6B).

A amplificagdo dos segmentos génicos V(D)J da regido variavel foi conduzida
por meio da técnica de PCR Multiplex, utilizando os primers previamente mencionados,
através de duas reacfes: uma para a cadeia pesada e outra para as cadeias leves.
Preparada com os seguintes componentes: tampao High Fidelity (10X), 50 mM de
MgSO4, 10 mM de dNTPs, 0,5 yM de cada primer F, 0,5 yM de cada primer R e a
enzima Taq DNA Polymerase Platinum High Fidelity da ThermoFisher Scientific. O
protocolo de ciclagem estabelecido consistiu nas seguintes etapas: inicialmente, uma
desnaturacao a 94 °C por 2 minutos; seguida de 4 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 50 °C
por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto; depois, 4 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 55 °C por 1
minuto e 72 °C por 1 minuto; finalmente, 26 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 63 °C por 1
minuto e 72 °C por 1 minuto, seguido por uma extensao a 72 °C por 7 minutos.

Os amplicons gerados a partir das amostras foram subsequentemente
submetidos a analise por eletroforese em gel de agarose a 1%. As bandas especificas

foram identificadas e isoladas para purificacdo, conforme as orientacdes do fabricante,
utilizando o kit GFX PCR DNA e Gel Band Purification da GE Healthcare.

3.2.4 Preparacéao da biblioteca para sequenciamento

As amostras de DNA purificado passaram por quantificacdo usando o kit Qubit
DNA High Sensitivity da Thermo Fisher Scientific. Em seguida, o DNA de cada
amostra foi empregado na preparacéo das bibliotecas de sequenciamento, seguindo
as instrucdes do fabricante do kit Nextera XT DNA Library Prep da lllumina. Durante
esse processo, 0s index P5 e P7 de sequenciamento foram incorporados aos
amplicons por meio da ligacdo com adaptadores overhang adicionados aos primers
(Figura 6C). A concentracéo das bibliotecas foi novamente confirmada com o kit Qubit
DNA High Sensitivity da Thermo Fisher Scientific, e o tamanho dos amplicons foi

verificado utilizando Bioanalyzer da Agilent.
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Figura 6 — Representacao grafica da amplificacdo e sequenciamento da regido variavel
de IG de cavalos com primers especificos. A) O mRNA é convertido em cDNA através de
primers Oligo(dT). B) O cDNA é utilizado como molde para amplificagdo através de primers
forward e reverse. Aos primers, foram adicionadas sequéncias dos adaptadores (lllumina). C)
Uma segunda PCR é realizada para incorporar os index P5 e P7 para o sequenciamento na
plataforma Illlumina MiSeq. Figura retirada da Tese de Taciana Manso (Manso, 2018).

3.2.5 Sequenciamento

O sequenciamento das cadeias leve e pesada dos anticorpos obtidos de cavalos
imunizados com a proteina spike do SARS-CoV-2 foi conduzido na plataforma Illumina
MiSeq 2x300 pb, de acordo com as diretrizes do fabricante. Esse processo de
sequenciamento foi efetuado nas instalacfes do Centro de Laboratérios Multiusuério
do ICB-UFMG, utilizando o sistema MiSeq da Illlumina (Instrumento no. M02832), com
arealizacao de 301 ciclos de sequenciamento para cada read, tanto no sentido forward

quanto no reverse.

3.3 Sequenciamento das Imunoglobulinas Presente no Plasma dos Cavalos
Imunizados, IG-Seq

A metodologia descria a seguir foi realizada pela entdo Mestranda Manuela
Ferreira no programa de Bioquimica e Imunologia da UFMG e esta descrita

brevemente abaixo (Ferreira, 2022, 2019).

3.3.1 Isolamento das Imunoglobulinas G (IgG)

As IgGs no plasma dos 4 cavalos foram purificadas por meio da cromatografia
de afinidade com proteina G, utilizando a resina Pierce™ Protein G Agarose conforme
descrito na monografia e dissertacdo de Manuela Ferreira (Ferreira, 2022, 2019). As

concentracoes de 1gG resultantes foram estimadas pelo Nanodrop.
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3.3.2 Obtengédo dos Fragmentos F(ab’)?

Com o intuito de obter os fragmentos F(ab')?, o eluato da coluna de afinidade
com a proteina G foi submetido a uma digestdo com pepsina (Sigma). Utilizou-se uma
proporcdo de 1:45 de enzima para cada miligrama de IgG dosado, e o pH foi
devidamente ajustado para o pH 6timo da enzima, de 3,5. O processo de digestdo
ocorreu durante 7 horas a uma temperatura de 37°C. A confirmagé&o da clivagem das
imunoglobulinas foi realizada por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida, com a
adicao de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) 10%.

3.3.3 Selecdo dos anticorpos especificos

Para selecionar os anticorpos especificos contra o antigeno, foi utilizado uma
nova cromatografia de afinidade, desta vez, a resina de agarose Pierce™ NHS-
Activated Agarose, Dry (Thermo) imobilizada seguido o protocolo do fabricante com
2mg da proteina spike (variante Wuhan) (Alvim et al., 2021) cedida pela colaboradora
e Professora Leda Castilho da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Resumidamente, foram aplicados 2mg do fragmento F(ab')? na resina, que foi
lavada com PBS. Os fragmentos F(ab')? especificos contra a proteina spike foram
eluidos e em seguida, foi verificado a fracdo que apresentava maior reatividade

através de ELISA frente a proteina spike.

3.3.4 Preparo para espectrometria

As fracGes reativas a proteina spike dos fragmentos F(ab’)? de cada cavalo
foram combinadas e concentradas no speedvac. Posteriormente, as amostras foram
submetidas a desnaturacao, reducdo, alquilacdo e, em seguida, clivadas por tripsina,

seguindo a estratégia "bottom up” descrita por (Lavinder et al., 2014).

3.3.5 Sequenciamento dos peptideos dos anticorpos especificos

Os peptideos foram submetidos a cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) e foram direcionadas para o equipamento Q Exactive HF-X Hybrid
Quadrupole-Orbitrap Mass Spectrometer (Thermo Fisher) para sequenciamento em
colaboracdo com o Prof. Dr. Martin. R Larsen do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da University of Southern Denmark.

De forma sumarizada, neste trabalho, foram usados os dados experimentais
previamente obtidos utilizando as metodologias descritas acima e sumarizada na

Figura 7. Ambas as técnicas tém sido empregadas de maneira sinérgica com sucesso
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na avaliagdo da composicdo dos anticorpos policlonais presentes em plasmas apdés a
imunizacao, metodologia utilizada para analisar o repertdrio imunoldgico de humanos,
coelhos e camundongos (Sato et al., 2012; Wine et al., 2013; lonov and Lee, 2022)

e mais recentemente, nosso grupo vem empregando parte desta metodologia para

estudar o repertério de anticorpos dos equinos (Manso et al., 2019; Navas et al.,
2022).
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Figura 7 — Workflow para analise do repertorio de anticorpos por NGS e LC-MS/MS. Na
parte superior da figura, encontra-se a primeira abordagem, que envolve a transcricao reversa
dos receptores das células B, utilizando primers especificos para as regifes variaveis e
constantes desses receptores, seguido por sequenciamento de nova geracdo (NGS). Esse
método é conhecido como Sequenciamento do Repertério dos Receptores de Células B, Rep-
Seq. Na parte inferior da figura, destacamos a segunda metodologia: 0 Sequenciamento de
Imunoglobulinas presentes no plasma, referido como Ig-Seq. Nesse processo, anticorpos
especificos séo selecionados a partir do plasma por meio de uma coluna de afinidade
previamente imobilizada com o antigeno de interesse. Em seguida, o eluato obtido passa por
uma etapa de digestdo e é submetido ao sequenciamento utilizando LC-MS/MS. Apés a
obtencdo dos dados brutos por meio dessas técnicas, uma série de ferramentas de
bioinformatica é empregada para andlise. Isso inclui a identificacdo e mapeamento dos
peptideos dos anticorpos especificos, bem como a determinacado da sequéncia completa dos

anticorpos em questao.

3.4 Andlise bioinformatica do repertério de receptores de células B (Rep-Seq)
Em 2015, foram estabelecidas diretrizes que delineiam as principais etapas
para a analise do repertério de anticorpos: (I) pré-processamento dos dados brutos,

(Il) anotac&o da linhagem germinativa do anticorpo (germline), (Ill) determinacao da
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populacao clonal e, por fim, (IV) analise das caracteristicas dos anticorpos (Yaari and
Kleinstein, 2015).

3.4.1 Pré-processamento das reads

As reads provenientes do sequenciamento lllumina MiSeq passaram por um
processo de pré-processamento utilizando o software pPRESTO (Vander Heiden et al.,
2014), integrado a plataforma Immcantation, que incluiu as seguintes etapas: (l)
montagem das reads, (Il) eliminacdo das sequéncias de baixa qualidade, cujo Phred
score fosse inferior a 30, (1) identificacdo dos primers forward e reverse, e por fim,
(IV) remocéao das reads montadas com um tamanho inferior a 100 nucleotideos.

A montagem das reads paired-end foi realizada por meio do alinhamento das
extremidades 3' na regido onde ocorre o overlap das mesmas através do comando
AssemblePairs.py align, permitindo a montagem das reads em uma sequéncia Unica.

Na fase pés-montagem das reads, um Phred score (Q), métrica que fornece a
acurdcia de cada base sequenciada, de 30 (Q30: probabilidade de erro equivalente a

1 em 1.000) foi aplicado, proporcionando uma acuracia de 99,9% através do comando
FilterSeq.py quality.

Posteriormente, os primers foram devidamente identificados por meio de um
processo de alinhamento através do comando MaskPrimers.py align. Para isso, foram
criados dois arquivos no formato *.FASTA para a cadeia leve (lambda e kappa no
mesmo arquivo) e dois arquivos para a cadeia pesada, contendo as sequéncias dos
primers forward e reverse. Durante esse procedimento, foi estabelecido um limite de
erro maximo de 10% para garantir a identificacdo dos primers, mas ao mesmo tempo
permitir pequenas alteracdes nas sequéncias. Sequéncias que nao tiveram os primers
identificados foram excluidas da andlise.

Além disso, foi implementado um filtro de qualidade que tem como critério a
exclusado de todas as sequéncias cujo tamanho seja menor a 100 nucleotideos, atraves
do comando FilterSeq.py length. Esse filtro foi aplicado tendo em vista que o tamanho
esperado das sequéncias é superior a 350 nucleotideos para a cadeia pesada e 300
nucleotideos para as cadeias leves.

A linha de comando empregada para executar o pré-processamento no
pPRESTO encontra-se detalhada no Anexo I.

Apds o pré-processamento das cadeias leves, realizamos um passo adicional

para a separacao das sequéncias de lambda e kappa. Isso se tornou necessario devido



39

ao sequenciamento conjunto das amostras. Para esse proposito, desenvolvemos um

pequeno script (Anexo ).
3.4.2 Anotacédo dos segmentos V(D)J

3.4.2.1 Cadeia Pesada

Pararealizar a anotacgéo, ou inferéncia da linhagem germinativa dos anticorpos,
as sequéncias apos o pré-processamento, no formato *.FASTA, foram submetidas a
plataforma IMGT High-VQuest (Brochet et al., 2008). A ferramenta, disponivel de
forma online, permite a identificacdo dos segmentos V(D)J das sequéncias de
imunoglobulina ja rearranjadas, através de alinhamento com a germline do genoma
de referéncia disponibilizado pelo diretério, além da identificacdo das regibes
estruturais (FR) e regibes de complementariedade (CDR), com as sequencias
devidamente numeradas de acordo o IMGT. Como output, a plataforma oferece onze
arquivos em formado *.CSV. Para a anotacdo da cadeia pesada, foi utilizado como

referéncia o genoma Equus caballus 3.0.

3.4.2.2 Cadeia Leve

Para as cadeias leves, notamos que ha informacdes disponiveis no IMGT
apenas cadeia leve kappa dos cavalos, mas ndo para a cadeia leve lambda.
Considerando que cerca de 95% dos anticorpos circulantes em cavalos séo
compostos pela cadeia leve lambda (Tallmadge et al., 2014; Walther et al., 2015),
optamos por realizar a anotacdo de ambas as cadeias leves no IgBlast.

O IgBlast (Ye et al., 2013) é um software de anotacao que permite a utilizacdo
de linhagens germinativas disponiveis no IMGT ou a incorporacdo de um banco de
dados de linhagens germinativas personalizado, possibilitando, assim, a anotagao por
meio de alinhamento local.

Desta forma, criamos um banco de sequéncias da linhagem germinativa da
cadeia lambda. Para criar esse banco, criamos arquivos *.FASTA contendo os genes
V e J da germline dos anticorpos de cavalos, utilizando os genomas de referéncia
disponiveis: EquCab 3.0 e EquCab 2.0 e com base nas coordenadas dos segmentos
génicos disponibilizadas na literatura (Sun et al., 2010; Walther et al., 2015). A
escolha de incorporar as sequéncias de ambos os genomas de referéncia foi feita apos
observar um baixo percentual de anotagdo das sequéncias lambda utilizando apenas

0 genoma EquCab 2.0.



40

Ja para a cadeia leve kappa, foi realizado também a anotacéo pelo IgBlast,
utilizando apenas o genoma de referéncia do EquCab 3.0, ja disponibilizado pelo IMGT.

Adicionalmente, foram criados arquivos auxiliares para cada uma das cadeias
leves, contendo informacdes sobre o frame de leitura, o tipo da cadeia e a posicao de
término do CDR3 para cada um dos segmentos do gene J (Anexo Ill). E importante
mencionar que a posi¢ao de término do CDR3 é determinada pelo primeiro nucleotideo
do motif (F/W-G-X-G), onde X pode representar qualquer aminoécido.

3.4.3 Clonotipagem

3.4.3.1 Cadeia Pesada

Para realizar a clonotipagem da cadeia pesada, foram utilizados os arquivos de
saida do IMGT 1_Summary, 2_IMGT-gapped, 3_Nt-sequences e 6_Junction como
entrada, empregando o comando MakeDb.py do pacote Change-O da plataforma
Immcantation para a criagdo de um documento Unico com todas as informacdes
necessarias para a clonotipagem. Em seguida, o documento foi submetido ao ShaZam
utilizando a funcéo "distToNearest", para calcular o limite apropriado (cut-off) do
agrupamento hierarquico (Gupta et al., 2015). Apds, o arquivo foi submetido, a
ferramenta de clonotipagem, YClon, desenvolvida pelo nosso grupo (Gervasio et al.,
2023).

3.4.3.2 Cadeia Leve

Ja para as cadeias leve, utilizou-se diretamente o arquivo de saida do IgBlast
como input no YClon, pois o0 arquivo ja possui todas as informacdes em um Unico
arquivo. Também néo foi necessario determinar o limite ideal para a atribui¢do clonal,
uma vez que as plataformas do Change-O foram criadas especificamente para a

cadeia pesada. Sendo assim, utiliza-se o threshold default de 0,9 para tal.

3.4.4 Andlise das caracteristicas do repertério de anticorpos

Em seguida, utilizando os dados dos clones de anticorpos de cada cavalo é
analisado o uso génico, hipermutacdo somatica, tamanho e composi¢cdo do CDR3
atraves do script feitos in house em R Studio. O script foi desenvolvido por meio das
bibliotecas "data.table’, ‘tidyverse’, ‘dplyr’, ‘openxIsx’, "biostrings’, e ‘stringr’, onde
realiza um processo de andalise das sequéncias provenientes de amostras

clonotipadas. Inicialmente, ele define o diretorio das amostras e cria um dataframe



41

contendo os arquivos de entrada, sendo eles os relatorios e os resultados da
clonotipagem. O script entdo entra em um loop, onde para cada amostra, importa e
organiza os dados. Ap0s a juncao desses dados, o script realiza analises detalhadas,
incluindo a frequéncia génica dos segmentos génicos V e J, a hipermutacdo somatica,
a distribuicdo do tamanho do CDR3, e a composicdo do CDR3 em termos de
aminoacidos. Finalmente, os resultados sdo exportados para um arquivo no Excel
para facilitar a manipulacdo dos dados (Anexo V). Para comparar a diferenca entre
0 Rep-Seq e 0 1g-Seq, utilizamos a ANOVA 2-way no GraphPad Prism 5.00 (GraphPad
Software, Inc., San Diego Califérnia EUA).

3.5 Andlise bioinformatica do repertério das Imunoglobulinas especificas

circulantes (lg-Seq)

3.5.1 Identificacdo de peptideos oriundos da LC-MS/MS no banco de
sequéncias de anticorpos anotados

A partir dos transcritos dos anticorpos devidamente anotados e traduzidos, cria-
se um banco de sequéncias das regides variaveis dos anticorpos. A esse banco de
sequéncias foi também adicionado de forma manual sequéncias contaminantes
comuns da prote6mica e sequéncias equinas (como por exemplo, queratina, alboumina,
tripsina, spike, etc). Esse banco de sequéncias foi entdo, confrontado com as
sequéncias dos peptideos encontrados na espectrometria de massa pelo software
Proteome Discoverer (Thermo Scientific), utilizando a ferramenta de busca SEQUEST
HT.

3.5.2 Mapeamento dos peptideos nos CDR3

Os resultados exportados do Proteome Discoverer contém informagdes sobre
todos os peptideos cujas sequéncias foram identificadas no banco de dados completo
personalizado, o que engloba possiveis contaminantes, proteinas de cavalos ou
proteina spike.

No entanto, devido a caracteristicas especificas, um mesmo peptideo poderia
ser potencialmente associado a diversas sequéncias distintas, uma vez que essas
moléculas apresentam regides conservadas. Para superar essa particularidade, foi
estabelecido que apenas os peptideos mapeados a regido CDR3 dos anticorpos
seriam considerados para a identificacdo das sequéncias, uma vez que essa regiao é

altamente variavel (Figura 8). Sendo assim, para a avaliagdo das sequéncias de
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anticorpos especificos foi necessaria a criacdo de um script personalizado cedido pelo
grupo de pesquisa do professor e colaborador Dr. George Georgiou da University of
Texas at Austin e posteriormente personalizados pelo nosso grupo, para filtrar os
peptideos mapeados na regido CDR3. Esses peptideos tripticos informativos, quando
confrontados com o banco de sequéncias criado, permitiram a recuperacdo completa

das sequéncias dos anticorpos.

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(..)JEDTAVYYC 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

!
T
i
i
i

PR

v

Exemplo de peptideo triptico Exemplos de peptideos
encontrado em varias sequéncias tripticos informativos
com distintos CDR3

Figura 8 — Identificacdo de peptideos de anticorpos especificos contra a proteina spike.
Observa-se que na regido de FR1, os peptideos tripticos encontrados podem ser referentes
a qualquer uma das cinco sequéncias. Enquanto, a regido CDR3 mostra 5 peptideos tripticos
diferentes, sendo informativos para identificacdo para identificacdo da sequéncia completa ao
serem confrontados com o banco de sequéncias do Rep-Seq. Figura retirada da dissertagéo

da Manuela Ferreira (Ferreira, 2022)

Em seguida, 0 uso génico, hipermutacdo somatica, tamanho e composi¢ao do
CDR3 também foram analisados através do script feitos in house em R Studio e
comparados com os resultados das sequencias dos transcritos (Anexo V), conforme
descrito no topico 3.4.4.

O workflow completo da analise bioinformética do sequenciamento dos
transcritos de imunoglobulina e dos peptideos derivados dos anticorpos pode ser

visualizado na Figura 8.
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Figura 9 — Representacéo do fluxo de trabalho utilizado para a anédlise do Rep-Seq e Ig-
Seq. Inicialmente, as sequéncias NGS passam por uma etapa de pré-processamento
utilizando o software pRESTO. Em seguida, as sequéncias sdo submetidas a anotacao, onde
as cadeias pesadas sdo anotadas utilizando o sistema IMGT, enquanto as cadeias leves sdo
anotadas através do IgBlast. Posteriormente, as cadeias sdo clonotipadas utilizando o YClon,
seguido pela analise no ambiente R. Os resultados da clonotipagem também alimentam a

construcdo de um banco de sequéncias, utilizado para mapear peptideos especificos e
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circulantes identificados por LC-MS/MS. Estes peptideos sdo comparados com o banco de
sequéncias, e o resultado é processado por um script para selecionar apenas peptideos
tripticos informativos. Por fim, os resultados sdo novamente analisados no ambiente R.

Representacgdo grafica desenvolvida pela plataforma Lucid.

3.6 Selecdo dos anticorpos especificos contra proteina spike para expressao in
Vvitro

Para a selecdo de anticorpos especificos equinos contra a spike, demos
prioridade a escolha do cavalo que demonstrou a maior capacidade de neutralizacao.
Esses dados de neutralizacdo foram fornecidos pelo Dr. Herbert Guedes, da UFRJ.
Como nao possuimos dados de cadeia leve e pesada pareadas selecionamos cadeias
leves e pesadas independentes. Em relacdo a cadeia pesada, selecionamos
sequéncias que apresentaram uma abundancia do peptideo detectado na
espectrometria de massa e que eram presentes em clones expandidos. No caso da
cadeia leve, devido ao baixo numero de sequéncias obtidas, selecionamos todas as

sequencias especificas encontradas no plasma do cavalo.

3.6.1 Modelagem e clusterizacéo estrutural

Para auxiliar na selecdo dos anticorpos prioritarios a serem caracterizados em
uma proxima fase deste trabalho, realizamos uma modelagem molecular de todos os
possiveis anticorpos do cavalo 4, o que apresentou anticorpos mais neutralizantes,
utiizando o software ImmuneBuilder (Abanades et al., 2023). O software utiliza
modelos de aprendizado de maquina treinados para prever com alta precisdo a
estrutura de anticorpos, nanocorpos e receptores de células T.

As sequéncias dos anticorpos foram submetidas a plataforma (disponivel em

https://github.com/oxpig/ImmuneBuilder) que disponibiliza ferramentas para realizar a

modelagem estrutural. Posteriormente, os modelos foram submetidos ao software
SPACE2 (Spoendlin et al., 2023), que realiza uma clusterizagcdo estrutural dos
anticorpos, considerando as regides de complementaridade (CDR1, CDR2 e CDR3)

de ambas as cadeias.

3.7 Desenho dos genes que codificam os anticorpos
As sequéncias de DNA dupla fita selecionadas para a expressao foram
otimizadas para expressdo em célula de mamifero utilizando a ferramenta Codon

Optimization Tool, da IDT. Foram adicionadas, as extremidades dos genes de cadeia


https://github.com/oxpig/ImmuneBuilder
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pesada e leve, sequéncias idénticas as sequéncias do plasmideo pcDNA 3.4 para
posterior clonagem utilizando a metodologia de Gibson Assembly (Gibson et al., 2009).

E importante ressaltar que o plasmideo pcDNA 3.4, disponivel em nosso
laboratorio, ja possui as regides constantes humanas de IgG1, permitindo a expressao

do anticorpo quimérico, na préxima etapa deste trabalho.
4 RESULTADOS
4.1 Analise dos dados do sequenciamento

4.1.1 Anotacéao e obtencao de clones da cadeia pesada de anticorpos equinos

Utilizando a plataforma lllumina MiSeq com sequenciamento de 2x300 pares
de bases, observamos uma heterogeneidade no numero de reads das amostras
analisadas. O numero minimo de reads foi registrado na amostra 834-I, totalizando
364.671 reads, enquanto a amostra 843-l apresentou 0 maximo de reads, atingindo
um total de 470.017 reads (Tabela 2).

Em seguida, realizamos o processamento das sequéncias utilizando o software
pRESTO (Vander Heiden et al., 2014), onde realizamos a montagem das reads e
posteriormente eliminamos aquelas de baixa qualidade (g30) e de tamanho inferior a
100 nucleotideos. Aproximadamente 98% dessas sequéncias foram completamente
anotadas, ou seja, os segmentos V(D)J e o CDR3 foram determinadas para cada
sequéncia pela plataforma HighV-Quest do IMGT (Brochet et al., 2008). Das
sequencias anotadas, realizamos a clonotipagem das sequencias, onde obtivemos
um minimo de 41.603 clones na amostra 839-1 e um maximo de 78.229 clones na
amostra 843-I, utilizando o YClon (Gervasio et al., 2023).

Tabela 2 — Resumo dos resultados do sequenciamento da cadeia pesada dos quatro

cavalos imunizados com a proteina spike do SARS-CoV-2.

Sequéncias
Amostra Dados Brutos  Pré-Processamento Anotadas Clones Unicos
834-1 364.671 346.376 332.838 67.391
839-1 456.247 424.459 416.712 41.603
843-1 470.017 432.560 422.548 78.229
844-1 634.499 600.688 591.310 46.790
Média 481.359 451.021 440.852 58.503

SD 76.570 74.834 75.229 14.307
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4.1.2 Anotacédo e obtencao de clones da cadeia leve de anticorpos equinos

Na analise das cadeias leves, também foi observado uma heterogeneidade nos
dados brutos, com a menor quantidade de reads registrada na amostra 843-I,
totalizando 500.783 reads, e a maior quantidade na amostra 839-1, com um total de
683.548 reads.

Em seguida, as reads foram submetidas ao pré-processamento no software
pPpRESTO para montagem das sequéncias e garantia de qualidade. Apds essa etapa
de pré-processamento, as sequéncias foram classificadas em cadeia lambda ou
cadeia kappa com base nos primers utilizados através de um script feito in house
(Anexo Il). Em média, 42%+12 das sequéncias foram identificadas como cadeia
lambda, enquanto as 58%=+12 restantes foram identificadas como cadeia kappa.

Posteriormente, as sequéncias foram submetidas a anotacéo usando o IgBlast
(Ye et al., 2013). Constatou-se que em média 89,6%z= 2,4 das sequéncias da cadeia
lambda foram devidamente anotadas, incluindo os segmentos V/J e o CDRS,
enquanto 99,3%z=0,24 das sequéncias da cadeia kappa foram devidamente anotadas.

Apoés a anotacdo das sequéncias, procedeu-se a clonotipagem das mesmas
utiizando o YClon, revelando uma consideravel heterogeneidade. No caso das
sequéncias da cadeia kappa, foi observada uma contagem minima de 4.302 clones
Unicos na amostra 839- e uma contagem maxima na amostra 834-l, com 119.700
clones. No caso das sequéncias da cadeia lambda, foi identificado um minimo de
54.998 clones na amostra 834-1 e um maximo de 106.933 na amostra 839-I.

Tabela 3 —Resumo dos resultados do sequenciamento da cadeia leve (kappa e lambda)

dos quatro cavalos imunizados com a proteina spike do SARS-CoV-2.

Dados Pré- Sequéncias Clones unicos

Amostra brutos processamento anotadas

Kappa Lambda Kappa Lambda

834-1 513.027 496.466 369.077  119.700 22.742 54.998
839-1 683.548 663.197 210.361 397.292 4.302 106.933
843-1 500.783 488.579 282.462 184.741 8.730 67.062
844-1 675.293 658.609 335.583  283.891 6.850 75.746
Média 593.163 576.713 299.371  246.406 10.656 76.185

SD 86.258 84.190 52.959 94.186 6.043 15.374




47

4.2 Andlise dos dados Ig-Seq para identificacdo de peptideos especificos anti-
spike

Para a detec¢do dos anticorpso circulantes spike-especificos no plasma
equino, os espectros dos peptideos tripticos obtidos foram comparados com o banco
de sequéncias IGH, IGL e IGK obtidos na etapa anterior.

A andlise considerou apenas as sequéncias que estavam presentes nas
réplicas experimentais e que apresentavam uma sobreposi¢ao de pelo menos quatro
residuos entre o peptideo e o CDR3 das sequéncias no banco de sequéncias. Durante
esse procedimento, um mesmo peptideo poderia estar associado a diferentes CDR3,
e um mesmo CDR3 poderia ser encontrado em mais de uma sequéncia na regiao
variavel do banco de sequéncias de transcritos. Os numeros de peptideos, CDR3 e
sequéncias resultantes desse processo estao resumidos na tabela abaixo (Tabela 4).

Sendo assim, encontramos 106 sequencias especificas para IGH, 49 para IGL
e 19 para IGK.

Tabela 4 — Numero de peptideos, CDR3 e sequéncias (IGH, IGK e IGL) identificadas
especificas contra a proteina spike*.

Pesada Kappa Lambda
Amostra | Pept CDR3 Seq Pept CDR3 Seq Pept CDR3 Seq
834-1 20 20 20 16 16 16 17 17 17
839-1 52 48 48 1 1 1 30 30 30
843-1 19 18 19
844-1 19 19 19 2 2 2 0 0 0

*A coluna de peptideos (chamada de Pept) refere-se as sequencias especificas que foram identificadas
pela espectrometria de massas. A coluna CDR3, representa o niumero de correspondéncia do CDR3
encontrados no banco de sequéncias criado pelo NGS. Por fim, a coluna sequéncia indica o total de
sequéncias de regido variavel de anticorpo abrangidas pelo CDR3. Para esclarecimento, tomemos o
exemplo do cavalo 839-1 na cadeia pesada. Foram identificados 52 peptideos, os quais foram
encontrados em 48 CDR3. Isso indica que alguns desses peptideos compartilham o mesmo CDR3.

Finalmente, esses 48 CDR3 foram atribuidos a 48 sequéncias distintas.
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4.3 Analise comparativa entre o repertorio dos transcritos (Rep-Seq) e do
repertério sorologico (Ig-Seq)

Conduzimos uma analise comparativa entre os clones dos transcritos obtidos
por meio do Rep-Seq e o repertdrio sorolégico que continha os anticorpos especificos
direcionados a proteina spike, obtidos pelo Ig-Seq. Nesse processo, analisamos a
frequéncia do uso génico e a hipermutacdo somatica desses segmentos utilizados nos

anticorpos, bem como o tamanho e as caracteristicas do CDR3.

4.3.1 Analise dos segmentos génicos mais frequentes em anticorpos equinos

A andlise inicial dos repertérios de anticorpos equinos se concentrou na
frequéncia de segmentos génicos V(D)J presentes nos anticorpos, derivados tanto
dos transcritos das células B totais quanto daqueles especificos para a proteina spike,
conhecidos como Rep-Seq e 1g-Seq, respectivamente. Os resultados revelaram uma
marcante preferéncia nos cavalos pela selecdo de segmentos génicos na producgéo
de anticorpos, destacando uma notavel concordancia entre os transcritos de
anticorpos (Rep-Seq) e os anticorpos circulantes (Ig-Seq).

Na cadeia pesada, a familia IGHV4 se destaca em mais de 99,9% das
sequéncias, notadamente os segmentos IGHV4-21*01 ORF, IGHV4-22*01 F, IGHV4-
29*01 F e IGHV4S1*01 F, que compdem, em média, 88,9% e 89,8% das sequéncias
nos conjuntos Rep-Seq e Ig-Seq, respectivamente. Isso implica que cerca de 90% dos
transcritos e anticorpos circulantes compartilham um desses quatro segmentos IGHV,
dos 21 segmentos génicos funcionais disponiveis. Embora haja poucas altera¢des nas
frequéncias génicas da cadeia pesada entre Rep-Seq e Ig-Seq, observou-se que a
frequéncia do segmento génico IGHV4-22*01 F é significativamente maior no 1g-Seq
em comparacdo com o repertério celular (p < 0,05), sugerindo uma preferéncia
especifica por esse segmento nos anticorpos circulantes.

Quanto aos segmentos IGHD, foram identificados 42 e 33 segmentos no Rep-
Seq e Ig-Seq, respectivamente, com destaque para o segmento IGHD2-26*01 F, que
apresenta uma frequéncia média de quase 10% em ambos os repertorios. Na
preferéncia por segmentos génicos J, destaca-se o IGHJ6-1*01 F, presente em 46%

das sequéncias (Figura 10).
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Figura 10 — Frequéncia relativa média dos genes IGH anotados mais frequentes. Em
cinza, a frequéncia relativa do 1g-Seq, enquanto em preto, temos a frequéncia relativa do Rep-
Seq. A plotagem esté restrita aos segmentos génicos que exibiram uma frequéncia relativa
média igual ou superior a 5% tanto no Rep-Seq quanto no Ig-Seq. A diferenca nas médias foi
avaliada por meio de um teste de ANOVA de dois fatores (ANOVA 2way). Os asteriscos

indicam os seguintes niveis de significancia: * p < 0,05.

No que diz respeito a cadeia leve lambda, observa-se uma destacada
prevaléncia da familia de segmentos génicos IGLV8 no segmento IGLV, presente em
86,8% e 89,7% dos segmentos no Rep-seq e no lg-seq, respectivamente. Ao
comparar essas frequéncias, evidencia-se um aumento estatisticamente significante
na preferéncia por IGLV8S1, no Ig-seq quando comparado com Reg-seq com p <
0,001. Em relagcédo aos segmentos IGLJ, o destaque vai para o segmento IGLJ4S1P,
com uma frequéncia média de 66,9% no Rep-seq e 62,9% no Ig-Seq (Figura 11).

E relevante mencionar que a média dessas frequéncias génicas do Ig-Seq foi
calculada com base em dados de trés cavalos, pois no cavalo 844-1 ndo foram

identificadas sequéncias lambda especificas.
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Figura 11 — Frequéncia relativa média dos genes IGL anotados mais frequentes. Em
cinza, a frequéncia relativa do 1g-Seq, enquanto em preto, temos a frequéncia relativa do Rep-
Seq. A plotagem esté restrita aos segmentos génicos que exibiram uma frequéncia relativa
média igual ou superior a 5% tanto no Rep-Seq quanto no Ig-Seq. Importante mencionar que
a média da frequéncia relativa do 1g-Seq foi realizada com 3 amostras, enquanto a frequéncia
média do Rep-Seq foi realizada com 4 amostras. A diferenca nas médias foi avaliada por
meio de um teste de ANOVA de dois fatores (ANOVA 2way). Os asteriscos indicam

0s seguintes niveis de significancia: *** p < 0,001.

Assim como nas cadeias pesada e leve lambda, a cadeia leve kappa também
manifesta preferéncias distintas por determinados segmentos génicos (Figura 12). No
segmento V, observa-se uma forte predilecdo pelos genes da familia IGKVA4,
presentes em 96,2% das sequéncias no Rep-seq e 66,7% no Ig-Seq. Quanto aos
genes J, destacam-se os segmentos IGKJ4*01 e IGKJ2*02, que, combinados,
representam 92,1% e 98% das sequéncias no Rep-seq e no Ig-seq, respectivamente,
nos anticorpos que possuem cadeia kappa.

Embora existam discrepancias nas frequéncias, ndo foi observada diferenca
significativa entre a presenca dos segmentos génicos nos transcritos e nos anticorpos
circulantes. E essencial salientar que a média da frequéncia dos segmentos génicos
encontrados no Ig-Seq da cadeia kappa foi calculada com dados de trés cavalos, uma

vez que nao foram identificadas sequéncias da cadeia kappa no cavalo 843-I.
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Figura 12 — Frequéncia relativa média dos genes IGK anotados mais frequentes. Em
cinza, a frequéncia relativa do 1g-Seq, enquanto em preto, temos a frequéncia relativa do Rep-
Seq. A plotagem esté restrita aos segmentos génicos que exibiram uma frequéncia relativa
média igual ou superior a 5% tanto no Rep-Seq quanto no Ig-Seq. Importante mencionar que
a média da frequéncia relativa do 1g-Seq foi realizada com 3 amostras, enquanto a frequéncia
média do Rep-Seq foi realizada com 4 amostras. Nao houve diferenca estatistica da

frequéncia dos segmentos génicos, por meio de um teste de ANOVA de dois fatores.

4.3.2 Analise da frequéncia da hipermutacdo somatica (SHM) nos anticorpos
equinos

A hipermutacdo somatica € um processo biolégico que ocorre nas células B
ativadas durante uma resposta imune, principalmente durante a formacédo de uma
resposta imune adaptativa. Este processo é crucial para a geracao de anticorpos com
alta especificidade e afinidade para um antigeno especifico e determina o grau de
maturacao do repertorio.

A comparagdo entre os transcritos e 0s anticorpos circulantes especificos
direcionados a proteina spike do SARS-CoV-2 revela uma auséncia de diferenca
significativa na frequéncia de mutagbes nos segmentos V e J das cadeias pesada e

leve. Na cadeia pesada, a taxa de mutacdo somatica (SHM) para o segmento IGHV é
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de 8,9% + 0,3 para 0 Rep-Seq e 8,8% + 1,1 para o Ig-Seq. O segmento IGHJ exibe
uma SHM mais elevada, com média de 15,4% + 0,4 para 0 Rep-Seq e 14,9% + 1,1
para o Ig-Seq.

Para a cadeia leve lambda, a SHM média do segmento IGLV é de 8,9% + 0,3
no Rep-Seq e 12,2% + 5,5 no Ig-Seq, enquanto o segmento IGLJ apresenta uma média
de 2,8% £ 0,2 no Rep-Seq e 4,1% £ 2,2 no Ig-Seq. Quanto a cadeia leve kappa, a
meédia da SHM para o segmento IGKV é de 7,3% + 0,6 no Rep-Seq e 14,1% + 10,3 no
Ig-Seq, enquanto o segmento IGKJ tem uma média de 1,2% + 0,2 no Rep-Seq e 1% *
1,4 no Ig-Seq. E importante mencionar que a analise das cadeias leves (lambda e
kappa) baseia-se em apenas trés amostras.

Observa-se uma tendéncia interessante na cadeia pesada, que apresenta uma
maior taxa de SHM no segmento génico J de aproximadamente 15%, enquanto 0s
segmentos J das cadeias leves exibem uma SHM menor (Figura 13).
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Figura 13 — Comparacdao da frequéncia média da hipermutagcdo somatica por cadeia em
transcritos de anticorpos e anticorpos circulantes. Os segmentos génicos V séo indicados
no lado esquerdo em formato de tridngulo, enquanto os segmentos génicos J sdo exibidos no
lado direito em formato circular. A coloracéo cinza destaca a frequéncia relativa do Ig-Seq,

enquanto a coloracao preta representa a frequéncia relativa do Rep-Seq.

4.3.3 Analise do tamanho e composi¢cdo dos CDR3 dos anticorpos equinos

Das CDRs que compdem um anticorpo, a mais estudada é a CDR3-H, pois esta
€ a mais variavel, pois é formada pelos 3 segmentos génicos IGHV, IGHD e IGHJ, e
também se acredita que possui 0 maior contato com o0s antigenos. Ainda que nao

tenha muito conhecimento do CDR3 da cadeia leve, formada pelos segmentos
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IGLV/IGKV e IGLJ/IGKJ, nos decidimos analisar o tamanho e composi¢cdo com a
finalidade de compreender melhor as caracteristicas dos anticorpos dos equinos.

O CDR3 da cadeia pesada (CDR3-H) possui uma diversidade de tamanhos
(Figura 14). No Rep-seq, 99,8% das sequéncias possuem CDR3-H com 4 a 26
residuos de aminoacidos e quase metade das sequencias possuem entre 15 a 19
aminoacidos. Ja no Ig-Seq, ha uma preferéncia significativa pelos CDR3 de tamanho
22 para os anticorpos circulantes, p < 0,05. A média das amostras apresentam 15,1
aminoacidos nos transcritos e meédia de 15,9 aminoacido para o0s anticorpos
circulantes.

E notavel a presenca frequente dos aminoéacidos G (glicina), Y (tirosina) e A
(alanina) no CDR3-H tanto no repertdrio dos transcritos quanto no repertorio dos
anticorpos circulantes. Ao comparar os dois repertérios, destaca-se o aumento do
residuo de aminoacido R (arginina) no repertdrio sorolégico, **** p < 0,0001 (Figura
15).
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Figura 14 — Frequénciarelativa média do tamanho (em aminoacidos) do CDR3 da cadeia
pesada. Em cinza, a frequéncia relativa do 1g-Seq, enquanto em preto, temos a frequéncia
relativa do Rep-Seq. A plotagem esta restrita aos segmentos génicos que exibiram uma
frequéncia relativa média igual ou superior a 5% tanto no Rep-Seq quanto no Ig-Seq. A
diferenca nas médias foi avaliada por meio de um teste de ANOVA de dois fatores (ANOVA

2way). Os asteriscos indicam os seguintes niveis de significancia: * p < 0,05.
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Figura 15 - Frequéncia relativa média da composi¢do dos aminoacidos no CDR3-H. Em
cinza, a frequéncia relativa do 1g-Seq, enquanto em preto, temos a frequéncia relativa do Rep-

Seq. Os aminoacidos estdo agrupados de acordo com a carga do radical, segundo (Crooks
et al., 2004). A diferenca nas médias foi avaliada por meio de um teste de ANOVA de
dois fatores (ANOVA 2way). Os asteriscos indicam os seguintes niveis de significancia:
**rx < 0,0001.

A cadeia leve lambda, por sua vez, apresenta variacdo no tamanho do CDR3-
L, compreendendo entre 5 e 17 residuos de aminoacidos, com uma meédia de 10,7 no
Rep-seq. Na sorologia, ha uma alteracéo na frequéncia, evidenciada pela diminuicédo
da frequéncia do tamanho 10 aminoacidos (p < 0,01) e um aumento significativo no
CDR3 com 11 residuos de aminoacidos (p < 0,0001) (Figura 16).

A composicao do CDR3-L revela uma predominancia de aminoéacidos S (serina),
G (glicina) e D (4cido aspartico) nos transcritos. Em contraste, no repertorio sorolégico,
o0 CDR3 é composto principalmente por S (serina), A (alanina) e L (leucina). Ao realizar
uma comparacdo entre ambos o0s repertorios, observa-se um aumento
estatisticamente significativo de R (arginina) (** p < 0,01) e L (p < 0,0001) no Ig-Seq,
enquanto ha uma diminuicdo de G (** p < 0,01) (Figura 17).
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Figura 16 — Frequénciarelativa média do tamanho (em aminoacidos) do CDR3 da cadeia
leve lambda. Em cinza, a frequéncia relativa do Ig-Seq, enquanto em preto, temos a
frequéncia relativa do Rep-Seq. A plotagem esta restrita aos segmentos génicos que exibiram
uma frequéncia relativa média igual ou superior a 5% tanto no Rep-Seq quanto no Ig-Seq. A
diferenca nas médias foi avaliada por meio de um teste de ANOVA de dois fatores (ANOVA

2way). Os asteriscos indicam os seguintes niveis de significancia: ** p < 0,01 e **** p < 0,0001.
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Figura 17 — Frequéncia relativa média da composicdo dos aminoacidos no CDR3-L. Em
cinza, a frequéncia relativa do 1g-Seq, enquanto em preto, temos a frequéncia relativa do Rep-
Seq. Os aminoacidos estdo agrupados de acordo com a carga do radical, segundo (Crooks
et al., 2004). A diferenca nas médias foi avaliada por meio de um teste de ANOVA de dois
fatores (ANOVA 2way). Os asteriscos indicam os seguintes niveis de significancia: ** p < 0,01,
e **** pn < (0,0001.
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No contexto da cadeia leve kappa, observa-se que no Rep-seq, 91% dos
CDR3-K apresentam um tamanho de 9 residuos de aminoacidos. Intrigantemente, no
Ig-seq, esse numero aumenta significativamente para 100% (p < 0,0001) (Figura 18).

Quanto aos residuos de aminoacidos presentes no CDR3-K, merece destaque
a presenca frequente de Q (glutamina), T (treonina), Y (tirosina) e P (prolina).
Interessantemente, ndo se observam diferencas significativas entre o repertério dos
transcritos e o repertério sorolégico (Figura 19).
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Figura 18 — Frequénciarelativa média do tamanho (em aminoacidos) do CDR3 da cadeia
leve kappa. Em cinza, a frequéncia relativa do Ig-Seq, enquanto em preto, temos a frequéncia
relativa do Rep-Seq. A plotagem esta restrita aos segmentos génicos que exibiram uma
frequéncia relativa média igual ou superior a 5% tanto no Rep-Seq quanto no Ig-Seq. A
diferenca nas médias foi avaliada por meio de um teste de ANOVA de dois fatores
(ANOVA 2way). Os asteriscos indicam os seguintes niveis de significancia: *** p <
0,001 e **** p < 0,0001.
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Figura 19 — Frequéncia relativa média da composi¢cdo dos aminoacidos no CDR3-K. Em
cinza, a frequéncia relativa do 1g-Seq, enquanto em preto, temos a frequéncia relativa do Rep-
Seq. Os aminoécidos estdo agrupados de acordo com a carga do radical, segundo (Crooks
et al., 2004). A diferenca nas médias foi avaliada por meio de um teste de ANOVA de
dois fatores (ANOVA 2way). Os asteriscos indicam os seguintes niveis de significancia:
*p <0,05.

4.4 Estudo de Caso (Amostra 843-I)

Em parceria com a Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), foi
realizado ensaio de neutralizagdo com os plasmas dos quatro cavalos. Observamos,
que o cavalo 843-1 apresentou altos titulos de neutralizacdo, sendo capaz de
neutralizar 90% da infeccéo in vitro em uma diluicdo de 1:32.000 (Tabela 5).

Tabela 5 - Titulo de neutralizagcédo dos plasmas dos cavalos.

Amostra PRNTS PRNT90
0
834-I 2.048 512
839-1 2.048 1.024
843-1 32.000 32.000
844-| 8.000 4.000

Dessa forma, ao analisar as sequéncias circulantes especificas do cavalo 843-
I, foi possivel confrontar os peptideos tripticos do CDR3 com a biblioteca de

sequéncias criada pelo NGS do mesmo animal. Assim, foram identificadas 19
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sequéncias especificas contra a proteina spike para a cadeia pesada, 2 sequéncias
para a cadeia leve lambda e nenhuma para a cadeia leve kappa. A tabela a seguir
apresenta em detalhes os peptideos tripticos identificados no cavalo 843-I, incluindo
0 uso génico dos segmentos V(D)J, rank da clonalidade e o ID de cada uma das
sequéncias (Tabela 6).

As sequéncias completas dos anticorpos circulantes podem ser verificadas
através do alinhamento e plotagem pelo WebLogo, destacando a regido variavel IGH
(Figura 20) e IGL (Figura 21).



Tabela 6 — Peptideos especificos (IGH e IGL) encontrados no cavalo 843-l.

Cadeia
IGH
IGH
IGH
IGH
IGH
IGH
IGH
IGH
IGH
IGH
IGH
IGH
IGH
IGH
IGH
IGH
IGH
IGH
IGH
IGL
IGL

ID

> w 1 O vt O 2z < r X & — I GG mTMm mOO @m >

o]

Clones*
260
33
51
260
163
369
13
201

13
271

567
21
38

271

1
62
37

223

Rank
65
2268
1178
65
155
43
6073
108
12165
73806
6302
61
59344
23
3972
1887
61
38762
819
282
13

Segmento V
IGHV4-22*01 F
IGHV4-21*01 ORF
IGHV4-22*01 F
IGHV4-22*01 F
IGHV4-21*01 ORF
IGHV4-29*02 F
IGHV4S1*01 F
IGHV4-21*01 ORF
IGHV4-29*01 F
IGHV4S1*01 F
IGHV4-22*01 F
IGHV4-22*01 F
IGHV4-29*01 F
IGHV4-22*01 F
IGHV4-29*01 F
IGHV4-82*01 F
IGHV4-22*01 F
IGHV4-22*01 F
IGHV4-22*01 F
IGLV8S2
IGLV8S1

Segmento D
IGHD2-26*01 F
IGHD3-7*01 ORF
IGHD2-26*01 F
IGHD2-26*01 F
IGHD7-33*01 ORF
IGHD2-39*01 ORF
IGHD3-7*01 ORF
IGHD7-33*01 ORF
IGHD2-36*01 F
IGHD2-26*01 F
IGHD3-1*01 ORF
IGHD2-15*01 F
IGHD2-36*01 F
IGHD4-25*01 ORF
IGHD7-43*01 ORF
IGHD2-23*01 F
IGHD2-15*01 F
IGHD2-12*01 F
IGHD2-21*01 ORF
NA
NA

*Clones: NUmero de sequéncias que se encontram no clone.

Segmento J
IGHJ6-1*01 F
IGHJ6-3*01 F
IGHJ3*01 F
IGHJ6-1*01 F
IGHJ3*01 F
IGHJ6-1*01 F
IGHJ6-3*01 F
IGHJ4*01 F
IGHJ5*01 F
IGHJ6-1*01 F
IGHJ6-1*01 F
IGHJ6-1*01 F
IGHJ6-1*01 F
IGHJ6-1*01 F
IGHJ4*01 F
IGHJ6-1*01 F
IGHJ6-1*01 F
IGHJ4*01 F
IGHJ6-1*01 F
IGLJ4S1P*01
IGLJ1S1

Sequéncia do Peptideo (CDR3)
TQNGDGLAFYPR
DYGSGVFR
SQVYLTLNSLTGEDTAVYYCAGGAYTAWGQGILVTVSSASTTAPK
TQDGDGLAFYPR
SYAGSVGDWGQGILVTVSSASTTAPK
SSDSSNTYQYIDWGQGIR
VGDIDYWGQGVLVTVSSASTTAPK
SYAGSVGDWGQGTLVTVSSASTTAPK
YGYDGDIER
SLGYGYGGR
TQONSDGVVTYPR
SIAHGSWDSSNR
SGGQQPSVIDYR
SSSGAASAHYGYR
DWPFGYWGQGTLVTVSSASTTAPK
LYGLSTDYWGQGILVTVSSASTTAPK
SIAHGSWDSR
FSSHYTVIGNR
FPFGINYWGQGILVTVSSASTTAPK
SGNTATLTITGLQAEDEADYYCSSLDSNLR
SGNTAILTISGVQAEDEADYYCSAADESLR

59

Area
572.939.808
214.061.176
183.690.448
131.745.324
100.855.724

91.900.512
77.421.528
74.538.848
64.394.396
54.889.792
43.871.786
42.265.325
35.601.312
20.272.628
17.967.288
17.081.149
13.324.385
5.339.247
3.945.454
253.119.088
229.241.624
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Figura 20 — Distribuicdo de residuos de aminoacidos por posicdo das 19
sequéncias da cadeia pesada encontradas no cavalo 843-1. As sequéncias da regido
variavel do IGH foram alinhadas pelo ClustalOmega, em seguida, foi construido o
WebLogo para verificar os residuos mais frequentes em cada posi¢éo (Crooks et al.,
2004).
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Figura 21 - Distribuicdo de residuos de amino&cidos por posicdo das 2
sequéncias da cadeia leve lambda encontradas no cavalo 843-l. As sequéncias da
regido variavel do IGH foram alinhadas pelo ClustalOmega, em seguida, foi construido

0 WebLogo para verificar os residuos mais frequentes em cada posi¢céo (Crooks et al.,

2004).
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Ao confrontar as 21 sequéncias (19 pesadas e 2 lambda) identificadas na
protedmica com um banco de dados Cov-Abdab contendo anticorpos anti-SARS-
CoV-2 previamente conhecidos (totalizando 12.536 anticorpos), observa-se uma
similaridade maxima de 69% das cadeias de anticorpos ja descritos com 0s

anticorpos equinos encontrados neste trabalho.

4.4.1 Uso génico dos anticorpos especificos

Ao observar os anticorpos especificos do cavalo 843-l, verificamos que
também apresentam uma clara preferéncia para os segmentos da familia IGHV4
e IGHJ6 para a cadeia pesada (Figura 22). Ja para a cadeia leve lambda, o
cavalo apresenta apenas duas sequéncias, sendo constituidas pelo segmento
génico IGLV8S1 e IGLV8S2 com o segmento IGLJ1S1 e IGLJ4S1P* (dados néo

mostrados).

m |GHV4-21"01 ORF E IGHJ30TF

A IGHV4-22*01 F mm (GHJ4"01 |

IGHV4-29"01 F = IGHJ5*01F

= [GHVA-2902 F m IGHJE-1"01 F

m IGHV4-82*01 F mm [GHJE-3"01 F
y Ea IGHV4S1"01 F

Figura 22 —Uso génico da cadeia pesadados anticorpos do cavalo 843-1. Na direita,
observa-se 0 uso génico dos segmentos V. Na esquerda, observa-se 0 uso génico

dos segmentos J.

4.4.2 Modelagem estrutural de sequéncias de anticorpos especificas para
a proteina spike

Com o objetivo de auxiliar na escolha das sequencias para a expressao
dos anticorpos, realizamos a modelagem por meio do software ImmunoBuilder,
onde foi possivel modelar os 38 (2 sequencias da cadeia pesada versus 19
sequencias da cadeia pesada), uma vez que nao pretendemos sintetizar todas
as sequencias encontradas no cavalo 843-I.

Em um passo subsequente, utilizando o SPACE2, uma ferramenta que
realiza a clusterizacdo estrutural dos anticorpos com base nas caracteristicas
das seis regides de loops de complementaridade (CDR) e seus tamanhos,

observamos que dentre os 38 anticorpos possiveis, ocorreu a formacéo de 34
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clusters distintos (dados ndo mostrados). Isso evidencia uma consideravel
diversidade estrutural entre os anticorpos, indicando variagdes significativas em
suas conformacgdes e propriedades nas regides de interacdo com antigenos, em
especial no CDRs (Figura 23).

Figura 23 — Alinhamento estrutural dos 38 possiveis anticorpos especificos,
alinhados conforme as regides de FR. Em rosa, se destaca as regifes de CDR da

cadeia pesada, em amarelo, destaca-se as regides de CDR da cadeia leve.

4.4.3 Selecao das sequéncias para sintese

Optamos por sintetizar ambas as sequéncias da cadeia leve, uma vez que
o cavalo 843-1 apresentava apenas duas sequéncias disponiveis para essa
cadeia.

Na selecdo das sequéncias da cadeia pesada, adotamos uma estratégia
fundamentada no ranking de clonalidade, que aponta para a presenca de
expansao clonal nessas sequéncias. Adicionalmente, empregamos a analise da
area sob a curva obtida por meio da cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (LS/MS-MS). Essa abordagem possibilitou a inferéncia
da abundéancia relativa do peptideo na amostra, com as sequéncias sendo
ordenadas com base na area sob a curva (Tabela 6).

Nota-se que as sequéncias IGH denominadas A e D compartilham o

mesmo clone, composto por 260 sequéncias, e ocupam a 652 posicao no ranking.
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Da mesma forma, as sequéncias L e Q, pertencentes ao mesmo clone composto

por 271 sequéncias, s&o classificadas na 612 posigao.

Paralelamente, conduzimos um alinhamento com as 19 sequéncias
pesadas utilizando o Clustal Omega (Figura 24). O alinhamento revela que as
sequéncias IGH-A e D, marcadas em verde, assim como as sequéncias IGH-L e
IGH-Q, destacadas em laranja, apresentam similaridades entre si.
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Figura 24 — Alinhamento das 19 sequencias IGH utilizando Clustal Omega.
Observa-se a sequéncias que estdao no mesmo clone: IGH-L e IGH-Q, em laranja e

as sequéncias IGH-A e IGH-D, em verde.

Assim, escolhemos as seguintes sequéncias de cadeia pesadas:

e IGH-A: Selecionada devido a maior area sob a curva, indicando maior
abundancia, e também por possuir um ranking elevado entre os clones na
amostra (65° clone mais abundante). Além disso, apresenta outra
sequéncia no mesmo clone (IGH-D).

e |IGH-L: Escolhida por possuir um ranking elevado entre os clones da
amostra (61° clone mais abundante) e também por ter outra sequéncia
presente no mesmo clone (IGH-Q).

e IGH-N: Selecionada devido ao ranking mais elevado encontrado (23°

clone mais abundante), indicando uma alta expansao do clone.

Uma vez selecionada as sequéncias, a clonagem seré feita combinando as duas
cadeias leves com as trés pesadas (Tabela 6, sequéncias escolhidas destacadas
de amarelo), possibilitando a expresséo de 6 anticorpos.
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5 DISCUSSAO
Atualmente existem 12.536 anticorpos disponibilizados no CoV-AbDab,
banco de dados de anticorpos anti-coronavirus. Destes, 133 anticorpos estdo em

alguma etapa de fase clinica (disponivel em: https://www.clinicaltrials.gov/).

Alguns anticorpos ja foram aprovados em alguns paises como o caso do
Bamlanivimanb e Etesevimab, Casirivimab e Imdevimab, Sotrovimab e
Bebtelovimab aprovados pelo FDA, no Brasil a ANVISA aprovou o
Cassirodovimabe e Imdevimabe, Tixagevimab e Cilgavimab e Sotrovimab.

Entretanto, com o surgimento das novas variantes em 2022, tanto o FDA
quanto a OMS (Organizacdo Mundial da Saude) suspenderam o uso da maioria
dos anticorpos monoclonais que previamente haviam sidos autorizados, devido
a constatacdo de que nao ofereciam uma resposta eficaz contra as novas
variantes do virus, especialmente a Omicrén (Cox et al., 2023; Kumari et al.,
2022; Tuekprakhon et al., 2022). Novos tratamentos com anticorpos tem sido
estudado, incluindo a pesquisa de pan-anticorpos contra betacoronavirus,

(Johnson et al., 2024) e a utilizacdo de plasma de equinos como potencial
terapia (Cunha et al., 2021; Zylberman et al., 2020).

Baseado nisso, este estudo, busca caracterizar o repertorio de anticorpos
equinos imunizados com a proteina spike a fim de encontrar anticorpos
neutralizantes. Para isso, foram analisadas as caracteristicas moleculares dos
transcritos dos receptores de células B, juntamente com as imunoglobulinas
presentes no plasma de equinos hiperimunizados com a proteina spike do SARS-
CoV-2. O ensaio de neutralizagcdo demonstrou que os plasmas desses animais
séo capazes de neutralizar a infecg¢ao in vitro em grandes diluigdes.

Pelo nosso conhecimento, esse € o primeiro trabalho que estuda o
repertério dos anticorpos dos equinos também por uma abordagem sorolégica, o
gue possibilita a analise dos anticorpos especificos contra o antigeno de interesse.
Esse também €, o primeiro trabalho a estudar os segmentos génicos e CDR3 do
IGK dos equinos, que compde apenas 5% dos anticorpos circulantes. Vale
ressaltar que a maior parte dos anticorpos em fase clinica e aprovados para
diversos tratamentos sdo compostos pela cadeia leve kappa (Raybould et al.,
2024).

Através do NSG dos transcritos de PBMC de quatro cavalos

hiperimunizados com a proteina spike, 99,34%+0,24% das sequéncias da cadeia
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kappa foram devidamente anotadas, enquanto 89,58% +2,4% das sequéncias da
cadeia lambda receberam anota¢des adequadas. Esses dados demonstram que
a combinagdo do EquCab2.0 com o EquCab3.0 revelou-se uma alternativa
promissora para aumentar o nimero de anota¢des na cadeia lambda, quando
comparado ao trabalho de Manso, onde apenas 50% das sequéncias puderam
ser devidamente anotadas (Manso et al., 2019). Isso pode ser devido ao fato de
gque como ambos 0S sequenciamentos dos genomas de referéncia foram
realizados por tecnologia de short reads, ainda existam lacunas em seu genoma.
Portanto, utilizar os 2 genomas para gerar a construgao da biblioteca de germiline
personalizada permitiu uma maior e melhor identificacdo dos segmentos génicos.
Além disso, é interessante mencionar que nesse trabalho utilizamos primers
reverse desenhados de forma diferente ao empregado no estudo anterior de
Manso, esses primers anelam-se na regido constante da cadeia leve e ndo no
segmento génico IGLJ.

Na clonotipagem, obtivemos em média 58.000 clones unicos por amostra
para a cadeia pesada, 76.000 para a cadeia lambda e 10.000 para a cadeia
kappa. observados em outros trabalhos do nosso grupo de pesquisa, um niamero
semelhante de clones pode ser obtido pelas amostras de PBMC equino (Manso
et al., 2019; Navas et al., 2022).

Para a analise dos anticorpos circulantes e especificos, os peptideos dos
CDR3 foram comparados com o banco de sequéncias obtido por meio do NGS
do mesmo individuo. Esse método possibilitou a identificacdo completa das
sequéncias das cadeias dos anticorpos. Como resultado, conseguimos identificar
106 sequéncias especificas para a cadeia pesada, 49 para a cadeia leve lambda
e 19 para a cadeia leve kappa.

Embora os nimeros identificados possam parecer modestos, eles estédo
em conformidade com outros estudos que empregaram a mesma metodologia.
Em uma pesquisa similar, Lavinder (2014) identificou aproximadamente 100
sequéncias de anticorpos humanos ap0s vacinagao contra tétano (Lavinder et
al., 2014). Além disso, em um estudo conduzido por Ferreira (2022), utilizando a
mesma abordagem, foram buscadas sequéncias de anticorpos da cadeia pesada
de cavalos em resposta a um pool de venenos de Loxosceles, resultando na
identificacdo de 132 sequéncias (Ferreira, 2022). Ja Voss (2021), observou que

em uma amostra de paciente que teve COVID-9, foram identificadas 4 linhagens



66

de anticorpos que compdem 93% dos anticorpos presente no plasma (Voss et
al., 2020).

O uso dos genes em IGH e IGL em anticorpos equinos identificados nesse
estudo foram similares aos descritos em outros trabalhos em cavalos néo
imunizados utilizando sequenciamento de Sanger (Almagro et al., 2006; Sun et
al., 2010; Tallmadge et al., 2014, 2013) e anteriormente identificados pelo nosso
grupo também por NGS (Manso et al., 2019; Navas et al., 2022) e por outros
grupos (Wibmer and Mashilo, 2022). O repertorio sorolégico estudado nesse
trabalho, apesar das poucas sequéncias encontradas, apresenta 0 mesmo
padrao.

E interessante observar que em todas as cadeias ha uma clara
preferéncia de certos segmentos génicos para a producédo dos anticorpos: Por
exemplo, na cadeia pesada, 90% dos anticorpos transcritos e circulantes sao
compostos 4 segmentos génicos IGHV4 (IGHV4-21*01 ORF, IGHV4-22*01 F,
IGHV4-29*01 F e IGHV4S1*01 F), dos 21 segmentos génicos funcionais
disponiveis. Estes sdo combinado metade das vezes com o segmento IGHJ6-
1*01 F.

Ja para a cadeia lambda, ha uma preferéncia de quase 90% para os
segmentos génicos da familia IGLV8 que sdo combinando, em mais de 60% das
vezes com O segmento génico IGLJ4S1P. E interessante observar que,
contrariamente a observacdo anterior de apenas 5% das sequéncias serem
anotadas com IGLJ4S1P (Manso et al., 2019), este trabalho revela uma
mudanca significativa, indicando que mais de 60% das sequéncias agora
utilizam esse gene catalogado como pseudogene. Uma explicacdo plausivel
para essa alteracdo de frequéncia pode ser atribuida ao desenho de novos
primers e a utilizacdo da nova biblioteca empregados neste estudo. Outra
consideracao é que, de acordo com Sun, esse segmento génico € classificado
como pseudogene devido a presenca de uma citosina extra que altera o
frameshift (Sun et al., 2010). No entanto, com a inclusdo do genoma EquCab
3.0 na biblioteca do germline, vimos que esse segmento génico nesse genoma
de referéncia ndo apresenta a citosina extra, portanto, ndo havendo frameshift.
Assim, seria interessante revisar a classificacdo desse gene, especialmente

considerando sua alta expressao.
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E finalmente, a cadeia leve kappa também apresentou preferéncia génica,
onde se destaca os segmentos da familia IGKV4 que compde mais da metade
dos segmentos génicos utilizados para a produgéo dos anticorpos e que, em 90%
das vezes serdo combinados com o segmento IGKJ4*01 ou IGKJ2*02.

Apesar dessa ampla variedade de segmentos génicos V(D)J que podem
compor 0s anticorpos equinos, observa-se que 0s anticorpos equinos usam
preferencialmente alguns segmentos especificos, 0 que torna esse repertorio
relativamente pouco diversos pela recombinacéo V(D)J. De acordo com Navas
e colaboradores (2022), a diversidade dos anticorpos equinos € atribuida, em
grande parte, a insercdo de nucleotideos juncionais, especialmente na cadeia
pesada entre os segmentos V-D e D-J (Navas et al., 2022). Além disso, o cavalo
€ um dos mamiferos que apresenta uma maior quantidade de segmentos
génicos IGHD (Walther et al., 2015). Apesar da maioria desses segmentos
serem classificados como ORF (por apresentaram gaps nas extremidades 5’ dos
segmentos génicos), devido a inexatiddo no sequenciamento algum desses ORF
podem ser funcionais. Um exemplo é o segmento IGHD2-3*01 ORF, presente
em cerca de 6% dos anticorpos tanto no transcrito quanto nos anticorpos
circulantes.

Navas também levanta a hipétese de que a diversidade dos anticorpos
nos equinos decorre da hipermutacdo somética, uma vez que esta relacionada
com a maturacdo da afinidade dos anitocorpos. Portanto, seria razoavel esperar
uma maior taxa de hipermutacdo nos anticorpos circulantes anti-spike. No
entanto, ndo encontramos diferencas significativas entre o repertorio total e o
repertério dos anticorpos circulantes anti-spike. Essa observacdo sugere a
necessidade de realizar novas investigacfes, especialmente considerando a
limitacao deste trabalho devido a quantidade reduzida de sequéncias especificas
encontradas no plasma.

Na literatura, a cadeia leve, devido & sua menor diversidade, € menos
estudada do que a cadeia pesada. No entanto, a estrutura do CDR3 da cadeia
leve impacta diretamente a estrutura do CDR3 da cadeia pesada, e vice-versa
(Kuroda et al., 2009). Embora estudos mais abrangentes sobre a cadeia leve
sejam limitados, a interacdo e influéncia reciproca entre as duas cadeias
destacam a complexidade dos anticorpos. Wibmer (2022) hipotetiza que apesar

da baixa diversidade dos anticorpos equinos resultante do uso de poucos
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segmentos génicos, 0s equinos sdo capazes de reconhecer inmeros antigenos,
atraves da diversidade de conformacé&o e composicao loops dos CDR3s (Wibmer
and Mashilo, 2022).

O CDR3 da cadeia pesada € particularmente importante para as
moléculas de anticorpos, pois contém a maior diversidade e também costuma
realizar o maior numero de contato com o antigeno (Smider and Smider, 2020).
O tamanho da regido de CDR3 nos anticorpos varia entre as espécies. A maioria
dos anticorpos de mamiferos tem loops CDR3-H de 8-16 residuos (Zhang et al.,
2013), enquanto alguns anticorpos humanos tém loops CDR3-H mais longos
envolvidos na neutralizag¢do de virus , como no caso de HIV que possui anticorpos
com mais de 25 residuos (Burton et al., 2012; Burton and Hangartner, 2016),
influenza (Kwong and Wilson, 2009) e poliomielite (Puligedda et al., 2017).

Em humanos, o CDR3-H é composto de sequéncias que variam de 2 a
26 residuos de aminoécidos, j& os camundongos possuem um tamanho do
CDR3-H mais restrito, com pico de 8 a 16 (Ma et al., 2021). Ja os anticorpos de
vacas possuem CDR3 ultralongos, variando de 40 a 67 residuos (Smider and
Smider, 2020) Nesse estudos, identificamos CDR3-H com 4 & 26 residuos de
aminodacidos, similar ao descritos em outros trabalhos (Almagro et al., 2006;
Manso et al., 2019; Tallmadge et al., 2013). Essa variacdo do tamanho do CDR3
na cadeia pesada contribui diretamente para a especificidade dos anticorpos.

O CDR3-H, composto principalmente por residuos polares e hidrofobicos,
manifesta uma preferéncia pelos aminoacidos como glicina, tirosina e alanina.
Essa preferéncia é compartilhada com cavalos nédo imunizados (Navas et al.,
2022; Wibmer and Mashilo, 2022) e com cavalos imunizados com outros
antigenos (Ferreira, 2022). Essa mesma composicdo é uma caracteristica
também observada em humanos e camundongos, indicando uma notavel
similaridade na composicdo de aminoacidos entre essas espécies (Manso et al.,
2019). Essa similaridade sugere que o cavalo, assim como humanos e
camundongos, utiliza estratégias semelhantes na resposta imunoldgica,
ressaltando a importancia funcional do CDR3 na interacdo especifica com
antigenos.

A manutencdo dos residuos de tirosina e glicina, que juntos compdem mais
de 30% do CDR3, é provavelmente essencial para a geracdo, migracao e

maturagéo de células B, como demonstrado em camundongos (Ippolito et al.,
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2006). Ja os residuos de aminoacidos aromaticos, especialmente a tirosina, que
compde aproximadamente 15% do CDR3-H, sédo em grande parte determinantes
para a especificidade do complexo antigeno-anticorpo (Peng et al., 2022).

Neste estudo, observamos uma variabilidade no tamanho do CDR3-L,
varia de 5 a 17 residuos de aminoacidos. Destaca-se uma preferéncia notavel
nos anticorpos especificos por comprimentos entre 10 e 11 residuos. Esses
resultados estédo alinhados com descobertas anteriores (Tallmadge et al., 2014;
Wibmer and Mashilo, 2022). Em humanos, também ¢é evidenciada uma
preferéncia por CDR3-L com tamanhos de 10 e 11 residuos, além de 9 residuos,
enguanto em camundongos, a preferéncia € por 9 residuos (Kuroda et al., 2009).
No que diz respeito ao CDR3-K, observamos uma clara preferéncia por
anticorpos contendo 9 residuos de aminoacidos, alinhando-se com achados em
humanos e camundongos (Kuroda et al., 2009). A literatura também sugere que,
além de serem mais longos, os CDR3-L sdo mais hidrofébicos (Townsend et al.,
2016).

Sobre a composicéo, no CDR3-L notamos uma predominancia de residuos
polares, como serina, glicina e aspartato, nos transcritos. Entretanto, nos
anticorpos especificos, essa composicao sofre altera¢des significativas, com um
aumento de arginina e leucina, e uma redugcdo de glicina. A presenca de
aminodacidos pequenos e flexiveis, como glicina, alanina e serina, tanto no CDR3-
H quanto no CDR3-L, provavelmente contribui para o aumento da conformacao
e flexibilidade dos loops. Para o CDR3-K, observou-se uma preferéncia por
residuos de glutamina, treonina, tirosina e prolina.

Em suma, esta pesquisa analisou as caracteristicas do repertorio de
anticorpos circulantes anti-spike e comparou com o repertério total de transcritos
de anticorpos. Curiosamente, as caracteristicas dos anticorpos circulantes

especificos sdo muito similares aos transcritos totais de anticorpos equinos.
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6 LIMITACAO DO ESTUDO

Estima-se que apenas 2% dos 1-2x10*! linfécitos B nos humanos estejam
presentes na circulacdo (Georgiou et al., 2014). Sendo assim, a analise
realizada neste estudo utiliza apenas uma pequena parte do sangue periférico
destes animais, o que leva a uma limitacdo para a analise do repertério global
dos animais.

Neste estudo, realizamos uma comparacao entre milhares de sequéncias
obtidas por meio de Rep-Seq, provenientes de técnicas de NGS, e um numero
reduzido de sequéncias identificadas no Ig-Seq. Como resultado, surge uma
limitacdo relacionada a quantidade limitada de dados disponiveis no Ig-Seq, o
que pode impactar a robustez estatistica do estudo. A disparidade no nimero de
sequéncias entre as duas abordagens pode influenciar a representatividade da

amostra, potencialmente afetando os resultados.
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7 CONCLUSAO

O desenvolvimento deste trabalho permitiu uma analise abrangente das
caracteristicas do repertorio sorologico e celular dos anticorpos especificos
contra a proteina spike em cavalos hiperimunizados. Vale ressaltar que este foi
o primeiro estudo a abordar as cadeias leves, especialmente a cadeia kappa,
por meio de uma combinacdo de abordagens do transcriptoma (Rep-Seq) e
sorologica (Ig-Seq).

Nossa investigacdo revelou sequéncias especificas equinas anti-spike
gue apresentam potencial neutralizante. Essas descobertas nao apenas
contribuem para o entendimento mais completo da resposta imunologica em
cavalos, mas também podem ter implicacdes significativas no desenvolvimento
de terapias e vacinas voltadas para a prevencédo e tratamento de patdgenos

associados a proteina spike, como, por exemplo, em cenarios de infecc¢des virais.



12

8 PERSPECTIVAS

e Clonar as sequéncias escolhidas;
e [Expressar os 6 anticorpos em célula de mamifero (Expi 293);

e Realizar testes de reconhecimento antigénico e de neutralizacdo dos

aanticorpos in vitro contra diferentes variantes da proteina spike.
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ANEXO |

Linha de comando utilizada para realizar o pré-processamento das reads
através do pacote pRESTO da plataforma Immcantation.
#!/bin/bash

echo Wkkkkkkkkkk Montando as reads *kkkkkkkkkki!
IDIRETORIO/presto-0.6.2/bin/AssemblePairs.py align -1 AMOSTRA_R1.fastq
-2 AMOSTRA_R2.fastq --coord illumina --rc tail --outhame AMOSTRA --log
AMOSTRA_AP.log --faile

echp "r**xxkkik - Cortar sequencias de baixa qualidade 30 *r**xkkikn
IDIRETORIO/presto-0.6.2/bin/FilterSeq.py quality -s AMOSTRA_assemble-
pass.fastq -q 30 --outhame AMOSTRA 30 --log AMOSTRA_30.log --failed

echp "r*xrxkkkx dentificacao dos primers *xxkikkkn

#FWD

/DIRETORIO/presto-0.6.2/bin/MaskPrimers.py align -s

AMOSTRA _q30_quality-pass.fastq -p PRIMERS_FWD.fasta --mode tag --
outname AMOSTRA_FWD --log AMOSTRA_MPV.log --failed --maxerror 0.1
#REV

/DIRETORIO/presto-0.6.2/bin/MaskPrimers.py align -s
AMOSTRA_FWD_primers-pass.fastq -p PRIMERS_REYV .fasta --mode tag --
outname AMOSTRA _REV --log AMOSTRA_REV_MPJ.log --failed --revpr --

maxerror 0.1

echg "F**xxekkkx filtrar por tamanho de read *r*xriekkn
IDIRETORIO/presto-0.6.2/bin/FilterSeq.py length -s
AMOSTRA_REV_primers-pass_reheader.fastq -n 100 --outname
AMOSTRA trim --log AMOSTRA trim_FS_length.log --failed

#As sequéncias devem estar no formato fasta para analise de germline. A

conversdo dos arquivos fastq em fasta é feita pela linha de comando abaixo
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cat AMOSTRA _trim_length-pass.fastq | paste - - - - | sed 's/*@/>/g’| cut -f1-2 |
tr '\t' \n' > AMOSTRA-FINAL.fasta




ANEXO I

Programa desenvolvido pelo doutorando Jodo Gervasio para a

segregacao de sequéncias lambda e kappa por meio dos primer. Este programa,

implementado em Python, € projetado para operar com arquivos *.fasta, gerados

durante a fase de pré-processamento. Ao aplicar o primer, o programa cria dois

novos arquivos fasta que contém exclusivamente as sequéncias lambda e kappa

presentes na amostra.

#!/usr/bin/env python3

import sys

file = sys.argv[1]

f = open(file,'r')

lambda_chain = open(file.replace(".fasta","_")+"lambda_chain.fasta",'w")

kappa_chain = open(file.replace(".fasta"," ")+"kappa_chain.fasta",'w')

| = False
k = False
for xin f:
if x.find(">") = -1:
if x.find("IgL") !=-1:
lambda_chain.write(x)
| = True
k = False
else:
kappa_chain.write(x)
| = False
k = True
else:
if | == True:

lambda_chain.write(x)
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else:

kappa_chain.write(x)
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ANEXO 1l

Arquivo auxiliar da cadeia leve lambda e da cadeia leve kappa. Esses
arquivos contém as informacgfes dos genes J da germiline: nome do gene J,
frame de leitura, tipo da cadeia, posicdo de parada do CDR3. A posicédo de
parada do CDR3 do gene J € dada pelo primeiro nucleotideo da trinca do motif
(F/IW-G-X-G), onde X é qualquer aminoécido.

OBS: As posicdes dos frames de leitura sdo ‘0O-based’, ou seja, se for 1°

frame de leitura, deve ser colocado 0. Se for 2° frame de leitura, deve colocar 1.

# The chain type, first coding frame start position, chain type, CDR3 stop.
#positions are 0-based

IGLJ1S1 1 JL 6 2
IGLI2S1P 1 JL 0
IGLIJ3S1P 1 JL 4 0
IGLI4AS1P*02 0 JL 8
IGLJ4S1P*01 0 JL 8
IGLJ5S1*02 1 JL 6 1
IGLJ5S1*01 1 JL 1
IGLJ6S1*02 1 JL 6 1
IGLJ6S1*01 1 JL 1
IGLJ7S1 1 JL 6 1

# The chain type, first coding frame start position, chain type, CDR3 stop.
#positions are 0-based

IGKJ1*01 1 J 6 1
IGKJ2*01 2 J 7 1
IGKJ2*02 2 JK 7 1
IGKJ3*01 1 JK 6 1
IGKJ4*01 1 J 6 1
IGKJ5*01 1 J 6 1
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IGKJ5*02

1

JK
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ANEXO IV

O script em R abaixo foi desenvolvido para andlise da clonotipagem,
focando na cadeia leve kappa. Vale ressaltar que, para a analise da proteomica,
foram realizadas pequenas modificacbes, mantendo, contudo, a mesma
estrutura. O script comeca definindo o diretério das amostras e criando um
dataframe que contém os arquivos de entrada, ou seja, os relatorios e resultados
da clonotipagem. Em seguida, um loop € utilizado para processar cada amostra
individualmente. O script importa e organiza os dados dos relatérios e
clonotipagem, realiza juncdes de dados, e conduz analises detalhadas, tais
como a frequéncia genética de genes V e J, a hipermutacdo somatica, a
distribuicdo do tamanho do CDR3, e a composicdo do CDR3 em termos de

aminodacidos. Finalmente, os resultados sdo exportados para um arquivo Excel.

library(data.table)
library(tidyverse)
library(dplyr)
library(openxlsx)
library(Biostrings)
library(stringr)
library(data.table)

#Definindo o caminho das minhas amostras, foi definido pela grnade pasta
meus_arquivos <- "/home/yala/Documentos/YALA/5.CLONOTIPAGEM-
ANALISE"

#Cria um dataframe contendo os arquivos de INPUT que sairam do YClon de
cada amostra
INPUT <- data.frame(report = sort(c(list.files(path = meus_arquivos,

recursive = TRUE,

all.files = TRUE,

pattern = "clonotyped_report.tsv.gz"))), #todos os
arguivos com esse padrao entra na coluna de report

clonotipado = sort(c(list.files(path = meus_arquivos,
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recursive = TRUE,
all.files = TRUE,
pattern = "clonotyped.tsv.gz")))) #todos os

arquivos com esse padrao entra na coluna de clonotipado

#Cria um loop onde todos as andlises sao feitas das amostras.
for(y in L:nrow(INPUT)){
print(INPUTIy,])

#Cria uma variavel REPORT com a coluna report do df INPUT
REPORT <- fread(paste(meus_arquivos,
INPUT$report[y],
sep="1"),
header = FALSE, sep ="\t")
# REPORT <- fread(paste(meus_arquivos,
# "PESADO/834-I-H_db-
pass_YClon_clonotyped_report.tsv.gz",
# sep="1"),
# header = FALSE, sep = "\t")
#Renomeando os nomes das colunas do report
colnames(REPORT) <- ¢("sequence_id",
"seq_count","most_common_cdr3","clone_id")
# Remover tudo que aparece depois do "|" na coluna sequence_id
REPORTS$sequence_id <- sub("\\|.*", ", REPORT$sequence_id)

#lmportar arquivo da Clonotipagem e organizar a tabela
CLONOTIPAGEM <- fread(paste(meus_arquivos,

INPUT$clonotipadol[y],

sep="1"),

header = TRUE, sep ="\t")

# CLONOTIPAGEM <- fread(paste(meus_arquivos,
# "PESADO/834-I-H_db-pass_YClon_clonotyped.tsv.gz",
# sep="/"),
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# header = TRUE, sep ="\t")

CLONOTIPAGEM <- CLONOTIPAGEM %>% select(sequence_id, v_call,
v_identity, j_call, j_identity, cdr3, cdr3_aa, clone_id, clone_seq_count)

# Ordenar o data frame em ordem decrescente pela coluna

CLONOTIPAGEM <- arrange(CLONOTIPAGEM, desc(clone_seq_count))
#nesse momento nao e necessario

# Remover tudo que aparece depois do "|" na coluna sequence_id no
merged_data

CLONOTIPAGEMS$sequence_id <- sub("\\.*", "™,
CLONOTIPAGEMS$sequence_id)

#Manter na coluna apenas o 10 anotacao e deletar tudo depois da virgula

CLONOTIPAGEMSv_call <- c(sub(",(.*)", ", CLONOTIPAGEMSv_call))
#exclui tudo depois da virgula, estuda os alelos

#CLONOTIPAGEMS$v_call <- c(sub("-(.*)", "™, CLONOTIPAGEMS$v_call))
#exclui tudo depois do -, s6 estuda familia genica

CLONOTIPAGEMSj_call <- c(sub(",(.*)", ", CLONOTIPAGEMS$j_call))
#exclui tudo depois da virgula, estuda os alelos

#CLONOTIPAGEMSj_call <- sub("\\*.*", "™ CLONOTIPAGEMSj_call) #exclui
tudo depois do *, s6 estuda familia genica

# Junta os df atraves da coluna "sequence_id" que esta presente em ambas

#REPORT <- left_join(REPORT[, names(REPORT) != "clone_id"],
CLONOTIPAGEM, by = "sequence_id") #ndo esta funcionado

REPORT <- merge(REPORT, CLONOTIPAGEM, by = "sequence_id", all.x =
TRUE) #CORRIGIR, PQ TEM A MESMA COLUNA 2x

#Daqui para baixo, € apenas analise dos dados

##Analise da frequéncia genica

#V

ValorVabsoluto <- table(REPORTS$v_call)
ValorVrelativo <- prop.table(table(REPORTS$v_call))

TabelaGeneV <- data.frame (ValorVabsoluto, ValorVrelativo)
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#J
ValorJabsoluto <- table(REPORTS$j_call)
ValorJrelativo <- prop.table(table(REPORTS$j_call))

TabelaGeneJ <- data.frame (ValorJabsoluto, ValorJrelativo)

#Hipermutacao somatica
#Colocar as sequencias de forma rankeada pela coluna do
clone_seq_count

#V

hiperV <- REPORT %>%
mutate(v_identity = 100 - v_identity) %>%
group_by(v_call) %>%
summarise(hipermutacao_v = mean(v_identity))

#J

hiperd <- REPORT %>%
mutate(j_identity = 100 - j_identity) %>%
group_by(j_call) %>%
summarise(hipermutacao_j = mean(j_identity))

#Analise do CDR3

#Tamanho

REPORTS$cdr3_tam <- nchar(REPORTS$cdr3_aa)

#Cria uma tabela de frequencia dos tamanhos do cdr3_aa

CDR3absoluto <- table(REPORT$cdr3_tam)

CDRa3relativo <- prop.table(table(REPORT$cdr3_tam))

TAM_CDR3 <- data.frame (CDR3absoluto, CDR3relativo)

# Criar o histograma da coluna "cdr3_tam"

#hist(REPORTS$cdr3_tam, main = "Distribuicdo de Frequéncia do tamanho
do CDR3", xlab = "Tamanho CDR3", ylab = "Frequéncia")

#Analise da composicédo do CDR3
# Cria novo data frame apenas com a coluna cdr3_aa da REPORT
Analise_ CDR3 <- data.frame(cdr3_aa = REPORTS$cdr3_aa)




#cria 20 colunas no data frame, e conta quantos caracteres tem na
sequencia de aa na coluna cdr3_aa
amino_acidos <- c("A", "C", "D", "E", "F", "G", "H", "I", "K", "L", "M", "N", "P",
"Q", "R", "S", "T", "V", "W", "Y")
#Conta a quantidade de determinados caracteres/aminoacidos que estao
nas sequencias do CDR3
for (aa in amino_acidos) {
Analise_ CDR3[[aa]] <- str_count(REPORT$cdr3_aa, aa)
}
COMP_CDR3 <- list()
for (X in amino_acidos) {
frequencia <- sum(Analise_ CDR3[X]) / sum(REPORT$cdr3_tam)
COMP_CDR3[[X]] <- frequencia
}
#Cria um df com as informagodes da freq dos aminoacidos
COMP_CDR3 <- data.frame(amino_acido = names(COMP_CDR3),
frequencia = unlist(COMP_CDR3))

# Exportando! Criando arquivos finais
# Uma unica tabela do excel com 6 abas

workbook <- createWorkbook()

addWorksheet(workbook, sheetName = "Freq_V")
writeData(workbook, sheet = 1, x = TabelaGeneV)
addWorksheet(workbook, sheetName = "Freq_J")
writeData(workbook, sheet = 2, x = TabelaGeneJ)
addWorksheet(workbook, sheetName = "Hiper_V")
writeData(workbook, sheet = 3, x = hiperV)
addWorksheet(workbook, sheetName = "Hiper_J")
writeData(workbook, sheet = 4, x = hiperJ)
addWorksheet(workbook, sheetName = "Tamanho_CDR3")
writeData(workbook, sheet = 5, x = TAM_CDR3)
addWorksheet(workbook, sheetName = "Composicao_CDR3")
writeData(workbook, sheet = 6, x = COMP_CDR3)
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saveWorkbook(workbook, paste(meus_arquivos,
str_replace(INPUTS$report[y],
"report.tsv.gz",
"analise_resultado.xIs"),

sep ="/

} #fechando loop inicial
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