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Resumo

Com o advento das plataformas de sequenciamento de alto desempenho (HTS),
tornou-se posśıvel obter amplas amostragens das bibliotecas produzidas por phage dis-
play, cujo enorme volume dificulta a análise da diversidade das bibliotecas bem como
a detecção de clones selecionados, a qual classicamente é realizada por ensaios de afini-
dade do anticorpo pelo ant́ıgeno. Considerando tal desafio, foi desenvolvido um método
in silico automatizado para a análise de sequências de imunoglobulinas produzidas por
phage display, que permite encontrar clones selecionados, a partir de bibliotecas sequen-
ciadas por plataformas HTS. O método é composto por 6 etapas: montagem de reads,
filtragem de sequências, tradução, análise de enriquecimento, numeração de reśıduos e
classificação de germlines. Para validar o método, foram analisados três conjuntos de
dados, cada um contendo as bibliotecas original e final, sendo dois deles sequenciados
pela plataforma Illumina, e o terceiro pela plataforma 454 Roche. A análise completa
de cada par de bibliotecas foi executada em menos de 3 horas. Os tempos de execução
promissores devem-se principalmente aos programas de tradução e cálculo de frequência
dos clones, os quais foram desenvolvidos com estratégias inteligentes para analisar bi-
bliotecas contendo mais de 106 reads, em menos de 5 minutos. Como sáıda final, é
produzida uma lista de clones candidatos, enriquecidos e reconhecidos como domı́nio
variável de imunoglobulina, ordenados por fold change de frequência e com sua respec-
tiva classificação de germlines, os quais muito provavelmente foram selecionados pelo
experimento de phage display. Além da eficiência do método no que diz respeito ao
curto tempo necessário para sua execução, a abordagem utiliza um critério biológico
para detectar clones candidatos, baseando-se nas marcas canônicas de domı́nio variável
de imunoglobulina.
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Abstract

Since high-throughput sequencing (HTS) platforms provide larger sampling of phage
display libraries, the amount of data imposes challenges to analyze libraries diversity
and to find selected clones, which are traditionally tested by antibody affinity assays.
Considering that, we developed an automated in silico method to analyze immuno-
globulin sequences produced by phage display, which allows the detection of selected
clones, from libraries sequenced by HTS platforms. The method consists of 6 steps:
reads joining, sequence filtering, translation, enrichment analysis, residues numbering
and germline classification. In order to validate the method, 3 sets of data were analy-
sed, each containing initial and final phage display libraries, being 2 sets sequenced by
Illumina and one by 454 Roche platform. The complete analysis of each pair of libraries
was performed in less than 3 hours. The promising execution time is mainly due to the
translation and frequency calculation programs, which were developed with intelligent
strategies to process libraries composed of more than 106 reads, in less than 5 minutes.
As final output, the method creates a list of candidate clones, enriched and recognized
as immunoglobulin variable domain, sorted by fold change of frequency and classified
by germline, which probably were selected by phage display experiments. Besides the
efficiency of the method concerning the fast performance, the present approach uses a
biological criterion to find candidate clones, based on canonical signature of immuno-
globulin variable domain.
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1 Introdução

1.1 Imunoglobulinas

Entre os diversos tipos de células sangúıneas, originadas a partir de células-tronco

da medula óssea, destacam-se os linfócitos B ou células B. Estas consistem em efeto-

res indispensáveis do sistema imune adaptativo1, o qual é mediado por linfócitos (B e

T) e por exposição a ant́ıgenos. As células B possuem como caracteŕısticas singula-

res seu receptor de superf́ıcie chamado Receptor de Célula B (BCR), e a capacidade

de produzir enormes quantidades de anticorpos. Cada célula B madura produz so-

mente um tipo de anticorpo, e no entanto, o repertório de anticorpos presentes em um

único indiv́ıduo é altamente diverso (Sompayrac, 2012). Dessa maneira, repertórios de

anticorpos tem sido foco de muitos trabalhos na área de Imunologia Molecular, com

diferentes aplicações, tais como desenvolvimento de vacinas, prognóstico e diagnóstico

cĺınico, e produção de anticorpos recombinantes (Naylor & Capra, 1999; Wang & Yu,

2004).

A superfamı́lia das imunoglobulinas compreende uma vasta diversidade de moléculas

componentes do sistema imune, entre as quais estão as imunoglobulinas (anticorpos) e

estruturas caracterizadas por dobramento similar ao de imunoglobulina (Ig-like fold),

tais como receptores de células T (TCR), moléculas de histocompatibilidade (MHC I e

II) e receptores de imunoglobulinas (Williams & Barclay, 1988). No entanto, esta seção

se limitará a descrever os anticorpos, baseando-se na estrutura de um IgG (imunoglo-

bulina da classe G).

Um anticorpo consiste numa glicoprotéına2, formada por dois pares idênticos de ca-

deias de aminoácidos. Cada par é formado por dois tipos de cadeias, uma cadeia pesada

e uma cadeia leve (Figura 1), produzido por células B, como uma das várias estratégias

do sistema imune adaptativo (Marchalonis et al., 1996; Sompayrac, 2012). Ambas as

cadeias possuem domı́nio variável e domı́nio constante. O domı́nio variável apresenta

variação significativa de tamanho e sequência de aminoácidos, enquanto o domı́nio

constante apresenta-se mais conservado entre diferentes imunoglobulinas. Torna-se re-

1Sistema imune adaptativo: imunidade mediada por células e/ou anticorpos, presente somente em verte-
brados (Elgert, 1998).

2Glicoprotéına: protéına que possui uma ou mais moléculas de carboidratos ligados a sua estrutura.
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levante notar porém, que a cadeia pesada possui 3 domı́nios constantes (CH1, CH2 e

CH3), já a cadeia leve possui apenas um (CL). Assim, as cadeias leve e pesada estão

espacialmente orientadas de tal maneira que apenas os domı́nio VH e CH1 mantenham

interação com os domı́nios VL e CL, respectivamente. Os demais domı́nios da cadeia

pesada, CH2 e CH3, interagem com seus homólogos da outra cadeia pesada (Owen et

al., 2013).

O domı́nio constante está ligado a uma molécula de carboidrato. A porcentagem e

a localização do carboidrato varia de acordo com a classe do anticorpo (Elgert, 1998),

conceito comentado mais adiante. Os oligossacaŕıdeos são moléculas formadas por três a

dez unidades de carboidratos, e têm papel cŕıtico na função biológica do anticorpo, uma

vez que anticorpos desprovidos de carboidratos se ligam ao complemento3 com menor

eficácia, e também perdem a habilidade de se ligar a alguns receptores de domı́nio

constante, FcR (Coloma et al., 2000).

Figura 1: Estrutura de imunoglobulina, destacando os domı́nios VH , VL, CH1,
CH2, CH3 e CL. Fonte: (Owen et al., 2013).

Comumente, descreve-se uma imunoglobulina por 2 tipos de fragmentos, Fab e

3Complemento: termo coletivo que designa uma série de protéınas plasmáticas, cuja ativação contribui
para defesa contra agentes estranhos e para muitas caracteŕısticas da resposta inflamatória (Elgert, 1998).
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Fc, obtidos pela clivagem da enzima papáına (Porter, 1958). Esta cistéıno-protease

hidrolisa ligações pept́ıdicas em śıtios que contenham reśıduos de cistéına e, em um

anticorpo, o śıtio onde ocorre esta clivagem corresponde à região chamada de dobradiça

ou hinge (Brezski & Jordan, 2010). A região hinge não está inclúıda em nenhum domı́nio

variável ou constante, e corresponde a um grupo de reśıduos que, por meio de pontes

dissulfeto entre duas cistéınas da cadeia pesada, conectam as regiões Fab à região Fc.

Além disso, devido à flexibilidade da região hinge, as regiões Fab podem se mover uma

em relação à outra (Elgert, 1998).

A região Fab (“fragmento de ligação ao ant́ıgeno”) possui o śıtio de ligação ao

ant́ıgeno, sendo composta pelos domı́nios variáveis VH e VL, e pelos domı́nios constantes

CH1 e CL. Ant́ıgeno corresponde a qualquer molécula que se ligue especificamente a

um anticorpo ou a um TCR. Já a região Fc (“fragmento cristalizável”) determina a

classe do anticorpo, e é responsável por desencadear uma resposta imune, por meio da

interação com receptores de imunoglobulinas da superf́ıcie de células do sistema imune

ou com moléculas efetoras (Elgert, 1998; Owen et al., 2013).

O domı́nio variável é formado por sete regiões, três regiões determinantes de com-

plementaridade (CDRs) e quatro regiões chamadas framework (Figura 2). O domı́nio

variável não é uniformemente variável, pois as CDRs apresentam uma variação de ta-

manho e sequência proteica consideravelmente maior que as regiões framework. Estas

por sua vez, apresentam reśıduos bastante conservados principalmente nas regiões que

flanqueiam as CDRs. As CDRs formam o arcabouço do śıtio de ligação ao ant́ıgeno

e portanto, contribuem para a especificidade do anticorpo pela molécula alvo. Vale

ressaltar que as regiões framework também desempenham papel relevante para especifi-

dade ao ant́ıgeno, pois muito provavelmente afetam a conformação ou a flexibilidade dos

loops formados pelas CDRs (Eisen, 2014). Neste ponto, torna-se relevante mencionar

a organização dos genes que formam uma imunoglobulina bem como alguns detalhes

sobre seu enovelamento.

As cadeias leve e pesada possuem estrutura modular, isto é, são constitúıdas por

segmentos gênicos diferentes. Uma célula B precursora, que ainda não teve contato

com seu ant́ıgeno cognato (ant́ıgeno que se liga especificamente aos seus receptores),

inicialmente possui múltiplas versões de cada um dos segmentos gênicos, e precisa passar

por eventos de recombinação para compor uma combinação única de segmentos para
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a cadeia leve e para a pesada (Sompayrac, 2012). A cadeia leve é constrúıda pela

reunião de 3 segmentos, o segmento V (variável), o segmento J (junção) e o segmento

C (constante). Os dois primeiros segmentos formam o domı́nio variável, e o último

segmento forma o domı́nio constante.

A cadeia pesada por sua vez, também é composta pelos mesmos segmentos, todavia,

notam-se duas diferenças. A primeira é a presença de um segmento adicional no domı́nio

variável da cadeia pesada, o segmento D (de diversidade), que ao ser rearranjado situa-

se entre os segmentos V e J. E a segunda corresponde ao seu segmento C, um tanto

mais longo por conter duas regiões adicionais (CH2 e CH3).

Figura 2: Esquema de regiões do domı́nio variável. FR: framework. CDR: região
determinante de complementaridade. Abaixo do domı́nio variável são denotados
reśıduos conservados das regiões framework que flanqueam as CDRs, de cadeia
pesada e cadeia leve. As barras apresentam a combinação de segmentos gênicos
para cadeia pesada e leve.

Quanto às CDRs, estas situam-se no segmento V de ambas as cadeias, contudo, a

CDR3 ocorre na junção VDJ da cadeia pesada e, na junção VJ da cadeia leve. Ressalta-

se ainda que apenas a célula B precursora possui todas as versões dos segmentos V,

D, J e C, já a célula B madura dispõe somente dos segmentos recombinados que irão

compor o anticorpo que sua linhagem se comprometeu a produzir (Sompayrac, 2012;

Owen et al., 2013).

No contexto de Imunonologia, o termo germlines refere-se aos segmentos gênicos do

lócus de imunoglobulina, presentes em linhagens germinativas, isto é, em células indife-

renciadas que são precursoras de células do sistema imune. Cada molécula de anticorpo

é codificada por múltiplos segmentos germline de domı́nio variável, os quais são rear-

ranjados diferentemente em cada célula precursora do sistema imune para produzir um

repertório primário e diverso. Os genes rearranjados passam então por hipermutação

somática e seleção antigênica, resultando em um repertório expandido e aperfeiçoado

de células B ant́ıgeno-espećıficas (Owen et al., 2013).
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Distinguem-se 5 padrões básicos de sequência do segmento CH : mu (µ), delta (δ),

gama (γ), epsilon (ε) e alfa (α). Cada tipo de sequência padrão do segmento CH é

chamado de isotipo, e o isotipo das cadeias pesadas de uma imunoglobulina é denomi-

nado classe (Owen et al., 2013). Por conseguinte, as imunoglobulinas são divididas em

5 classes : IgM (µ), IgD (δ), IgG (γ), IgA (α) e IgE (ε).

O rearranjo produtivo dos segmentos gênicos constituintes das imunoglobulinas per-

mite a expressão de cadeias leve e pesada funcionais, as quais irão interagir entre si por

pontes dissulfeto, pontes de hidrogênio e interações hidrofóbicas, de tal modo que o he-

terod́ımero assuma uma estrutura tridimensional t́ıpica de imunoglobulina, o chamado

dobramento de imunoglobulina (Branden & Tooze, 1999; Jung et al., 2001).

O enovelamento t́ıpico de imunoglobulina consiste em 2 folhas-β antiparalelas, pro-

ximamente empacotadas e unidas por pontes dissulfeto, de modo que uma folha esteja

voltada para a outra. Este tipo de dobramento ocorre tanto na cadeia pesada quanto na

cadeia leve. O domı́nio constante é formado por uma folha-β de 3 fitas e outra folha-β

de 4 fitas. Já o domı́nio variável tem arranjo similar, formado por uma folha-β de 4

fitas, no entanto, apresenta uma outra folha-β com 5, e não 3 fitas como no domı́nio

constante, pois as duas fitas adicionais estão conectadas pelo loop que contem a CDR2.

Figura 3: Dobramento de imunoglobulina da cadeia leve. Fonte: (Owen et
al., 2013).

Os reśıduos que formam o core das folhas-β (reśıduos framework) são altamente

conservados entre diferentes imunoglobulinas, sendo responsáveis não somente por es-
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tabilizar a estrutura das folhas-β por meio de interações hidrofóbicas, mas também

por estabelecer interações estáveis entre os domı́nios constantes leve e pesado, e entre

os domı́nios variáveis leve e pesado (Branden & Tooze, 1999; Tramontano, Chotia &

Lesk, 1990). Por flanquear as CDRs, os reśıduos framework são usados para definir o

posicionamento no genoma das regiões determinantes de complementaridade (Elgert,

1998). Considerando a participação essencial das CDRs e das regiões framework na

interação com o ant́ıgeno e nas vantagens de testes biológicos e experimentos que en-

volvem a expressão de protéınas menores, pesquisas sobre anticorpos recombinantes

frequentemente utilizam sequências que codificam apenas domı́nios variáveis.

1.2 Produção de anticorpos recombinantes

O desenvolvimento de hibridomas possibilitou a produção de anticorpos monoclo-

nais ainda na década de 70 (Köler & Milstein, 1975). Visto que células B morrem

rapidamente ao serem cultivadas in vitro, a tecnologia de hibridomas solucionou este

obstáculo, tornando posśıvel o cultivo de linfócitos B imortais, capazes de produzir

anticorpos monoclonais. Brevemente, tal método pode ser compreendido em duas eta-

pas. A primeira consiste em isolar linfócitos B, provenientes do baço de um doador

imunizado contra o ant́ıgeno de interesse. Já a segunda etapa, resume-se a fusionar um

linfócito B com uma célula de mieloma (célula mielóide cancerosa). Dessa maneira, a

célula h́ıbrida resultante originará um clone4 imortal, capaz de produzir anticorpos de

mesma especificidade por um dado ant́ıgeno, chamados de anticorpos monoclonais, por

serem produzidos por um único clone de célula B (Walsh, 2007).

Embora os hibridomas tenham sido um avanço notável nos estudos de imunolo-

gia, os anticorpos monoclonais foram aprovados para o uso terapêutico somente na

década de 80. Inicialmente, as pesquisas focavam em tratamentos de câncer, porém,

atualmente anticorpos monoclonais são utilizados para diferentes propósitos, tais como,

indução de imunidade passiva, diagnóstico e terapêutica (câncer, transplante e doenças

cardiovasculares) (Walsh, 2007).

De acordo com o banco de estudos em fase de ensaio cĺınico, ClinicalTrial.gov5,

do NIH (US National Institutes of Health), atualmente existem 3572 estudos sobre

4Clone: Linhagem de células originadas a partir de uma única célula.
5ClinicalTrial.gov: 〈https://clinicaltrials.gov/ct2/home〉

https://clinicaltrials.gov/ct2/home


16

anticorpos monoclonais em fase de ensaio cĺınico, em 191 páıses. Deste total, 144

pertencem à América do Sul, onde o Brasil lidera com 81 estudos. Desde 1986 até 2015,

o mercado farmacêutico dos EUA e da Europa conta com 47 anticorpos monoclonais

terapêuticos (Ecker, Jones & Levine, 2015). Diante disso, mostram-se auspiciosas as

pesquisas envolvendo métodos de desenvolvimento de anticorpos monoclonais, já que

estes constituem produtos promissores para o mercado farmacêutico.

Os hibridomas permitem obter diferentes anticorpos monoclonais espećıficos para

um mesmo ant́ıgeno. E no intuito de produzir anticorpos em larga escala para fins te-

rapêuticos, podem ser utilizadas bibliotecas de anticorpos recombinantes e assim encon-

trar quais anticorpos apresentam afinidade pelo ant́ıgeno alvo. Uma técnica promissora

que pode usada para tal finalidade corresponde à tecnologia de phage display, descrita

na seção seguinte.

1.3 Phage display : expressão de pept́ıdeos em fagos fila-

mentosos

Phage display consiste na expressão de protéınas ou pept́ıdeos na superf́ıcie de fagos

filamentosos6. O gene da protéına de interesse é fusionado ao gene de uma protéına do

capśıdeo do fago, o qual infecta a célula bacteriana e assim, assegura-se a expressão da

protéına de estudo durante a etapa de produção de protéınas essenciais à montagem

da part́ıcula viral. Desse modo, uma biblioteca de genes de interesse, por exemplo, ge-

nes codificantes de fragmentos de anticorpos recombinantes, é gerada utilizando como

véıculo de expressão o genoma de fagos filamentosos (Maranhão & Bŕıgido, 2000; Wil-

lats, 2002; Walsh, 2007).

Usualmente, a biblioteca de fagos passa por 3 a 5 ciclos de seleção de maneira que os

membros componentes da biblioteca sejam genes de protéınas espećıficas para um dado

alvo, ou mais precisamente, fragmentos de anticorpos espećıficos para um ant́ıgeno de

interesse. A seleção por afinidade (biopanning) resume-se a expor a biblioteca de fagos à

moléculas alvo imobilizadas, de maneira que apenas os fagos expressando a protéına de

especificidade desejada sejam retidos. Por eluição, recuperam-se os fagos selecionados,

6Fagos: v́ırus que infectam bactérias. Fagos filamentosos são um tipo de fago que não possui cauda, e
cuja simetria é helicoidal (Madigan et al., 2009).
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o que permite obter os genes codificantes das protéınas que se ligam especificamente a

um alvo de interesse (Willats, 2002; Walsh, 2007).

Uma metodologia bastante utilizada para expressar protéınas na superf́ıcie de fagos

compreende um sistema de fago h́ıbrido, baseado em fagomı́deo. Fagomı́deo pode ser

compreendido como um plasmı́deo que contém uma origem de replicação e o gene da

protéına do capśıdeo fusionada a protéına de interesse. O fagomı́deo coinfecta células

bacterianas com um fago helper, que possui todos os outros genes do fago, exceto a

origem de replicação. Visto que somente o fagomı́deo possui origem de replicação, sua

sequência é replicada e suas cópias são incorporadas nas novas part́ıculas virais. O

genoma do fago helper não é replicado, afinal é desprovido de origem de replicação.

Todavia, é posśıvel montar novas part́ıculas virais, pois os genes do fago helper são

expressos. Tem-se como resultado a produção de part́ıculas virais funcionais contendo

o fagomı́deo, o qual por sua vez, possui o gene codificante da protéına de interesse

(Maranhão & Bŕıgido, 2000; Willats, 2002). Esta abordagem tem sido utilizada pelo

grupo de pesquisa em Imunologia Molecular da UnB (Universidade de Braśılia). O

esquema geral das etapas de phage display pode ser visto na Figura 4.

O monitoramento da seleção é realizado por titulação7 da biblioteca. O t́ıtulo dos

fagos da biblioteca inicial, anterior ao experimento, é então comparado com o t́ıtulo

dos fagos da biblioteca final, após a seleção (Barbas et al., 2001; Maranhao & Brigido,

2000). Espera-se que os valores de t́ıtulo diminuam ao longo dos ciclos de phage dis-

play, afinal a seleção por afinidade reduz gradativamente a diversidade de clones da

biblioteca. Clone é um conjunto de fagos que foram originados a partir de um dado

fago, e portanto, possuem em seu genoma o mesmo gene codificante de fragmento de

anticorpo e, expressam em sua superf́ıcie o mesmo fragmento de anticorpo.

Ressalta-se que a titulação compreende a contagem de part́ıculas virais da biblioteca

como um todo, e não de clones individuais. Isso permite observar mudanças no número

de fagos da biblioteca, e não do número de fagos de cada clone. Ao final do experimento

tem-se um biblioteca de fagos que foram selecionados, os quais são amplificados por

PCR e caracterizados por sequenciamento (Kay, Winter & McCafferty, 1996). A partir

das sequências dos clones selecionados, são realizados testes biológicos in vitro a fim de

7Titulação: técnica laboratorial que permite quantificar a concentração de um reagente conhecido. Em
phage display, a titulação produz uma estimativa da quantidade de part́ıculas de fagos de uma biblioteca.
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Figura 4: Esquema geral da tecnologia de phage display. Modificado de (Dantas-
Barbosa, Brigido & Maranhao, 2012).

avaliar a afinidade dos anticorpos pela molécula alvo.

O sequenciamento Sanger normalmente é utilizado para avaliar a diversidade das

bibliotecas de phage display e rastrear sequências de interesse a cada etapa do experi-

mento. No entanto, o método de Sanger permite amostrar apenas uma pequena fração

das bibliotecas, o que limita a análise de diversidade e a detecção de genes candidatos,

isto é, genes de clones que foram selecionados no experimento de phage display (Chris-

tiansen et al., 2015a; Dias-Neto et al., 2009).

Nesse contexto, plataformas de sequenciamento de alto desempenho surgem como

alternativas mais eficazes para amostrar bibliotecas de maneira ampla, produzindo gran-

des quantidades de sequências para cada biblioteca sequenciada. A combinação de

phage display com tecnologias de sequenciamento de alto desempenho proporciona não

somente uma amostragem mais profunda como também a possibilidade de substituir

algumas etapas da metodologia wetlab tais como a titulação de fagos, conferindo assim
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vantagens em relação a abordagem clássica, caracterizada pelo consumo considerável

de recursos e de tempo (Ravn et al., 2010).

1.4 Sequenciamento de alto desempenho

A tecnologia de sequenciamento, desenvolvida por Sanger em 1977 (Sanger, Nic-

klen & Coulson, 1977), revolucionou os métodos utilizados em Biologia Molecular, pois

tornou posśıvel obter a sequência de nucleot́ıdeos de uma molécula de DNA. O sequenci-

amento Sanger consiste num tipo de sequenciamento por śıntese, o qual fundamenta-se

na adição de dideoxinucleot́ıdeos terminadores, isto é, nucleot́ıdeos cujo carbono 3’

não possui hidroxila e que portanto, terminam a polimerização ao impedir a adição

do próximo nucleot́ıdeo. Quando a técnica surgiu, os fragmentos eram ordenados por

tamanho por meio de eletroforese em gel, que foi substitúıda pela eletroforese capilar.

Além disso, os dideoxinucleot́ıdeos anteriormente eram identificados por marcado-

res radioativos, e atualmente são marcados com fluoróforos (uma cor para cada base

nitrogenada) (Kircher & Kelso, 2010). A eletroforese capilar assim como a em gel,

separa moléculas por tamanho e carga. As moléculas de DNA deslocam-se em capila-

res fińıssimos em direção a um pólo positivo, e de acordo com a carga (proporcional ao

tamanho), algumas moléculas chegam mais rapidamente que outras por serem mais cur-

tas. Antes de chegar ao pólo positivo, um detector identifica qual é o dideoxinucleot́ıdeo

que termina cada sequência. Assim, ordenadas por tamanho e carga, as moléculas ge-

ram um gráfico com picos de fluorescência para cada um dos fluróforos. Tal gráfico

permite obter a sequência da molécula de DNA (Biosystems, 2009).

As plataformas de sequenciamento de alto desempenho resolveram algumas limitações

do sequenciamento Sanger, tais como contaminação da amostra, erros inseridos nas

sequências durante a clonagem, baixa cobertura e alto custo. No sequenciamento de

nova geração (NGS), a amplificação da biblioteca de DNA ocorre em uma superf́ıcie

sólida, e sistemas ópticos substituem a eletroforese capilar de Sanger (Kircher & Kelso,

2010; Myllykangas, Buenrostro & Ji, 2012; Hert, Fredlake & Barron, 2008).

De modo geral, as diferentes plataformas de sequenciamento de nova geração com-

partilham três etapas: preparação da biblioteca de DNA, imobilização e sequencia-

mento. A preparação da biblioteca resume-se a fragmentar o DNA, e ligar adapta-
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dores8 às extremidades dos fragmentos. Já na etapa de imobilização, os fragmentos

são ancorados em uma superf́ıcie sólida por meio dos adaptadores, e assim é definido

o śıtio onde ocorrerá a reação de sequenciamento. Quanto ao sequenciamento, cada

plataforma utiliza um tipo diferente de reação, porém, todas são dotadas de sistemas

ópticos que monitoram os eventos moleculares (Myllykangas, Buenrostro & Ji, 2012).

Dentre as principais tecnologias de sequenciamento de alto desempenho, destacam-se

a 454 Roche e a Illumina, cada qual com particularidades que determinam diferenças

pontuais nas etapas de análise de dados.

A plataforma 454 Roche utiliza o método de pirosequenciamento (Figura 5). As

moléculas de DNA fragmentadas e dotadas de adaptadores são ligadas à superf́ıcie

de microesferas ou beads, as quais servem de śıtio de amplificação. À medida que a

DNA polimerase adiciona um nucleot́ıdeo complementar, o pirofosfato liberado e um

substrato adenosina 5’-fosfosulfato formam ATP, numa reação catalisada pela enzima

sulforilase. O ATP formado participa por sua vez da conversão de luciferina em oxi-

luciferina, pela enzima luciferase (Scientific, 2015). Esta conversão libera luz, a qual

é detectada por uma câmera de CCD (Dispositivo de Carga Acoplada), indicando que

um nucleot́ıdeo foi adicionado. Os nucleot́ıdeos são adicionados separadamente e se-

quencialmente, o que permite descobrir qual nucleot́ıdeo é incorporado a cada ciclo,

sendo os picos de sinal luminoso, proporcionais à quantidade de nucleot́ıdeos incorpo-

rados (Sciences, 2012). Geralmente, neste tipo de sequenciamento usam-se adaptadores

para apenas uma das fitas do DNA, e portanto, são produzidos reads9 de apenas uma

das fitas, chamados de reads single-end.

Quanto à plataforma Illumina, esta trabalha com método de sequenciamento por

śıntese, porém se distingue de Sanger por explorar a terminação reverśıvel ćıclica para

cessar temporariamente a śıntese de DNA. Tanto a amplificação quanto a reação de

sequenciamento ocorrem em uma plataforma de vidro, chamada de flow cells. As flow

cells são recobertas com adaptadores complementares aos que estão ligados aos frag-

mentos de DNA, o que permite imobilizar as fitas de DNA (Kircher & Kelso, 2010).

Para produzir reads single-end, um dos tipos de adaptadores é removido, e por con-

8Adaptadores: Oligonucleot́ıdeos ligados às extremidades da molécula de DNA, usados para imobilizar a
molécula em uma superf́ıcie sólida. Exemplo: adaptadores conjugados com biotina se ligam às microesferas
recobertas por estreptavidina, devido a afinidade da biotina pela estreptavidina, e assim é posśıvel imobilizar
as moléculas de DNA nas microesferas (Rizzi et al., 2012).

9Reads: Sequências curtas de DNA produzidas pelo sequenciador.
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Figura 5: Esquema de pirosequenciamento. Milhões de microesferas contendo
fitas simples de DNA são colocadas num suporte de vidro onde ocorre a reação
de pirosequenciamento. APS: 5’-adenosina fosfosulfato. PPi: pirofosfato. Em
detalhe, uma fita em processo de polimerização pela DNA polimerase, e a con-
sequente liberação de luz uma vez que seja incorporado um novo nucleot́ıdeo.
Fonte: (Metzker, 2010).

sequência restam nas flow cells moléculas de DNA correspondentes a apenas uma das

fitas (um único sentido). Se forem realizados ciclos diferentes contendo cada um dos

dois tipos de adaptadores, então ambas as fitas do DNA serão sequenciadas, produzindo

reads chamados de paired-end (Mardis, 2013).

Na reação de sequenciamento são usados nucleot́ıdeos terminadores fluorescentes

reverśıveis, que terminam a śıntese ao serem incorporados na sequência, pois possuem

o carbono 3’ contendo um grupo funcional ligado à hidroxila, chamado de terminador,

que impede a inserção do próximo nucleot́ıdeo. Para cada tipo de nucleot́ıdeo é usado

um fluoróforo de cor diferente, de modo que uma câmera CCD registra imagens das
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Figura 6: Esquema de sequenciamento por śıntese, da plataforma Illumina.
Fonte: (Metzker, 2010).

flow cells e identifica pelo comprimento de onda qual nucleot́ıdeo foi incorporado na

sequência. Para inserir o próximo nucleot́ıdeo, o terminador e os fluoróforos são remo-

vidos do nucleot́ıdeo terminador, e assim novos nucleot́ıdeos podem ser incorporados

para dar continuidade à śıntese (Metzker, 2010).

1.5 Sequenciamento de alto desempenho aplicado a phage

display

O sequenciamento de bibliotecas de phage display produz bibliotecas de reads, os

quais correspondem a sequências codificadoras de fragmentos de anticorpos. Na bibli-
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oteca NGS, um clone corresponde a um grupo de sequências que foram recuperadas de

um conjunto de fagos, os quais foram originados a partir de um mesmo fago. Consi-

derando tais conceitos, diferentes grupos tem descrito propostas in silico de análise de

bibliotecas de phage display sequenciadas por plataformas de alto desempenho.

O primeiro trabalho que associou sequenciamento de alto desempenho com a tecno-

logia de phage display utilizou a plataforma 454 Roche (Dias-Neto et al., 2009). Este

estudo demonstrou que a amostragem pelo sequenciamento NGS é muito mais ampla

que pelo método Sanger, pois foram produzidas bibliotecas com cerca de 105 reads pela

plataforma 454 Roche, em contrapartida a bibliotecas com tamanho de 103 produzidas

pelo sequenciamento Sanger. Quanto ao tempo necessário para gerar tais bibliotecas,

estimativas indicam que a amostragem com sequenciamento Sanger aumenta à medida

que aumenta o tamanho da biblioteca, enquanto a abordagem da plataforma 454 Roche

apresenta tempo constante para produzir bibliotecas com 103 até 106 reads. Para gerar

bibliotecas de 106 reads por meio de sequenciamento Sanger foi estimado o tempo de

4106 dias, já a plataforma 454 Roche leva 74,8 horas (Dias-Neto et al., 2009).

A partir deste trabalho vários outros estudos passaram a aplicar sequenciamento

de alto desempenho para caracterizar as bibliotecas geradas por phage display (Glan-

ville et al., 2009; Ravn et al., 2010; Matochko et al., 2012; Christiansen et al., 2015b;

Wu et al., 2012), com diferentes finalidades, dentre as quais destacam-se a análise de

diversidade das bibliotecas e a identificação de clones selecionados por phage display.

No contexto de Imunologia Molecular, a diversidade das bibliotecas de phage display

são em geral analisadas em termos de CDRs ou de CDR3 (Ravn et al., 2010; Glanville

et al., 2009; Maranhão et al., 2013), afinal estas regiões apresentam maior variação de

reśıduos, em especial CDR3, a qual é considerada por muitos autores como a região

que de fato determina a afinidade do anticorpo pelo ant́ıgeno, muito embora as demais

CDRs e as regiões framework participem de maneira essencial para determinar a con-

formação do śıtio de ligação bem como a afinidade pelo ant́ıgeno e entre as cadeias VH

e VL (Tramontano, Chotia & Lesk, 1990; Masuda et al., 2006).

Dentre estes estudos, dois deles classificam as bibliotecas por meio do alinhamento

das CDRs ou da CDR3 das sequências das bibliotecas contra um banco de sequências

de germlines (Glanville et al., 2009; Ravn et al., 2010), e assim analisam a diversidade

pelo uso de germlines nas bibliotecas de phage display. Já um trabalho sobre repertório
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de imunoglobulinas de Gallus gallus (galinha) realizou a análise de diversidade baseado

no desvio de composição de aminoácidos das sequências das bibliotecas, em relação

às sequências da germline de cadeia pesada, usando uma macro desenvolvida no Ex-

cel (Wu et al., 2012). Outro grupo de pesquisa propôs ainda a análise de diversidade de

bibliotecas de phage display por meio de scripts MathLab, que calculam a abundância

das sequências de nucleot́ıdeos e dos aminoácidos por posição, nas sequências mais

frequentes (Matochko et al., 2012).

No que diz respeito à detecção de clones selecionados por phage display, um trabalho

publicado em conjunto por duas farmacêuticas da Súıça comparou as sequências de

CDR3 de VH , e usou o termo “clones candidatos”, para denominar as sequências mais

frequentes, que por aumentarem em proporção da biblioteca inicial para final, eram

consideradas selecionadas pelo experimento de phage display. O conjunto de clones

considerados candidatos apresentou afinidade pelo ant́ıgeno, e ainda continha clones

que não haviam sido detectados no ensaio clássico de ELISA10, geralmente usado para

avaliar a afinidade dos clones selecionados por phage display.

A afinidade ao ant́ıgeno foi correlacionada ao enriquecimento11 de muitos clones

analisados, e dessa forma, o estudo descreve a detecção de clones candidatos baseado

no critério de frequência de clones, isto é, na proporção de sequências que pertencem

a clones individuais. Caso a proporção de sequências de um dado clone aumente da

biblioteca inicial, antes do experimento de phage display, para a biblioteca final, após

a seleção de phage display, a sequência que representa o clone é vista como candidata,

pois considera-se que o aumento de sua proporção é resultante da seleção de phage

display (Ravn et al., 2010).

Uma das farmacêuticas do trabalho mencionado publicou um trabalho mais recente,

em que foi desenvolvido um workflow de análise de bibliotecas NGS, produzidas por

phage display (Ravn et al., 2013). O grupo propõe as seguintes etapas: controle de

qualidade, cálculo de frequência de clones baseado na sequência de nucleot́ıdeos e de

aminoácidos, identificação da sequência do anticorpo e sua respectiva germline, visu-

alização dos resultados, remoção de erros de sequenciamento, identificação de clusters

10ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay): ensaio que permite a detecção da interação entre
ant́ıgeno e anticorpo por meio da mudança de cor da solução que contém as moléculas de teste.

11Enriquecimento: na abordagem wetlab, enriquecimento consiste no aumento do número de part́ıculas
virais ao longo dos ciclos de seleção por afinidade. Na abordagem in silico enriquecimento corresponde ao
aumento na proporção de sequências que compõem um clone.



25

de CDR3 e recuperação de clones.

Exceto os dois últimos passos, todos os demais são executados pelo programa

N2GSAb, desenvolvido pelo grupo usando o servidor Microsoft SQL (Ravn et al., 2013).

As sequências são consideradas candidatas de acordo com a frequência, como descrito

acima, e neste trabalho, o grupo apresenta a recuperação dos clones, a qual é realizada

por meio da montagem das sequências candidatas de VH e VL, e amplificação do frag-

mento montado, seguido de sequenciamento Sanger para caracterizar o scFv (fragmento

variável de cadeia simples).

Apesar de existirem diferentes trabalhos que descrevem a combinação entre phage

display e plataformas de sequenciamento de alto desempenho, bem como ferramentas

de bancos de dados ou versões stand-alone para análise de sequências de imunoglobu-

linas (Abhinandan & Martin, 2008; Raghavan, 2009; Ye et al., 2013; Lefranc et al.,

2009), não foi descrito ainda um método in silico automatizado para identificar clones

selecionados por phage display, a partir de bibliotecas NGS.

E mesmo os estudos dedicados a identificar clones candidatos não apresentam um

workflow automatizado e utilizam apenas o critério de frequência de clones para detectar

candidatos, sem considerar caracteŕısticas biológicas mais detalhadas das sequências (Ravn

et al., 2010; Ravn et al., 2013). Além disso, a análise destes trabalhos limita-se à CDRs

ou à CDR3 de VH , e dessa maneira as demais regiões de VH bem como o domı́nio VL

são desconsiderados.

Embora o critério de frequência de clones garanta a escolha das sequências mais

frequentes, não assegura que as sequências possuam marcas canônicas de anticorpo

por toda a extensão do domı́nio variável, requisito este verificado apenas na etapa de

bancada, acompanhada com sequenciamento Sanger nas abordagens anteriores. Além

disso, a identificação de clones e/ou análise de diversidade não deveria limitar-se à

CDR3 das sequências de VH , mas sim usar um estratégia de análise mais ampla, que

inclúısse todas as regiões framework e CDRs de VH e de VL.

Desse modo, torna-se evidente a relevância do desenvolvimento de um método in

silico automatizado, capaz de analisar bibliotecas de phage display sequenciadas por

plataformas de alto desempenho, a fim de encontrar clones selecionados, e que utilize

critérios de detecção baseados não somente na frequência de clones, mas também na

assinatura de imunoglobulinas, tanto de VH quanto de VL.
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1.6 Objetivo Geral

O presente trabalho tem por objetivo propor um método in silico para análise de

sequências de imunoglobulinas, produzidas por tecnologia de phage display.

1.7 Objetivos espećıficos

• Propor e implementar um método in silico automatizado de detecção de sequências

de imunoglobulinas, selecionadas por phage display;

• analisar a diversidade de bibliotecas de phage display, formadas por sequências

codificantes de domı́nio variável de imunoglobulinas;
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2 Metodologia

2.1 Critérios do método

O método desenvolvido considera os seguintes conceitos :

• Clone é um grupo de sequências codificadoras de fragmentos de anticorpos, recu-

peradas de um conjunto de fagos, os quais foram originados a partir de um único

fago.

• Um clone é representado pela sequência membro mais longa.

• Enriquecimento consiste no aumento do número de sequências que compõem um

clone, ao longo dos ciclos de seleção de phage display.

• Clone candidato é aquele cuja sequência representativa foi considerada candidata,

isto é, atende aos critérios do método.

Sequências que muito provavelmente pertencem a clones selecionados por phage

display são chamadas de sequências candidatas, como denominado por outros trabalhos

da literatura (Ravn et al., 2010; Ravn et al., 2013). Na presente abordagem, são

propostos dois critérios para detectar sequências candidatas a partir de bibliotecas

NGS de phage display:

1. A sequência candidata deve conter as regiões canônicas do domı́nio variável, qua-

tro regiões framework e três CDRs (Figura 2). Devido à presença de reśıduos

framework bastante conservados que flanqueiam as CDRs e ao fato de que as

CDRs assumem um número limitado de conformações (Abhinandan & Martin,

2008; Al-Lazikani, Lesk & Chothia, 1997), é posśıvel traçar padrões do domı́nio

variável, para VH e para VL. O reconhecimento do domı́nio variável é realizado

em duas etapas. Na etapa de tradução, são traduzidas somente as sequências que

possúırem os dois reśıduos de cistéına que flanqueiam as regiões CDR1 até CDR3

e os reśıduos que flanqueiam CDR3, que correspondem a uma cistéına e à substring

WGXG de VH e FGXG de VL, em que X é um reśıduo de aminoácido qualquer.

Dessa maneira, uma sequência é traduzida somente se tiver as marcas canônicas

de domı́nio variável. Na segunda etapa, numeração de reśıduos, uma sequência
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atende ao critério de marcas canônicas caso seja numerada. A numeração consiste

em atribuir um número a cada reśıduo de aminoácido, que corresponde a uma

posição estruturalmente equivalente em diferentes moléculas, e que é realizada a

partir de um alinhamento da sequência contra um perfil de domı́nio variável. O

perfil de domı́nio variável utiliza alinhamento múltiplo e o Modelo Hidden Markov

(HMM) (Abhinandan & Martin, 2008).

2. A sequência candidata deve pertencer a um clone que foi enriquecido, ou seja, um

clone cuja proporção de sequências aumentou em ciclos sucessivos de seleção de

phage display. Na abordagem in vitro, o monitoramento da seleção é realizado pela

titulação das bibliotecas, e portanto, a estimativa de part́ıculas virais refere-se às

bibliotecas inteiras (Barbas et al., 2001). A análise de clones individuais é inviável

na metodologia wetlab, já que seria necessário o monitoramento manual de cada

um dos vários clones presentes nas bibliotecas de phage display, cuja diversidade

inicial é de cerca de 107 a 108 clones (Kay, Winter & McCafferty, 1996). Além

disso, o uso de plataformas de sequenciamento de alto desempenho possibilita

amostragens mais profundas que o sequenciamento Sanger (Dias-Neto et al., 2009)

e, por conseguinte, gera bibliotecas muito maiores, cujo volume adiciona mais um

obstáculo para o monitoramento de clones individuais. Após um ciclo de seleção

por afinidade, os clones selecionados passam por amplificação em bactéria, e assim

a quantidade de part́ıculas virais correspondente a um clone selecionado aumenta

da biblioteca inicial para a biblioteca final. Visto que nas bibliotecas NGS os

clones são representados por sequências, a análise de enriquecimento de clones

individuais será baseada na proporção de sequências que constituem um clone.

Desse modo, um clone será considerado enriquecido se a proporção de sequências

que o compõem aumentar da biblioteca inicial para a biblioteca final, e assim, a

sequência representativa do clone atende ao segundo requisito para ser considerada

candidata. Este racioćınio é suportado pelos trabalhos de duas farmacêuticas

da Súıça, que estimaram o enriquecimento de clones por meio da proporção de

sequências, e que reuniram evidências de que o enriquecimento de clones pode ser

correlacionado à afinidade do anticorpo pelo ant́ıgeno (Ravn et al., 2010).
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2.2 Bibliotecas de phage display

A fim de validar o método, foram analisados três conjuntos de dados. Um deles foi

sequenciado pela plataforma 454 Roche, e os demais plataforma Illumina MiSeq. Para

diferenciar os conjuntos Illumina, um deles será denominado conjunto Illumina S1, e o

outro, conjunto Illumina S2.

Cada conjunto possui quatro bibliotecas, duas de VH e duas de VL. Para cada tipo

de cadeia, há uma biblioteca original, sequenciada antes dos ciclos de seleção e uma

biblioteca final, sequenciada após os ciclos de seleção. Diferenças pontuais determina-

ram a execução de algumas etapas de processamento espećıficas para cada conjunto.

No entanto, em um panorama geral, todos os conjuntos compartilham a maioria das

etapas de análise.

2.3 Método in silico para detecção de sequências de imu-

noglobulinas selecionadas por phage display

A Figura 7 apresenta as etapas do método in silico para análise das bibliotecas de

phage display. A entrada são bibliotecas NGS de phage display, e como sáıda, tem-se

uma lista de clones candidsatos para produção de anticorpos recombinantes, escolhidos

de acordo com os critérios mencionados anteriormente. Um esquema mais detalhado

contendo os arquivos de entrada e sáıda, bem como os programas utilizados na análise

podem ser vistos na Figura 8. Nas seções seguintes, são descritas as etapas de análise.
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Figura 7: Etapas do método in silico para a análise de sequências de imunoglo-
bulinas, produzidas por phage display, a partir de bibliotecas NGS.
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Figura 8: Esquema geral do método, mostrando os programas e seus respectivos
arquivos de entrada e sáıda.



32

2.4 Filtragem e controle de qualidade

O primeiro passo do pipeline (Figura 7) consiste em avaliar a qualidade das sequências

e executar filtragem, caso necessário. A qualidade das sequências é avaliada pelo

software FastQC (Andrews, 2012), o qual executa controle de qualidade de dados NGS,

permitindo identificar problemas gerados pelo sequenciador ou durante a preparação

da biblioteca. O seguinte comando foi utilizado para executar o FastQC:

fastqc input -q -o destiny

A opção -q silencia as mensagens impressas na sáıda padrão, a opção -o permite

indicar um diretório diferente do diretório da entrada, para salvar os arquivos produzi-

dos pelo controle de qualidade, e input é substitúıdo pelo caminho do arquivo fastq,

que corresponde à entrada para o FastQC. Esta ferramenta gera como sáıda um ar-

quivo html, contendo um relatório de avaliação da qualidades dos reads das bibliotecas

analisadas (Figura 8).

Quanto à filtragem, utiliza-se o software PRINSEQ (Schmieder & Edwards, 2011)

para remover sequências de baixa qualidade e que não possuam tamanho adequado. A

qualidade é representada pela pontuação de qualidade PHRED (Ewing et al., 1998),

medida comumente usada para avaliar a acurácia de uma plataforma de sequencia-

mento, que expressa a probabilidade de erro de cada nucleot́ıdeo sequenciado (Equação

1), onde Q corresponde à pontuação de qualidade e P à probabilidade de erro (Illumina,

2011). Neste método, é exigida uma qualidade mı́nima de 20, que se substitúıda na

Equação 1, equivale a 1 erro a cada 100 pb sequenciados ou 99% de acurácia. Quanto

ao tamanho da sequência, esta deve possuir no mı́nimo o tamanho do gene do domı́nio

variável, de cerca de 250 a 300 pb.

Q = −10log10P (1)

O software PRINSEQ é usado em dois processos da análise. No primeiro processo, o

PRINSEQ converte o formato fastq para fasta. Um arquivo em formato fastq possui

informações sobre a qualidade na escala PHRED e sobre a sequência. Já o arquivo

em formato fasta é mais compacto, contendo apenas o identificador e a sequência

de nucleot́ıdeos ou de aminoácidos. Visto que a informação necessária para a análise



33

das bibliotecas resume-se às sequências e seus respectivos identificadores, o formato

fasta apresenta-se como o mais apropriado para a execuções das etapas seguintes. A

conversão direta do formato fastq para o formato fasta é realizada para que seja

calculado o número de reads das bibliotecas de entrada usando expressão regular, a fim

de gerar gráficos de qualidade descritos mais adiante. Para tal conversão de formato, o

seguinte comando foi utilizado:

prinseq-lite -fastq input -out_format 1 -out_good output

A opção -fastq indica o formato da entrada, a opção out format permite escolher

o formato dos arquivos de sáıda (opção 1 gera somente arquivo fasta, 5 gera arquivos

fastq, fasta e qual), já a opção -out good permite escolher o nome dos arquivos de

sáıda.

Finalmente, o segundo processo em que é executado o PRINSEQ consiste na fil-

tragem por tamanho e qualidade e, desta vez, além da conversão para fasta, os reads

com tamanho abaixo de 300 pb e/ou com qualidade abaixo de 20 são removidos das

bibliotecas, com o seguinte comando:

prinseq-lite -fastq input min_len 30 min_qual_mean 20 -out_format 5

-out_bad null -out_good output

As opções min len e min qual mean permitem configurar respectivamente, o tama-

nho e a qualidade mı́nima dos reads. Quanto à opção out bad, esta permite descartar

as sequências de má qualidade e tamanho inadequado caso seja configurada com o valor

“null”.

2.5 Identificação de bibliotecas VH e VL

A identificação de bibliotecas VH e VL é um passo espećıfico para o conjunto 454

Roche, cujas sequências não foram identificadas pela facility de sequenciamento. O

experimento que produziu o conjunto usou primers identificadores que permitem dis-

tinguir VH e VL. Inicialmente, foi desenvolvido um script Perl, antibodyid8.pl, que recebe

como entrada o arquivo fasta, busca pelas sequências dos primers usando expressão

regular, e gera 4 arquivos de sáıda contendo, respectivamente, o conjunto de sequências
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identificadas como VH , o conjunto de sequências VL, sequências não identificadas, e o

total de sequências dos três arquivos anteriores.

Este script é eficaz em encontrar as sequências dos primers que não estejam cor-

rompidas, isto é, que não possuam inserções, deleções ou substituições. No entanto, é

ineficaz para lidar com sequências de primers diferentes das originais, pois a expressão

regular realiza busca exata. Uma quantidade considerável de sequências não pode ser

identificada (25,6% da biblioteca inicial e 53,9% da biblioteca final), devido à presença

de erros inseridos pela plataforma de sequenciamento (Tabela 1).

Considerando que o tamanho das bibliotecas do conjunto 454 Roche já havia sido

notavelmente reduzido na etapa de filtragem por qualidade e tamanho, e que a quan-

tidade de sequências não identificadas corresponde a pouco mais da metade de uma

das bibliotecas, descartar estas sequências poderia comprometer as análises de enri-

quecimento e diversidade, por redução da amostra. Como solução, optou-se por não

descartar as sequências com primers corrompidos, e usar alinhamento e não mais busca

exata para identificar as sequências dos primers.

Tabela 1: Identificação de bibliotecas VH e VL pelo script antibodyid8.pl

Subconjunto Número de reads
da biblioteca R0

Número de reads
da biblioteca Rs

VH 34492 28108

VL 85040 55899

Não identificado 41106 98061

Total 160638 182068

R0: biblioteca original. Rs: biblioteca final após a seleção de phage display.

Sendo assim, a distinção de bibliotecas VH e VL passou a ser executada pelo pro-

grama Cutadapt (Martin, 2011), o qual remove adaptadores, primers, caudas poliA e

outros tipos de sequências indesejadas de sequências de bibliotecas NGS. O programa

utiliza alinhamento semiglobal12 para identificar as sequências a serem removidas. A

entrada para o Cutadapt são os arquivos das bibliotecas inicial e final, de VH ou de

VL, e um arquivo contendo as sequências dos primers. Como sáıda o Cutadapt produz

um arquivo contendo as sequências que possúıam os primers, sendos estes removidos

12Alinhamento semiglobal: alinhamento cuja pontuação penaliza diferenças apenas na região de sobre-
posição entre as sequências comparadas (Martin, 2011).
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das sequências. Neste método, o Cutadapt é usado para distinguir sequências VH e VL.

Foram removidos primers tanto na direção 3’ quanto 5’, de VH e VL.

O script antibodyid8.pl desempenha então apenas a validação dos conjuntos de

sequências identificados pelo Cutadapt, pois espera-se que o Cutadapt identifique um

número maior de sequências que o script Perl, considerando que o primeiro utiliza

alinhamento para comparar sequências e que, portanto, consegue lidar com os erros

inseridos pelo sequenciador. Tal passo de validação foi essencial para descobrir que

o Cutadapt identificou parte das sequências como VH e também como VL, devido à

similaridade entre as sequências dos primers.

Para tanto, foi desenvolvido um script, mergedatav4.pl, que recebe como entrada

os arquivos VH e VL gerados pelo Cutadapt, busca sequências duplicadas, e gera dois

arquivos (um para VH e outro para VL) de sequências que constavam somente ou no

arquivo de VH ou no arquivo de VL. O Cutadapt permitiu identificar quase a totalidade

das bibliotecas (Tabela 2), recuperando assim um número de sequências bem maior que

o script antibodyid8.pl.

Tabela 2: Identificação de bibliotecas VH e VL pelo programa Cutadapt

Subconjunto Número de reads
da biblioteca R0

Número de reads
da biblioteca Rs

VH 48595 38689

VL 111595 141407

Não identificado 448 1972

Total identificado 160190 180096

R0: biblioteca original. Rs: biblioteca final após a seleção de phage display.

Para que as demais etapas do pipeline trabalhassem com as sequências originais,

sem a remoção de subsequências, foi implementado o script get id.pl, que recebe como

entrada o arquivo fasta original contendo as bibliotecas NGS mistas, e um arquivo

(VH ou VL) gerado pelo mergedatav4.pl. O get id.pl imprime em um arquivo de sáıda,

todas as sequências originais cujos identificadores existem no arquivo gerado pelo mer-

gedatav4.pl.
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2.6 Montagem

Os reads dos conjuntos Illumina são paired-end e foram produzidos de modo que

parte do gene do domı́nio variável estivesse na sobreposição entre R1 e R2. As deno-

minações R1 e R2 referem-se a ambas as fitas do DNA. Assim R1 é um read que pode ser

correspondente à fita forward ou reverse e o R2 é correspondente à fita complementar

de R1. Tal peculiaridade exige um passo adicional para a análise do conjunto, chamado

de montagem. A montagem de reads paired-end que possuem sobreposição consiste

em alinhar os reads e encontrar a região de sobreposição, e concatená-la a trechos não

sobrepostos de R1 e R2. Procura-se pela sequência consenso na região de sobreposição,

que garante uma confiabilidade extra ao sequenciamento, visto que tem-se o dobro de

nucleot́ıdeos referentes a uma mesma sequência. Assim, as sequências dos conjuntos Il-

lumina são formadas por uma região de R1, a sobreposição entre R1 e R2, e uma região

de R2. O programa usado para montagem foi o FastqJoin (Aronesty, 2011; Aronesty,

2013), da ea-utils (licença MIT), o qual escolhe a base de maior qualidade caso as bases

de uma dada posição sejam iguais, e calcula a diferença entre as qualidades das bases,

caso as bases sejam diferentes. Ressalta-se ainda que a filtragem das bibliotecas de

reads paired-end é realizada após a montagem.

2.7 Tradução

A etapa seguinte consiste na tradução das sequências, pois no presente método o

cálculo de frequência dos clones é realizado a partir da comparação de sequências de

aminoácidos. Para tanto, foi desenvolvido o programa translateab9 em linguagem C,

que recebe como entrada o arquivo em formato fasta, resultante do passo de filtragem,

traduz as sequências e as imprime em arquivos de sáıda. A escolha da fase aberta de

leitura (ORF - Open Reading Frame) se baseia não somente na ausência de códons de

parada, como também na presença de marcas canônicas do domı́nio variável. O pro-

grama busca por subtrings13 que contenham tamanho dentro de um dado intervalo. Um

dos padrões corresponde a substring que contém CDR1, FR2, CDR2 e FR3, flanqueada

por dois reśıduos canônicos de cistéına. O outro padrão é formado pela CDR3, a qual é

13String: tipo de dado definido em linguagens de programação que corresponde a uma sequência de carac-
teres. Uma subsequência de uma string é chamada de substring.
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delimitada pelo segundo reśıduo de cistéına e a sequência canônica WGXG, para VH

ou FGXG, para VL, em que X é um reśıduo de aminoácido qualquer. O translateab9

admite tamanhos dos padrões que estejam dentro de intervalos espećıficos para VH e

VL (Tabela 4), discutidos na seção 3.4. O requisito de encontrar marcas canônicas nas

ORFs tem por objetivo aplicar o primeiro critério do método.

Finalmente, como sáıda, o programa de tradução cria dois arquivos em formato

fasta. Um deles possui sequências de aminoácidos e o outro as sequências correspon-

dentes de nucleot́ıdeos. Este segundo arquivo é necessário para recuperar as sequências

de nucleot́ıdeos que produzem as sequências consideradas candidatas. Outro detalhe

sobre o arquivo de sequências de aminoácidos é que para cada entrada é impressa a

substring contendo as marcas canônicas de domı́nio variável e a sequência completa,

com o respectivo identificador. Esta substring contendo CDRs é usada no cálculo de

frequência de clones, passo seguinte à tradução.

2.8 Análise de enriquecimento

A análise de enriquecimento é composta por dois passos. O primeiro corresponde ao

cálculo da frequência relativa dos clones e o segundo consiste na identificação de clones

cuja frequência aumenta da biblioteca inicial para a biblioteca final. Um clone é for-

mado por um grupo de sequências de aminoácidos que possuem a mesma subsequência,

contendo as regiões CDR1 até CDR3. Ressalta-se que esta subsequência foi identificada

para cada sequência traduzida pelo programa translateab9. Um vez que o programa de

cálculo de frequência identifique os clones da biblioteca, a frequência relativa de cada

clone é calculada baseando-se na proporção de sequências que os compõem.

O programa counter2 foi desenvolvido em linguagem C, de tal modo que recebe

como entrada um arquivo fasta contendo sequências traduzidas, calcula a frequência

relativa de clones à medida que lê as sequências, e imprime em um arquivo de sáıda

uma lista de sequências em ordem decrescente de frequência relativa. Como alternativa,

foi desenvolvido um programa Perl, frequency counter3.pl, que recebe a mesma entrada

e produz uma sáıda bastante similar à do counter2, com a diferença de que imprime o

tamanho da biblioteca como informação adicional.

Quanto ao cálculo de frequência relativa, inicialmente o total usado correspondia ao
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número de sequências traduzidas, no entanto, o total de sequências filtradas, as quais

são entrada para o programa de tradução, mostrou-se mais adequado ao cálculo a fim

de minimizar os efeitos da aplicação do primeiro critério sobre os valores de fold change

dos clones. A frequência relativa de um clone deveria ser independente dos critérios do

método, uma vez que o cálculo baseado somente nas sequências que possuem todas as

marcas de domı́nio variável usaria como total um subconjunto da biblioteca real. Tal

escolha poderia resultar em diferenças nos valores de fold change, pois a frequência de

um clone poderia ser superestimada caso o tamanho da biblioteca traduzida fosse muito

menor que o tamanho da biblioteca filtrada. Assim, o cálculo da frequência relativa de

clones individuais pode ser expresso por

fri =
Fi

N
, (2)

onde fri corresponde à frequência relativa de um clone i, Fi corresponde ao número de

sequências que constituem um clone i e N corresponde ao total de sequências filtradas.

Finalmente, o arquivo de sáıda compreende uma lista de sequências, em que cada

entrada possui um identificador, tamanho da biblioteca e frequência relativa da subs-

tring, seguido da substring que abrange as regiões de CDR1 até CDR3, e de todas as

sequências que possuem a substring e respectivos identificadores. Resumidamente, o

arquivo de sáıda contém uma lista de clones de um biblioteca com suas respectivas

frequências relativas.

O programa frequency counter3.pl apresentou tempos de execução menores que o

counter2.c, cuja estratégias e tempos de resposta são discutidos na seção 3.4. Uma vez

calculada a frequência relativa dos clones, é posśıvel executar a segunda etapa da análise

de enriquecimento. Para tanto, foi implementado um script Perl, find duplicates7.pl, que

recebe como entrada as listas de clones ordenados por frequência relativa, da biblioteca

inicial, anterior ao experimento e da biblioteca final, após o experimento.

O programa find duplicates7.pl busca por clones cuja frequência relativa tenha au-

mentado da biblioteca inicial para a biblioteca final, e imprime uma lista decrescente

de clones ordenados por aumento de frequência. Para cada clone, é impressa a maior

sequência membro, que passa a ser representativa do clone, seu identificador e o au-

mento da frequência, que corresponde ao quociente entre a frequência relativa do clone
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na biblioteca final e a frequência relativa do clone na biblioteca inicial, que neste método

chamamos de fold change. Sendo assim, aplica-se o segundo critério do método na etapa

de análise de enriquecimento, visto que é produzida uma lista de clones que foram en-

riquecidos ao longo dos ciclos de seleção de phage display.

2.9 Reconhecimento dos domı́nios VH e VL

Os domı́nios variáveis de imunoglobulinas são identificados como VH ou VL baseando-

se no alinhamento da sequência de estudo contra os perfis de domı́nio variável, os quais

foram criados a partir de um banco de sequências de imunoglobulinas humanas e mu-

rinas, usando HMM (Abhinandan & Martin, 2008). O alinhamento da sequência de

interesse contra o perfil de domı́nio variável permite realizar a numeração dos reśıduos

de aminoácidos. A numeração consiste em atribuir um número a cada reśıduo de

aminoácido que corresponde a uma posição estruturalmente equivalente em diferentes

moléculas (Abhinandan & Martin, 2008). Existem diferentes esquemas de numeração,

sendo o mais tradicional o esquema de Kabat (Kabat et al., 1992), que se baseia so-

mente na variação de sequências. A numeração da sequência permite identificar todas

as regiões framework e CDRs do domı́nio variável bem como inserções e deleções (Abhi-

nandan & Martin, 2008).

Visto que a numeração de reśıduos constitui uma maneira eficaz de verificar se uma

dada sequência é reconhecida como domı́nio variável, uma etapa de reconhecimento de

domı́nio variável foi inclúıda no presente método, a fim de reforçar o primeiro critério, e

assegurar que as sequências selecionadas possuam de fato o perfil das regiões do domı́nio

variável. Optou-se por identificar as sequências de acordo com o esquema de numeração

de Kabat, em virtude do foco desta análise residir na variabilidade das sequências, tema

central do trabalho de Kabat, e não na estrutura de imunoglobulinas.

As primeiras sequências da lista produzida pelo find duplicates7.pl no passo anterior

são as sequências com maiores valores de fold change e que são representativas de clones

enriquecidos e que, portanto, atendem ao segundo critério do método. Estas sequências

são extráıdas do arquivo de sáıda do find duplicates7.pl, pelo script get nsequences.pl,

que imprime as sequências num arquivo em formato fasta. Escolheu-se como valor

padrão, extrair as 10 primeiras sequências pois a partir delas é posśıvel fazer várias
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combinações de cadeias pesada e leve. Foi implementado um script, numberab.pl, que

envia as dez primeiras sequências para um servidor do grupo de Bioinformática da

universidade UCL (University College London), solicitando a identificação e numeração

ao programa Abnum (pertencente ao pacote abYsis) (Abhinandan & Martin, 2008), e

redireciona a sáıda de cada uma das sequências para um único arquivo.

O programa Abnum alinha sequências proteicas contra os perfis dos domı́nios VH e

VL, gerando como sáıda um arquivo contendo uma linha referente ao identificador da

sequência, seguida por linhas compostas pelo rótulo do tipo de sequência (H para cadeia

pesada e L para cadeia leve), posição do reśıduo (representada por um número inteiro)

e o aminoácido. O Abnum numera somente sequências cujos domı́nios variáveis este-

jam completos, e por consequência, garante que apenas sequências reconhecidas como

domı́nio variável de imunoglobulinas sejam numeradas (Abhinandan & Martin, 2008;

Raghavan, 2009). Visto que a sáıda do Abnum consiste num arquivo de colunas e que

seria inviável trabalhar com tal formato, foi desenvolvido um script, convertofasta.pl,

que converte o formato de colunas para formato fasta.

2.10 Classificação de Germlines

A identificação dos genes de germline, que deram origem aos domı́nios de um an-

ticorpo, tem se tornado relevante para aplicações cĺınicas (Wang et al., 2008), como o

prognóstico de Leucemia Linfoćıtica Crônica (Naylor & Capra, 1999), e para estudos

que buscam relacionar mutações com especifidade ao ant́ıgeno. Considerando a pos-

sibilidade de fornecer um passo inicial para a análise de mutações, nosso método tem

como última etapa a classificação de germlines dos clones candidatos, realizada pelo

software IgBlast (NCBI), versão stand-alone (Ye et al., 2013).

A ferramenta IgBlast permite identificar genes V, D e J de germlines, bem como

delinear as regiões framework e as CDRs, por meio de alinhamento local contra bancos

de dados de germlines. Escolhemos bancos de dados humanos, pois as bibliotecas anali-

sadas são de origem humana. Com relação ao tipo de entrada, optou-se por sequências

de aminoácidos para assegurar que o IgBlast não escolhesse ORFs incorretas. Desse

modo, o arquivo fasta produzido pelo script convertofasta.pl, é usado como entrada

para o IgBlast. O IgBlast, por sua vez, é configurado para produzir um arquivo txt
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compacto, contendo valores de identidade da sequência com a respectiva germline consi-

derada como melhor hit e as posições de ı́nicio e fim de cada região do domı́nio variável,

exceto a FR4, pois os bancos de germlines possuem somente o segmento V.

2.11 Integração de resultados da análise

No intuito de facilitar a visualização dos resultados, estes são integrados em um ar-

quivo html. Para tanto foram desenvolvidos dois programas em Perl, o rscript creator.pl

e o html creator.pl. O primeiro recebe como entrada o caminho dos arquivos das bibli-

otecas inicial e final, anteriores à filtragem, o caminho de um arquivo em formato csv,

que contém o número de sequências por etapa, o diretório onde serão armazenados os

scripts R e o diretório onde serão armazenados os gráficos criados pelos scripts R. O

programa gera então dois scripts R, um deles cria um gráfico de proporção de reads

com tamanho adequado baseado nos arquivos fasta anteriores à filtragem, e o outro,

um gráfico de número de reads por etapa.

A sáıda do IgBlast, juntamente com o arquivo de sequências numeradas pelo Abnum

em formato fasta, e os gráficos gerados pelos scripts R, referentes às bibliotecas VH e

VL constituem a entrada para o html creator.pl. Este cria um arquivo html, de modo

que seja apresentada uma sáıda mais concisa e que integra dados relevantes sobre os

clones candidatos e as bibliotecas de VH e de VL, tais como melhor hit14 de germlines,

valores de identidade, nomes de germlines do NCBI, valores de fold change, regiões do

domı́nio variável (framework e CDRs) e os gráficos de proporção de reads de acordo

com tamanho adequado, e de número de reads por etapa.

2.12 Automatização do método

A fim de tornar o método compat́ıvel com outras aplicações em Imunologia Mole-

cular, o método foi automatizado. Para tanto, foram desenvolvidos um programa Perl,

denominado autoiganalysis3.pl, e um script shell, denominado atillacli.sh. O script

attilacli.sh interage com o usuário via linha de comando, para obter ou um arquivo de

configuração da automatização (caso exista), ou uma série de informações que permi-

14Hit: substring de uma sequência do banco (que neste caso é o conjunto de germlines) que pode ser
alinhada a uma substring de uma sequência query (neste caso pertencente a biblioteca NGS).
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tam criar um arquivo de configuração, o qual será usado pelo autoiganalysis3.pl para

executar todos os programas componentes do método. O pacote de programas desen-

volvidos neste método bem como os scripts de automatização serão disponibilizados em

breve para download gratuito de modo que a análise posssa ser executada com tempos

mais curtos que abordagens que utilizam servidores de análise online. Além disso, como

o pacote de programas será instalado na máquina local, o usuário poderá acompanhar

todo o processo da análise.

Quantos aos scripts da automatização, o attilacli.sh foi escrito em linguagem shell

a fim de manter uma das mais poderosas funcionalidade de shell, que corresponde a

autocompletar caminhos de diretórios. Dessa maneira, a função de autocompletar é

um dos mecanismos para evitar erros na configuração da automatização. O attilacli.sh

possui ainda testes de verificação de diretórios e arquivos e um menu de configuração que

permite corrigir os argumentos dados pelo usuário. O attilacli.sh pede a confirmação

do usuário para criar links simbólicos dos programas desenvolvidos neste trabalho, cria

o diretório do projeto e então executa o autoiganalysis3.pl para as bibliotecas VH e em

seguida para as bibliotecas VL.

O autoiganalysis3.pl lê o arquivo de configuração criado pelo attilacli.sh, cria sub-

diretórios para as bibliotecas VH e VL, e então executa sequencialmente cada uma das

etapas do método. O attilacli.sh informa ao usuário quando a análise de VH ou VL

é finalizada. Cada diretório, seja VH ou VL, terá três subdiretórios, chamados Initial-

Round, FinalRound e SelectedSequences e um arquivo csv, com o número de sequências

a cada etapa. Os diretórios InitialRound e FinalRound possuem os arquivos produzidos

pelo controle de qualidade, montagem, filtragem, tradução e cálculo de frequência dos

ciclos inicial e final de phage display, respectivamente. Já o diretório SelectedSequences

possui um arquivo contendo sequências de clones enriquecidos, um arquivo contendo

as sequências dos n primeiros clones enriquecidos, um arquivo contendo sequências

numeradas pelo Abnum, isto é, o arquivo de clones candidatos e um arquivo com a

classificação dos clones candidatos de acordo com as germlines. No diretório pai do

projeto, além dos subdiretórios VH e VL, são criados arquivos log para registrar erros

ou a sáıda padrão dos programas executados pelo método, e um subdiretório chamado

Report, que contém o arquivo html, o qual apresenta um relatório da análise com

os principais resultados, todas as imagens inclúıdas no html e um arquivo de log do
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html creator.pl.

2.13 Análise de distâncias do domı́nio variável

Foi realizada uma análise de distâncias entre os reśıduos usados pelo programa

translateab9, com o propósito de escolher distâncias mais acuradas para detecção de

domı́nios variáveis. Para observar as distâncias entre os dois primeiros reśıduos de

cistéına do domı́nio variável, foram usadas sequências de germline, disponibilizadas na

seção “Ig Germline Genes” da ferramenta IgBlast, versão online do NCBI (Ye et al.,

2013), tanto de germline de VH quanto de VL humanos. Para analisar o tamanho da

CDR3, a qual por sua vez está presente na junção do segmento V e J (para VL) ou V,

D e J (para VH), foi necessário obter sequências já recombinadas. Assim, foram obtidas

sequências recombinadas aleatórias do NCBI, de tamanho entre 100 e 300 pb, com as

seguintes palavras-chave:

• immunoglobulin heavy chain variable region, partial AND “Homo sapiens”[porgn: txid9606]

• immunoglobulin kappa chain variable region, partial AND “Homo sapiens”[porgn: txid9606]

• immunoglobulin light chain variable region, partial AND “Homo sapiens”[porgn: txid9606]

Foram desenvolvidas duas versões de um programa Perl, count distance germline.pl

e count distance cdr3.pl, os quais leem o arquivo em formato fasta, contendo as sequências,

e imprimem num arquivo de sáıda, em formato csv, a distância entre os reśıduos e o

número de sequências que apresentam tal distância. O primeiro programa calcula a

distância entre os dois reśıduos de cistéına, já o segundo calcula o tamanho da CDR3.

Uma vez calculadas as distâncias, foram constrúıdos gráficos com a ferramenta R (R

Core Team, 2015).

Os programas de cálculo de distâncias desconsideram sequências contendo mais de

dois reśıduos de cistéınas, pois estas confundem o motor de expressão regular Perl, cuja

caracteŕıstica principal é estender a expressão regular o quanto for posśıvel. Uma vez

encontrado o primeiro reśıduo de cistéına, o motor Perl estende o padrão até a n-ésima

cistéına. Portanto, as distâncias calculadas a partir de tais sequências não iriam refletir

as distâncias reais ente reśıduos canônicos do domı́nio variável. Desse modo, tornou-se

mais apropriado não utilizar tais sequências na análise de distância. Ressalta-se que
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atualmente o NCBI removeu os bancos de germlines humanos da seção “Ig Germline

Genes”da ferramenta IgBlast. Em virtude disso, não é posśıvel reproduzir a busca por

germlines humanos no presente momento.

2.14 Análise BLAST de perfil de imunoglobulinas

Para contribuir com os resultados obtidos pela análise de sequências de imunoglo-

bulinas, dos conjuntos 454 Roche e Illumina S1 e S2, as bibliotecas foram alinhadas

contra bancos de germlines humanos, os mesmos usados na classificação de germlines.

O programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) foi utilizado para realizar

os alinhamentos (Altschul et al., 1990). Esta ferramenta compara sequências por meio

de alinhamento local 15, e atribui um score de similaridade ao alinhamento, como uma

medida do quão parecidas são as sequências entre si. Nesta análise, as configurações

foram usadas com valores default, exceto para os valores de e-value 16, a fim de garantir

confiabilidade aos alinhamentos obtidos.

Considerando que a análise de enriquecimento é baseada na frequência dos clones

das bibliotecas filtradas, estas foram a entrada para o BLAST. O alinhamento tem

por objetivo não somente corroborar que os valores de frequência calculados de fato

correspondam a frequência de clones de imunoglobulinas, mas também demonstrar a

capacidade do método em trabalhar com bibliotecas que possuam pelo menos parte

das sequências desprovidas de perfil de imunoglobulinas ou com algum outro tipo de

problema, como deleções e frameshift. Os valores de e-value utilizados foram, de 10−20

a 10−5, em intervalos regulares de 10−5. As bibliotecas de entrada possuem sequências

de nucleot́ıdeos, enquanto os bancos de dados, sequências de aminoácidos. Assim foi

usado o programa blastx, do antigo pacote blastall do BLAST, que alinha sequências

traduzidas contra um banco de sequência proteicas (Altschul et al., 1990).

15Alinhamento local: é o alinhamento entre substrings das sequências comparadas (Setubal, Meidanis &
Setubal-Meidanis, 1997)

16E-Value: estimativa proporcional à probabilidade de um alinhamento possuir um dado score ao acaso,
em um banco de sequências de tamanho conhecido.
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2.15 Análise de diversidade das bibliotecas de phage dis-

play

A análise da diversidade foi realizada usando dois conceitos, cluster e entropia.

Cluster compreende um conjunto de sequências mais similares entre si que com outras

sequências. Para as bibliotecas de phage display, um cluster representará um clone. O

programa CD-HIT (Li, Jaroszewski & Godzik, 2001; Li & Godzik, 2006) foi utilizado

para encontrar clusters de sequências nas bibliotecas VH e VL dos conjuntos Illumina S1

e 454 Roche. O CD-HIT é mais rápido que outros programas de agrupamento devido ao

seu algoritmo, que evita alinhamentos com score de similaridade17 acima de um dado

limite.

Para prever a similaridade de um alinhamento, o algoritmo procura subsequências

de tamanho definido (2 a 5 aminoácidos para protéınas, e 8 a 12 nucleot́ıdeos para

DNA) que as sequências comparadas possuam em comum. Uma vez prevista a simila-

ridade, o programa constrói o alinhamento local entre as duas sequências comparadas

somente se a similaridade estiver acima do limite estabelecido (Holm & Sander, 1998).

As sequências são ordenadas por tamanho, de modo que a sequência mais longa se

torna representativa do primeiro cluster. As demais sequências são comparadas com as

representativas dos clusters existentes. Se a similaridade de uma sequência com uma

representativa qualquer está acima de um limite, a sequência é inclúıda no cluster. Caso

a sequência não possa ser inclúıda em nenhum dos clusters existentes, um novo cluster

é criado tendo esta sequência como representativa (Li & Godzik, 2006).

Na presente abordagem os critérios para incluir membros em um cluster foram

similaridade e a identidade de sequências18. O CD-HIT foi configurado para identificar

clusters cujas sequências tivessem similaridade entre 90% a 100%. Para cada biblioteca,

o CD-HIT foi executado com diferentes valores de identidade de nucleot́ıdeo, de 80% a

100%, a intervalos regulares de 5%, usando 32 processadores.

Uma vez identificado o número de clusters nas bibliotecas, a diversidade pode ser

estimada por meio do ı́ndice de Shannon ou entropia de Shannon. A equação da entropia

de Shannon foi originalmente formulada para medir a incerteza média sobre os śımbolos

17Score de similaridade: Pontuação atribúıda a um alinhamento baseada em um sistema de pontos para
match (par idêntico), mismatch (par não idêntico) e gaps (lacunas no alinhamento).

18Identidade: número de reśıduos idênticos dividido pelo tamanho da sequência mais curta (Li, 2015).



46

que compõem mensagens produzidas por uma dada fonte, no contexto da teoria da

informação (Blachman, 1968). No entanto, ecólogos têm usado a entropia de Shannon

para estimar a diversidade de comunidades ou populações (Magurran, 2013). Nesse

sentido, quanto maior o número de espécies em uma comunidade, maior será a incerteza

sobre a espécie a que pertence o próximo indiv́ıduo amostrado (Mayer, Donovan &

Pawlowski, 2014).

Para as bibliotecas de phage display foi usado racioćınio similar, porém, em termos

de clones e não de espécies. Os valores de entropia de Shannon permitem inferir sobre a

incerteza do clone ao qual pertence uma sequência da amostra e tem como vantagem o

fato de ser senśıvel a variações na abundância, isto é, possibilita lidar com amostras em

que as espécies não são igualmente distribúıdas (Jost, 2006). Desse modo, foi calculado

o ı́ndice de Shannon, em bits pela equação

H = −
M∑
i=1

Pilog2Pi, (3)

onde H corresponde ao ı́ndice de Shannon, M corresponde ao número total de clusters

da biblioteca e Pi corresponde à proporção de sequências que pertencem a um cluster

i. Foi desenvolvido um script Perl, entropycalculator.pl, que recebe como entrada um

arquivo de sáıda do CD-HIT da biblioteca inicial e da final de VH ou de VL, contendo os

clusters identificados com suas respectivas sequências membros, e calcula a entropia de

Shannon usando a equação descrita acima. Como sáıda, o programa imprime a entropia

de Shannon da biblioteca inicial e da biblioteca final.
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3 Resultados e Discussão

3.1 Resultados produzidos pelo método automatizado

O resultado de maior interesse compreende a lista de clones candidatos de VH e de

VL. No conjunto Illumina S1 foram encontrados 9 candidatos para VH , e 10 candidatos

para VL, com valores de fold change acima de 100 (Figuras 9 e 10), e que puderam ser

reconhecidos como domı́nio variável de imunoglobulina tanto pelo translateab9 quanto

pelo Abnum.

Figura 9: Distribuição de fold change do conjunto VH Illumina. O valor de fold
change é proporcional à amplificação do clone e, portanto, é maior para clones
que sofreram seleção mais acentuada durante o experimento de phage display.

Os gráficos desta seção mostram valores de fold change de todos os clones das biblio-

tecas, enriquecidos e não enriquecidos, e para obter estas listas de clones foi desenvolvida

uma versão adicional do programa find duplicates7.pl, que diferente da versão original,

não imprime somente uma lista de clones enriquecidos, mas sim de todos os clones de

uma biblioteca. Foram extráıdos então os valores de fold change do arquivo de sáıda
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da versão adicional, e com o pacote R foram constrúıdos gráficos para mostrar a dis-

tribuição dos clones de acordo com os valores de fold change. Ressalta-se que estes

gráficos não são gerados pelo método automatizado, mas posteriormente poderia ser

inclúıda no método a criação de um arquivo em formato csv contendo os valores de

fold change de todos os clones de uma dada biblioteca, de modo que o usuário pudesse

observar as mudanças na proporção dos clones da biblioteca inicial para final, tanto de

VH quanto de VL.

Como visto nas Figuras 9 e 10, uma pequena fração das bibliotecas possui fold

change positivo, o que permite inferir que esta fração de clones foi enriquecida durante

a seleção de phage display e, portanto, constitui uma evidência de que a seleção do

experimento foi bem sucedida para este conjunto.

Figura 10: Distribuição de fold change do conjunto VL Illumina.

Com relação à análise do conjunto 454 Roche, foi posśıvel encontrar 10 candidatos

para VH , e nenhum para VL. Dentre as sequências candidatas de VH , apenas as duas

primeiras apresentam fold change acima de 100 (Figura 11). Assim como ocorreu no

conjunto Illumina S1, uma pequena fração da biblioteca de VH foi enriquecida. A

lista de candidatos de VH apresenta particularidades em alguns aspectos dos resultados
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gerados pela análise. Dentre as observações importantes está o fold change da primeira

sequência candidata, que destaca-se por apresentar uma grandeza consideravelmente

maior, de 104, em comparação aos demais valores, de grandeza de no máximo 102.

Figura 11: Distribuição de fold change do conjunto VH 454 Roche.

Outro ponto diz respeito à classificação de germlines, pois diferentemente do con-

junto Illumina S1, todas as sequências candidatas de VH do conjunto Roche foram

classificadas como pertencentes a uma mesma germline, VH1-8. Não obstante, as

sequências candidatas são bastante similares entre si, o que pode ser observado na

tabela de identificação das regiões do domı́nio variável presente no arquivo html (dados

não apresentados por exigência de sigilo dos autores).

Além disso, o alinhamento múltiplo de nucleot́ıdeos das sete primeiras19 sequências,

realizado com a ferramenta online Clustal Omega (Sievers et al., 2011; Squizzato et al.,

2015), produziu uma matriz de identidade (Anexo A), tal que a segunda e a terceira

sequência candidata possuem 98.89% de identidade, já a primeira sequência da lista

19Foram alinhadas apenas sete sequências, pois três candidatas não puderam ter as sequências de nu-
cleot́ıdeos recuperadas em virtude da sequência de aminoácidos possuir um ou mais reśıduos desconhecidos.
O programa get ntsequence.pl recupera apenas sequências de nucleot́ıdeos cujas sequências de aminoácidos
possuam todos os reśıduos conhecidos.
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de candidatos apresenta identidade de 96% com as demais sequências. É provável

que os 7 clones ou sequências candidatas, constituam na verdade apenas dois clones,

dado a classificação de germlines e também os valores de identidade de nucleot́ıdeos do

alinhamento múltiplo.

Figura 12: Distribuição de fold change do conjunto VL 454 Roche

Supondo que tais sequências realmente pertençam a dois clones, entre as posśıveis

causas, pode-se sugerir erros da plataforma de sequenciamento 454 Roche, cujas taxas

de inserções, deleções e substituições tem sido registradas na literatura (Prabakaran et

al., 2011), e variação natural gerada por hipermutações somáticas. A baixa qualidade

média de score PHRED das bibliotecas de VH e de VL sugere como causa mais provável

erros produzidos pelo sequenciador. Seja qual for o evento que gerou esta variação entre

sequências de um mesmo clone, é fato que o presente método apresenta limitações em

lidar com variações pontuais em sequências de aminoácidos, afinal as sequências são

reunidas em um clone usando busca exata por um subsequência dotada de marcas

canônicas de domı́nio variável.

Apesar desta limitação, o método fornece elementos que permitem investigações

mais aprofundadas sobre as sequências candidatas, tais como a tabela de classificação
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de germlines, a tabela de identificação das regiões do domı́nio variável, os gráficos

referentes à qualidade dos reads20, todos os arquivos fasta contendo as sequências de

aminoácidos e de nucleot́ıdeos, bem como os valores de fold change. Dessa maneira,

os resultados produzidos possibilitam contornar limitações relacionadas à variações nas

sequências de um mesmo clone.

Quanto às bibliotecas VL do conjunto 454 Roche, como é discutido mais adiante, a

biblioteca final de VL teve algum problema durante o experimento ou na amplificação

por PCR anterior ao sequenciamento, pois a biblioteca está consideravelmente compro-

metida, de modo que a maioria das sequências foram descartadas ao longo das etapas

da análise. A Figura 12 exibe valores de fold change anormais, se comparados com os

valores de fold change das demais bibliotecas, afinal não há nenhum clone cujo enri-

quecimento tenha sido da ordem de 102, e mesmo os primeiros candidatos não foram

reconhecidos como domı́nio variável de imunoglobulina pelo Abnum.

3.2 Proporção de imunoglobulinas nas bibliotecas de phage

display

Nos alinhamentos realizados pelo BLAST para cada um dos valores de e-value, de

10−20 a 10−5, as bibliotecas dos conjuntos Illumina S1, 454 Roche e Illumina S2 foram

usadas como query21, contra os bancos de germlines, de VH e VL. A proporção de

imunoglobulinas nas bibliotecas foi estimada a partir do número de sequências que não

tiveram nenhum hit contra o banco de germlines. O comando grep do terminal permite

obter o número de ocorrências de um dado padrão, que neste caso foi a string “No

hit”, que aparece 8 linhas após o identificador da sequência, caso o BLAST não tenha

encontrado nenhum hit cujo score tenha e-value acima de um dado valor. O tamanho

da biblioteca também foi obtido com o comando grep, porém, usando o padrão “ˆ>”,

isto é, a linha correspondente ao identificador de cada sequência.

A partir do número de sequências sem hit e do tamanho da biblioteca, foram cal-

culadas as porcentagens de sequências com e sem hits para imunoglobulina. Todos os

gráficos foram produzidos com o pacote R (R Core Team, 2015), usando o biblioteca

20Exemplos de gráficos gerados pelo método automatizado encontram-se no Anexo B.
21Query: sequência de interesse que é comparada contra um banco de sequências.
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Figura 13: Proporção de imunoglobulinas nas bibliotecas inicial e final de VH do
conjunto Illumina S1, para diferentes valores de e-value.

As bibliotecas inicial e final de VH , do conjunto Illumina S1, apresentaram pouca

variação na proporção de imunoglobulinas encontradas pelo BLAST, nos diferentes

valores de e-value. A biblioteca inicial de VH apresentou proporção de 93,1% a 95,3%

de imunoglobulinas, correspondentes aos e-values de 10−20 até 10−5 (Figura 13).

Já a biblioteca final de VH apresentou proporção de 96,2% a 96,5% de imunoglo-

bulinas, correspondentes aos e-values de 10−20 até 10−5 (Figura 13). Em todas as

execuções, as bibliotecas apresentaram mais de 90% de imunoglobulinas, o que contri-

bui com a suposição de que a maioria das sequências que compõem as bibliotecas são

similares a imunoglobulinas.

Os alinhamentos das bibliotecas inicial e final de VL, do conjunto Illumina S1, de-

monstraram que a proporção de imunoglobulinas diminui gradativamente para valores

de e-value mais estringentes (Figura 14). A biblioteca inicial de VL apresentou de 72,7%

a 98% de imunoglobulinas, para a faixa de valores de e-value mencionada anteriomente.
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Figura 14: Proporção de imunoglobulinas nas bibliotecas inicial e final de VL do
conjunto Illumina S1, para diferentes valores de e-value.

Quanto a biblioteca final de VL, esta apresentou de 79.8% a 99.7% de imunoglobuli-

nas. Exceto para o e-value de 10−20, todas as execuções do BLAST encontraram fração

de imunoglobulinas acima de 90% nas bibliotecas VL.

Com relação às bibliotecas VH do conjunto Roche, é posśıvel notar proporções se-

melhantes entre as bibliotecas inicial e final (Figura 15). O BLAST encontrou de 97,1%

a 99,7% de imunoglobulinas na biblioteca inicial de VH , intervalo de valores considera-

velmente próximo do intervalo de valores da biblioteca final, que vai de 97,6% a 99,9%.

Para todos os valores de e-value, foram encontradas proporções de imunoglobulina

acima de 90%.

As bibliotecas VL do conjunto Roche apresentaram diminuição gradativa da fração

de imunoglobulinas encontradas pelo BLAST para valores menores de e-value, assim

como as bibliotecas do conjunto Illumina S1 (Figura 16). A biblioteca inicial apresentou

proporção de 71,7% a 98,3% de imunoglobulinas. No entanto, somente as execuções com

e-value de 10−10 e de 10−5 encontraram mais de 90% de imunoglobulinas na biblioteca
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Figura 15: Proporção de imunoglobulinas nas bibliotecas inicial e final de VH do
conjunto 454 Roche, para diferentes valores de e-value.

inicial de VL.

A biblioteca final de VL do conjunto Roche apresenta mais de 90% de imunoglobu-

linas para os valores de e-value de 10−10 e de 10−5. Porém, para os valores de 10−20 e

de 10−15, a maioria das sequências não possui nenhum hit contra o banco de germlines,

sendo a porcentagem de imunoglobulinas correspondente a, respectivamente, 0,36% e

1,8%.

Existem diferentes evidências para supor que os dados desta biblioteca em especial

passaram por algum tipo de problema na fase de bancada, durante os experimentos

de phage display. A primeira evidência consiste no fato de que não foram encontradas

sequências candidatas de VL do conjunto Roche. Embora alguns clones de fato tenham

sido amplificados, isto é, enriquecidos da biblioteca inicial para final, nenhum deles foi

reconhecido como imunoglobulina pelo Abnum. O segundo ind́ıcio é a drástica redução

do tamanho da biblioteca na etapa de tradução, em que foi traduzido apenas 0,56% da

biblioteca filtrada. Como terceira evidência tem-se os resultados de uma análise manual,
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Figura 16: Proporção de imunoglobulinas nas bibliotecas inicial e final de VL do
conjunto 454 Roche, para diferentes valores de e-value.

em que as sequências foram traduzidas pela ferramenta Transeq do pacote EMBOSS

(The European Molecular Biology Open Software Suite) (Rice et al., 2000), a partir dos

quais foi posśıvel notar que existe um clone altamente amplificado que possui deleções.

Finalmente, como último argumento, a amplificação destes clones espúrios também

foi observada por análise de sequenciamento Sanger. Dessa maneira, independente

da plataforma de sequenciamento ou do método de análise de bioinformática, esta

biblioteca final de VL está comprometida.

Com relação ao conjunto Illumina S2, as bibliotecas inicial e final de VH apresen-

taram proporção notavelmente alta de imunoglobulinas entre os diferentes valores de

e-value, de modo que todas as execuções encontraram aproximadamente 99,9% de hits

de imunoglobulina para ambas as bibliotecas (Figura 17).

Quanto às bibliotecas VL do conjunto Illumina S2, estas apresentaram diminuição

gradual da fração de imunoglobulinas para valores gradativamente menores de e-value, e

ainda com variações de proporção de imunoglobulinas bastante similares. Na biblioteca
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inicial, a proporção de hits de imunoglobulinas variou de 85,4% a 99,9%, para os valores

de e-value de 10−20 a 10−5, respectivamente (Figura 18). Já a biblioteca final apresentou

um intervalo de 86% a 99,9%, para o mesmo intervalo de valores de e-value.
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Figura 17: Proporção de imunoglobulinas nas bibliotecas inicial e final de VH do
conjunto Illumina S2, para diferentes valores de e-value.

Considerando que os três conjuntos utilizaram a mesma fonte de sequências de

domı́nio variável nos experimentos de phage display, e diferenciam-se pelo ant́ıgeno

utilizado nos ciclos de seleção, seria razoável comparar as bibliotecas iniciais de VH e

VL entre os diferentes conjuntos. Desse modo, os conjuntos Illumina S1, 454 Roche e

Illumina S2 podem ser vistos como 3 amostras da biblioteca original. Embora o número

de amostras seja pequeno, e não seja posśıvel estender suposições para a biblioteca

original, existem observações sobre as amostras que podem ser aqui descritas.

A primeira observação consiste no fato de que existe uma proporção de imuno-

globulinas maior nas bibliotecas iniciais de VH que nas bibliotecas iniciais de VL, o

que pode ser constatado a partir da comparação entre os intervalos de proporções de

imunoglobulinas, mais restritos e mais elevados em VH que em VL (Figuras 13 a 18).
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A segunda refere-se às bibliotecas iniciais de VL, as quais apresentam diminuição

gradual da fração de hits para imunoglobulina concomitante a diminuição dos valores

de e-value. Para tais bibliotecas, quanto mais exigente o e-value, menor a quantidade

de sequências identificadas como imunoglobulinas. Os e-values de 10−10 e 10−5 per-

mitiram encontrar acima de 90% de sequências com hits para imunoglobulinas, em

todas as amostras de VL. Diante disso, nota-se que a identificação de imunoglobulinas

é dependente de e-value para as bibliotecas iniciais de VL, dependência esta que não

ocorre para as bibliotecas iniciais de VH . Supõe-se que seja mais uma evidência de que

as bibliotecas iniciais de VL realmente possuam uma fração menor de sequências de

imunoglobulinas que as bibliotecas de VH .

Os conjuntos Illumina S1 e S2 permitem uma comparação mais equivalente pois

utilizaram além da mesma fonte de sequências de domı́nio variável, a mesma plataforma

de sequenciamento. Tanto nas bibliotecas iniciais de VH quanto nas de VL, as proporções

de imunoglobulinas encontradas são mais altas no conjunto Illumina S2.

Embora ambos os conjuntos apresentem qualidade média por base adequada para

a maioria dos reads, isto é, qualidade PHRED acima de 20, o conjunto S1 perde uma

quantidade maior de sequências na etapa de tradução. A biblioteca inicial de VH

do conjunto S1 tem apenas 17,5% de sequências traduzidas e dotadas de assinatura de

domı́nio variável. Já a biblioteca inicial de VH do conjunto S2 tem 75,6% das sequências

traduzidas e contendo marcas de anticorpo.

Apesar de não serem tão discrepantes as proporção de sequências traduzidas das

bibliotecas iniciais de VL dos conjuntos S1 e S2, o conjunto S1 ainda possui quantidade

menor, 77,8% de sequências traduzidas, enquanto o conjunto S2 apresenta 85% de

sequências traduzidas. Sendo assim, os resultados da etapa de tradução corroboram

a ideia de que as bibliotecas iniciais do conjunto S2 possuem uma fração maior de

sequências identificadas como imunoglobulinas, o que é válido tanto para VH quanto

para VL.
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Figura 18: Proporção de imunoglobulinas nas bibliotecas inicial e final de VL do
conjunto Illumina S2, para diferentes valores de e-value.



59

3.3 Distâncias entre reśıduos canônicos do domı́nio variável

Foram obtidos dois tipos de conjuntos tanto para VH quanto para VL. Um dos

conjuntos contem sequências germline, e o outro possui sequências já recombinadas,

dotadas de CDR3 e FR4. Como mostra a Tabela 3, os conjuntos de sequências recom-

binadas é consideravelmente maior que os de germlines. Tal discrepância é coerente

com o fato de existir um número limitado de linhagens que geram toda a diversidade

posśıvel de anticorpos da espécie humana, em contrapartida ao número gigantesco de

posśıveis combinações dos segmentos gênicos V, D, J (VH) ou V e J (VL).

Tabela 3: Tamanhos das bibliotecas usadas na análise de distância

Biblioteca Número de sequências
V HG 44

V HR 39914

V LG 36

V LR 14559

G: germlines. R: recombinados.

Ambos os conjuntos, germlines e recombinados, apresentaram uma distribuição de

sequências em intervalos similares de distâncias entre os reśıduos de cistéına. Tal ob-

servação é válida para VH e para VL. Como mostra a Figura 19, a maioria das sequências

germlines de VH manteve distâncias dentro de um intervalo de 71 a 76 reśıduos, e as

sequências recombinadas, dentro de um intervalo de 71 a 77 reśıduos. Diante disso, no

programa de tradução, o intervalo de reśıduos admitido entre as duas cistéınas de VH

foi definido entre 70 e 78 reśıduos. Ressalta-se ainda que embora todas as sequências

constituintes do pico de 69 reśıduos possuam duas cistéınas, tal distância foi descon-

siderada, pois a maioria das sequências (97,14 %) corresponde a anticorpos artificiais,

derivados de um único trabalho, como por exemplo a sequência depositada no GenBank

com o GI 58222213. Assim, seria razoável pensar que tal distância é espećıfica para

este tipo de sequências sintéticas, e não um padrão comum em domı́nios variáveis de

cadeia pesada.

No intuito de comparar o intervalo encontrado e definido no presente método com

as distâncias obtidas pelo grupo de Bioinformática da UCL, criador do Abnum, foi

realizada a soma dos intervalos das regiões CDR1, FR2, CDR2 e FR3, os quais são
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Figura 19: Distribuição de sequências de acordo com a distância entre os reśıduos
de cistéına de VH .

apresentados no trabalho de 2008 do grupo (Abhinandan & Martin, 2008). Tais regiões

foram escolhidas para comparação em virtude do programa de tradução buscar pelos

dois reśıduos de cistéına que delimitam o ińıcio da CDR1 e o ińıcio da CDR3, isto é, o

conjunto de regiões consecutivas, da CDR1 até a FR3.

Os valores mı́nimo e máximo de reśıduos constituintes de tais regiões, observados

no banco de sequências de Kabat22, pelo grupo da UCL, foram usados para estimar

valores mı́nimo e máximo entre os dois reśıduos de cistéınas do domı́nio variável. Assim,

calculou-se um intervalo por meio da soma dos valores mı́nimos de cada região e da

soma dos valores máximos de cada região. Desse modo, o intervalo usado no presente

método para cadeia pesada, de 70 a 78 reśıduos, está dentro do intervalo calculado a

partir das distâncias observadas pelo grupo da UCL, que é de 51 a 84 reśıduos.

22Banco de sequências de Kabat: é o banco de sequências de anticorpos humanos e murinos, a partir
do qual foi criado o esquema de numeração Kabat, baseado apenas na variabilidade das sequências (Wu &
Kabat, 1970).
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Figura 20: Distribuição de sequências de acordo com a distância entre os reśıduos
de cistéına de VL.

Quanto a VL, a maioria das sequências germline apresenta-se em um intervalo de

distâncias de 64 a 73 reśıduos, já as recombinadas mantiveram-se entre 62 e 74 reśıduos

(Figura 20). Assim, foi escolhido o intervalo de 62 a 74 reśıduos entre as duas cistéınas de

VL, para o programa de tradução. O intervalo de número de reśıduos entre as cistéınas

da cadeia leve, estimado por meio das distâncias descritas no trabalho do grupo da

UCL, é de 56 a 85 reśıduos e, portanto, inclui o intervalo utilizado no presente método.

As distâncias usadas na tradução para encontrar o conjunto de regiões delimitado

pelos dois reśıduos de cistéına, apresentam-se mais restritas em relação ao citado na lite-

ratura, afinal o banco de Kabat é consideravelmente mais heterogêneo que as sequências

utilizadas na análise de distância do presente trabalho, incluindo sequências um pouco

mais longas e também de origem murina (Abhinandan & Martin, 2008). Todavia, os

intervalos aqui definidos para VH e para VL estão inclúıdos nas distâncias mencionadas

no trabalho de 2008, e concordam com distâncias encontradas nas germlines, as quais
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dão origem a todas as sequências recombinadas.
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Figura 21: Distribuição de sequências de acordo com o tamanho da CDR3 de
VH .

No que diz respeito ao tamanho de CDR3, o intervalo de VH (de 5 a 28 reśıduos),

mostrou-se mais amplo que o de VL (de 5 a 13 reśıduos) (Figuras 21 e 22). Tal diferença

concorda com o fato de existir maior variação em VH que em VL, em virtude de VH

contar com a junção de três segmentos gênicos, V, D e J, enquanto VL conta com apenas

dois segmentos, V e J. Na Figura 21, que representa a distribuição de sequências de

acordo com o tamanho da CDR3 de VH , nota-se 1 pico de distâncias afastado da maioria,

de 37 reśıduos.

Esta distância foi desconsiderada pois supõe-se que seja espećıfica para as sequências

sintéticas, já que 100% das sequências do pico foram produzidas pelo mesmo traba-

lho (Doria-Rose et al., 2014). Assim, foram definidos para o programa de tradução,

os intervalos de 5 a 30 reśıduos, para CDR3 de VH e de 5 a 15 reśıduos, para CDR3

de VL. Tais intervalos estão consideravelmente próximos dos observados pelo grupo da

UCL, os quais são de 2 a 30 reśıduos para CDR3 de VH , e 4 a 18 reśıduos, para CDR3
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de VL (Abhinandan & Martin, 2008).
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Figura 22: Distribuição de sequências de acordo com o tamanho da CDR3 de
VL.

Ressalta-se ainda que existem sequências de outras espécies tais como fragmentos

artificiais de camelo, tubarão e aves, que podem apresentar reśıduos de cistéınas não

usuais dentro da CDR3 (Wu et al., 2012; Harmsen et al., 2000; Stanfield et al., 2004). No

entanto, as distâncias usadas neste método aplicam-se somente a sequências humanas de

imunoglobulinas, visto que a análise de distâncias utilizou somente sequências humanas,

e estas possuem frequência bem mais baixa de cistéınas não canônicas (1,6%) (Wu et

al., 2012). Sendo assim, embora restritas para casos gerais de sequências humanas

de domı́nio variável, as distâncias usadas neste trabalho demonstraram-se válidas e

coerentes com o descrito na literatura.

3.4 Otimização de programas

No presente método, os programas translateab9 e frequency counter3.pl foram otimi-

zados. Embora a primeira versão do translateab, desenvolvida em Perl, fosse capaz de
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traduzir as sequências e aplicar o primeiro critério do método, o programa apresentou

tempos de execução inviáveis para bibliotecas NGS. Em virtude disso, foi desenvolvido

um programa C, translateab9, cujos tempos de execução são muito menores que os da

versão Perl (Figura 23). As maiores bibliotecas foram traduzidas em cerca de 2 a 3

horas pela versão Perl, e em no máximo 5 minutos pela versão C.
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Figura 23: Tempos de execução do programa translateab, nas versões Perl e C.

Seria esperado que o tempo de execução fosse proporcional ao número de sequências

de entrada. No entanto, como apresentado na Figura 23, ocorreram casos em que bi-

bliotecas menores levaram mais tempo para serem traduzidas. Isto se deve ao fato de

que as execuções foram simultâneas entre si, e que outros processos de outros usuários

estavam em execução no servidor durante os testes. Tantos processos simultâneos ma-

nipulando conjuntos de dados muito grandes multiplicam as trocas entre a memória

principal e a memória cache e, portanto, sobrecarregam a memória cache e aumentam

o tempo de processamento.

Quanto a eficiência do translateab9, esta deve-se a uma estratégia inteligente de
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armazenamento do código genético em uma tabela de espalhamento23, a qual permite

a tradução de sequências de modo consideravelmente rápido. Além disso, o programa

C busca por padrões com distâncias mais espećıficas (Tabela 4), cujos intervalos foram

estabelecidos a partir da análise de distâncias que envolveu não somente germlines como

também sequências recombinadas, em contrapartida à versão Perl que usava distâncias

baseadas na observação do perfil de germlines.

Tabela 4: Distâncias entre reśıduos canônicos do domı́nio variável

Padrão Distâncias VH VL

C-C (min,max) (70,150) (70,130)

C-C (min1,max1) (70,78) (62,74)

CDR3 (min2,max2) (5,30) (5,15)

As distâncias (min,max) são usadas pela versão Perl do programa de tradução. As

demais distâncias são usadas pela versão C. Min-max: distâncias mı́nima e máxima

entre o primeiro reśıduo de cistéına e a sequência canônica W/FGXG. Min1-max1:

distâncias mı́nima e máxima entre os dois reśıduos de cistéına do domı́nio variavel.

Min2-max2: tamanhos mı́nimo e máximo da CDR3.

Com relação ao frequency counter3.pl, a primeira versão foi desenvolvida em lin-

guagem C, chamada counter2, e usava como estrutura de dados um vetor24 de listas

encadeadas25. O programa recebia como entrada o arquivo em formato fasta contendo

a biblioteca traduzida, calculava a frequência relativa de clones de acordo com o número

de susbtrings iguais, e imprimia uma lista ordenada de clones em ordem decrescente de

frequência relativa, em um arquivo de sáıda. Como pode ser visto na Figura 24, esta

versão demonstrou ser consideravelmente incompat́ıvel com automatização de análise de

dados NGS. A estratégia do programa consistia em ler uma sequência de aminoácidos,

ler sua substring contendo CDRs, buscar no vetor de registros uma substring igual a

atual, aumentar a frequência bruta da sequência caso encontrasse uma substring igual,

ou inicializar um novo registro caso a substring não fosse encontrada.

23Tabela de śımbolos em que cada śımbolo é associado a uma chave, por meio de uma função de es-
palhamento. Assim, é posśıvel ter acesso direto ao śımbolo tendo apenas o valor da chave e a função de
espalhamento usada para preencher a tabela.

24Vetor: consiste numa estrutura de dados que armazena elementos em posições consecutivas da memória,
sendo seu acesso sequencial.

25Lista encadeada: conjunto de registros “ligados”ou “encadeados” entre si por apontadores. Um apon-
tador, por sua vez, é uma variável que armazena um endereço de memória, neste caso, o endereço de um
registro.
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Figura 24: Tempos de execução do programa frequency counter3.pl na versão
Perl e counter2 na versão C.

O acesso e ordenação do vetor tornam-se processos muito lentos, uma vez que seu

tamanho é proporcional ao da biblioteca. Desse modo, foi desenvolvida uma versão

em linguagem Perl, mas desta vez com um vetor de hashes26. Cada elemento do vetor

armazena um hash com 10000 hashes. Então a busca de uma substring passa a ser mais

rápida devido ao conjunto de busca ser menor, 10000 entradas por vez, e porque no

hash a própria substring é usada como chave, então seu acesso é direto. A melhoria de

estratégia pode ser notada pela brusca diminuição dos tempos de execução, os quais

chegaram a atingir 9,22 horas na versão C, e cáıram para no máximo 3,7 minutos na

versão Perl (Figura 24). Nos testes do programa counter2, ocorreu a mesma situação

dos testes da tradução: alguns conjuntos de dados menores que outros levaram mais

tempo para serem processados em virtude da sobrecarga da memória cache.

26Hash: na linguagem Perl, corresponde uma estrutura que permite armazenar pares chave-valor de maneira
não ordenada, em que a chave é uma string. Esta estrutura de dados já está previamente constrúıda nas
bibliotecas Perl (Cozens & Wainwright, 2000).
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A eficiência dos programas translateab9 e frequency counter3.pl proporcionam a

execução da análise completa com tempos curtos (Tabela 5). As quatro bibliotecas

do conjunto Illumina S1, com tamanhos da ordem de 106, foram analisadas em apro-

ximadamente 2 horas. Já as bibliotecas do conjunto 454 Roche, por serem menores,

foram analisadas ainda mais rapidamente, em cerca de 4 minutos.

Tabela 5: Tempo de execução da análise completa

Conjunto de
dados

Biblioteca Número de
sequências*

Tempo de
execução (min)

Illumina S1 VH 9977325 47,6

Illumina S1 VL 9863398 61,6

454 Roche VH 87284 1,3

454 Roche VL 252887 2,7

S*: soma total dos reads das bibliotecas inicial e final.

Na literatura, um estudo apresenta a análise de bibliotecas de phage display sequen-

ciadas pela plataforma Illumina, que utiliza uma série de scripts MathLab (Matochko

et al., 2012). O processamento total da análise atinge de 6 a 8 horas, sem produzir

resultados espećıficos sobre os clones candidatos. Outro trabalho, embora encontre

candidatos baseados na frequência de clones (Ravn et al., 2013), não foi automatizado

e utiliza somente a frequência de clones como critério para detecção de candidatos e

analisa apenas VH . Dessa maneira, o presente método automatizado mostra-se com-

pat́ıvel com a análise de bibliotecas NGS produzidas por phage display, não somente

por sua capacidade em detectar clones candidatos usando os critérios de frequência de

clones e assinatura de imunoglobulinas, como também pela eficiência em gerar diversos

resultados sobre as bibliotecas de VH e VL.
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3.5 Comparação entre BLAST e translateab9

A fim de avaliar os resultados obtidos pelo programa translateab9, as bibliotecas

de sequências traduzidas foram comparadas aos arquivos de sáıda dos alinhamentos

realizados pelo BLAST. Para tanto, foi desenvolvido um script Perl, getidblast.pl. Este

script recebe como entrada a sáıda do BLAST e um arquivo contendo a lista de iden-

tificadores das sequências traduzidas pelo translateab9, e então calcula o número de

sequências para as quais o BLAST encontrou hits de imunoglobulina, o número de

sequências traduzidas, e o número de sequências identificadas em comum pelo BLAST

e pelo translateab9.

A partir de tais valores, foram elaborados diagramas de Venn no intuito de comparar

os conjuntos de sequências identificadas pelo BLAST e pelo translateab9. As bibliotecas

de entrada para ambos os programas pertencem ao conjunto Illumina S1, o qual foi

adotado para esta comparação por apresentar reads com maior qualidade (média de

score PHRED acima de 20 para todas as bibliotecas), dentre os três conjuntos analisados

neste trabalho. Ressalta-se que os alinhamentos usados para construir os diagramas de

Venn possuem e-value abaixo de 10−20. A escolha deste limite de e-value constitui

uma tentativa de garantir a maior confiabilidade posśıvel aos alinhamentos, dentro do

intervalo de valores de e-value utilizados nas análises do BLAST sobre as bibliotecas

NGS.

Por ser inadequado comparar os resultados do translateab9 com as sáıdas do BLAST

usando e-values diferentes, a comparação foi realizada usando o e-value de 10−20 para

todas as bibliotecas.

Os diagramas de Venn referentes às bibliotecas de VH denotam que tanto o BLAST

quanto o translateab9 identificaram uma quantidade maior de imunoglobulinas na bi-

bliotecas finais (Figuras 25, 26, 27 e 28). O mesmo é demonstrado nos diagramas

das bibliotecas de VL. As Figuras 13 e 14 também corroboram tal observação sobre os

alinhamentos do BLAST com e-value de 10−20. Tais resultados concordam com o es-

perado para um experimento de phage display bem sucedido, pois à medida em que são

realizados os ciclos de seleção de phage display, supõe-se que as sequências incapazes de

se ligar ao ant́ıgeno de interesse sejam descartadas, e desse modo, espera-se que exista

proporções gradativamente maiores de sequências de imunoglobulinas nas bibliotecas.
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Figura 25: Diagrama de Venn representando o número de sequências identificadas
como imunoglobulina da biblioteca inicial de VH do conjunto Illumina S1.

Figura 26: Diagrama de Venn representando o número de sequências identificadas
como imunoglobulina da biblioteca final de VH do conjunto Illumina S1.

Outro ponto a ser destacado compreende as intersecções entre o BLAST e o trans-

lateab9, isto é, o conjunto de sequências identificadas como imunoglobulina por ambos

os programas. Nota-se que a intersecção entre os programas é maior nas bibliotecas

finais de VH e também de VL. Tal discrepância origina-se pelo aumento da proporção de

imunoglobulinas nas bibliotecas finais, como comentado acima, e também por questões

de profundidade da amostragem. O sequenciamento é realizado a partir da ampli-

ficação por PCR dos genes de domı́nio variável isolados das bibliotecas de fagos. As

part́ıculas de fagos correspondentes a um dado clone podem constituir uma quanti-

dade tão pequena que o clone não é amplificado na PCR, e portanto, não será visto

no sequenciamento. Porém, este mesmo clone pode ser selecionado e amplificado ao

longo dos ciclos de seleção de phage display. Então passará a ter uma quantidade de

part́ıculas suficiente para a amplificação anterior ao sequenciamento, e poderá ser de-
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tectado na biblioteca sequenciada. Deste modo, existem clones detectados somente nas

bibliotecas finais, em virtude da amostragem ser incapaz de alcançar toda a diversidade

da biblioteca.

Figura 27: Diagrama de Venn representando o número de sequências identificadas
como imunoglobulina da biblioteca inicial de VL do conjunto Illumina S1.

Uma evidência disso é que o programa find duplicates7.pl encontrou 838015 clones

de VH e 499676 clones de VL presentes na biblioteca final e ausentes na biblioteca

inicial. Tais valores são referentes a clones individuais, isto é, grupo de sequências que

possuem uma dada substring em comum, e por conseguinte, o número de sequências é

consideravelmente maior que o número de clones. Então, embora o número de clones da

biblioteca final seja menor que o número de clones da biblioteca inicial, como resultado

dos ciclos de seleção, o número de sequências de imunoglobulinas é maior na biblioteca

final, devido à amplificação de uma parte dos clones.

A análise realizada pelo presente método permitiu constatar que em VL ocorreu

redução de 62% dos clones da biblioteca inicial para final, mas o número de sequências

da biblioteca final, 2493387, é maior que o da biblioteca inicial, 2127804. Quanto à

VH a biblioteca inicial filtrada tem tamanho muito menor que a biblioteca final filtrada

(511078 em comparação a 3203359 sequências), pois a maioria dos reads da biblioteca

inicial possui menos de 300 pb, e portanto foram descartados na etapa de filtragem.

Com relação à eficácia do translateab9, este foi capaz de identificar um número de

imunoglobulinas maior que o BLAST, para ambas as bibliotecas de VL (Figuras 27 e 28).

Para as bibliotecas de VH o BLAST encontrou uma proporção maior de imunoglobulinas

(Figuras 25 e 26). Todavia, dentre as sequências que o translateab9 descartou das

biblioteca inicial e final de VH , 400039 e 770911, respectivamente, não continham dois
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Figura 28: Diagrama de Venn representando o número de sequências identificadas
como imunoglobulina da biblioteca final de VL do conjunto Illumina S1.

reśıduos de cistéına e/ou da CDR3. O restante das descartadas apresentava códons

de parada em todas as fases de leitura. Dessa maneira, o BLAST identificou estas

sequências como imunoglobulinas porque tinham similaridade com as germlines, sem

garantir que as sequências fossem dotadas dos reśıduos canônicos do domı́nio variável.

Além disso, o BLAST tem problemas para escolher a fase de leitura correta. Pode-

se citar o caso de uma sequência que o translateab9 encontrou a fase sem códons de

parada, e que o BLAST escolheu uma fase com códons de parada, pois tinha score

de similaridade maior com as germlines (Anexo C). Logo, o BLAST escolhe a fase de

leitura de acordo com a similaridade calculada, já o translateab9 escolhe a fase de acordo

com o que ocorre no processo biológico, isto é, tradução da sequência mais longa sem

códon de parada.

Com relação ao desempenho, o translateab9 apresenta tempos de execução mais

compat́ıveis com a automatização da análise de bibliotecas NGS (Figura 29), não che-

gando nem mesmo a 10 minutos, em contrapartida ao BLAST, que pode levar até mais

de 10 horas para analisar bibliotecas da ordem de 106. Assim, o translateab9 não so-

mente é capaz de aplicar o primeiro critério de escolha de candidatos, e garantir que

sejam escolhidas sequências candidatas dentre um conjunto que possua assinatura de

anticorpo, como também apresenta tempos de execução consideravelmente menores que

o BLAST.
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Figura 29: Comparação entre os tempos de execução do BLAST e do translateab9.
Foram usadas as bibliotecas iniciais e finais de VH e VL do conjunto Illumina S1.
O valor de e-value usado para o BLAST foi de 10−5.
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3.6 Diversidade das bibliotecas

No sentido de entender as mudanças na diversidade das bibliotecas, foi calculado o

ı́ndice de Shannon para todas as bibliotecas dos conjuntos 454 Roche e Illumina S1. O

número total de sequências de cada biblioteca pode ser visto na Tabela 6.

Tabela 6: Total de sequências das bibliotecas de phage display

Conjunto Biblioteca
Inicial

Biblioteca
Final

VH Illumina 3006172 3230499

VL Illumina 2979342 3057825

VH 454 Roche 48595 38689

VL 454 Roche 111595 141407

No que diz respeito à diversidade das bibliotecas VH do conjunto Illumina S1, os

ı́ndices de Shannon permitem notar redução da incerteza sobre os clones na biblioteca fi-

nal, para todos os valores de identidade usados nas execuções do CD HIT (Tabela 7). Os

valores de identidade de 85% e 95% destacaram-se por apresentar as maiores reduções

dos ı́ndices de Shannon entre as bibliotecas inicial e final de VH .

Tabela 7: Análise de diversidade de VH do conjunto Illumina S1

Identidade(%) HR0 HRs Redução(%)

80 1,47 0,40 72,79

85 3,21 0,66 79,44

90 6,61 1,35 79,58

95 12,58 3,00 76,15

100 20,71 18,44 10,96

H: ı́ndice de Shannon. R0: biblioteca inicial. Rs: biblioteca final.

Quanto às bibliotecas VL do conjunto Illumina S1, estas também apresentaram

redução de diversidade na biblioteca final, para todos os valores de identidade (Ta-

bela 8). A maior redução do ı́ndice de Shannon pode observada para identidade de

80%.

Numa comparação mais ampla, se considerarmos os ı́ndices de Shannon como es-

timativa aproximada da diversidade, as reduções de entropia seriam proporcionais as
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reduções de diversidade da biblioteca inicial para final, tanto de VH quanto de VL, cor-

roborando o pressuposto de que a seleção de clones no experimento de phage display de

fato ocorreu e foi bem sucedida. Os valores de entropia indicam que as bibliotecas VH

possuem maior incerteza sobre clones que as bibliotecas VL.

Tabela 8: Análise de diversidade de VL do conjunto Illumina S1

Identidade(%) HR0 HRs Redução(%)

80 0,51 0,085 83,33

85 0,80 0,16 80

90 1,7 0,44 74,12

95 4,63 1,35 70,84

100 19,11 15,86 17,01

H: ı́ndice de Shannon. R0: biblioteca inicial. Rs: biblioteca final.

Com relação ao conjunto 454 Roche, observa-se redução da diversidade das bibli-

otecas VH para todos os valores de identidade (Tabela 9). Ocoreu maior redução do

ı́ndice de Shannon para o valor de identidade de 90%. Pode-se supor que as bibliotecas

VH foram selecionadas de maneira bem sucedida, considerando que houve redução de

entropia e provavelmente, de diversidade para todos os valores de identidade.

Tabela 9: Análise de diversidade de VH do conjunto 454 Roche

Identidade(%) HR0 HRs Redução(%)

80 0,86 0,14 83,72

85 2,38 0,25 89,5

90 5,47 0,39 92,87

95 10,66 0,86 91,93

100 15,41 5,6 63,66

H: ı́ndice de Shannon. R0: biblioteca inicial. Rs: biblioteca final.

Finalmente, a análise de diversidade das bibliotecas VL do conjunto 454 Roche gerou

ı́ndices de Shannon mostrando que houve redução para todos os valores de identidade

testados, assim como nas demais bibliotecas mencionadas (Tabela 10). A identidade de

95% apresentou maior redução do ı́ndice de Shannon. Diante dos problemas referentes à

biblioteca final de VL do conjunto 454 Roche, discutidos na seção 3.2, seria tendenciosa

a comparação da diversidade desta biblioteca com as descritas acima, e devido a isso,
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tais comparações não serão inferidas na presente seção.

Tabela 10: Análise de diversidade de VL do conjunto 454 Roche

Identidade(%) HR0 HRs Redução(%)

80 0,37 0,044 88,11

85 0,80 0,071 91,13

90 1,98 0,14 92,936

95 4,89 0,33 93,25

100 14,25 3,54 75,16

H: ı́ndice de Shannon. R0: biblioteca inicial. Rs: biblioteca final.

Diante do exposto, a entropia de Shannon demostrou ser uma medida de diversidade

adequada para as bibliotecas analisadas, embora provavelmente sejam necessários ou-

tros tipos de testes estat́ısticos e dados mais completos sobre a eficiência da amplificação

prévia ao sequenciamento, a fim de mitigar interpretações com viés de amostragem.
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4 Considerações Finais

O presente trabalho apresenta um método in silico para detecção de sequências de

imunoglobulinas selecionadas por tecnologia de phage display. Os critérios escolhidos

para análise foram eficazes em detectar clones candidatos, pois a cada etapa do método

o número de sequências é reduzido até que seja gerada uma lista das sequências mais

frequentes, dotadas de assinatura de domı́nio variável de imunoglobulina.

Até então a literatura não tem registros de um método automatizado para encontrar

clones selecionados por phage display, a partir de bibliotecas NGS. Além da automa-

tização, esta abordagem tem como contribuições a eficiência, exigindo pouco tempo

para obter diversos resultados sobre as bibliotecas de VH e de VL, bem como o uso

de um critério biológico de análise que garante que as sequências candidatas de fato

tenham sido reconhecidas como imunoglobulinas.

Apesar de promissor, o método apresenta duas limitações. A primeira diz respeito

ao tipo de sequência analisada, cujas marcas podem ser identificadas de maneira eficaz

se forem de origem humana. As distâncias estabelecidas entre reśıduos canônicos de

regiões do domı́nio variável são baseadas em sequências humanas. No entanto, existem

sequências artificais de camelo e tubarão, e originais de galinha que apresentam cistéınas

não usuais na CDR3 (Wu et al., 2012). O programa translateab9 muito provavelmente

identificaria de maneira incorreta clones formados por sequências deste tipo, visto que

a busca por expressão regular não considera a existência de cistéınas não usuais, já que

sua frequência é consideravelmente baixa em humanos (aproximadamente 1.6%) (Wu

et al., 2012), e portanto, não são t́ıpicas de sequências humanas.

A segunda restrição corresponde ao fato de que a abordagem é pouco senśıvel a

variações de sequências de aminoácidos. O programa frequency counter3.pl recebe como

entrada sequências de aminoácidos, e considera sequências como pertencentes a um

mesmo clone caso possuam subsequências exatamente iguais. A subsequência abrange

as regiões CDR1, FR2, CDR2, FR3 e CDR3, e por conseguinte, a identificação de

clones permite diferenças entre as sequências somente nas regiões FR1 e FR4. Como

consequência, a análise pode separar clones que na verdade são um clone só. No entanto,

a identificação de clones baseada nesta subsequência apresenta a vantagem de permitir

a análise da maioria das regiões que compõem o domı́nio variável, de VH e de VL, não
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limitando-se a CDR3 de VH , como tem sido descrito na literatura (Glanville et al., 2009;

Ravn et al., 2010; Ravn et al., 2013).

Com relação à escolha em utilizar busca exata e não alinhamentos, tal abordagem

justifica-se pela redução do tempo de execução. Como comentado na subseção 3.5, o

BLAST, considerado um dos programas mais rápidos de alinhamento, pode levar até

mais de 10 horas para processar bibliotecas NGS, enquanto a análise completa de todas

as bibliotecas pelo presente método não chega nem mesmo a 3 horas de processamento.

Além disso, um programa que execute somente alinhamento não garante a aplicação

do critério de assinatura de anticorpo, como faz o translateab9. Embora alinhamentos

lidem melhor com variações de sequências, tornariam dif́ıcil ou talvez inviável assegurar

o reconhecimento de domı́nios variáveis, e assim, também implicariam em restrições de

análise. Diante das limitações em ambas as estratégias, preferiu-se o desenvolvimento de

um método rápido que, embora apresente pouca sensibilidade à variação de sequências,

forneça resultados pasśıveis de serem analisados mais profundamente caso necessário.
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5 Propostas Futuras

A fim de compartilhar o método com a comunidade acadêmica, o pacote de pro-

gramas desenvolvido neste trabalho será disponibilizado para download gratuito, jun-

tamente com um manual. Embora o método atualmente possua interface via linha de

comando intuitiva, que permite gerar o arquivo de configuração, e executar o script de

automatização, algumas melhorias poderiam ser implementadas posteriomente.

No intuito de facilitar a criação do arquivo de configuração e tornar mais agradável

a experiência do usuário, pretende-se desenvolver uma arquivo html com função de

formulário, no qual o usuário poderá escolher diretórios e arquivos por meio de interface

gráfica. Uma vez criado o arquivo de configuração por meio do formulário html, o

usuário poderá executar o método apenas indicando no terminal o caminho onde se

encontra o arquivo de configuração.

Outro aspecto relevante diz respeito ao escopo de sequências para os quais o método

é eficaz. Até então o método analisa somente sequências humanas, no entanto, tem-se

como proposta futura incluir no programa translateab9 expressões regulares que per-

mitam identificar sequências de outras espécies e/ou artificiais, dotadas de reśıduos de

cistéına não usuais.

Como discutido anteriormente, a abordagem possui limitações quanto à sensibilidade

a variações de reśıduos de aminoácidos e, nesse sentido, seria interessante associar

alguma medida de confiabilidade de identificação de clones, de modo que o usuário

possa ter uma estimativa do quão confiável é o agrupamento das bibliotecas em clones.

Finalmente, espera-se desenvolver futuramente uma análise de diversidade mais

completa, que envolva a classificação de germlines das bibliotecas inteiras e não so-

mente das sequências candidatas. Dessa maneira seria posśıvel produzir resultados

sobre a distribuição do uso de germlines nas bibliotecas de phage display, prática bas-

tante frequente nos estudos de diversidade de repertórios de imunoglobulinas.
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ANEXO A

Matriz de identidade referente ao alinhamento das sequências candidatas
de VH do conjunto 454 Roche
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ANEXO B

Gráfico de proporção de reads com tamanho adequado

Figura 30: Reads das bibliotecas VL do conjunto Illumina S1.
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Gráfico de número de reads por etapa

Figura 31: Reads das bibliotecas VL do conjunto Illumina S1.



88

ANEXO C

Alinhamento de melhores hits com uma sequência da biblioteca final de
VH do conjunto Illumina S1

Figura 32: Alinhamento executado pela ferramenta IgBlast. Asteriscos represen-
tam códons de parada.
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