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(azul). As regides de carga negativa sao mostradas em vermelho.
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RESUMO

Anticorpos anti-DNA sdo um dos principais alvos para estudos de algumas doencas
autoimunes uma vez que sdo encontradas no soro de pacientes com lUpus eritematoso
sistémico (LES) e influenciam o aparecimento de sintomas e na progressao da doenca. Apesar
da importancia acerca desses anticorpos sua origem e manutencdo no organismo ndo sao
completamente compreendidas. A presenca de linfocitos B com repertorios autorreativos no
organismo pode favorecer o aparecimento de anticorpos patogénicos que interagem com
estruturas proprias do organismo. Mostramos anteriormente que uma familia especifica de
segmentos génicos variaveis, VH10, tem a tendéncia a dar origem a anticorpos com
capacidade de ligacdo ao DNA. Nesse estudo procuramos mostrar o papel dessa familia VH
na ligacéo especifica ao DNA. No intuito de se investigar quais as regides determinantes para
a ligacdo de anticorpos formados por segmentos V provenientes da familia VH10 ao DNA,
foram produzidos quatro fragmentos de anticorpos no formato scFv (fragmento variavel de
cadeia unica). As sequéncias germinais foram mantidas para duas construcbes: VH10
(descrito como ligante) e VH4 (ndo-ligante) foi utilizada como controle. Nas outras duas
construcdes a regido doloopda CDR2 foitrocada entre VH10 e VH4 formando as
construcdes variantes VH10-H24 e VH4-H210. A parte remanescente da construcdo, CDR3 e
cadeia leve, é compartilhada entre os scFvs. A cadeia leve utilizada € uma recombinante da
cadeia leve substituta (SLC) caracteristica de células B em desenvolvimento e expressa
apenas temporariamente na medula éssea (MO). Como essas hovas moléculas apresentam
caracteristicas Unicas para estudos de ligacdo antigénica no contexto de desenvolvimento das
células B, foram nomeadas de scpre-BCRs. A capacidade de ligacdo dos scpre-BCRs foi
acessada por ELISA. O scpre-BCR VH10 apresentou capacidade de ligacao a diferentes tipos
de DNA, ja o scpre-BCR VH4 ndo apresentou atividade de liga¢do. A variante VH10-H24
onde o loop da CDR2 foi trocado apresentou perda da atividade de ligagdo, enquanto a
variante VH4-H210 apresentou ganho na capacidade de ligacdo contra os antigenos
de ssDNA e dsDNA. A modelagem dos sitios de ligacdo do scpre-BCR VH10 sugere que um
arcabouco positivamente carregado formado pelos residuos da CDR2 € elemento estrutural
responsavel pela ligacdo. Neste trabalho nds mostramos que a reatividade contra 0 DNA pode
estar codificada no genoma dos individuos haja vista 0 mapeamento do sitio fundamental para
a ligagdo ao DNA localizada no loop estrutural da CDR2, parte integrante do gene V. Isso
sugere um papel para essa reatividade germinal nas fases inicias do desenvolvimento das
células B. Dessa forma, enquanto que aautorreatividadeao DNA possa levar a
autoimunidade, parece existir um trade-off onde a necessidade de sinalizacdo celular nos
estagios iniciais das células B age em conjunto a mecanismos autorreativos.

Palavras-chave: Anti-DNA, autorreativo, VH10, CDR2, scpre-BCR.



ABSTRACT

Anti-DNA antibodies are one of the main targets for autoimmune disease studies as they are
found in the serum of patients with systemic lupus erythematosus (SLE) and directs the
appearance of symptoms and disease progression. Despite its importance the origin and
maintenance of these antibodies are not fully understood. The presence of B lymphocytes
with autoreactive repertoires in the organism may favor the surge of pathogenic antibodies
that interacts with organism's structures. Through a database survey, our group discovered a
family of the V gene segment that is part of the antibody variable region, VH10, which is
capable of giving rise to antibodies with the ability to bind to DNA. Further studies showed
that antibodies formed by VH10 family V genes had some independence from CDR3 for
establishing DNA affinity. In order to investigate which regions determine the biding of
antibodies formed by V segments from the VH10 family to DNA, four antibody fragments in
scFv format (single-chain variable fragment) were produced. germline sequences were
maintained for two constructs: VH10 (described as binder) and VH4 (non-binder) was used as
control. In the other two constructs the CDR2 loop region was swapped between VH10 and
VH4 forming the variant constructs VH10-H24 and VH4-H210. The remaining part of the
construct, CDR3 and light chain, is shared between scFvs. The light chain used is a
recombinant surrogate light chain (SLC) characteristic of developing B cells and expressed
only temporarily in bone marrow (MO). As these new molecules have unique characteristics
for antigen binding studies in the context of B cell development, they were named scpre-
BCRs. The binding capacity of scpre-BCRs was accessed by ELISA. The scpre-BCR VH10
showed binding capacity to different types of DNA, while the scpre-BCR VH4 did not show
binding activity. The VH10-H24 variant where the CDR2 loop was exchanged showed loss of
binding activity, while the VH4-H210 variant appears to recover its binding activity against
ssDNA and dsDNA antigens. The modeling of scpre-BCR VH10 binding sites suggests that a
positively charged scaffold formed by CDR2 residues is the structural element responsible for
binding. In this work, we show that reactivity against DNA may be encoded in the genome of
individuals in view of the mapping of the crucial site for DNA binding located in the
structural loop of CDR2, an integral part of VV gene. This suggests a role for this germinal
reactivity in early stages of B cell development. Thus, while DNA autoreactivity can lead to
autoimmunity, there appears to be a trade-off where the need for cell signaling in the early
stages of B cells acts together with autoreactive mechanisms.

Keywords: Anti-DNA, autoreactive, VH10, CDR3, scpre-BCR.



10

1 REFERENCIAL TEORICO
1.1 CARACTERISTICAS BASICAS DO SISTEMA IMUNE

Mecanismos de protecao contra invasores externos podem ser identificados nas formas
mais simples de vida até as mais complexas. Por exemplo, as membranas celulares séo
barreiras naturais que separam e controlam seletivamente a entrada dos componentes do meio
externo para 0 meio interno celular, protegendo-os. Porém, mecanismos mais especificos de
defesa em organismos simples ja foram descritos. Teoricos trabalham com a possibilidade de
diferentes organismos compartilharem habilidades de defesa contra bacteriéfagos pela
transferéncia horizontal de informacdo genética entre bactérias (BERNHEIM e SOREK,
2020). O préprio sistema CRISP-Cas9 atualmente utilizado como ferramenta de edicdo génica
(JINEK et al., 2012) ¢é derivado de um mecanismo imunitario adaptativo primitivo capaz de
gerar memoria de infec¢des por bacteriéfagos em bactérias (HORVATH e BARRANGOU,
2010).

Em organismos mais complexos como os eucariotos invertebrados pode-se observar o
desenvolvimento de sistemas de reconhecimento de padrdes especificos de amplo espectro
(HACKETT, 2003) através de proteinas de reconhecimento expressas na membrana das
células. A mosca-da-fruta Drosophila melanogaster € um modelo extensamente estudado
(HOFFMANN e REICHHART, 2002) e base para o estudo desses mecanismos conhecidos
como imunidade inata que sera tratada adiante. Nos eucariotos vertebrados observa-se o
aparecimento da imunidade adaptativa e o estabelecimento de novos mecanismos de defesa de
alta complexidade envolvendo reconhecimento especifico (EISEN; CHAKRABORTY, 2010),
comunicagdo celular (HERSHKO e RIVERA, 2010) e hipermutagdes génicas (DIAZ,
FLAJINIK; KLINMAN, 2001).

O sistema imune € representado por varias células e componentes celulares que atuam
em coordenagdo com a finalidade de proteger o organismo contra compostos reconhecidos
como ndo préprios (MARSHALL et al., 2018). Para fins didaticos o estudo do sistema
imunologico foi dividido em imunidade inata e adaptativa, 0 que se observa na pratica € a
interacdo de forma dindmica dos componentes desses dois grupos propiciando ao organismo o

desenvolvimento de respostas imunologicas complexas.
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1.1.1 Imunidade Inata

A imunidade inata € caracterizada por constituir as primeiras barreiras de protecéo
contra substancias estranhas ao organismo. Apresenta uma resposta de amplo espectro, porém
com menos especificidade quando comparada aos mecanismos de defesa adaptativos. Além
do mais, barreiras fisicas que impedem ou retardam o acesso de moléculas externas para
dentro do organismo como a pele, mucosas, fluidos corporais sdo considerados componentes
do sistema imune inato (RIERA ROMO; PEREZ-MARTINEZ; CASTILLO FERRER, 2016).
Um dos principais mecanismos de reconhecimento de componentes estranhos (ndo proprios)
ao organismo se da pela identificacdo dos Padrdes Moleculares Associados ao Patdgeno
(PAMPs, do inglés Pathogen Associated Molecular Patterns) que sdo reconhecidos pelos
Receptores de Padrbes Moleculares (PRRs, do inglés Pattern Recognition Receptors)
expressos nas células que compbem a imunidade inata. Um exemplo cléssico é o
reconhecimento do lipopolissacarideo (LPS, PAMP) de bactérias gram-negativas pelo Toll-
Like Receptor 4 (TLR-4, PRR) expresso nas células da imunidade inata iniciando o
desenvolvimento de uma resposta imunolégica contra 0s organismos invasores
(MOGENSEN, 2009). As células natural killer (NK) de origem linfoide, as células de origem
ndo-linfoide, como, mondcitos, neutrofilos, eosinodfilos, sistema complemento e as células

dendriticas sdo os principais componentes da imunidade inata (GASTEIGER et al., 2017).
1.1.2 Imunidade Adaptativa

A imunidade adaptativa plena é encontrada apenas nos vertebrados (HIRANO et al.,
2011). E caracterizada pela alta especificidade da resposta gerada contra substancias
reconhecidas como ndo prdprias ao organismo. Além disso, é bem caracterizada a
possibilidade de desenvolvimento de memdria imunoldgica o que possibilita a protecdo
eficiente do individuo no longo prazo (NETEA et al., 2019), caracteristica essa que €
explorada e é base para o sucesso das aplicacdes de vacinas. A imunidade adaptativa permite
que a resposta imunologica contra determinado componente ndo-préprio evolua apods
reexposicdo e atinja maior especificidade e eficiéncia. Na imunidade adaptativa o0s
componentes celulares sdo os linfocitos T e B, estes sdo de origem linfoide e se desenvolvem

na medula 6ssea (MO), sendo parte da maturacao dos linfocitos T (XING et al., 2016).

Toda especificidade obtida na imunidade adaptativa requer tempo para se estabelecer
apos a exposicdo ao componente identificado como estranho podendo levar dias ou semanas.

O que ndo ocorre na imunidade inata, onde a resposta imunoldgica efetora é praticamente
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imediata e por isso de grande importancia. Ndo sendo a imunidade inata suficiente para
debelar a ameaca externa ao organismo, através de comunicacdo celular, 0s componentes da
imunidade adaptativa sdo acionados. A reposta imune adaptativa mediada por células é
desempenhada pelos linfocitos T, enquanto a resposta imune adaptativa humoral é realizada
pelos linfécitos B ativados e os anticorpos por eles secretados (BONILLA e OETTGEN,
2010).

1.1.2.1 Linfécitos T

Ap0s a saida dos linfocitos T da MO, estes se dirigem ao timo para completar a sua
maturacdo independente de estimulos por substancias ndo proprias tornando-se um linfocito T
naive (KURD e ROBEY, 2016). Posteriormente, sdo utilizados na vigilancia circulando por
todo o corpo pelo sistema linfatico e circulacdo sanguinea. Os linfécitos T se apresentam em
diversos subtipos celulares com suas fungdes bem definidas, e sdo identificados pelo perfil de
expressdo dos clusters de diferenciacdo (CD) expressos na membrana destas células. Os
linfécitos T atuam na identificacdo e destruicdo de compostos estranhos ao organismo, sendo
exercido principalmente por duas populacées de linfécitos T, as CD4* e CD8". Os linfécitos
CD4" ou linfécitos T auxiliares (Th, do inglés, T helper) podem interagir com as células
apresentadoras de antigenos (APCs) da imunidade inata para o reconhecimento de substancias
ndo-proprias e também auxiliar na ativacao dos linfocitos B e producdo de citocinas como o
interferon-y. A funcgdo efetora dos linfocitos T CD4" se da pelo recrutamento de células
fagociticas. Ja& os linfécitos T CD8" ou citotdxicos atuam diretamente na destruicdo de células
tumorais, bactérias, virus e outros componentes estranhos ao organismo. e producdo de
citocinas. Os linfécitos T CD8" tém sua fungdo efetora nos mecanismos citotoxicos que
culminam na destruicdo da célula alvo (FLYNN et al., 1998; SEDER e AHMED, 2003).
Células T regulatérias (Tregs) atuam na regulacdo ou supressdo da resposta imunoldgica
contra antigenos externos ou proprios (autoantigenos), consequentemente tendo papel

importante na prevencao do surgimento de doencas autoimunes (MUCIDA et al., 2005).
1.1.2.2 Linfécitos B

Assim como os linfdcitos T, os linfocitos B surgem apés etapas de diferencia¢do de
células tronco hematopoiéticas (CTH) na MO. Os linfocitos sdo maturados na propria medula
0ssea e expressam em sua superficie celular o receptor de células B (BCR, do inglés, B cell
receptor) que é composto de moléculas de imunoglobulina de membrana (mlg), sendo duas

cadeias leves (LC) e duas cadeias pesadas (uHC) e duas subunidades responsaveis pela
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transducgéo de sinalizacdo Iga e Igp (Figura 1). O BCR apresenta a capacidade de ligacéo
contra antigenos especificos e cada célula expressa apenas um unico perfil de BCR (FRIESS;
PLUHACKOVA; BOCKMANN, 2018). Apo6s sairem da MO para a circulagio periférica
estes linfécitos estdo prontos para reconhecer antigenos. Caso o reconhecimento ocorra, estas
células irdo passar pelo processo proliferacdo gerando mais clones, seguido da diferenciagdo
em plasmacitos que sdo células capazes de secretar os anticorpos. Dessa forma, os linfocitos
B sdo responsaveis pela resposta humoral que culmina na producdo de anticorpos especifico
contra determinado antigeno. Os anticorpos secretados na circulagdo ligam-se aos antigenos
causando a neutralizacdo e/ou marcando-os para destruicdo por outros componentes do
sistema imune (TSAI et al., 2019).

uHC

LC

Figura 1. Receptor de células B (BCR). Formado por moléculas imunoglobulina de membrana
(2 x LC e 2 x uHC) e duas subunidades de sinalizacdo Iga e Igp (Adaptado de WAHEED,
2018).

1.2 IMUNOGLOBULINAS (ANTICORPOS)

As imunoglobulinas sdo glicoproteinas heterodiméricas sendo duas cadeias pesadas
(HC, do inglés, Heavy Chain) e duas cadeias leves (LC, do inglés, Light Chain). Estas cadeias
estdo pareadas e unidas por ligacbes covalentes caracterizadas pela formacdo de pontes
dissulfeto a partir de residuos de cisteina (S) conservados nestas proteinas. O pareamento
entre a HC e LC formam em sua extremidade amino (N) terminal a porcdo de ligagdo ao
antigeno, o paratopo. Funcionalmente, os anticorpos foram divididos em Fab (fragmento de

ligagdo ao antigeno) e Fc (fragmento cristalizavel). A regido da dobradica localizada na
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cadeia pesada confere ao anticorpo flexibilidade nessa regido, que é essencial para a dindmica
do reconhecimento antigénico e sua inativacdo de forma eficiente. As cadeias pesadas e leves
sdo formadas de regides constantes (C) e variaveis (V). As regides constantes (C) sdo mais
conservadas e compdem a maior parte da molécula estando relacionada a fungédo efetora,
como ligacdo ao sistema complemento, ligacdo aos receptores Fc (FcR) das células de defesa,
meia-vida da molécula de anticorpo. Ja a regido varidvel é responsavel pela ligacao especifica
ao antigeno (Figura 2) (CHIU et al., 2019).

NH,
\

Regido da
dobradiga

Cadeia leve

Cadeia pesada

/ N
COOH COOH

Figura 2. Esquema estrutural de um anticorpo 1gG (Adaptado de www.bxcell.com/antibody-

structure/).

Podem ser encontradas cinco diferentes classes (isotipos) de imunoglobulinas,
identificadas por IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. Cada isotipo apresenta peculiaridades no que
tange ao local onde sdo expressos e para qual tipo de resposta imune sera utilizado. A
diferenca estrutural entre os isotipos se da pela utilizacdo de cadeias pesadas estruturalmente

distintas.
1.2.1 Variabilidade e estabelecimento do repertoério primario

O genoma humano nédo tem a capacidade fisica para codificar a vasta possibilidade de
anticorpos que os mamiferos produzem. Os genes humanos e murinos, responsaveis pela
codificagdo e expressdo dos anticorpos, apresentam um mecanismo Unico de recombinacao

somatica que precede a tradugdo e permite a geracdo de um potencial de diversificacdo na
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ordem de 10 moléculas diferentes (GLANVILLE et al., 2009). Os segmentos génicos que
codificam para a regido varidvel das células B em desenvolvimento estdo organizados da
sequinte forma, V (variavel), D (diversidade) e J (juncdo) para a cadeia pesada (HC) e V
(variavel) e J (juncdo) para a cadeia leve (LC), além dos segmentos para a regido constante
(C) encontrados tanto na HC como na LC (Figura 3) (EARLY et al., 1980).

Em humanos, estas sequéncias génicas encontram-se localizados em cromossomos
diferentes, os segmentos da cadeia pesada no cromossomo 14 (14932.33) e 0s segmentos da
cadeia leve nos cromossomos 2 (kappa, 2pl11.2) e 22 (lambda, 22q11.2) (WATSON e
BREDEN, 2012). O locus génico da cadeia pesada apresenta de 38 a 46 genes V, 23 genes D e
6 genes J, além de 9 genes para a regido constante (C). O locus da cadeia leve kappa
apresenta 34 a 38 genes V, 5 genes J e apenas um gene C. Ja o locus da cadeia leve lambda
contém de 29 a 33 genes V, 4 a 5 genes J e 4 a 5 genes C. Estes segmentos génicos também
sdo conhecidos como germinais ja que sdo representados pelas sequéncias que ainda ndo
sofreram mutagdes e s&o 0 molde para a criacdo de novas sequéncias (BACKHAUS, 2018).

Segmentos

v D J C

v.n D 1n J 1 C,

v, ! x c, C, .
o —— -4 44 H | PR s

V1 v ERE Ciln

O e 44 H = i b
LA vn J i C, .
_— o d4 BB cadeia leve (x)

Figura 3. Esquema da organizagdo génica dos segmentos formadores de anticorpos (Ac) das
cadeias leves k e A e da cadeia pesada (H). (Adaptada de BACKHAUS, 2018).

O rearranjo dos segmentos ocorre em etapas. Cada segmento € escolhido de forma
randomica pelas recombinases RAG1/RAG2. Na cadeia pesada sdo rearranjados
primeiramente os segmentos DJ, seguidos da juncdo com o segmento V. O dominio constante

(C) é incorporado ap6s o processamento (splicing) do RNA. Ja na cadeia leve, inicialmente 0s
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segmentos VJ sdo unidos e posteriormente o dominio C é adicionado ap6s o processamento
do RNA (Figura 4).

Segmentos
v D J cC
P, A AL e e,
LV, L Vn D0 J 10 C: c, c Configuragéo germinal do
DNA E- g- [H] || - - locus génico de lg
recombinagéao
LV LVa D, c, c, c, Y
oNA HE - .. D-J
o recombinagéao
& V_,D,:J,, C_ C, C, b
o [l . Y
4 it L, v,0,J, C, C, M
ranscrito -
primario E-l - - ANA Transcrigao
(RNA)
L, V.D,J, c; L, VuD, 4, C, Y
mRNA ' . o~ 1 BB~ Splicing
Tradugéo
Proteina

IgM gD

Figura 4. Esquema da recombinacdo V(D)J da cadeia pesada de imunoglobulina (IgH). A
regido varidvel é formada pela selecdo e recombinacdo randémica de sequéncias germinais
presentes no genoma. No final do processo as regides variaveis ficam dispostas na
extremidade do anticorpo (N-terminal) oposto a por¢do Fc (C-terminal) (Adaptada de
BACKHAUS, 2018).

A variabilidade é alcancada ndo apenas com a selecéo e fusdo aleatdria dos segmentos
génicos, mas é também aumentada pela adicdo de nucleotideos entre os segmentos durante a

juncdo. No segmento V estdo contidas as sequéncias codificadoras para as CDRs 1 e 2,
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enquanto a CDR3 é formada pela juncdo dos trés segmentos (V, D e J) na cadeia pesada e de
dois (V e J) na cadeia leve. Isso faz com que a CDRH3 seja a mais variavel entre todas as
CDRs, seguida da CDRL3 (TSUCHIYA e MIZUGUCHI, 2016).

A adicdo de nucleotideos sem molde durante a juncdo dos segmentos se da pela acao
da quinase Artemis que auxilia na abertura de harpins formados durante a aproximacédo dos
segmentos génicos e a adi¢do de nucleotideos, chamados P-nucleotideos (MA et al., 2002). A
desoxinucleotidil-transferase terminal (TdT) age posteriormente a Artemis, adicionando ainda
mais nucleotideos na sequéncia de forma aleatéria e sem nenhum molde, por isso
denominados N-nucleotideos (Non-template) (REPASKY et al., 2004). Por fim, uma DNA
polimerase preenche o gap finalizando o processo de recombinagdo. E observada uma maior
presenca de N-nucleotideos na CDRH3 do que na CDRL3. Acredita-se que a expressdo de
TdT atinge o pico no momento do rearranjo da cadeia pesada, evento que antecede o rearranjo
da cadeia leve (WASSERMAN; LI; HARDY, 1997). As descobertas desses mecanismos
moleculares de geracdo de variabilidade dos anticorpos garantiram ao japonés Susumu
Tonegawa em 1987 o prémio Nobel de Fisiologia e Medicina (TONEGAWA, 1983).

1.3 INTERACAO ANTICORPO-ANTIGENO

A ligacdo Ac-Ag ocorre principalmente com o envolvimento das regifes
hipervaridveis, também conhecidas com Regides Determinantes de Complementariedade
(CDRs, do inglés, Complementarity Determing Regions), que estdo localizadas dentro da
regido variavel dos anticorpos. As CDRs se apresentam estruturalmente em forma de loops
qgue se projetam para a extremidade da molécula de Ig. Os loops das CDR3 (H e L)
apresentam maior diversidade estrutural (WONG; LEEM; DEANE, 2019) consequéncia da
maior variabilidade e do nimero de residuos de aminoacidos nessa regido (Figura 5). A CDR3
¢ a regido mais variavel e consequentemente tem papel crucial em grande parte das interacdes
antigénicas (TSUCHIYA e MIZUGUCHI, 2016), apesar disso, trabalhos tém mostrado que as
CDR1 e CDR2 podem desempenhar protagonismo no reconhecimento antigénico
independente de CDR3 (MARANHAO et al., 2013; PERSSON et al., 2013).
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CDRL3
CDRH3 |/ CDRL1

CDRH2 ’ CDRL2

Figura 5. Representacdo das CDRs na regido varidvel que se organizam estruturalmente em
forma de loops e que se projetam para o exterior da molécula expondo os residuos que se
ligaram ao antigeno (Adaptado de WONG; LEAM; DEANE, 2019).

As regides dentro do dominio variavel (V) que se encontram fora das CDRs (FR,
framework region) além de contribuirem para formacdo do arcabougo da estrutura ligante
também podem exercer papel direto para a ligacdo a determinado antigeno, sendo em alguns
casos, imprescindivel (MASUDA et al., 2006). Constatou-se que até 20% dos residuos que
interagem com antigeno podem ser encontradas fora das CDRs (KUNIK; PETERS; OFRAN,
2012).

1.4 AUTOANTIGENOS E AUTORREATIVIDADE

A presenca de repertorios autorreativos nos estagios iniciais do desenvolvimento das
células do sistema imune adaptativo parece ser um tragco comum. Foi reportado que a maior
parte do repertério primario de linfécitos B imaturos (55 - 75%) é composto de sequéncias
com potencial de resposta contra antigenos proprios (WARDEMANN et al., 2003).
Caracteristica essa, que também pode ser observada nos linfocitos T (STRITESKY;
JAMESON; HOGQUIST, 2012). Esses achados levantam questionamentos sobre um possivel
papel funcional da autorreatividade nesse estagio resultando na selecdo de um repertorio

inicialmente autorreativo.
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Apesar de contraditorio, a necessidade de sinalizacdo celular (sinalizacao ténica) desde
estagios iniciais de desenvolvimento pode em parte explicar a presenca de repertorios
autorreativos no repertorio primario. A sinalizacdo ténica consiste no envio de uma cascata de
sinalizacdo onde sinais de sobrevivéncia e multiplicacdo celular sdo gerados selecionando
positivamente repertorios génicos que atendem aos requisitos de sinalizacdo. Os linfocitos B
em desenvolvimento tém a capacidade de gerar esta sinalizagdo a partir do receptor de células
B caracteristico deste estagio de desenvolvimento, o pré-BCR (KEREN et al., 2004; MYERS;
ZIKHERMAN; ROOSE, 2017)

No entanto, a selecdo positiva desses repertorios pode colocar 0 organismo em risco ja
gue como consequéncia aumenta-se a chance de aparecimento de patologias relacionadas a
autoimunidade. Aparentemente, existe um trade-off evolutivo no qual os mecanismos de
desenvolvimento requerem sinalizagdo baseada em componentes proprios em fases iniciais de
desenvolvimento resultando na selecdo de repertérios com potencial autorreativo (KOHLER
et al., 2008). Sendo assim, h& a necessidade de mecanismos de controle que promovam a

mitigacdo e/ou eliminacdo desses riscos, estes sdo chamados mecanismos de tolerancia.
1.4.1 Mecanismos de tolerancia nos linfocitos B

Os mecanismos de tolerancia podem ser centrais (quando ocorrem na medula 0ssea) e
sdo caracterizados pela dele¢do clonal e edigdo do receptor (NEMAZEE, 2017), ou periféricos
(quando ocorrem nos 6rgaos linfoides secundarios) e envolvem a inducdo de anergia e a
utilizacdo de células T regulatdrias (Tregs) (WANG e ZHENG, 2013) que atuam para mitigar
a possibilidade de desenvolvimento de disfungbes autoimunes que ocasionem no

aparecimento de doencas.
Delecéo clonal (central)

A delecdo clonal consiste na eliminacdo de linfécitos B que expressam receptores
capazes de reconhecer estruturas proprias. Tal mecanismo funciona por eventos apoptoticos
gue atuam eliminando linfocitos B que expressam receptores autorreativos impedindo-os de
compor parte das populagdes de linfocitos B periféricos (NEMAZEE e BUERKI, 1989).

Ainda assim, alguns linfocitos B podem escapar desse mecanismo (KENNY et al., 2000).
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Edicao de receptor (central)

Este é outro checkpoint importante para a eliminagdo de repertorios autorreativos. Os
rearranjos génicos secundarios ocorrem no intuito de recuperar linfécitos B com BCR néo
produtivo, ou seja, ndo foram capazes de gerar a sinalizacdo necessdria para serem
selecionados ou apresentam BCRs que reconhecam estruturas proprias e precisam ter sua
especificidade modificada pela edicdo do receptor, edicdo que ocorre apenas na cadeia leve
(VL). Observou-se em camundongos transgénicos que expressavam o inibidor de apoptose
bcl-2, e como consequéncia, permitindo que estes linfocitos B com receptores autorreativos
escapassem da delecdo clonal, um aumento da atividade de edicdo dos receptores, indicado
pela diminuicdo da expressdo do BCR e aumento da expressdo dos genes recombinatdrios
RAG1/2 (LANG et al., 1997). Apesar de eficiente, a edicdo de receptor nem sempre promove
geracdo de um BCR funcional ou in6cuo, podendo ocorrer a manutengdo da autorreatividade

OU seu agravamento.

O mecanismo de edicdo de receptor foi melhor compreendido utilizando-se modelos
de camundongos transgénicos que possuiam genes para a formacdo de anticorpos
autorreativos contra as proteinas do MHC (anti-H-2K* or ), ou mesmo anti-DNA, e n&o
apresentavam células B na periferia especificos para estes autoantigenos. No entanto, na MO,
estes linfocitos B estavam presentes e apresentavam niveis altos de expressdao de genes
envolvidos na recombinacdo génica. A presenca de linfocitos A+ se encontrava aumentada
diferentemente dos camundongos transgénicos que nao produziam estes anticorpos
autorreativos, o que os levou a concluir que linfocitos autorreativos quando encontravam o
antigeno-proprio iniciavam um segundo rearranjo onde as cadeias « sdo trocadas por cadeias A
e desta forma, mudando a especificidade do BCR destas células (CHEN et al., 1994; GAY et
al., 1993).

Anergia (periférico)

A inducdo do estado de anergia de linfocitos B potencialmente autorreativos evita a
geragdo da resposta imunoldgica contra antigenos préprios. A inativacdo funcional dos
linfocitos B (anergia) torna estas células ndo responsivas a estimulacdo antigénica, ainda que
continuem presentes nos orgéos linfoides periféricos (YARKONI; GETAHUN; CAMBIER,
2010). A ativacdo dos linfdcitos B € iniciada principalmente a partir da geracdo de uma dupla
sinalizacdo. A primeira, gerada pelo reconhecimento antigénico a partir BCR onde € iniciada

uma cascata de sinalizacdo e a segunda pode ter origem por outros estimulos gerados por
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ligantes como TLRs ou o CD40L que é expresso principalmente pelos linfocitos CD4*. A
auséncia desse segundo sinal causa uma sinalizagdo atenuada que impacta diretamente na
ativacdo do linfocito B e na sua sobrevivéncia. Porém, o estado de anergia nao € irreversivel,
podendo ser desfeito pela dissociacdo ao antigeno. O destino celular dos linfocitos B inGcuos
ou autorreativos parece estar atrelado qualitativamente ao estabelecimento da ligacdo. Uma
maior avidez na ligacdo ao antigeno favorece a edi¢do de receptor e delecdo clonal, enquanto
uma menor avidez ativa mecanismos de inducdo de anergia (GAULD; MERRELL,;
CAMBIER, 2006).

Utilizac&o de linfocitos regulatorios (periférico)

Os linfécitos T regulatérios (Tregs) sdo células CD25" CD3" que expressam o fator de
transcricdo FoxP3 que pode agir inibindo as funcbes de NF-kB e suprimindo varios genes
importantes para desenvolvimento da resposta imune como a expressdo de IL-2 (interleucina
2) e outras citocinas (SAKAGUCHI; WING; YAMAGUCHI, 2009). A IL-2 tem papel crucial
na proliferacdo de linfécitos B ativados. Do mesmo modo, parecem haver populacdes de
células B comprometidas com mecanismos de regulacdo (Bregs) da resposta imune,
expressando altos niveis de IL-10 (citocina anti-inflamatoria) que atua inibindo citocinas pro-
inflamatorias e auxilia na diferenciacdo das Tregs (CHIEN e CHIANG, 2017; MIZOGUCHI
et al., 2002)

1.5 AUTOIMUNIDADE E DOENCAS AUTOIMUNES

Atualmente, acredita-se que a falha em alguns dos mecanismos de tolerancia € a
principal causa para o surgimento da autoimunidade e o desenvolvimento de doencas
autoimunes. Outros fatores como a exposicdo a novos antigenos podem contribuir também
para a geracdo de anticorpos com reatividade cruzada, onde a semelhanca entre epitopos
proprios e ndo proprios resultam em montagem de reposta imunolégica com mais de uma
especificidade (DU PRE et al., 2020; IVERSEN e SOLLID, 2020). Pela caracteristica dos
mecanismos de reconhecimento de antigenos proprios mais estudados das doencas
autoimunes, que atuam com base na alta especificidade, os linfécitos T e B (imunidade
adaptativa) sdo mais enfatizados na pesquisa, porém a imunidade inata também pode exercer
papel para 0 surgimento e progressio de doengas autoimunes (SAFERDING e BLUML,
2020; ZOUALI e LA CAVA, 2019)
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A resposta imune contra antigenos préprios pode limitar-se a 6rgdos especificos como
na esclerose multipla (cérebro) (GHASEMI; RAZAVI; NIKZAD, 2017) ou causar inflamacéo
generalizada como no ldpus eritematoso sistémico (LES) (COJOCARU et al., 2011). A
deteccdo dos autoanticorpos é peca fundamental para o diagnéstico, ja que mesmo o
reconhecimento de estruturas proprias por determinados autoanticorpos ndo seja a principal
causa para a origem da patologia, eles podem contribuir para a progressao da doenca
auxiliando na formacao de complexos, ativacdo do sistema complemento e ativacao de células
de defesa (BURBELO et al., 2021). Ainda que a maioria dos casos de doencas autoimunes
seja diagnosticada em pacientes sem histérico familiar, fatores genéticos relacionados a
ativacdo dos linfocitos, expressdo de citocinas e o padrdo de resposta contra invasores

contribuem para o estabelecimento da doenca (ZENEWICZ et al., 2010).

Varios autoanticorpos contra diversos antigenos ja foram relatados e a sua recorréncia
possibilitou o estabelecimento da relacdo entre a presenca destes anticorpos e o
desenvolvimento e caracterizacdo de algumas doencas autoimunes. Dentre os antigenos
proprios mais estudados, os &cidos nucleicos séo relevantes visto que sdo moléculas comuns a
todas as células, e mais especificamente, a presenca de anticorpos anti-DNA no soro de
pacientes com LES é bem caracterizada, além de haver evidéncias que estes auxiliam na
progresséo da doenca (ARBUCKLE et al., 2001).

1.6 DNA COMO ANTIGENO PROPRIO

A molécula de DNA tem carga predominantemente negativa por conta dos fosfatos
gue a compdem, logo, muitos anticorpos anti-DNA apresentam caracteristicas em comum
como a presenca de residuos de aminoacidos de carga positiva nas CDRs atuando de forma
crucial para o reconhecimento antigénico (ZHANG et al., 2010). O DNA ¢ encontrado no
nacleo das células dos eucariotos, porém, pode ser exposto a0 meio externo junto a debris
celulares quando estas células morrem ou séo destruidas (HOLL et al., 2016). Mecanismos de
defesa protagonizados pelos neutréfilos também liberam moléculas de DNA na circulagdo, na
forma de NETs (do inglés, Neutrophil Extracellular Traps), de modo que estas moléculas
podem facilmente ser encontradas por células T e B da imunidade adaptativa. Dito isso, 0
DNA pode ser encontrado circulando fora do nucleo das células sendo chamado de cfDNA
(do inglés, cell free DNA) tendo diversas origens possiveis e podem estar aumentados na
ocorréncia de neoplasias (KUMAR et al., 2018).
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Outro indicativo que reforca o papel do DNA como autoantigeno relevante é a
presenca de DNAses que controlam a quantidade de cfDNA na circulagdo sendo observado
que a auséncia dessas DNAses esta envolvida no desenvolvimento de um perfil pro-
inflamatdrio dos individuos afetados (KENNY et al., 2019; ZOCHLING et al., 2014). A
existéncia de linfocitos T e B com receptores celulares que se liguem a moléculas de DNA
podem promover a montagem de resposta imunoldgica contra essas moléculas se 0s
mecanismos de tolerancia ndo forem capazes de inibir tal resposta, gerando anticorpos

especificos contra 0 DNA.

1.7 ONTOGENIA DOS LINFOCITOS B E AUTORREATIVIDADE

As primeiras células B sdo formadas ainda na fase embrionéria a partir de células
pluripotentes encontradas no figado do feto. Porém, no individuo ja formado os linfocitos B
se desenvolvem na MO a partir células-tronco hematopoiéticas (CTH) que sdo direcionadas
por estimulos externos ao comprometimento para a diferenciacdo a diversos tipos celulares. O
comprometimento com a diferenciacdo em determinado tipo celular é considerado irreversivel
a partir de certo ponto. Todas as células do sistema imunolégico (neutréfilos, mondcitos,
basofilos, eosindfilos, linfocitos, etc) sdo derivadas de células pluripotentes encontradas na
MO (MELCHERS, 2015).

Apbs o comprometimento das células com linhagens de células B, alguns fatores
celulares se mostram cruciais para o seu desenvolvimento completo. Uma das primeiras
linhagens precursoras de células B, por exemplo, necessita da quimiocina, SDF-1, produzida
pelas células estromais da MO para continuar se desenvolvendo (EGAWA et al., 2001). Em
fase posterior, a interleucina-7 (IL-7) se mostra fundamental para a o desenvolvimento de
células pr6-B em estagios iniciais de desenvolvimento que ndo obstante apresentam a

expressdo aumentada do receptor de interleucina, IL-7R (KIKUCHI et al., 2005).

As células B em estégio inicial de desenvolvimento se encontram em pro-B onde
iniciam a recombinacdo VDJ da cadeia pesada (tratada em detalhe no topico 1.2.1), em
seguida, avancam para 0 estagio pré-B ja com a cadeia pesada recombinada e passam a
expressar a cadeia pesada junto com a cadeia leve substituta que ndo sofre recombinacéo e é
caracteristica exclusiva dessa fase do desenvolvimento, conhecida como SLC (do inglés,

Surrogate Light Chain). A expressdo dessas duas cadeias pareadas junto com os dominios de
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transducdo de sinais Iga. e Igp constitui o precursor do receptor de células B, o pré-BCR
(ALMQVIST e MARTENSSON, 2012) (Figura 6). S6 entfo atingem o perfil de células B

imaturas ou naive que podem entdo sair da medula 6ssea para os o6rgaos linfoides periféricos.
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Figura 6. Esquema do desenvolvimento dos linfocitos B que ocorre na MO e apresenta pontos
de controle de qualidade (checkpoints) de selecdo importantes para a definicdo de repertdrios
que serdo expressos pelas células B imaturas ao deixarem a MO (Adaptado de ALMQVIST &
MARTENSSON, 2012).

A expressdo do pré-BCR marca um momento importante para o desenvolvimento das
células B ja que a funcionalidade do receptor na geracao de sinalizacdo ténica satisfatoria ird
determinar o destino dessas células que podem sobreviver e passarem por expansdo clonal ou
serem selecionadas negativamente por delecdo clonal (MARTENSSON et al., 2010). Nesta
fase do desenvolvimento com a presenca do pré-BCR as células pré-B em desenvolvimento
parecem responder ao reconhecimento de antigenos proprios. Curiosamente, os fatores
reportados até hoje que estimulam o pré-BCR para geracdo de sinalizacdo que ird ajudar na
progressdo do desenvolvimento sdo componentes celulares produzidos pelas células estromais
da MO, como a galectina-1 (GAUTHIER et al., 2002; ROSSI et al., 2006), o crosslinking do
pré-BCR também ja foi reportado como gerador de sinalizacdo (KUWAHARA et al., 1996;
ROSSI et al., 2006).

Apo6s o checkpoint de selecdo exercido pelo pré-BCR as células B diminuem a
expressédo dos genes VpreB e A5 que compdem a SLC. Em seguida é observado o aumento da
expressdo dos genes de recombinagdo RAGI1/RAG2 que irdo dessa vez auxiliar na
recombinacdo dos segmentos génicos V e J formadores da cadeia leve convencional. Apds a

recombinacdo a nova cadeia leve pode ser expressa na membrana celular pareada com a
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cadeia pesada, formando o BCR. A partir desse momento essas células sdo consideradas
linfocitos B imaturos que j& estdo prontos para deixar a medula 0ssea e seguir para a
circulacdo periférica onde ocasionalmente poderdo ser expostas a antigenos que podem
estimular o inicio de uma resposta imune adaptativa e a producdo de anticorpos especificos
(PARKER et al., 2005).

1.8 ASPECTOS ESTRUTURAIS DO PRE-BCR

O pré-BCR tem sua expressdo na membrana celular das células no estagio pré-B. A
SLC é uma cadeia leve que apresenta peculiaridades que as diferenciam da cadeia leve
convencional. Estas diferencas estruturais e de interacdo parecem desempenhar funcdes
cruciais para o correto desenvolvimento das células B (KLINE et al., 1998; WINKLER et al.,
1995). A SLC é formada por duas proteinas (VpreB e A5), seus genes sdo encontrados no
cromossomo 16 em camundongos e no 20 em humanos, 0s genes séo A5, VpreBl e VpreB2.
A juncdo de forma nédo covalente do segmento A5 com um dos genes VpreB formam a SLC.
Curiosamente essa cadeia leve apresenta estruturas que se projetam para fora do dominio de
imunoglobulina (Figura 7), que sdo chamadas de regides Unicas (URs, do inglés, unique
regions). A UR da cadeia VVpreB é menor e composta de 20 aminoacidos caracteristicamente
de carga negativa, enquanto a UR da A5 é mais longa com cerca de 50 aminoacidos de carga
predominante positiva na sua maioria residuos de arginina (R) (MINEGISHI;
HENDERSHOT; CONLEY, 1999) (Figura 7). Acredita-se que as URs desempenhem papéis
importantes na geracdo de sinaliza¢do autbnoma por cross-linking e liguem-se a autoantigenos
presentes no microambiente produzidos pelas células estromais da MO, como a galectina-1
promovendo a cascata de sinalizacdo para selecdo e expansdo clonal das células B
(VETTERMANN e JACK, 2010).
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Figura 7. Estrutura esquematica do pré-BCR formado pelas proteinas transdutores de sinal

Iga e IgP, cadeias pesadas pareadas com duas SLC (Adaptado de Martensson et al., 2010)

E consenso que o pré-BCR auxilia na testagem da cadeia pesada e do pareamento com
a cadeia leve convencional que é expressa posteriormente. Também € claro sua influéncia na
geracdo de sinalizacdo que ajuda na progressdao do desenvolvimento das células pré-B. A
expressdo do pré-BCR e do IL-7R sdo essenciais para a proliferacdo das células pré-B, a
auséncia de um desses receptores causa reducao significativa da populacdo de células pré-B e
também reducdo dos linfocitos B fora da medula dssea (PARKER et al., 2005;
SAMMICHELI et al., 2012). Resultados semelhantes foram reportados para camundongos
com genes para a SLC deletados. Os animais SLC7, A5, VpreB  apresentavam
desenvolvimento parcial ou completamente parado resultando em uma diminuicéo de células
B na MO e na periferia (KITAMURA et al., 1992; SHIMIZU et al., 2002; SU et al., 2003).

1.9 PRODUCAO DE ANTICORPOS RECOMBINANTES

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante se tornou possivel a producao de
moléculas que ndo sdo encontradas na natureza. De forma que é factivel se desenvolver
fragmentos de proteinas, proteinas fusionadas em diversas ordens de complexidade limitando-
se pelo objetivo do estudo (EVENS e WITCHER, 1993; KHAN et al., 2016). Sendo assim, €
possivel a producdo de anticorpos recombinantes que em formatos ndo encontrados na
natureza almejando-se o seu uso terapéutico, no diagndstico de patologias, como ferramenta

de pesquisa ou investigacdo de hipdteses na pesquisa basica. O desenvolvimento de
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fragmentos de anticorpos no formato scFv (do inglés, single-chain fragment variable) (Figura
8) tem como objetivo a producdo de moléculas ligantes a antigenos, tal fragmento
recombinante tém sua producdo viabilizada em quantidade significativa em cepas bacterianas,

sendo Escherichia coli a mais utilizada para este fim (MILLER et al., 2005).

Fy cadeia pesada cadeia leve

regido variévelx\',»-

regido constante

scFy

Figura 8. Anticorpo inteiro e fragmento no formato scFv. Os scFvs sdo formados por um
dominio das regides variaveis leve (VL) e pesada (VH) do anticorpo convencional unidos por
um linker peptidico (Adaptado de RODRIGO; GRUVEGARD; VAN ALSTINE, 2015).

Os anticorpos no formato scFv sdo formados por 1 dominio de cada umas das regifes
variaveis das cadeias leve (VL) e pesada (VH). Esses dois dominios sdo unidos por um linker
peptidico flexivel de 15 aminoacidos em tandem (GGGGS x3) (CHEN; ZARO; SHEN,
2013). Do ponto de vista terapéutico estas caracteristicas estruturais dos scFvs os tornam
moléculas de facil absor¢do e com maior capacidade de penetracdo tecidual, o que parece
contribuir para o reconhecimento de alvos de dificil acesso (KHANTASUP et al., 2015). Na
pesquisa basica os scFvs podem facilitar e viabilizar o desenvolvimento desses estudos, ja que
sdo moléculas menores e consequentemente de producdo mais facil e barata quando
comparada a producdo da molécula de anticorpo no seu formato original em sistemas de

expressédo complexos.
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1.10 TRABALHOS ANTERIORES

Nosso grupo tem experiéncia no desenvolvimento de pesquisas acerca do tema sobre
anticorpos anti-DNA. Os primeiros trabalhos envolveram estudos de anticorpos anti-Z-DNA
(BRIGIDO e STOLLAR, 1991) e a sua producdo heter6loga em bactérias no formato scFv
para ensaios de ligacdo (BRIGIDO; POLYMENIS; STOLLAR, 1993) e também na superficie
de fagos pela técnica phage display (MARANHAO e BRIGIDO, 2000). Foi identificado pelo
grupo que uma familia de genes V, a VH10, apresentava maior chance de se encontrar
sequéncias de anticorpos anti-DNA quando comparada com as frequéncias que eram
encontradas em outras familias (Figura 9) (MARANHAO et al., 2013).
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Figura 9. Ap6s levantamento em banco de dados calculou-se as frequéncias das familias de
genes VH depositados que tinham sido reportados como ligantes a acidos nucleicos. A familia
VH10 apresentou maior representacdo (59,5%) para essa caracteristica apesar de um numero
relativo reduzido de sequéncias de depositadas (Adaptado de MARANHAO, 2013).

Com o aprofundamento dos estudos e utilizando a técnica de phage display para o
teste de uma biblioteca de HCDR3 no contexto VH10 (ligante) e VH4 (controle ndo-ligante),
foi observado que anticorpos (scFv) formados por VH10 apresentavam independéncia da
HCDR3 para a formagéo de anticorpos ligantes a DNA, enquanto que anticorpos (scFv) que
eram formados por VH4 necessitavam da presenca de um pool mais restrito de HCDR3 para a
formag&o de anticorpos ligantes a0 DNA (MARANHAO et al., 2013). No intuito de testar as
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interacdes de anticorpos anti-DNA que possuem na sua composi¢do 0 segmento V germinal
VH10 em alguns contextos especificos, foram desenhados genes codificantes para scFvs, que
posteriormente foram clonados no vetor para expressdo em E. coli, plgl6 (Figura 10). Teste
preliminares de expressao mostraram ser possivel a obtencdo dos scFvs para teste de atividade
ligante (ARAUJO, 2016).
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Figura 10. Foram desenhados quatro segmentos génicos que codificam para quatro scFvs que
utilizam a cadeia variavel pesada (VH) das familias VH10 ou VH4, sendo duas VH germinais
e 2 VH mutantes com a regido do loop da HCDR2 trocada entre estas familias (VH10-H24 e
VH4-H210). A HCDR3 é comum aos quatro genes. A cadeia leve (VL) é uma recombinante
similar a SLC que contextualiza o reconhecimento antigénico durante as fases preliminar do
desenvolvimento dos linfécitos B e formacao do repertério primario. Uma tag de proteina A

(cinza) foi utilizada para deteccdo e purificagdo dos scpre-BCRs.

1.11 HIPOTESES

Considerado o exposto acima, pode-se inferir que a presenca da autorreatividade
parece ndo ser apenas aleatoriamente gerada pelos mecanismos de recombinacdo, mas pode
ser encontrada em sequéncias germinais no genoma dos individuos. Além disso, a
necessidade de sinalizacdo tonica pré-eventos recombinatorios das células do sistema imune
adaptativo baseada no reconhecimento de antigenos proprios auxiliam no desenvolvimento

normal destas células.
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A descoberta da alta frequéncia de anticorpos reportados como ligante ao DNA por
moléculas que tem em sua composicdo o segmento génico V da familia da cadeia pesada
VH10 nos levou a hipotetizar que essa familia tem a capacidade intrinseca codificada em suas
sequéncias para a geracdo de anticorpos anti-DNA. Visto que o segmento génico V €
responsavel pela codificacdo das CDRs 1 e 2 na sua integralidade e baseado em estudo de
similaridades de sequéncias ligantes ao DNA encontradas na bibliografia, a regido da CDR2 é

nossa candidata preferencial para o protagonismo de ligacdo ao DNA.

A presenca de sequéncias formadoras de anticorpos com capacidade de ligacdo a
antigenos proprios encontrados em abundancia, como o DNA, e codificado em sequéncias
germinais reforcam a ideia da autorreatividade sendo utilizada como mecanismo para auxiliar
no desenvolvimento dos linfocitos B. Dessa forma, no6s também inferimos que a ligacdo de
anticorpos com o gene VH10 em um contexto de desenvolvimento celular prematuro, isto €,

na presenca do pré-BCR, seja possivel.
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2 RELEVANCIA

Os mecanismos moleculares que atuam no reconhecimento de antigenos proprios
ainda ndo sdo compreendidos em sua totalidade. O fato de indagarmos sobre o papel
desenvolvido no reconhecimento de antigenos proprios para o desenvolvimento normal dos
linfécitos B demonstra esta realidade. A compreensdo do reconhecimento antigénico de
estruturas proprias pode nos ajudar a compreender o exato papel destes mecanismos e como
podem influenciar na geracdo de quadros autoimunes patolégicos. A possibilidade de que o
potencial de reconhecimento de antigenos préprios possa vir codificado no genoma pode
mudar a forma como somos apresentados aos fendmenos da autoimunidade. A
autorreatividade € regularmente relacionada apenas a defeitos nos sistemas de controle de
qualidade celular, porém, neste trabalho podemos observar mais a fundo que a natureza
autorreativa dos repertorios primarios nas células B em desenvolvimento inicial faz parte de
um mecanismo altamente controlado que garante a sobrevivéncia, multiplicacdo e progressao
destas células para estagios posteriores do desenvolvimento. Além disso, esse conhecimento
pode ajudar na compreensdo de doencas autoimunes e também em mecanismos celulares que
contribuem para a geracdo e o avango de linfomas. Neste trabalho, nds produzimos um novo
fragmento de anticorpo murino baseando-se no formato scFv para estudos de interacdo

antigénica durante a ontogenia dos linfocitos B, por isso, chamado de scpre-BCR.
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3 OBJETIVOS

e Produzir fragmentos de anticorpo no formato scFv em novo modelo, scpre-BCR, para
estudos de desenvolvimento dos linfécitos B.

e Produzir fragmentos scpre-BCRs mutagenizados para investigar importancia da
CDRH2 para a ligacdo ao alvo.

e Testar a capacidade de ligacdo dos scpre-BCRs ao DNA fita simples (ss) e dupla-fita
(ds).

e Fazer andlise estrutural e de ligacdo do scpre-BCR VH10 a partir da geracdo de

modelos in silico.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 LINHAGENS BACTERIANAS

XL1-Blue (Stratagene ®) — recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F" proAB
laclqZ M15Tn10 (TetR )] (Sambrook et al., 1989).

SHuffle® T7 Express lysY Competent E. Coli — MiniF lysY (CamR®) / fhuA2 lacZ::T7 genel
[lon] ompT ahpC gal Jatt::pNEB3-r1-cDsbC (SpecR, lacl®) AtrxB suld11 R(mcr-
73::miniTn10--Tet%)2 [dem] R(zgb-210::Tn10 --Tet®) endA1 Agor A(mcrC-mrr)114::1S10
(New England Biolabs)

LISTA DE SOLUCOES E REAGENTES PARA PREPARO

Meio LB (pH 7,0)

Peptona de caseina 1% (p/v)
Extrato de Levedura 0,5% (p/v)
NaCl 1% (p/v)
Meio LB Agar

Meio LB

Agar bacteriologico 1,4 % (p/v)

Tampao de Lise (pH 7.4)

Tris 75 mM

NaCl 300 mM

Tampéo de Ligacdo (PB) (pH 7,2)

Fosfato de sédio 10 mM
NaCl 500 mM

Tampéo de Eluicdo (pH 2,4)

Glicina 100 mM

NaCl 150 mM



Tampao de Transferéncia

Trizima-base 48 mM
Glicina 39 mM

SDS 0,037 % (p/v)
Metanol 20 % (v/v)

Solucédo de Bloqueio

Leite em p6 desnatado 5% (p/v)
Dissolvido em PBS 1X

Solucéo de CaCl, (Transformacdo por choque térmico)

Cloreto de célcio 50 mM
Esterilizada por filtracdo e estocada a 4° C

PBS 10X (para 1L pH 7.,4)

NaCl 829
Na;HPO4 10,59
NaH2PO4 + H20 3,559
PBST

Acrescentar Tween 20 0,1%

Tampéo de corrida SDS-PAGE (pH 8,3)

Trizima base 125mM
Glicina 125mM
SDS 0,5% (p/v)

Tampdao de amostra 5X SDS-PAGE

Tris-HCI pH 6,8 250mM
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sDs 10% (p/v)
Glicerol 50% (v/v)
B-mercaptoetanol 10% (v/v)
Azul de bromofenol 0,5% (p/v)

Gel concentrador 5% SDS-PAGE

Solucao de acrilamida/bis-acrilamida (29:1) 3,4 mL
Tris-HCI pH 6,8 1M 0,83 mL

SDS 10% 50 wl

APS 10% 50 pl

TEMED 5 pl

Gel separador 12% SDS-PAGE

Solugéo de acrilamida/bis-acrilamida (29:1) 3,3mL
Tris-HCI pH 8,8 1,5 M 4 mL

SDS 10% 100 pl

APS 10% 100 pl

TEMED 4 pl

Solucéo descorante para coloracdo com Coomassie

Coomassie R-250 0,25% (p/v)
Metanol 30% (v/v)
Acido acético 7% (VIV)

Solucdo de IPTG

Solucdo de isopropil-tio-p-D-galactosideo (IPTG) dissolvido em &gua em solugéo

estoque de 100 mM e esterilizado por filtragdo em membrana Millipore de 0,22 pm.
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4.2 DESENHO DO GENE scpre-BCR

Foram desenhados 4 genes recombinantes usando-se sequéncias germinais VH e a
SLC recombinante de camundongo que foi construida com base em um trabalho anterior do
modelo humano de uma cadeia simples VpreBJ (MORSTADT et al., 2008). Este SLC
recombinante contém uma sequéncia VpreB fusionada a um segmento génico do A5
semelhante a um segmento génico J convencional formando-se um dominio variavel de
anticorpo. Neste trabalho as sequéncias humanas foram trocadas pelas sequéncias homdlogas
correspondentes de camundongo. As sequéncias para a VpreB murina (X05556) e a regido J

de A5 (AJ852426) foram obtidas no banco de dados Uniprot (www.uniprot.org) (Figura 11).
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Figura 11. Sequéncia da construcdo scpre-BCR (VH-linker-VpreBJ). (H) Segmento génico V
+ CDR3. (D) Segmento D sintético. (4) Segmento génico Ju4. (L) Linker. (B) VpreB. (J) A5 J-
like FW4 (ARAUJO, 2016).

Os dominios da cadeia pesada foram obtidos de sequéncias germinais dos segmentos
génicos das familias VH10 (IGHV10-3*01) e VH4 (IGHV4-1*02). As outras duas
construcdes foram obtidas pela modificacdo desses dominios germinais que se baseou na
troca mutua do loop da CDRH2 entre os VHs germinais VH10 e VH4 (residuos 50-58).
Todos os segmentos génicos VH foram fusionados a uma CDR3 (EFQQARSLDY) comum a
todos e FRW4 baseada no segmento JH4 de camundongo (MARANHAO et al., 2013). A
CDR3 foi escolhida a partir de uma selecéo de scFvs anterior por phage display na qual, esta
CDR3 apresentou um enriquecimento neutro ndo exercendo grande influéncia para a
afinidade a acidos nucleicos. O scpre-BCR contém um dominio VH ligado a VpreBJ por
linker peptidico de 15 aminoacidos (GGGGS).



37

4.3 EXPRESSAO DOS scFvs

Plasmideos obtidos por extracdo (Quiagen midiprep) de células E.coli XL1 blue foram
transformados em células E.coli SHuffle® T7 Express pLysY tornadas competentes por
solucdo de CaCly, seguida da transformacdo por choque termico. As células transformadas
foram cultivadas em placas com meio LB 4gar (150 pg/mL ampicilina e 10 pg/mL
cloranfenicol) por 16 horas. O plasmideo utilizado confere resisténcia contra ampicilina. Foi
feito uma pré-selecdo das colbnias transformadas com intuito de obter-se as melhores
produtoras dos anticorpos recombinantes. 20 coldnias foram selecionadas aleatoriamente e
plaqueadas para cultivo em placas com 1% glicose ou ImM IPTG (150 pg/mL ampicilina)
por pelo menos 9 horas a 37°C. Col6nias com crescimento arrastado na placa de IPTG em
comparacdo com seu clone na placa com glicose foram selecionadas para expressao. Colonias
foram individualmente incubadas em 5mL de meio LB (150 pg/mL ampicilina) e cultivadas
overnight a 37°C e 250 rpm. No dia seguinte, 2 mL do meio cultivado anteriormente foi
inoculado em 200 mL de meio LB (150 pg/mL ampicilina) e incubado a 37°C e 250 rpm até
que se atingisse uma OD entre 0.8-1.0. Culturas foram entdo induzidas com 0,5 mM IPTG
overnight a 22°C e 250 rpm. Apds a inducédo células foram centrifugadas a 7500 rpm por 10
min e os pellets foram armazenados a -20°C para uso posterior. A producdo das proteinas
recombinantes foi confirmada por SDS-PAGE corado com Coomassie e Western blot (WB).
Para 0 SDS-PAGE foi utilizado o marcador BLUeye Prestained Protein Ladder (Merk,
Alemanha) e para o WB foram utilizados a membrana de nitrocelulose Amersham™
Protran® 0,2 um e o marcador Amersham™ ECL™ Rainbow™ Marker Full Range (Merk,
Alemanha). Apds a etapa de transferéncia, a membrana foi bloqueada com BSA 3%. As
proteinas recombinantes foram sondadas com IgG de coelho conjugada a fosfatase alcalina
(AP) (Thermo Fisher Scientific, MA). Entres todas a etapas houve lavagem da membrana com
PBST (x3).

4.4 PURIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

Os pellets provenientes da cultura de celulas induzidas foram ressuspendidos em 15
mL de tampdo de lise (75mM Tris, 300mM NaCl) e lisados por sonicagdo (Q700/Qsonica,
CT) em gelo. Sonicagdo foi feita em 10 segundos cada (amplitude 50%) seguidos por 1
minuto e 40 segundos de resfriamento cada ciclo, sendo no total 30 ciclos (5 minutos de
sonicacdo de fato). A amostra resultante foi centrifugada a 8000 rpm por 30 min. A fracédo
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soltvel obtida foi diluida em 1:1 no tamp&o de ligacdo (10 mM Fosfato de sédio, 500 mM
NaCl), em seguida foi filtrada em filtros de 0,22 um e direcionados para a purificacdo. Os
scpre-BCRs recombinantes foram purificados por cromatografia de afinidade utilizando-se
uma resina de 1gG-Agarose (Thermo Fisher Scientific, MA), sendo a IgG proveniente de
coelho. Todo o processo de purificagédo foi realizado no equipamento AKTA Pure System
(Cytiva, MA). As etapas de ligagéo e elui¢do (0,1 M Glicina, 0,15 M NaCl, pH 2,4) foram
realizadas seguindo-se os protocolos dos fornecedores. As fragdes foram concentradas com
filtros Amicon de 3 kDa (Merk, Alemanha) e quantificados por analise da absorbancia
(Shimadzu UV1800, Japao). Apos a purificacdo também foi analisado o perfil cromatogréfico
dos scrpe-BCRs por exclusdao molecular utilizando a coluna Superdex 75 Increase 10/300 GL
(Cytiva, MA) em conjunto com o sistema AKTA Pure. A amostra diluida em PBS (pH 7,4)
foi passada pela coluna em um fluxo constante de 0,5 mL/min. Os dados cromatograficos

foram coletados para analise e comparacéo entre os scpre-BCRs.

4.5 ENSAIO DE LIGACAO AO DNA

Os scpre-BCRs foram testados quanto a sua capacidade de ligacdo ao DNA. O DNA
de timo de bezerro (Calf thymus DNA Thermo, Thermo Fisher Scientific, MA) foi utilizado
para a preparacdo das amostras de ss- e dsDNA (20 pg/mL) para fazer a sensibilizagao
(coating) das placas de ELISA (Nunc, Maxisorp de 96 pogos, Thermo Fisher Scientific,
MA). O ssDNA foi obtido fervendo-se o0 DNA de timo de bezerro por 20 min e entdo
prontamente transferido para o gelo e em seguida usado para o sensibilizar a placa. Antes do
coating as placas de ELISA foram pré-tratadas por irradicdo UV durante 25 minutos para
melhorar a adsorcdo a placa. A etapa de sensibilizacdo foi feita por 16 horas a 4°C. Apoés
bloqueio com BSA 3%. Uma diluicdo seriada (1:1) dos scpre-BCRs nas placas foi conduzida
partindo-se de uma concentragdo de 10 pg/mL resultando em concentragdes decrescente de 5,
2,5, 1,25, and 0,625 pg/mL. A quantidade de proteina adicionada foi normalizada por
densitometria das amostras do SDS-PAGE. A concentragdo de cada amostra foi normalizada
considerando-se a area da banda mais abundante na faixa tamanho esperado. Para a deteccéo
da atividade de ligacdo a tag de proteina A foi sondada com IgG de coelho conjugado a
fosfatase alcalina (AP) (1:1000) (Thermo Fisher Scientific, MA). PNPP foi usado como
substrato cromogénico na concentragcdo de 1 mg/ml (Thermo Fisher Scientific, MA). Os
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ensaios foram feitos em triplicata. Todas as etapas de incubacéo tiveram duragéo de 1 hora

com 3x lavagens de PBST entre elas.

4.6 AVALIACAO ESTRUTURAL DOS ANTICORPOS VH10

A estrutura dos anticorpos compostos pelo segmento VH10 foi adquirida pelo banco
de dados de proteina (PDB, www.rcsh.org) apos sua identificagdo pela ferramenta BLAST no
NCBI (blast.ncbi.nlm.nih.gov). A sequéncia germinal VH10 de camundongo (IGHV10-3*01)
foi usada como "dados de entrada" para a compara¢do com o banco de dados de proteinas
(PDB). Foram escolhidos para a analise os melhores "scores" obtidos pelo IgBlast. As
estruturas foram analisadas utilizando o programa Chimera (PETTERSEN et al., 2004). As
distancias, contatos e pontes de hidrogénio foram obtidas usando-se o programa Cocomaps
(VANGONE et al., 2011). A sobreposicdo estrutural e os graficos foram gerados no Chimera.

A numeracdo de Kabat foi utilizada na ferramenta Abnm (www.bioinfo.org.uk/abs/abnum).

4.7 MODELAGEM DO scpre-BCR-VH10

A sequéncia, o modelo estrutural e 0 mapa dos coeficientes de densidade eletrénica
dos fragmentos de anticorpos do anti-lipidio A S1-S15 formando complexo um
oligonucleotideo de DNA fita simples 5P-TTTTT-3P foi obtido do PDB (codigo 4Z8F). O
modelo estrutural e de densidade eletronica foi analisado usando o programa COOT
(EMSLEY et al., 2010). As moléculas de agua foram removidas do modelo cristalografico e
este modelo foi usado como molde nos passos seguintes de modelagem molecular. A
sequéncia do scpre-BCR VH10 foi manualmente alinhada a sequéncia do 4Z8F. O programa
MODELLER 9.24 (WEBB e SALI, 2014) foi empregado para a geracdo comparativa de
modelos moleculares do scpre-BCR-VH10. Os modelos estereoquimicos foram avaliados
usando o servidor Molprobity (WILLIAMS et al., 2018). O servidor I-TASSER (YANG e
ZHANG, 2015) também foi utilizado para a producdo de modelos de scpre-BCR-VH10. A
modelagem no I-TASSER foi direcionada baseando-se na estrutura do cristal depositada do
4Z8F. Adicionalmente, I-TASSER usou LOMETS para identificar varias estruturas de cristais
depositados que foram usadas como moldes. A qualidade de cada modelo foi acessada por C-

score e valor do RMSD.
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5 RESULTADOS
5.1 COMPARACAO DAS SEQUENCIAS VH

O alinhamento das sequéncias referentes ao segmento génico Vy das familias VH10 e
VH4 demonstra as diferencas entre 0s segmentos germinais e a troca da regido do loop da
CDR2 entre as duas construcdes derivadas. A maioria das discrepancias entre 0s germinais
ocorre na regido da CDR2 (Numerac¢do de Kabat) composta por 18 aminoacidos no segmento

génico da familia VH10 e 16 aminoécidos no segmento da VH4 (Figura 12).

VH10 EVQLVES LVQPKGSLKLSCAASGFTEFNTYAMEWVRQAPCKCLEWVARIRSKSSNYATYYADSVKD

VH10-H24 EVQLVES LVOPKGSLKLSCAASGFTFNTYAMHWVROAPCKGLEWVAEINP-~-DSSTINYADSVKD

VH4-H210 EVKLLESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFDFSRY PGKGLEWIGRIRSKSSNYATYYTPSLKD
D

VH4 EVKLLES LVQPGGSLKLSCAASGFDEFSRYWMSWVRQAPCKGLEWIGEINP-~-DSSTINYTPSLKD
CDR2 « Kabat Defindtion <+ >
. shuffied sequence -—
10 80 90 COR2 - loop M2 + >

oSN P R IR - e gl ey | Rt
VH10 RFTISRDDSQSMLYLOMNNLKTEDTAMYYCVR
VH10-H24 RFTISRDDSQSMLYLOMNNLKTEDTAMYYCVR
VH4-H210 KFIISRDNAKNTLYLOMSKVRSEDTALYYCVR
VH4 KFIISRDNAKNTLYLOMSKVRSEDTALYYCVR
Figura 12. Alinhamento dos segmentos génicos V dos germinais VH10 e VH4 e das variantes
VH10-H24 e VH4-H210. A CDR2 foi definida seguindo-se a numeracdo de Kabat. A
definicdo da CDR2, a regido trocada entre os germinais e a regido do loop da CDR2 ¢é

indicada pelas setas.

5.2 A EXPRESSAO DOS scpre-BCRs SOLUVEIS FOI IDENTIFICADA POR WB

Os scFvs recombinantes inéditos foram expressos na forma soltvel em células sHuffle
lys Y (NEB) sob as condi¢Ges de 250 rpm, 22°C e 0.5 mM IPTG como descrito nos
métodos.Apds a inducdo os scpre-BCRs tiveram suas expressdes checadas por WB que foram
sondadas por um anticorpo IgG de coelho conjugado com fosfatase alcalina (AP) tendo como
alvo a tag de proteina A localizada na extremidade N-terminal dos scpre-BCRs. As
construgdes tinham o tamanho teorico esperado e aproximado de 37 kDa, o que foi
confirmado na anélise da membrana de nitrocelulose apos a revelagdo (Figura 13). Os scpre-
BCRs VH10, VH4 e VH10-H24 apresentaram bandas bem definidas e Unicas indicando uma
expressao satisfatoria e com baixa fragmentacao das proteinas expressas. O scpre-BCR VH4-

H210 mostrou-se mais problematico para a expressdo no sistema e nas condicOes testadas de
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tal forma que é possivel observar o desenvolvimento de uma banda de intensidade mais fraca
em relacdo as outras construc@es, além disso, € possivel observar uma banda menor indicando
possivel degradacdo de parte da proteina expressa. Como observado na literatura, proteinas
recombinantes semelhantes apresentam diferentes niveis de expressdo nas mesmas condigdes
de inducdo ja que pequenas diferengas na composi¢do de aminoécidos podem afetar de forma
significativa as condicGes de expressdo (MA; LEE; PARK, 2020).

VH10 VH4 H24 H210

52 kDs

3540
11 5Da

Figura 13. Western blot confirmando a expressao dos scpre-BCRs de interesse sondados com

IgG de coelho (1:1000) tendo como alvo tag de proteina A.

5.3 A PURIFICACAO DOS scpre-BCRs FOI ANALISADA POR SDS-PAGE

Apds a confirmacdo da expressdo dos scpre-BCRs as amostras foram purificadas e o
produto das purificacbes foi analisado por SDS-PAGE (Figura 14). Pela analise do SDS-
PAGE das fracBes purificadas pode-se observar que os scpre-BCRs apresentavam-se na
posicdo esperada em torno de 37 kDa e com um grau de pureza satisfatério de modo que
passos adicionais de purificacdo (cromatografia de exclusdo por tamanho - SEC) foram
descartados e poderiam acarretar em perdas desnecessaria de amostra como demonstrado com
scpre-BCR VH10 (Figura 15). Como observado no WB, o scpre-BCR VH4-H210 apresenta
uma expressao menor quando comparado com 0s outros scFvs, padrdo este que ndo se
modificou em diferentes ciclos de expressdo. Indicando que a construgdo apresenta alguma

caracteristica peculiar que inibe a expressdo em quantidade maior desse scpre-BCR.
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VH10 VH4 VH10-H24 VH4-H210
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Figura 14. SDS-PAGE das frac6es purificadas dos scpre-BCRs recombinantes com tamanhos

de ~37kDa.

Como demonstrado na figura abaixo, a cromatografia por exclusdo molecular (SEC)
utilizada posteriormente a cromatografia por afinidade no intuito de obter-se uma amostra
mais pura, ndo apresentou vantagens que justificassem o seu uso. Foi observada pouca ou
nenhuma mudanca em relacdo as bandas adicionais superiores e inferiores ao padrdo
esperado, a aparente "limpeza" das amostras produto da SEC pode ser resultado da diluicdo da

amostra ja que a banda referente ao scpre-BCR VH10 também foi reduzida.

40kDa —>

30kDa ——>

Figura 15. Cromatografia de exclusdao por tamanho do scpre-BCR VH10 apds purificacdo por
afinidade. (M) Marcador. (A) Amostra resultante da cromatografia de afinidade. (f1/f2 /f3)

FracOes obtidas na cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC).

5.4 CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO MOLECULAR (SEC) PARA ANALISE DE
PERFIL CROMATOGRAFICO

As amostras foram caracterizadas pela analise do perfil cromatografico das amostras
purificadas. Observou-se que as construcGes apresentaram um pico Gnico, com excecdo do
scpre-BCR VH4 que apresentou dois picos (Figura 16). A presenca de um pico Unico nos
scpre-BCRs VH10, VH10-H24 e VH4-H210 indicam que essas proteinas se encontram

predominantemente na forma monomérica e na posi¢do esperada quando comparada aos
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padrdes utilizados para controle. Enquanto que o scpre-BCR VH4 apresenta tanto o pico para
a presenca de monémeros quanto um pico adicional que indica também a presenca de dimeros

desta proteina.

N M v

VHIDH2
B vHL D

A280 nm (mAU)

T _,' / ‘\x S —

bt

Volume de eluigdo (mL)

Figura 16. Perfil cromatografico apds SEC das proteinas recombinantes purificadas. As setas
indicam a posicdo do pico dos 3 padrdes utilizados (da esquerda para a direita, conalbumina
76 kDa, anidrase carbonica 29 kDa e ribonuclease A 13,7 kDa.

5.5 OS scpre-BCRs QUE CONTEM VH10-CDR2 LIGAM-SE AO DNA

A capacidade de ligacdo ao ss- e dSDNA do scpre-BCR VH10 foi demonstrada pelo
ensaio de ligacdo por ELISA. Como esperado, pode-se observar a baixa capacidade de ligagdo
do scpre-BCR formado pelo segmento germinal da familia VH4 que ndo apresentava
sequéncias depositadas como ligantes a acidos nucleicos e foi usada como controle. Outra
observacao importante é a confirmacdo da hipotese do papel da CDRH2 para a ligacdo ao
DNA. O scpre-BCR recombinante com o segmento V proveniente de VH10, porém com a
CDRH2 trocada pela mesma regido da VH4, VH10-H24, tem sua capacidade de ligacdo ao
DNA reduzida significativamente pela simples troca da regido do loop da CDRH2, enquanto
0 scpre-BCR VH4-H210 apresenta um aumento da capacidade ligacdo ao ss- e dsDNA

guando comparado com o germinal ndo mutado VH4 (Figura 17).
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Figura 17. Ensaio de ligagcdo dos scpre-BCRs a ss- e dsSDNA por ELISA. Os scpre-BCR
VH10 liga-se ao ss- e dsDNA (azul). A CDRH2 derivada do segmento VH10 é necessario
para a alta capacidade de ligacdo aos tipos de DNA testados (laranja e marrom). As placas
foram sensibilizadas com ss- e dsDNA (20 pg/mL). A ligacdo dos scpre-BCRs ao antigeno foi
sondada com o anticorpo IgG de coelho conjugado a AP com afinidade para a tag de proteina

A dos scpre-BCRs.

Visto que sequéncias de VH10 e VH4 foram extraidas de bibliotecas de scFvs com
diferentes CDRs 3 tendo como alvo Oligo-dT (MARANHAO et al., 2013), também foi
testada a capacidade de ligacdo scpre-BCR VH10 para este alvo (Figura 18). Pode-se observar
que o padrdo de ligacdo é semelhante ao observado no ensaio com ss- e dsDNA. O scpre-BCR
VH10 liga-se ao Oligo-dT, enquanto que o VH10-H24 ndo apresenta capacidade de ligacéo,
reforcando o papel fundamental da CDR2.

Oligo-dT
0.81
== VHI10
——— VH4
0.6 VH10-H24
2
<Er 0.4
0.2
0.0 T T 1
0 100 200 300

scpre-BCR (nM)
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Figura 18. Ensaio de ligagdo (ELISA) dos scpre-BCRs VH10, VH4 e VH10-H24 tendo
Oligo-dT com o alvo. As placas foram sensibilizadas primeiramente com streptavidina (10
pg/mL) por 1 hora seguida da adicdo de oligo-dT biotina (5 pg/mL).A ligagdao dos scpre-
BCRs ao antigeno foi sondada com o anticorpo IgG de coelho conjugado a AP com afinidade

para a tag de proteina A dos scpre-BCRs.

5.6 SIMILARIDADE DE SEQUENCIAS COM OUTROS ANTICORPOS ANTI-DNA
REPORTADOS

Outros anticorpos anti-DNA ja descritos apresentam similaridades na CDRH2 com o
scFv-VH10 construido neste trabalho como mostra o alinhamento abaixo (Figura 19). Os
anticorpos BV04-01 (1CBV) e S1-S15 (4Z8F) ja foram descritos como anticorpos ligantes ao
DNA. O BV04-01 (HERRON et al., 1991) representa um modelo anti-DNA conhecido e ja
alvo de diversas investigac@es no intuito de investigar a natureza das interacfes entre as duas
moléculas. O S1-S15 foi primeiramente reportado com o anti-lipidio A, posteriormente
constatou-se que também pode se ligar ao DNA com eficiéncia (HAJI-GHASSEMI et al.,
2015). Os trés anticorpos apresentam alta similaridade na regido que compreende o segmento
génico V e consequentemente as regides da CDRH1 e CDRH2. A CDRH2 é idéntica nos anti-
DNA BV04-01 e S1-S15 divergindo em apenas um Unico residuo (S56) do segmento
germinal varidvel do scFv-VH10. As CDRH3 dos trés anticorpos apresentam diferencgas
significativas, inclusive no tamanho da CDRH3, o que reforca resultados anteriores
(MARANHAO et al., 2013) que apontam para uma independéncia da CDRH3 para a ligacio
ao DNA de anticorpos formados por genes V da familia VH10.
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soan]aneslseas Jeaes)asas | osicua Jiaainim Yoaasin: ) ainzaia | uniae . ADC. i
SCPIQ-BCR-VHIO EVQLVES LVOPKGSLKLSCAASGFTFNIYAMHWVROAPCKCLEWVARIRSKSSNYATYY ".DSVKIS
BV04-01 EVQPVET ' LVQPKGSLKLSCAASCGFSEFNINAMNWVROAPCKCLEWVARIRSKSN '
S1-85 EVQLVES LVQPKGSLKLSCAASGFTFNIYAMNWVROQAPGKGLEWVARIRSKSNNYATYY .f‘.DSVKD:
CDR2
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sra s i giareia sl niv-eie | e s RIC s 0 | wre e o l....j*.._._.‘._I_d_‘x,:n_:_lgi_“Egi_.“._ ...... .
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BV04-01 REFTISRDDSQNMLYLOMNNLKTEDTAMYYCVRDQTGTAWF -~ - - - ~AYWGQGTLVTV
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Figura 19. Alinhamento das sequencias da cadeia pesada (VH) de anticorpos anti-DNA
reportados BV04-01 (1CBV) e S1-S15 (4Z8F) e do scpre-BCR VH10 (BioEdit v7.2). Em

destaque as CDRs 1, 2 e 3 definidas pela numeracéo de Kabat.

Apdbs pesquisa em banco de dados (PDB) por anticorpos formados por segmentos
génicos V da familia VH10 foram identificados 8 modelos (4Z8F, 1CBV, 2HKF, 3CXD,
312C, 3SGD, 40QNP, 4QWW). Quase todos os modelos apresentavam anticorpos
hipermutados que resultaram em troca de residuos, variando de 2 até 11 residuos, com
excecdo do 4Z8F que se encontrava com sua sequéncia germinal intacta. Foi feito um
alinhamento estrutural destas sequéncias onde é possivel observar uma sobreposicdo
significativa (Figura 20). As regides que compreendem as CDRs 1 e 2 (segmento génico V)
apresentam grande similaridade na disposicdo estrutural dos loops mesmo apls as
hipermutacGes. J& na CDR3 dos anticorpos observa-se grande divergéncia estrutural que

reflete a dissimilaridade entre as sequéncias.

Figura 20. Superposicdo da estrutura tridimensional da cadeia pesada (VH) acessadas por
cristalizacdo de anticorpos formados por segmentos VH10 (1CBV, 4Z8F, 2HKF, 3CXD,
4QWW, 312C, 3SGD e 4QNP). As CDRs estdo indicadas e os residuos conservados (R50,
R52, S52c e N56) na CDR2 estdo em proeminéncia representados, bem como o residuo H56
(312C).
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5.7 OS RESIDUOS ENVOLVIDOS NA INTERACAO COM DNA ESTAO ENVOLVIDOS
COM LIGACAO AO ANTIGENO NOS DIFERENTES MODELOS

Nos dois modelos anti-DNA (1CBV e 4Z8F) os mesmos residuos da CDR2
codificados pelo segmento germinal estdo implicados nas interacBes. Os dois anticorpos
ligam-se ao DNA utilizando as trés CDRs para o estabelecimento dos contatos entre as
moléculas. No 1CBV, um trinucleotideo encontra-se interagindo com as CDRs, ja no 4Z8F, é
possivel observar a ligagdo de 2 trinucleotideos de forma simultanea e que compartilham
alguns residuos do paratopo para a interagdo. Dessa forma, o 4Z8F apresenta duas regides de
interacdo com os trinucleotideos, uma envolvendo contato com as CDRs 1 e 2 e outra com as
CDRs 1 e 3. As duas argininas (R50 e R52) estdo envolvidas na ligacdo ao DNA nos dois
modelos. No 1CBV a R50 estabelece interacdes de Van der Waals (VdW) com o backbone de
acucar do trinucleotideo. O residuo S52a faz uma ponte de hidrogénio com o primeiro fosfato
do trinucleotideo. Enquanto que no 4Z8F, o grupamento amino da R50 faz ponte de
hidrogénio com o oxigénio 1 do fosfato. Também é observada a formacdo de pontes de
hidrogénio protagonizadas pela R52 com um oxigénio do mesmo grupo fosfato mencionado

anteriormente e da N53 com a primeira ribose (04”) (Figura 21).

Analisando os outros modelos de anticorpos formados por segmentos VH10 (2HKF,
3CXD, 4QWW), é possivel observar que estes mesmos residuos da CDR2 (R50, R52, N53 e
S52a) também desempenham papel na interacdo desses anticorpos com 0s seus peptideos
alvos estabelecendo interacOes através da formacdo de pontes de hidrogénio com excecdo do

modelo 4QWW, onde S52a ndo faz contato com o antigeno.

- ~\ .(-, - ay -
{ we '\ - o' o
/ . { '\ R ".\\ N “\\\;‘k:;‘ l“‘ - L= A /“:-)
~ X - . =, el g “ 0\1 P4
. M v J:. .(“ ‘I p ‘A«R VY
‘\ \ el LY 4 ‘AK\ ( \\ l /
g ) W
f o 7 7 ‘ 7
47Z8F 1CBV 4QWW 2HKF 3CXD

Figura 21. Interagdo antigénica com a CDR2 de diferentes anticorpos formados pelo
segmento VH10. A regido dos anticorpos que compreende as posic¢Bes entre os residuos 50 -
58 é mostrada. Os residuos R50, R52, S52a (ou S52c para 4Z8F) e N53 estdo identificados,
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assim como as possiveis interacfes estabelecidas com os seus antigenos. Para 4Z8F e 1CBV o

antigeno é oligo-dT, os outros anticorpos tém peptideos como antigeno.

5.8 O MODELO ESTRUTURAL DO scpre-BCR CORROBORA COM A IMPORTANCIA
DO CDR2 PARA A LIGACAO

Neste trabalho foram desenvolvidos modelos estruturais no intuito de se investigar os
determinantes estruturais para a ligacdo ao DNA do scpre-BCR VH10. Foi feita modelagem
por homologia baseada na estrutura do anti-DNA 4Z8F. Todos os modelos apresentaram o
pareamento normal para a formacdo de um dominio variavel de imunoglobulina. Quando
comparada com outra estrutura pre-BCR encontrada em banco de dados (PDB code: 2H32)
observou-se a formacéo de estrutura similar as encontradas no dominio VpreB e no segmento
J na formacdo da VL. O modelo scpre-BCR VH10 com um unico oligonuncleotideo mostrou
que os contatos foram estabelecidos pela VH com a ocorréncia de varios contatos e formacéo

de pontes de hidrogénio, assim como observado no molde 4Z8F.

Na tabela abaixo é mostrado os contatos formados gerando interagdes de Van
der Waals (vdW) e pontes de hidrogénio protagonizados pelos residuos que formam
asCDRs 1, 2 e 3 nos 10 melhores modelos encontrados quando em interacdo com seu
antigeno. E possivel observar que a formacdo das pontes de hidrogénio deve-se

exclusivamente aos residuos localizados na CDR2.

Residuo Contatos |Pontes de H | Localizaciio
T31 10 0
A33 10 0 CDR1
R50 10 4
R52 10 5
S52c¢ 10 6 CDR2
S53 3 0
ES5 8 0
Qo8 1 0 CDR3
R100 3 0
R237 1 0 VpreB

Tabela 1. Informagdo sobre os residuos envolvidos no contato direto com o antigeno e na

formagéo de interacbes de Van der Waals (vdW) e pontes de hidrogénio nos dez melhores
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modelos. A coluna Contatos indica o nuimero de modelos onde aquele residuo faz contato com
o antigeno (distancia < 5A); a coluna Pontes de H indica o nimero de modelos onde aquele

residuo faz ponte de hidrogénio com o antigeno.

O residuo E95 encontrado na CDR3 do scpre-BCR VH10 apesar de ndo interagir
diretamente com o oligonucleotideo parece contribuir estruturalmente para a regido ligante. Ja
no molde 4Z8F trés residuos da CDR3 (R96, P90 e L100) interagem diretamente com o
antigeno (Figura 22A e B). Os residuos da CDR2 estudados nos modelos similares (Figura
15) também aparecem na modelagem do scpre-BCR VH10. Os residuos R50 e R52 e S52¢
formam um arcabouco de ligacdo e interagem diretamente com o oligonucleotideo através de
pontes salinas e de hidrogénio. O modelo com informacGes acerca da superficie eletrostatica
mostra uma predominancia de carga positiva desde a base do arcabouco de ligacdo até o loop
da CDR2 (Figura 22C e D).
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Figura 22. Modelos de interacdes entre 4Z8F (A e C) e o scpre-BCR (B e D) eum dT3.(A e B)
InteracBes envolvendo os residuos da CDR2 e CDR3 com o oligonucleotideo dTs. E possivel
notar que 0 CDR3 no modelo 4Z8F aparece mais préximo do oligonucleotideo com um
numero maior de interacfes. (C e D) Modelo de potencial eletrostatico do anticorpo scpre-
BCR, onde é possivel observar o arcabougo hidropatico de carga predominante positiva

(azul). As regides de carga negativa sao mostradas em vermelho.
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6 DISCUSSAO

A expressdo de anticorpos inteiros e suas modificagdes pos-traducionais séo desafios
encontrados para a expressdo heteréloga dessas moléculas. J& a expressdo de fragmentos de
anticorpos em formatos menos complexos e com poucas ou nenhumas modificacdes pés-
traducéo € possivel em bactérias como E.coli e representam um avango no que diz respeito ao
custo, tempo e quantidade de producdo dessas moléculas. O que faz deste, um sistema de
expressdo indicado para a produgdo de moléculas de menor complexidade como 0s scFvs.
Fragmentos de anticorpos no formato scFv consistem da regido varidvel dos anticorpos que
interagem com seu antigeno alvo. Se o objetivo do estudo for investigar a interacdo entre
epitopo e paratopo os scFvs sdo ferramentas poderosas para tal estudo (TAPRYAL et al.,
2013). Os scFvs também podem ser ferramentas poderosa para diagndstico e mapeamento do
epitopos por scFvs neutralizantes quando usado em conjunto com técnica como o phage
display (CHITRAY et al., 2020).

Aqui, nos conseguimos demonstrar a viabilidade da producdo dos scpre-BCRs
recombinantes em sistema de expressdo bacteriano. As diferencas nos niveis de expressao
entre as proteinas recombinantes similares também puderam ser observadas, mais claramente
com a expressdo do scpre-BCR VH4-H210 onde uma menor quantidade de proteina foi
obtida, perfil este que se manteve mesmo apds varios ciclos de producdo, o que exclui as
particularidades de cada transformacéo e da sele¢do de col6nias e reforca o perfil individual

de expressao mesmo para proteinas com poucas diferencas na composicdo de aminoacidos.

Os scpre-BCRs produzidos nesse trabalho representam um modelo inédito para o
estudo de interacBes anticorpo-antigeno no contexto de desenvolvimento dos linfécitos B
durante a expressdo do pré-BCR que envolvem o teste funcional da cadeia pesada, a
ocorréncia de exclusao alélica e selecdo de repertérios. Ainda que um sistema similar no
formato semelhante a Fab tenha sido proposto anteriormente (XU et al., 2008). O formato da
construcdo apresentado neste trabalho é menos complexo simplificando os processos de

expressdo e manipulacdo das proteinas recombinantes.

Os mecanismos envolvidos na sele¢do das células B precursoras que irdo compor o
repertério primario ainda ndo sdo compreendidos em sua totalidade, bem como o papel de
antigenos préprios auxiliando na geracédo da sinalizacéo tonica responsavel pela sobrevivéncia
e expansao das células selecionadas positivamente, o que faz do scpre-BCR uma ferramenta

pertinente para esses estudos. Neste trabalho, para as nossas construcdes, a SLC recombinante
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foi destituida das URs. Isso s6 foi possivel porque o modelo estrutural utilizado para o SLC
recombinante ja ter sido produzido isoladamente onde teve confirmada, por cristalizagdo, a
formacéo de um dominio de imunoglobulina estavel (MORSTADT et al., 2008). Além disso,
sabe-se do papel destas estruturas como responsaveis por parte da sinalizacdo gerada pelo pré-
BCR (KNOLL et al., 2012), as duas URs da SLC, de VpreB e A5, apresentam varios residuos
de carga negativa e positiva, respectivamente, o que deve favorecer as interacbes a outros
fatores celulares e o crosslinking do receptor que poderia interferir na avaliagédo do papel do
segmento germinal VH10. Sendo assim, a exclusdo das URs na SLC do scpre-BCR permite a
caracterizacdo correta e mais precisa acerca do papel dos dominios de imunoglobulina para a
ligacdo ao antigeno e aqui mais especificamente o mapeamento da regido e dos residuos
diretamente envolvidos na ligacdo ao DNA excluindo-se a possibilidade de uma analise
enviesada pelo componente eletrostatico das URs que poderia ser um fator gerador de
interagBes inespecificas,

Em trabalhos anteriores do grupo foi reportada ap6s levantamento em banco de dados
de uma maior frequéncia de integrantes da familia VH10 em formar anticorpos ligantes a
DNA em comparagdo a outras familias (MARANHAO et al., 2013). Fragmentos de
anticorpos recombinantes no formato scFv foram testados no contexto das familias VH10 e
VH4 aliados a uma biblioteca de CDRH3 expressas em fagos pela técnica de phage display
onde observou-se uma menor influéncia da CDRH3 para scFvs ligantes ao DNA em scFvs
que continham o segmento V proveniente da familia VH10 (MARANHAO et al., 2013). Tal
achado nos levou a hipotetizar que determinantes estruturais de maior relevancia para a
ligacdo se encontrariam dentro do segmento génico V que contém as CDRs 1 e 2 em sua
totalidade. Nesse mesmo levantamento de dados foi observado que a familia VH4 apresentava
a menor frequéncia de anticorpos anti-DNA reportados o que nos levou a utiliza-la como

controle negativo nos trabalhos que se seguiram (ARAUJO, 2016).

Neste trabalho ficou demonstrado que o segmento génico V germinal da familia VH10
tem a capacidade de formar anticorpos anti-DNA com um envolvimento crucial da CDRH2.
Sendo estes segmentos germinais, essas caracteristicas determinantes para a ligacdo estéo
presentes naturalmente no genoma dos individuos. Esse achado é importante, pois a ideia de
segmentos génicos com potencial autorreativo no pool génico dos segmentos formadores de
anticorpos levanta discussdes relevantes sobre possivel papel desenvolvido pela
autorreatividade nos mecanismos de desenvolvimento em estagios iniciais das células do

sistema imune adaptativo. Outros trabalhos nessa linha ja demonstraram através de
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experimentos com camundongos transgénicos que a selecdo positiva de linfécitos B
autorreativos ocorre mesmo utilizando-se segmentos V germinais com afinidade contra
antigenos proprios (e.g. Thy-1 glicoproteina) resultando na expansdo clonal e aumento das
titulacGes do autoanticorpo secretado (HAYAKAWA et al., 1999). A estrutura da cadeia SLC
do pré-BCR com suas URs compostas de residuos com cargas positivas que também facilitam
interagbes com antigenos proprios, indica a existéncia de mecanismo selecionado
evolutivamente para tal, sendo a autorreatividade requerida nesse estagio, porém ndao

necessariamente o tinico mecanismo (KOHLER et al., 2008).

A participacdo dos residuos de arginina da CDR2 envolvidos na ligacdo ao DNA ja foi
reportada anteriormente (RADIC e SEAL, 1997; RADIC e WEIGERT, 1995). No modelo
scpre-BCR VH10, observa-se que ha uma conservacdo estrutural do loop de CDR2 que
promovem a formacao de um arcabouco de aminoacidos hidropaticos com uma carga positiva
acentuada devido a dois residuos de arginina. Proteinas ricas em arginina conseguem se ligar
eficientemente ao grupo fosfato do DNA em complexo com histonas pela formacéo de pontes
de hidrogénio e pontes salinas (YUSUFALY et al., 2014). Além disso, a interagdo forte entre
grupos fosfato e de grupamento de argininas ja foi demonstrada (JACKSON; WANG;
WOODS, 2005).

Ainda que uma parte relevante dos anticorpos formados por VH10 depositados em
banco de dados sejam reportados como anti-DNA, outros ficam de fora dessa categoria. 1sso
pode acontecer pelo fato de alguns desses anticorpos apresentarem reatividade cruzada com
outros antigenos como é o caso do 4Z8F que foi primeiramente identificado como um
anticorpo contra lipideo A e posteriormente descobriu-se que também se ligava ao DNA
(HAJI-GHASSEMI et al., 2015). Outra possibilidade é a perda do arcabouco de ligacdo ao
DNA provocada pela CDR3 selecionada e suas modificacBes apds a recombinacdo da uH que
podem influenciar as interac6es e conformacao final das CDRs (PEWZNER-JUNG; SIMON,;
EILAT, 1996), alem da atuacdo da cadeia leve pareada para a formagédo do BCR (KALININA
etal., 2014).

A existéncia da autorreatividade apresentada por segmentos génicos germinais, Como
0s VH10, pode funcionar ndo apenas como viabilizadora da sinaliza¢éo tonica necessaria para
proliferacdo, como também de forma indireta através de reatividade cruzada ao promover
alguma protecdo ao organismo contra organismos simbiontes ou patobiontes, visto que a

reatividade contra o lipideo A do 4Z8F foi observada anteriormente a sua capacidade de
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ligacdo ao DNA. Do mesmo modo, a formacdo de anticorpos anti-fosfatidilcolina por
segmentos murinos germinais da familia VHQ52 reforca esta possibilidade (SEIDL et al.,
1999) ja que estes dois componentes fazem parte da estrutura de membrana de varios
microrganismos, muitos destes, presentes na microbiota o que explicaria a necessidade de
existéncia de anticorpos com certa especificidade para estes antigenos antes da ocorréncia das
mutacBes somaticas e maturacdo de afinidade. Corroborando com a importancia dos
segmentos germinais, ou seja, segmentos ndo recombinados, e ainda que ndo reportada como
geradora de anticorpos autorreativos, a familia humana VH3-53 apresenta a capacidade de
gerar anticorpos contra uma subunidade (RBD) da proteina S do SARS-Cov-2 capazes de
promover a neutralizagédo da atividade viral (YAN et al., 2021). Esses achados demonstram a
importancia dos segmentos germinais V no desenvolvimento dos linfécitos B e na formacéo
de anticorpos eficientes com certa independéncia da CDR3 para a ligacdo contra

determinados antigenos.
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7 CONCLUSAO

As hipoteses iniciais deste trabalho acerca da tendéncia de formacdo de anticorpos
anti-DNA por segmentos germinais oriundos da familia VH10 e da participagdo crucial da
CDR2 foram confirmadas pelos resultados experimentais e abordam questbes importantes
sobre o papel da autorreatividade no desenvolvimento do sistema imunologico adaptativo,
aqui mais especificamente, dos linfocitos B. A compreensdo completa acerca dos mecanismos
que regem o desenvolvimento das células B s&o essenciais para o desenvolvimento de terapias
para patologias derivadas de falhas no percurso normal desses mecanismos, como 0
surgimento de doencas autoimunes ou mesmo a utilizacdo das vias utilizadas e

especificidades desses mecanismos para tratamento de linfomas (RICKERT, 2013).
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8 PERSPECTIVAS

S840 necessarios mais estudos que testem nossa hipdtese em outros cenarios. O
desenho de trabalhos que avaliem o potencial autorreativo de sequéncias germinais das outras
familias VH contra outros antigenos proprios poderia revelar se essa caracteristica se faz
presente de modo mais abrangente. Ensaios com camundongos transgénicos que expressem
em suas regides variaveis do receptor sequéncias como o scpre-BCR VH10 podem auxiliar
em estudos de sinalizacdo celular, expressdo de genes alvos caracteristico para expansao
clonal que favorecam a continuagdo do desenvolvimento e consequentemente a selecdo

positiva de repertdrios autorreativos.
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