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Prefdcio



Neste volume é apresentada a Dissertacdo de Mestrado de Cristiane Nonato da Silva.

Este trabalho foi subdividido em capitulos da forma que se seque: (I) Levantamento
Teorico: breve descrigdo dos conceitos e bibliografia para contextualizar o cendrio de
desenvolvimento do trabalho; Objetivos do trabalho; (11) Versdo preliminar do artigo:
Profile of Expressed Antibodies in Patients with Chronic Hepatitis with Different Degrees
of Hepatic Fibrosis, nas normas da revista Frontiers in Immunology; (I11) Conclusdo: breve

conclusdo do trabalho realizado evidenciando sua contribuicdo para a academia.
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Resumo:

A progressao da fibrose hepatica somada a infec¢do pelo virus da hepatite C
(VHC) tem sido associada a resposta imunologica permanente. O estudo no
repertério de anticorpos Anti-VHC na progressao da fibrose hepatica foi explorado
através de ferramentas de sequenciamento em larga escala (NGS) possibilitando
uma analise de repertorios altamente variaveis como as porgdes variaveis VH
(cadeia pesada) e Vk (cadeia leve) das imunoglobulinas, e a determinagcdo de
familias e subfamilias dos genes V-D-J associadas a resposta humoral encontrada
nas diferentes fases da doenga proporcionam uma ferramenta importante no
entendimento da resposta imune frente a infecgao viral pelo VHC. As porcdes VH e
Vk das imunoglobulinas foram obtidas a partir da amplificacdo de RNA de sangue
de paciente VHC positivos e com diferentes graus de fibrose, e sequenciadas na
plataforma lllumina® Miseq, fornecendo uma grande variabilidade de sequéncias
que foram pré-processadas por ferramentas de bioinformatica e analisadas em dois
bancos de anticorpos diferentes: IgBlast (NCBI) e IMGT® quanto as familias e
subfamilias mais expressas. A expressdo restrita de algumas familias e
subfamilias: IGHV1, IGHV3, IGHV4 e subfamilias ja descritas em varios estudos
associados ao VHC corrobora com nossos achados de que existe uma tendéncia
do uso de algumas subfamilias como: IGHV1-2, IGHV1-8, IGVH1-69, IGHV3-11,
IGHV3-21, IGHV3-23, IGVH3-30, IGHV4-4, IGHV4-34 IGHV4-39 na cadeia pesada;
assim como 1GkV3-15 e IGkV3-20 na cadeia leve, porém as subfamilias: IGHV1-8,
IGHV3-11, IGHV4-39, IGkV1-5, IGkV1-12, IGkV1-39 também estavam entre as
mais expressas, indicando que estas subfamilias também podem estar
relacionadas a expressao preferencial induzida pelo virus em detrimento de outras;
como encontramos na familia IGVH3 que estava menos expressa no grupo F3/F4
de fibrose avancgada; resultado esse inovador na literatura relacionada ao VHC o
sugere uma mudancga no padrao de resposta imunoldgica a medida que a doenca

progride.

Palavras-chave: Fibrose Hepatica, Hepatite C, Imunoglobulina.
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Abstract:

The progression of hepatic fibrosis in the hepatitis C virus (HCV) infection has
been linked with permanent immune response. The study in the repertoire of Anti-
HCV antibodies in the progression of hepatic fibrosis was analysed for large-scale
sequencing (NGS) tools enabling a highly variable analysis such as the VH (heavy
chain) and Vx (light chain) portions of immunoglobulins and the determination of
families and subfamilies of the V-D-J genes in the humoral response found in the
different phases of the disease, a great tool in the understanding of the immune
response to HCV viral infection. The VH and V portions of the immunoglobulins were
obtained from the amplification of HCV positive HCV patient blood with different
degrees of fibrosis and sequenced on the lllumina® Miseq platform, providing a large
sequence variability that was preprocessed by tools of bioinformatics and analyzed in
two different antibody banks: IgBlast (NCBI) and IMGT® for the most expressed
families and subfamilies. The restricted expression of some families: IGHV1, IGHV3,
IGHV4 and subfamilies already described in several HCV-related studies confirm our
findings that there is a tendency to use some subfamilies, such as: IGHV1-2, IGHV1-
8, IGVH1- 69, IGHV3-11, IGHV3-21, IGHV3-23, IGVH3-30, IGHV4-4, IGHV4-34
IGHV4-39 in the heavy chain; as well as IGkV3-15 and IGkV3-20 in the light chain,
but the subfamilies: IGHV1-8, IGHV3-11, IGHV4-39, IGkV1-5, IGkV1-12, IGkV1-39
were also among the most expressed, indicating that these subfamilies may also be
related to preferential expression induced by the virus over others; as found in the
IGVH3 family, which was less expressed in the advanced fibrosis group F3/F4; result
this groundbreaking finding in the HCV literature suggests a change in the pattern of

immune response as the disease progresses.

Key words: Hepatic Fibrosis, Hepatitis C, Immunoglobulin.
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1.0 A infecgao pelo Virus da Hepatite C

O virus da hepatite C (VHC), pertence a familia Flaviviridae, possui tropismo
preferencial por células hepaticas e é atualmente umas das maiores causas de doenga
hepatica no mundo. Dados recentes da Organizagdo Mundial de Saude mostram uma
alta taxa de infeccdo pelo VHC com estimativas de aproximadamente 71 milhdes de
pessoas em todo mundo. A infecgao pelo VHC causa disturbios hepaticos e cerca de
70% dos individuos infectados desenvolvem uma infec¢do cronica que pode levar a
cirrose e carcinoma hepatocelular (CHC). A infecgdo possui carater silencioso na fase
inicial da doenga, sendo inicialmente assintomatica na maioria dos casos, e o0s
infectados geralmente desconhecem a infecgdo até os sintomas aparecerem nas fases
tardias da doenca, quando o dano hepatico ja na maioria das vezes é€ irreversivel. A
necessidade de diagnostico nas fases iniciais da doenca determina o sucesso na
resposta ao tratamento para eliminagdo do virus (1).

O virus da hepatite C € um virus de RNA, de polaridade positiva, pertence ao
género Hepacivirus. Atualmente sido descritos sete genodtipos e 67 subtipos que
possuem pelo menos 33 ou 15% de variagdo na sequencia de nucleotideos, e é
constituido por um capsideo que contém o genoma viral envolto por uma membrana
derivada do reticulo endoplasmatico coroado pelas proteinas do envelope E1-E2. As
proteinas E1 e E2 s&o glicoproteinas tipo | com dominios transmembranares C-terminais
que formam um heterodimero no envelope viral que promove a entrada do virus nas
células hospedeiras, o que envolve interagdes do virus com glicosaminoglicanos de
superficie celular da célula hospedeira e com outras proteinas necessarias a ligacéo e
internalizagao do virus, como a tetraspanina CD81, membro de classe B do receptor de
limpeza 1 (SR-B1), claudina-1, e ocludina que sao essenciais para entrada do virus
(1,10).

A proteina E2 atua como a proteina de ligacdo ao receptor do VHC e interage
diretamente com o CD81 e o SR-B1. Enquanto a proteina E1 parece ajudar a modular
as interagdes do receptor E2 e a fusdo com a membrana da célula hospedeira. A
proteina E2 tem sido amplamente estudada como alvo de anticorpos neutralizantes
(bNAbs) sugerindo um papel importante no mecanismo de neutralizagdo viral e o

bloqueio das intera¢des entre E2 e seu receptor CD81 (27).
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1.1 Fibrose Hepatica

A infeccao causada pelo VHC no tecido hepatico promove uma agresséao tecidual
que culmina em uma resposta irreversivel do organismo frente a injuria causada pelo
virus. E um processo de cicatrizacdo que ocorre apés uma agressdo tecidual e que
reflete um equilibrio entre o dano e a tentativa de reparagéo do figado com consequente
formacao de cicatriz. Nas fases iniciais da infeccdo os danos hepaticos podem ser
reversiveis, mas com a progressao para lesao crbnica, ha substituigdo progressiva do
parénquima hepatico pelo tecido cicatricial. Devido a alta capacidade regenerativa do
figado as lesbes hepaticas s6 apresentam estagios avangados depois de muitos anos de
injuria tecidual. Um importante fator na progressao da fibrose é a resposta inflamatéria
persistente que ocorre nos casos crénicos da doenga. O sistema imune na tentativa de
eliminagao viral contribui para aumentar os danos celulares e consequentemente a
fibrose hepatica, e atua também favorecendo a formacao de tecido fibroso no processo
de retroalimentacgao positiva no qual células inflamatérias e fibrogénicas como as células
estreladas hepaticas (HSCs) estimulam-se mutuamente amplificando a fibrose (21).

Além do VHC promover dano celular durante o ciclo celular, as proteinas do core
e proteinas nao estruturais parecem estar relacionadas diretamente com a ativacdo de
HSCs e, assim, com a iniciagado da fibrogénese. As proteinas do core ativam vias pro-
mitogénicas dentro de HSCs, e as proteinas NS3 e NS5 ativam as vias pré-inflamatodrias
NF-kB e JNK. As proteinas do ntcleo e NS3 aumentam os niveis de calcio [Ca®']
intracelular e as espécies reativas de oxigénio (ROS). O que favorece a produgao de
osteopontina e ROS que juntas contribuem para a transicédo epitelial para mesénquima
de hepatdcitos. A ativacdo da metaloproteinase de matriz 2 também ocorre com a
ligacdo da proteina E2 ao CD81 das HSCs, promovendo a degradacdo de matriz
extracelular normal e infiltragdo de células inflamatérias no local. As proteinas NS3 e
NS5A contribuem com o dano hepatico através da indugdo do estresse oxidativo em
hepatdcitos e mondcitos via ativagdo da NADPH oxidase e repressdo da heme
oxigenase 1. Proteinas do core e NS3 atuam na modulagdo da resposta imune inata
pela ativagao da inflamagao através do receptor Toll-like 2 em mondcitos (21,22).

Além de outros sinais proé-fibréticos relacionados a presencga do VHC, a ativacao
da transformacéao fator de crescimento B 1 contribui para a transformacao fibrética no
figado. A progressédo da fibrose culmina na perda de fungdo do dérgdo com

consequéncias importantes no desenvolvimento da patologia do carcinoma
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hepatocelular (CHC). O grau de fibrose indica o aparecimento progressivo da doenga,
que pode levar a cirrose e complicagdes hepaticas terminais em estagios avangados da
doenga. A auséncia ou leve presenca de fibrose tem um risco relativamente baixo (25% -
30%) de desenvolver cirrose nos proximos 20 anos, porém a presenca de fibrose portal
e fibrose septal, ambas causam cirrose, mesmo com diferentes taxas de progressao (18-
20 anos para pacientes com fibrose portal e 8-10 anos para pacientes com fibrose
septal). A importancia do diagnostico nas fases iniciais da doenca sado importantes na
eficacia do tratamento e ndo progressdo da fibrose. A fibrose é classificada em
diferentes estagios, sendo FO a auséncia de fibrose, F1 fibrose portal sem septos, F2
expansao fibrosa com poucos septos, F3 numerosos septos podendo visualizar esbogos
de nodulos e, F4 cirrose. Além de indicagao para tratamento antiviral, um estagio de
fibrose hepatica avangado exige intervengdes para controlar os efeitos negativos, como
modificagdes no estilo de vida (dieta, perda de peso, exercicio fisico), abstinéncia de

alcool e drogas, encaminhamento a especialistas (22).

1.2 Tratamento da Infec¢ao pelo VHC

O tratamento atualmente engloba antivirais de agao direta (DAAs) contra a
infeccdo pelo virus da hepatite C (VHC) e podem atingir cura em, aproximadamente,
95% dos casos, sugerindo que tem o potencial de eliminar a infeccdo que afeta mais de
71 milhdes de pessoas em todo o mundo, porém o carater silencioso da doenca
contribui para a disseminagdo da infeccdo e diagnostico tardio, permitindo que a
infeccao pelo VHC permaneca assintomatica por anos, durante os quais muitos ndo sao

diagnosticadas (23).

1.3 Anticorpos

O estudo de anticorpos como alvos terapéuticos, e no estudo da elucidacédo de
mecanismos de resposta frente a infecgdes virais, tem sido amplamente difundido no
estudo de outras patologias, como o HIV (17).

Os anticorpos sao proteinas que atuam no reconhecimento de moléculas
potencialmente nocivas (antigenos), e que sao produzidos por células B e séao
secretados agindo como uma membrana recobrindo um antigeno, ou como um receptor

para outras células do sistema imune. Em humanos, sao constituidos por quatro cadeias
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polipeptidicas sendo duas pesadas (Heavy) e duas leves (Light) que contém fragdes
variaveis e constantes quanto a sequéncia de aminoacidos (Figura 1a). No que se refere
as porgdes variaveis (Fv) os anticorpos sdo compostos de dois tipos de cadeias
polipeptidicas, conhecidas como leve (VL= variable light) e pesadas (VH= variable
heavy) as quais possuem cada uma regido variavel de aproximadamente 110
aminoacidos de comprimento, composta de uma regido de estrutura (frameworks =FRs)
e trés algas hipervariaveis denominadas regides determinantes de complementaridade
(CDRs) (Figura 1b, c). As sequencias germinativas sdo limitadas, porém mutagdes
somaticas, delecdes e inser¢des de nucleotideos nas CDRs aumentam a variabilidade
do repertorio de anticorpos que determinam o reconhecimento de antigenos. Estima-se

que o ser humano possa produzir cerca de 10'° moléculas distintas de anticorpos (20).

A) C,g?”,‘,;;-

FW-H1 COR-M FW-H2 DR-H (- DR~ -H
B) o h B oo b ] o T
e v ¥ ) R 3 5 1Y )
VH QVQLQQSGPELVRPGASYKVSCXAS IYWLSRGIGREFRGIGYFDPYIGGTNTNONFKDKATLIVOK S SSAAYMMLDSLYSEDSAWTCARSAGLADWGQGTLYTVSA
: 1 ¢ J
V gene D gene J gene
F.X.‘ COR;L1 Fﬁ‘\l? COR-L2 b~ CDR/S FWLe
= N Ok e L Ve —_— G T — o = o
VL DIQITQSPSSE SA TRVSITCRACQDIGSN Ny KPDGTIKR ATSSI BSGYPERFSGSRESGSIYSITISS: FSY VY WGTKLE
T 2y ;
V gene J gene

Figura 1: (A) Representagcdo esquematica de uma estrutura de anticorpo IgG. (B)
Composigdo genética das cadeias VH e VL; e CDRs. Adaptado de Kovaltsuk e

colaboradores (2017).

Repertoérios de anticorpos humanos constituem um amplo campo de estudo nas
respostas humorais frente a infecgdo pelo VHC. Os genes das imunoglobulinas
humanas que codificam as cadeias pesadas e leves humanas sao IGVH, IGHD, IGHJ e

IGHC presentes no locus de cadeia no cromossomo 14; e IGKV, IGKJ e IGKC presentes
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no lécus da cadeia leve kappa no cromossomo 2; e 0os segmentos genéticos de IGLV,
IGLJ e IGLC do I6cus da cadeia leve lambda no cromossomo 22 (18).

A alta diversidade dos anticorpos estdo presentes nos locais de ligagdo ao
antigeno que s&o obtidos por combinagdes das cadeias H e L. Essa combinacéo nos
seres humanos pode gerar milhdes de anticorpos diferentes que podem ligar-se ao
antigeno quando sao rapidamente selecionados (18).

O estudo de Bibliotecas de anticorpos selecionadas a partir de amostras de
pacientes com infecgdo ativa com ferramentas de sequenciamento de nova geragao
(NGS) permite analisar grandes e diversificadas sequencias de anticorpos que podem

produzir ligantes para muitos antigenos diferentes (18).

1.4 Sequenciamento de Nova Geragao (NGS) e Ferramentas de Analise

A ampla variabilidade encontrada nos anticorpos pode ser analisada com
ferramentas de sequenciamento de DNA que geram grandes conjuntos de dados, e que
estdo sendo empregados no estudo da composigdo de repertérios de imunoglobulinas,
de doencas infecciosas, alérgicas e doengas auto-imunes e no cancer. Com essa
tecnologia é possivel analisar repertorios imunologicos, incluindo caracteristicas
especificas de anticorpos como seus alvos, e sequencias unicas e altamente variaveis
de anticorpos. A determinagédo de genes de linhagens germinativas de imunoglobulina é
possivel utilizando analise de bancos dados de genes conhecidos da linhagem
germinativa; os quais compreendem a composi¢cdo de sequéncias germinativas de
genes de imunoglobulinas, as quais estdo depositadas nestes bancos e que funcionam
como parametro para determinagdo da origem das sequéncias analisadas e avaliar o
conjunto de genes da linha germinativa (25,5).

O tamanho das abordagens NGS requer o uso de ferramentas de bioinformatica,
que permitem avaliar a qualidade das sequencias obtidas com ferramentas como o
FastQC, e ferramentas como o Trimmomatic para retirada dos primers das PCRs, bem
como as sequencias dos adaptadores lllumina. E ferramentas de montagem dos reads
como o programa Velvet, permitindo assim filtrar dados de qualidade para analise nos
bancos de dados de imunoglobulinas como IgBlast (NCBI) e IMGT / HighV-QUEST
(7,19,30,2,8,16,29).
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As ferramentas IgBlast e IMGT usam no alinhamento diferente algoritmos, e
restringem os repertérios dos genes aqueles definidos pelo banco de anticorpos, o que

se faz necessario um pos-processamento dos dados de saida (8,16,29).

1.5 Softwares de Analise: IgBlast e IMGT

O software IgBlast (NCBI) é um algoritmo que utiliza a similaridade para
comparar a sequéncias de anticorpos da linhagem germinativa contidos em seu banco
de dados e em outros bancos como IMGT / V-QUEST, o repertorio de cadeias pesadas
humanas UNSWIg e o banco de genes da linha germinativa do NCBI com as sequéncias
analisadas; isso contribui para que a analise do gene da linhagem germinativa seja o
mais preciso possivel e para diminuir perdas da melhor correspondéncia germinal do
gene V (8,16,29).

IgBLAST analisa sequéncias do dominio IGV identificando os genes V, D e J,
analisa também o rearranjo de juncdo e as regides de framework (FR) e regibes

determinantes de complementaridade (CDR) para o V gene (29).

Particularmente a analise do gene D é mais dificil por serem muito curtos e terem
alta similaridade com outros genes existentes na linhagem germinativa, e também
devido a adicBes aleatérias de nucleotideos no rearranjo das juncdes, e as mutacdes
sométicas contribuem para dificultar determinar o gene D da linhagem germinativa mais

préxima da sequéncia analisada (29).

O banco IMGT/V-QUEST também pode realizar a identificacdo das linhagens
germinativas dos os genes V, D e J e alelos por alinhamento com a linhagem
germinativa. A analise tanto de sequéncias de imunoglobulinas como de receptores
pode ser realizada com este programa. O IMGT/V-QUEST utiliza sequéncias publicadas
nas bases de dados DDBJ, EMBL e GenBank como fonte de dados para seu banco
(8,16).

Para determinar as sequéncias V, D e J rearranjadas, 0 programa compara as
sequencias analisadas com o0s conjuntos de sequéncias de referéncia da linha
germinativa de genes e alelos IG e TR, definidos de acordo com os critérios do IMGT e
agrupados no Conjuntos de Diret6rios de Referéncia do IMGT. Além de determinar a

linhagem germinativa mais proxima o software identifica regides de estruturas (FR) e
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regides determinantes de complementaridade (CDR) importantes na determinacdo do
sitio de ligacdo ao antigeno. Identifica também mutacfes somaticas das sequéncias
rearranjadas de imunoglobulinas e analisa a sequencia de aminoacidos traduzidos da

variavel IG e TR da regido com base na numeracao Unica do IMGT (8,16).

A analise do IMGT mostra resultados de cinco genes e alelos V e D mais
préximos, e trés genes e alelos J mais proximos da referéncia de linhagem germinativa
do banco, sendo a melhor pontuacdo de alinhamento indicativa do gene e alelo com
maior probabilidade de estar envolvido no rearranjo analisado. Exibe a sequencia de
aminoacidos da regido de juncéo delimitada pela V-REGION 22-CYS na posicédo 104 e a
J-REGION J-PHE ou J-TRP na posicdo 118. O alinhamento com o gene D por padréao
realizado pelo IMGT/ Junction Analysis, que faz o alinhamento com o melhor gene D e
alelo, permitindo uma anélise mais detalhada da regido de diversidade. Também fornece
a sequéncia de nucleotideos e amino&cidos das regides de estrutura FRs e CDRs (FR1-,
CDR1-, FR2-, CDR2, FR3- e CDR3) das sequencias analisadas, permitindo e localizar
mutagdes somaticas (8,16).

1.6 Alvos para VHC

Na busca do entendimento sobre os mecanismos patolégicos associados ao
VHC, o estudo de anticorpos constitui uma ferramenta importante que permite ampliar o
conhecimento de genes especificos que sao expressos na infecgao pelo VHC, o que
impulsiona o desenvolvimento de vacinas e outros tratamentos direcionados contra o
virus (4,6).

Os anticorpos neutralizantes virais (bNAbs) foram descritos principalmente contra
a proteina E2. Alguns anticorpos descritos demonstraram inibir a infec¢ao, bloqueando a
interacdo com o RBS ou inibindo o mecanismo de fusdo pdés-entrada direcionando
regides conservadas dentro das glicoproteinas virais envolvidas nesses processos
(12,15).

Acredita-se que o aparecimento precoce dos bNAbs estdo envolvidos no
processo de eliminacao espontanea da infecgcdo pelo VHC, pois estes se ligam as
proteinas do envelope do VHC (E1 e E2) e, sdo capazes de neutralizar multiplas

variantes virais (15).
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O estudo de varias familias e subfamilias de genes das imunoglobulinas foram
encontradas predominantemente em infec¢bes virais, e foram associados a infecgao
pelo VHC e outras infec¢des virais; como a subfamilia do gene VH 1-69 que foi relatada
como associada a neutralizacdo cruzada de VHC, virus influenza e HIV-1. As familias e
subfamilias especificas estdo mais expressas nessas infecgdes e podem caracterizar um
modelo de resposta humoral presente nas fases iniciais e tardias da doencga (28).

O mecanismo pelo qual o VHC desencadeia expansdes de células B ndo é
totalmente conhecido, porém parece que o VHC possa causar um efeito mutagénico nas
células B e promover estimulagdo antigénica especifica contra o VHC. Essa estimulagao
de familias especificas caracterizam um repertério préprio de cadeia pesada de
imunoglobulina (VH) e cadeia leve (VL) presentes na infecgdo, e que podem caracterizar
a resposta especifica contra o virus, tornando esses anticorpos alvos importantes para
estudo e aplicagdes clinicas (26).

O processo de triagem direta de anticorpos especificos fornece conhecimento
diferenciado sobre o papel do sistema humoral na resolugdo ou na progressdo da
doenga causada pelo VHC. Outros estudos nesta area ja estdo mais avangados e
permitem visualizar como no caso do HIV, como essas tecnologias de analises
proporcionaram um aumento a geragdo de anticorpos monoclonais amplamente
neutralizantes, anticorpos com poténcia, amplitude e especificidade contra o virus.
Sabendo que o repertério de anticorpos de um individuo armazena informacdes sobre
patdgenos e processos atuais e pregressos que o individuo se expos, com o potencial
de desenvolvimento de anticorpos de triagem, desenhos de vacinas, e importantes alvos
terapéuticos, seu estudo torna-se uma ferramenta importante no processo diagnéstico,

progndstico e terapéutico para a infec¢ao pelo VHC (3,6,9,11,12,14,15,23,24).
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3. Objetivo
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Objetivo:

Avaliagao das regides variaveis de bibliotecas de anticorpos construidas a partir
de sangue de pacientes portadores de Hepatite C Cronica em fases de fibrose

diferentes: moderada e avancgada.
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Resumo

A progressao da fibrose hepatica somada a infeccdo pelo virus da hepatite C
(VHC) tem sido associada a resposta imunoldgica permanente. O estudo no repertoério
de anticorpos Anti-VHC na progresséo da fibrose hepatica foi explorado através de
ferramentas de sequenciamento em larga escala (NGS) possibilitando uma analise de
repertérios altamente variaveis como as por¢des variaveis VH (cadeia pesada) e Vk
(cadeia leve) das imunoglobulinas, e a determinagdo de familias e subfamilias dos
genes V-D-J associadas a resposta humoral encontrada nas diferentes fases da doenca
proporcional uma ferramenta importante no entendimento da resposta imune frente a
infeccao viral pelo VHC. As por¢des VH e Vk das imunoglobulinas foram obtidas a partir
da amplificagdo de RNA de sangue de paciente VHC positivos e com diferentes graus de

fiborose, e sequenciadas na plataforma Illumina® Miseq, fornecendo uma grande
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variabilidade de sequéncias que foram pré-processadas por ferramentas de
bioinformatica e analisadas em dois bancos de anticorpos diferentes: IgBlast (NCBI) e
IMGT® quanto as familias e subfamilias mais expressas. A expressdo restrita de
algumas familias e subfamilias: IGHV1, IGHV3, IGHV4 foram encontradas, e podem
estar associadas a resposta humoral especifica causada pelo VHC, o que confere
importante ferramenta o estudo dessas familias e subfamilias mais expressas durante a
infeccdo. Em especial a familia IGVH3 é altamente expressa em varios repertérios
imunologicos, e parece estar diminuida nas fases tardias da infec¢ao caracterizada pela
progressao da fibrose hepatica e perda da fungao (F3/F4); isso indica o importante papel
das familias de imunoglobulinas principalmente VH3 na resposta contra o virus nas
fases iniciais da doencga (F1/F2); e que confere aos achados uma importante indicagao
de que a progressao da doenga pode ser determinada pela diminuicdo das principais

familias, e que pode ser um importante marcador dessa progressao.

Introducgao

A infeccdo pelo Virus da Hepatite C (VHC) apresenta abrangéncia global, com
incidéncia atual de 71 milhdes de pessoas infectadas no mundo, das quais cerca de
70% desenvolvem a forma cronica da doenca denominada Hepatite C cronica. Embora
grandes avancos tenham sido obtidos na Gltima década no tratamento da doenca com a
introducdo dos antivirais de acdo direta (DAA) a natureza assintomatica da infeccéo
contribui para o diagndstico tardio, o qual ocorre geralmente quando o dano hepatico ja
€ significativo. O diagndéstico tardio, associado a alta capacidade mutagénica do virus e
o dano hepatico resultante de um processo fibrético progressivo nas células do figado

impactam diretamente na resolucdo e/ou controle da doenca (1,2,3,4,5,6).

A fibrose hepética que ocorre durante a Hepatite C crbnica € consequéncia da
tentativa de reparo tecidual realizado pelo organismo frente a injuria ocasionada pela
presenca do virus. O processo de fibrogénese envolve a substituicdo do tecido hepatico
funcional por matriz extracelular, colageno e outras proteinas relacionadas ao reparo
tecidual que ocorre devido a multiplos eventos, sendo o principal a transformacdo de
células estreladas hepaticas (HSCs) em miofibroblastos contrateis e fibrogénicos
(7,8,9,10).
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A medida que o tecido hepatico é substituido por matriz extracelular a fibrose
progride sendo, histologicamente, classificada em quatro estagios, sendo F1 fibrose
portal sem septos, F2 expansao fibrosa com poucos septos, F3 numerosos septos
podendo visualizar esboc¢os de nddulos e, F4 cirrose (11,12,13).

A progressao para fibrose avancada na Hepatite C cronica parece depender
mais de fatores do hospedeiro do que fatores relacionados ao virus e, além dos fatores
genéticos a resposta imunologica humoral, mediada por anticorpos, do paciente

infectado pode se relacionar ao desfecho obtido e, progndstico da doenca (1,3,4,5,6,14).

Anticorpos sdo proteinas secretadas por linfécitos B diferenciados (plasmécitos)
estimulados pelo antigeno. Em humanos, eles sdo compostos de quatro cadeias
polipeptidicas, sendo duas pesadas, do inglés, heavy (H) e duas leves, do inglés, light
(L). Cada uma das quatro cadeias polipeptidicas € constituida por uma regido variavel
com, aproximadamente, 110 amino4cidos de comprimento e, uma regido constante. As
regides variaveis das cadeias H e L sdo estruturalmente divididas em trés alcas
hipervariaveis denominadas regifes determinantes de complementaridade (CDRS) e,

guatro regides estruturais denominadas framework regions (FR) (15,16,17,18).

A alta variabilidade das VH e Vk ocorrem devido a rearranjos génicos durante o
processo de maturacdo do linfécito B. Trés loci independentes, localizados nos
cromossomos 14, 22 e 2 codificam a cadeia pesada (H), cadeia leve do tipo k e cadeia
leve do tipo A, respectivamente. A cadeia pesada (H) é constituida por trés conjuntos de

segmentos génicos (V, D, J) enquanto as cadeias leves por apenas dois (V, J) (18,19).

A diversidade dos anticorpos é resultante de varios processos, 0s quais ocorrem
naturalmente durante os diversos estagios de diferenciacdo do linfocito B. Inicialmente
ocorre justaposicdo de um segmento D com um J e, em seguida com um V, originando
um rearranjo VDJ. Posteriormente durante o processamento do RNA ocorre unido do
exon rearranjado VDJ com um dos cinco exéns para a cadeia constante (Cy, Cy, Cg, Ca
ou C3). Para a cadeia leve ocorre processo similar, envolvendo justaposicédo dos
segmentos V e J e posterior unido com o exdn para cadeia constante (preferencialmente
Ck na espécie humana). Essa variabilidade é ainda maior devido a dele¢fes e insercdes

de nucleotideos ainda na medula 6ssea em linfocitos B imaturos e, a hipermutacdes
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somaticas que se acumulam na célula B madura elevando seu potencial de

reconhecimento antigénico (19,20,21,22,23).

Anticorpos especificos anti-VHC ja foram descritos, sendo que a maioria dos
anticorpos neutralizantes descritos sdo os dirigidos contra 0s antigenos expressos no
envelope viral. Estudos realizados com outros agentes infecciosos mostraram que o
perfil de anticorpos expressos pode funcionar como marcador molecular de progressao
da doenca (referéncia) (3,16,20,24,25,26,27,28,29).

Anticorpos policlonais especificos podem ser isolados a partir do soro de
individuos infectados pelo VHC e anticorpos monoclonais podem ser produzidos por
hibridomas ou identificados pela triagem de bibliotecas conformacionais de anticorpos.
Classicamente estudos dos anticorpos expressos em determinada situacdo bioldgica
podem ser realizados por técnicas moleculares associadas a triagem imunoldgica, nas
quais bibliotecas de anticorpos sé@o construidas utilizando métodos de biologia molecular
e, 0S anticorpos expressos sao posteriormente selecionados utilizando tecnologias
fundamentadas na interacdo antigeno-anticorpo. No entanto, estas tecnologias
constituem atualmente métodos onerosos no que se refere a tempo, financiamento,
especificidade e sensibilidade (1,30,31,32,33).

Com o advento das tecnologias de sequenciamento em larga escala, do inglés,
Next Generation Sequencing (NGS) possibilitou a identificacdo de anticorpos ou fracdes
deles expressos a partir de amostras bioldgicas com alta sensibilidade e especificidade.
O NGS constitui uma metodologia para andlise gendmica que pode ser utilizada no
estudo de imunoglobulinas, permitindo um aumento exponencial no nimero de dados
gerados associada a uma diminuicdo significativa do custo em comparagdo com
plataformas de sequenciamento convencionais. Gerando aproximadamente 400 bilhdes
de nucleotideos em uma corrida a tecnologia conduz a alta sensibilidade no
sequenciamento de bibliotecas de anticorpos amplamente variaveis, constituindo um
método extremamente sensivel no estudo de novos biomarcadores relacionados as

patologias humanas (15).

No entanto, a alta variabilidade das imunoglobulinas confere ao processo de
sequenciamento um grande desafio frente a complexidade e quantidade de dados
gerados. Neste cenario, ferramentas de analises computacionais vém sendo

desenvolvidas para andlise de linhagens germinativas e descoberta de novas variantes.
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Assim, estratégias para estudo desse repertorio imunoldgico sdo possiveis associando a
geracdo de dados por NGS e ferramentas de analises de bioinformética, que, em
conjunto, permitem avaliar o perfil altamente variavel dos anticorpos expressos em

determinado momento biologico (34,35).

Neste contexto, considerando que a resposta imunolégica humoral do hospedeiro
pode se associar a progressado da fibrose hepatica no curso da infec¢do pelo VHC, o
presente estudo teve por finalidade construir uma biblioteca das fracdes VH e Vk de
anticorpos expressos em pacientes portadores de Hepatite C cronica com diferentes

graus de fibrose hepatica e caracterizar as fracfes expressas por NGS (36,37).

Casuistica e Métodos

Sele¢cao das Amostras

Foram incluidas neste estudo 18 amostras de sangue total provenientes de
pacientes com anti-VHC 1gG reagente, com diagnéstico clinico de Hepatite C cronica,
Anti-HIV né&o reagente, HBsAg, IgM anti-HBc ndo reagente, sem tratamento anterior para
Hepatite C e, com quantificacdo do RNA do VHC (carga viral) acima de 12 Ul/mL
armazenadas no repositério de amostras do Laboratério de Biologia Molecular do
Hemocentro de Botucatu (Laboratorio de Rotinas Diagnosticas em Infec¢Bes Virais). De
acordo com o estadiamento da fibrose hepética os pacientes foram divididos em dois
grupos, sendo Grupo F1/F2: pacientes com fibrose leve a moderada, classificada pelo
patologista como F1 ou F2 de acordo com o escore METAVIR (n=9) e, Grupo F3/F4:
pacientes com fibrose avancada, classificada pelo patologista como F3 ou F4, segundo
escore METAVIR (n=9) (14).
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Metodologia

Extracdo de RNA, constituicdo dos pools e sintese de cDNA

RNA total de cada uma das amostras foi isolado a partir de sangue total e buffy
coat em tubos separados utilizando TRIzol™ Reagent (Invitrogen,Carlsbad,CA,USA )
segundo as especificagbes do fabricante. A integridade do RNA foi analisada por
eletroforese em gel de agarose 1,0 % utilizando Gelred 1X (GelRed Nucleic Acid Gel
Stain-Biotium,Hayward, CA, EUA). A eletroforese foi conduzida a 90 V / 4,0 mA por 60
minutos em tampao Tris-Borato-EDTA 1X (TBE).

As amostras de RNA foram tratadas com Turbo™ DNase (Ambion® -
AppliedBiosystem, Foster City, CA, USA), segundo especificacbes do fabricante. A
eficiéncia da degradacdo de DNA foi verificada por eletroforese em gel agarose 1,0 %,
com Gelred 1X (GelRed Nucleic Acid Gel Stain-Biotium, Hayward, CA, EUA), a 90 V/4
mA por 50 minutos em tampé&o Tris-Borato-EDTA 1X (TBE).

O RNA isolado e isento de DNA foi utilizado para constituicdo de dois pools
conforme segue: (a) pool F1/F2: constituido do RNA extraido a partir de sangue total e
buffy coat das amostras obtidas de pacientes com fibrose hepatica classificada como
F1/F2 pelo escore METAVIR; (b) pool F3/F4: constituido do RNA extraido a partir de
sangue total e buffy coat das amostras obtidas de pacientes com fibrose hepatica
classificada como F3/F4 pelo escore METAVIR (14).

Os pools de RNA obtidos foram quantificados utilizando o fluorimetro Qubit® 2.0
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e o kit Qubit® RNA HS Assay (Invitrogen, Carlsbad, CA,

USA), segundo as especificacdes do fabricante.

Os pools de RNA foram submetidos a reacdo de transcricdo reversa utilizando a
enzima Improm™ Il Reverse Transcritase (Promega Corporation, WI, USA), segundo as
especificacoes do fabricante. As reacdes de transcricdo reversa foram realizadas em
triplicata sendo um tubo com primer para IgG (GTCCACCTTGGTGTTGCTGGGCTT)
Barbas et al. (2001), um com primer para IgM (TGGAAGAGGCACGTTCTTTTCTTT
Barbas et al. (2001) e um tubo com random primer (Random Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA).
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Depois da reacdo de transcricdo reversa as triplicatas de cada grupo foram
utilizadas para constituir um pool de cDNA sendo que foram constituidos um pool para
F1/F2 e um pool para F3/F4.

Amplificacdo das cadeias variaveis pesada (H) e leve (k) do Anticorpo

O cDNA foi utilizado como molde para amplificacdo por PCR das porcdes
variaveis dos anticorpos. Devido a alta variabilidade destas cadeias foi necessaria a
realizacdo de um conjunto de reagdes de PCR utilizando 12 combinacdes de primers
para VH e quatro combinacdes para Vk para que a maioria das familias génicas para VH
e Vk pudessem ser detectadas. As combinacdes de primers utilizadas nestas reacdes
foram as descritas por Barbas e colaboradores (2001). As condicfes das reacdes foram
Master Mix 2X Go Taq Hot Start (Promega Coorporation, MA, USA), 10,0 yM de cada
primer, 1,0 yL cDNA e agua ultrapura. As condi¢cdes de ciclagem foram 94 °C por 5
minutos, 5 ciclos de 94 °C por 30 segundos, rampa de ciclagem de 30 %, 60 °C por 45
segundos, 72 °C por 1 minuto e 30 segundos, 40 ciclos 94 °C por 30 segundos, 56 °C
por 45 segundos, 72 °C por 1 minuto e 30 segundos,1 ciclo de 72 °C por 10 minutos.
Com o objetivo de elevar a concentracdo do produto de PCR obtido foram realizadas
para o grupo F1/F2 36 reacdes de PCR para VH e 12 para Vk. No grupo F3/F4 foram
realizadas 36 reacdes de PCR para VH e 24 para V.

Os produtos das PCRs foram analisados em gel de agarose 2,0 %, com GelRed
1X (GelRed Nucleic Acid Gel Stain-Biotium, Hayward, CA, EUA), a eletroforese foi
realizada a 80 V / 4 mA por 1 hora e 20 minutos em tamp&o Tris-Borato-EDTA 1X (TBE).
Os produtos foram isolados do gel e purificados utilizando o kit Invisorb® Fragment
Clean Up (Invitek, STRATEC Molecular, GmbH, Berlin, Germany) de acordo com as
especificacdes do fabricante. Foram, entdo, constituidos quatro pools, um pool VH-F1/F2
constituido por todos os produtos de PCR de VH do grupo com fibrose moderada, um
pool Vk-F1/F2 constituido por todos os produtos de PCR de Vk do grupo com fibrose
moderada, um pool VH-F3/F4 constituido por todos os produtos de PCR de VH do grupo
com fibrose avancada, um pool Vk-F3/F4 constituido por todos os produtos de PCR de

Vk do grupo com fibrose avancada.
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A deteccao/quantificacdo dos pools de produtos de PCR foram realizadas pela
técnica de fluorimetria com o] kit Qubit® dsDNA HS Assay
(Invitrogen,Carlsbad,CA,USA), fluorimetro Qubit® 2.0 (Invitrogen,Carlsbad,CA,USA).

Sequenciamento em Larga Escala (NGS) das VH e Vk

Ambas as bibliotecas VH e Vk de cada grupo F1F2 e F3F4 foram sequenciadas
em duplicata a fim de garantir a homogeneidade e representatividade de cada biblioteca

na comparacao final dos grupos de fibrose.

Inicialmente, visando otimizar os resultados de NGS, optamos por re-amplificar as
regides variaveis com primers contendo adaptadores, a fim de aumentar em
aproximadamente 50 pb em cada extremidade das varidveis para que no processo de
tagmentacdo para insercdo dos adaptadores da lllumina n&do fosse perdido parte da

regido variavel e sim a parte dos novos primers inseridos e descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia de primers construidos para a cadeia pesada VH e cadeia leve V.

Primers VH  Sequence

NT-VH-F 5TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGCTGCCCAACCACCATGY
NT-VH-R 5GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCGATGGGCCCTTGGTGGAG3’
Primers Vx Sequence

NT-Vk-F 5TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGGCCCAGGCGGCCGAGY3
NT-Vk-R 5GTCRCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGAAGACAGATGGTGCAGCCACYT

NT-VH-F primer forward e NT-VH-R primer reverse construido para a re-amplicagdo da variavel pesada de
ambos os grupos de fibrose. NT-Vk-F primer forward e NT-Vk-R primer reverse construido para a re-
amplicacdo da varidvel pesada de ambos os grupos de fibrose.

Assim, foi realizada a seguinte reacéo de PCR para ambas as cadeias pesada e
para leve: Master Mix 2x Go Taq Hot Start, 2,0 yL a 10 uM de cada primer, 1,5 ng do
produto Vh ou Vk e agua ultrapura em um volume final de 20 uL; com o protocolo de
ciclagem de 94 °C por 5 minutos, 40 ciclos de 94 °C por 30 segundos, slope de 30 %, 57
°C por 45 segundos, 72 °C por 1 minuto, 1 ciclo de 72 °C por 5 minutos.

Todas as reacOes de re-amplificacdo foram purificadas utilizando o kit Invisorb®
Fragment Clean Up (Invitek, STRATEC Molecular, GmbH, Berlin, Germany).
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Preparacao das Bibliotecas para o NGS

Para a preparacédo das bibliotecas seguiu-se o protocolo da lllumina com algumas
adaptacdes. Os produtos re-amplificados das variaveis VH e Vk foram diluidos para a
concentracdo de 0,5 ng/pL. O kit utilizado foi o Nextera®XT (Illumina, Inc., San Diego,
USA). A reacdo de tagmentacao foi realizada em uma concentracdo de 5,0 pL (1,0 ng)
do DNA, 10,0 pL do tampdo TD (Tagment DNA Buffer) e 5,0 pL de ATM
(AmpliconTagment Mix), e depois centrifugada a 280 xg por 1 minuto a temperatura de -
4°C e logo depois colocada no termociclador a 55 °C por 5 minutos e 10 °C por 2
minutos. Apos finalizacdo do tempo de tagmentacdo uma reacdo de neutralizacdo foi
realizada adicionando 5,0 pL do tampéo NT (Neutralize Tagment Buffer) com incubacéo
por 5 minutos a temperatura ambiente. Apés a finalizacdo da etapa de tagmentacao do
produto, seguiu-se a reacdo de PCR para indexacdo das bibliotecas. Em cada poco de
uma de placa de 96 pocos foi adicionado 5,0 pL de cada index e 15,0 uyL NPM (Nextera
PCR Master Mix), a reacdo foi entdo centrifugada a 280 xg a 20 °C e ciclada por 3
minutos a 72 °C, depois 95 °C por 30 segundos, 12 ciclos de 95 °C por 10 segundos, 55
°C por 30 segundos, 72 °C por 30 segundos e ciclagem final de 72 °C por 5 minutos.
Apébs a PCR foi realizada a purificacdo dos produtos com 90,0 pL de beads magnéticas
AMPure XP (BeckmanCoulter Agencourt, Indianapolis, IN, USA) com incubacdo por 5
minutos a temperatura ambiente. A placa de 96 wells com as beads foi colocada em
uma rack magnética por 2 minutos e o sobrenadante foi entdo descartado, e o pellet de
DNA com as beads foram lavados duas vezes com etanol 80 % e incubados por 30
segundos a temperatura ambiente. O etanol foi retirado e descartado e as beads
ficaram secando por 15 minutos fora da rack magnética. Em seguida, as beads foram
ressuspendidas em 52,5 pL de RBS (Resuspension Buffer) incubadas a temperatura
ambiente por 2 minutos, a placa foi entdo colocada novamente na rack magnética por 2

minutos e 0s sobrenadantes foram transferidos para outros pogos da placa.

A biblioteca foi entdo quantificada por deteccdo de fluorescéncia na PCR em
tempo real utilizando o kit KAPA SYBR® FAST ABI PrismgPCR (KapaBiosystems,
Wilmington, MA, USA) de acordo com o protocolo do fabricante, utilizando o
equipamento 7500 Real Time PCR System ((AppliedBiosystems™, Foster City, CA,
USA).
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O tamanho das bibliotecas construidas foi avaliado por eletroforese em gel de
agarose 2% com 3,0 pL de GelRed 1X (GelRedNucleicAcid Gel Stain-Biotium, Hayward,
CA, EUA) a 70 V / 4 mA por 60 minutos em solucdo tampao de Tris-Borato-
EDTA 1X (TBE).

Cada biblioteca foi corrigida para a concentracdo para 4,0 nM sendo,
em seguida, realizado um pool de todas as bibliotecas a 4,0 nM. A biblioteca

controle PhixControl V3 (lllumina, San Diego-USA) foi utilizada na corrida.

Resumidamente, o pool das bibliotecas e o Phix diluido a 4,0 nM foram
desnaturados com 5,0 pL de NaOH 0,2 N, com homogenizacdo por vortex e
centrifugacéo a 280 xg por 1 minuto, incubados a temperatura ambiente por 5 minutos.
Desta forma, a concentracdo € de 2,0 nM. Foi adicionado 990,0 pL de HT1
(Hybridization Buffer) gelado a biblioteca e ao controle reduzindo a concentracéo a 20,0
pM em um volume final de 1,0 mL. A concentracao final do Phix foi de 12,5 pM, ou seja,
adicionamos 375,0 pL do Phix a 20,0 pM a 225,0 yL de tamp&o HT1, em um volume final
de 600,0 puL. A concentracdo da biblioteca foi ajustada para 11,0 pM, ou seja,
adicionamos 330,0 pL do pool a 20,0 pM a 270,0 uL de HT1, em volume final de 600,0
ML. Para a corrida, o Phix foi utilizado na proporcédo de 10 % do volume total a ser
adicionado ao cartucho. A biblioteca foi sequenciada utilizando a plataforma Miseq
(Nlumina, San Diego-USA) e o kit MiSeq Reagent v2 300 cycle (lllumina, San Diego-
USA) com a estratégia ParedEnd, onde ambas cadeias de DNA sdo sequenciadas, com

parametro de qualidade de > Q30 e cobertura de 24 a 30 milhdes de reads.

Analise dos Dados Gerados

Os reads gerados no sequenciamento foram inicialmente pré-processadas
utilizando o FastQC (verséo 0.11.8) para avaliacdo da qualidade, sendo estabelecido um
Q-Score superior a 30 como como parametro de qualidade, sendo que reads com Q-
score inferior a este valor foram descartadas. O Trimmomatic (versédo 0.36) foi utilizado
para retirar os primers das PCRs, bem como as sequencias dos adaptadores lllumina. O
FastQC também foi utilizado para avaliar o conteddo de CG, comprimento das
sequencias, presenca de sequéncias ndo Uunicas e conteudo de adaptador poés

processamento (38,39).
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O alinhamento entre as sequencias forward e reverse foi realizado utilizando o
script Pairfqg. O programa Hisat 2 foi utilizado para o alinhamento das sequéncias obtidas
VH e Vk utilizando como referéncias as sequéncias VH ID:GU179345.1 e Vk ID:
NG_000834.1, respectivamente. O Hisat 2 também foi utilizado para verificacdo de
eventual contaminacdo com o virus do VHC utilizando a sequéncia viral ID:AF009606.1.
(40,41).

A montagem dos reads foi realizada utilizando o programa Velvet com k-mers
33. O programa Cap3 foi utilizado para remover sobreposi¢cdes em que a pontuacéo de
diferenca foi maior que o valor especificado e para unir 0s arquivos contigs. A
comparacao entre a porcentagem de alinhamento e os consensos obtidos foi analisada
com o programa Bowtie-2 (20,42,43,44).

As duplicatas foram unidas e as sequéncias obtidas foram utilizadas para
avaliacao das fracdes VH e Vk expressas nos dos grupos estudados (F1/F2 e F3/F4)
utilizando o CD-HIT e, o banco de anticorpos Ig-Blast do National Center for
Biotechnology Information e o banco de anticorpos IMGT®, The International
ImMunoGeneTics Information System® (34,35,45).

Resultados

Dados Brutos do Sequenciamento e Pré-processamento

De forma geral 741K/mm? clusters foram gerados no sequenciamento e, depois
de realizadas as analises de pré-processamento os resultados obtidos sdo mostrados na
tabela 2. A figura 1 ilustra um dos resultados obtidos no que se refere a qualidade por
base dos reads obtidas no sequenciamento antes do processamento (Figura 1A) com as

ferramentas de bioinformatica e depois deste processo (Figura 1B).

Nota-se uma melhora significativa na qualidade dos reads ap6s o pré-
processamento realizada. Assim, a partir de 8.310.536 reads originalmente obtidas

guando considerado o dado bruto gerado no sequenciamento, foram obtidas 354.241


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU179345.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=956MPTFK015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF009606.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=956C6NZ901R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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pos-processamento sendo que, em média, o comprimento dos reads foi de 100 pares de

bases.

A tabela 2 mostra o numero de reads obtidos por grupo e replicatas pré e pos

processamento. Na tabela 2 pode ser observado que houve reducdo do numero de

reads em todos os grupos e replicatas avaliados.

Tabela 2: Resultados obtidos apds pré-processamento das bibliotecas de cada grupo

avaliado (F1/F2 e F3/F4) e suas replicatas.

Avgrage CcC Per base Sequence Non-unique
. Quality per
Replicate contente N contente length sequences
read (%) (%) (bp) (%)
(Q-Score)
VH a F1/F2 38 56 0 150-151 76.11
VH b F1/F2 38 56 0 150-151 75.1
Vk a F1/F2 38 59 0 150-151 40,47
Vk b F1/F2 38 59 0 150-151 39,26
VH a F3/F4 38 64 0 150-151 53,87
VH b F3/F4 38 64 0 150-151 51,84
Vi a F3/F4 38 59 0 150-151 51,84
Vi b F3/F4 38 55 0 150-151 46,24

Adapter
Content
(%)

0

O O O O O O o

VH: cadeia variavel pesada; Vk: cadeia variavel leve do tipo kappa; a: primeira replicata; b: segunda
replicata; F1/F2: grupo com fibrose moderada segundo escore Metavir; F3/F4: grupo com fibrose

avangada segundo escore Metavir.
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Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

(A)

=]
]
4
2
o]

123456788 1518 30-24 45-49 60-64 75-79 90-94 105-109 120-124 135-138 150-151
Position in read (bp)

Quality scores across all bases {(Sanger / llumina 1.9 encoding}

(B)

1234567 89 1518 30-34  45-49 60-64  75-79 90-94 105-108 120-124 135-136 150-151
Position in read (bp)

Figura 1: Exemplo de imagens representativas da qualidade por base ao longo das sequéncias
evidenciando valor médio (linhas vermelhas), intervalo interquartil 25-75% (caixas amarelas) e a média da
qualidade obtida (linha azul). (A) Imagem antes do processamento dos dados brutos; (B) Imagem pés-

processamento dos dados brutos.
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Tabela 3: Numero de reads pré e pos processamento nos grupos (F1/F2 e F3/F4) e

replicatas (a e b)

Numero de reads Pré Numero de reads Pods
Processamento Processamento
VH a F1/F2 931.100 16.384
VH b F1/F2 950.106 18.504
Vk aF1/F2 908.601 62.906
Vk b F1/F2 1.093.926 73.568
VH a F3/F4 757.015 15.154
VH b F3/F4 820.184 17.509
Vk a F3/F4 1.060.911 51.988
Vk b F3/F4 1.788.693 98.228

VH: cadeia variavel pesada; Vk: cadeia variavel leve do tipo kappa; a: primeira replicata; b: segunda
replicata; F1/F2: grupo com fibrose moderada segundo escore Metavir; F3/F4: grupo com fibrose
avangada segundo escore Metavir.

As duplicatas dos reads obtidos (ver tabela 3) foram unidas e utilizadas para
montagem das sequencias de VH e Vk por bioinformatica (ver metodologia de analise de
dados) sendo obtidas 6171 e 3440 sequencias de VH no grupo F1/F2 e, F3/F4,
respectivamente. Quanto ao numero de sequencias de Vk foram obtidas 3191 e 7968
sequencias nos grupos F1/F2 e F3/F4, respectivamente. Estas sequéncias foram
utilizadas para avaliagdo das familias e subfamilias das imunoglobulinas, dos rearranjos

VDJ e VJ e CDR3-H encontrados nos grupos estudados.

Frequéncia das familias dos segmentos génicos das fracdes VH

A figura 2 ilustra a frequéncia das familias génicas da cadeia pesada VH nos
grupos estudados F1/F2 e F3/F4 analisadas em dois bancos de sequéncias de

anticorpos diferentes.

Em F1/F2 nota-se que as frequéncias das familias V foram: IGHV1 (24 %), IGHV3
(43 %), IGHV4 (30 %), IGHV5 (3 %) de 17.952 linhagens germinativas do gene V da
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cadeia pesada, e que apresentaram semelhanga com as sequéncias da biblioteca Anti-
VHC, e para o grupo F3/F4 de 6.168 linhagens germinativas alinhadas: IGHV1 (11 %),
IGHV3 (23 %), IGHV4 (62 %), IGHV5 (4 %), realizadas com o IgBlast (Figura 2a).

Comparando a analise do banco de dados IMGT encontramos para o0 grupo
F1/F2: IGHV1 (27 %), IGHV3 (37 %), IGHV4 (34 %), IGHVS (2 %), de 37.281 linhagens
germinativas alinhadas com o banco. E para o grupo F3/F4 temos IGHV1 (17 %), IGHV3
(18 %), IGHV4 (63 %), IGHV5 (2 %) do total de 16.347 linhagens germinativas alinhadas
(Figura 2b).

As familias IGHV1, IGHV3 e IGHV4 foram as mais frequentes (p < 0,0001) em

ambos os grupos (Figura 2a e 2b).

No que se refere a avaliacdo das subfamilias ndo foi possivel uma analise
estatistica devido a metodologia utilizada no NGS assim esta analise foi realizada

considerando o contexto biolégico com uma analise descritiva dos dados.

A familia IGHV3 com 7.664 alinhamentos na linhagem germinativa, sendo a mais
expressa do gene V encontramos subfamilias mais frequentes no grupo F1/F2, sendo as
subfamilias IGHV3-30 (20 %), IGHV3-23 (19 %) e IGHV3-11 (10 %) em relacéo ao total
de VH3 encontrado no IgBlast (Figura 2e).

Enquanto na analise do IMGT com 13.786 alinhamentos da familia VH3
encontramos as mesmas subfamilias IGHV3-30 (28 %), IGHV3-23 (17 %), porém, a
subfamilia IGHV3-11 ndo estava entre as mais frequentes (Figura 2f).

Comparando ao grupo F3/F4 com 1.390 alinhamentos da familia VH3,
encontramos as mesmas trés subfamilias como as mais expressas no IgBlast: IGHV3-30
(15 %), IGHV3-23 (15 %) e IGHV3-11 (32 %); e também no IMGT do total de 2.921
alinhamentos as subfamilias IGHV3-30 (23 %), IGHV3-23 (13 %) e IGHV3-11 (21 %),
foram as mais prevalentes, porém, frequéncia diferentes entre os bancos (Figura 2e e
2f).

A familia IGHV1 também foi uma das mais expressas em ambos os grupos de
fibrose, e foram analisadas quanto as subfamilias mais prevalentes no grupo F1/F2,
sendo as subfamilias IGHV1-69 (32 %), IGHV1-2 (22 %), IGHV1-18 (16 %) IGHV1-46
(14 %) e IGHV1-8 (11 %) as mais frequentes em relacdo ao total de 4.356 VH1
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encontrado no IgBlast (Figura 2c). Na analise do IMGT encontramos as mesmas
subfamilias como as mais expressas, porém, com frequéncia diferente do banco
comparado, e também encontramos uma excec¢do a subfamilia IGHV1-8 que nao estava
entre as mais frequentes; sendo: IGHV1-69 (27 %), IGHV1-2 (32 %), IGHV1-18 (17 %)
IGHV1-46 (11 %) as mais frequentes do total de 10.163 alinhamentos (Figura 2d).

Em relacdo ao grupo F3/F4 com 687 alinhamentos as subfamilias IGHV1-69
(37 %), IGHV1-2 (11 %), IGHV1-18 (8 %) IGHV1-46 (14 %) e IGHV1-8 (25 %) foram
encontradas como as mais prevalentes no IgBlast (Figura 2c), e no IMGT encontramos
as subfamilias IGHV1-69 (20 %), IGHV1-2 (32 %), IGHV1-18 (17 %); j& as subfamilias
IGHV1-46 e IGHV1-8 ndo estavam como as mais expressas do total de 2.757

alinhamentos (Figura 2d).

Com relagao a familia IGHV4 com 5.378 alinhamentos, também foi mais expressa
em ambos os grupos encontramos as subfamilias IGHV4-30 (22 %), IGHV4-59 (15 %),
IGHV4-34 (13 %) IGHV4-39 (12 %) e IGHV4-4 (10 %) mais prevalentes no grupo F1/F2
no IgBlast (Figura 2g). Na analise do IMGT de 12.475 alinhamentos encontramos as
subfamilias IGHV4-30 (14 %), IGHV4-59 (17 %), IGHV4-34 (14 %), IGHV4-39 (15 %)
como as mais expressas, porém, as subfamilias IGHV4-31 (13 %) e IGHV4-61 (12 %)
também aparecem entre as mais frequentes na analise deste banco de anticorpos,

enquanto que a IGHV4-4 ndo estava entre as mais frequentes (Figura 2h).

No grupo F3/F4 com 3.826 alinhamentos as subfamilias IGHV4-30 (20 %),
IGHV4-59 (15 %), IGHV4-34 (20 %) e IGHV4-4 (13 %) foram encontradas como as mais
prevalentes no IgBlast (Figura 2g), e comparando com o IMGT com 10.266 alinhamentos
encontramos as subfamilias IGHV4-30 (14 %), IGHV4-59 (17 %), IGHV4-34 (22 %),
IGHV4-39 (9 %), IGHV4-31 (11 %) e IGHV4-61 (11 %) (Figura 2h).



A)

604 Hm F1/F2
3 F3/F4

~ 501
X
> 40
o
© 304
=
o
0 204
(=

104

0 —
N\ L K S
NS NS X NS
© © © ©
IGHV Family IgBlast
40 - F1F2
3 F3/F4

;\3 30
3
£ 20
= §
o
o
w 10

0 L

VH1 Subfamily IgBlast

. F1/F2
30 2 F3F4

Frequency (%)

VH3 Subfamily IgBlast

254 )
. F1/F2
204 3 F3/F4

Frequency (%)

\%&y A“'W% &*’@ &“’\
¢ & & KF

> Se) o) o o) N
4;0 Ab‘(b b‘fb Ab'b Ab-b DA’CO

F & & &F L

VH4 Subfamily IgBlast

49

B)

mm F1/F2
604 2 F3/F4
9
3 404
=
[
= )
g
i 204
0- ¥ 1
& L & 2

IGVH Family IMGT

D)

407 - FiR2

3 F3/F4
304

Frequency (%)
N
C.’

10+

0-

v > > G x ) © ) (=)
Q\Q\ Q\A\ \2‘4\ A\’\ A\ﬂ’ \\,\)‘ A\’b‘ A\b 0O
¢ ¢ ¢ \Qx\ \o‘\ \d* \o\>‘ \cf \Q%

VH1 Subfamily IMGT

F) - FiF2

30 2 F3F4

Frequency (%)

VH3 Subfamily IMGT

251

H)

204 3 F3/IF4

Frequency (%)

» Y N N * > () o 1) N
B LGP B P T T G o F WP P
& & & L L L N LN D
C F&&F&eEeE &

VH4 Subfamily IMGT

Figura 2. Comparacado da frequéncia das Familias e Subfamilias do gene V mais expressas na cadeia
pesada VH nos grupos F1/F2 e F3/F4. A) Frequéncia das familias V em cada grupo no IgBlast (Teste Chi-
square p= <0,0001). B) Frequéncia das familias V em cada grupo no IMGT (Teste Chi-square p=0,0006).
C) Frequéncia das subfamilias VH1 no IgBlast. D) Frequéncia das subfamilias VH1 no IMGT. E)
Frequéncia das subfamilias VH3 no IgBlast. F) Frequéncia das subfamilias VH3 no IMGT. G) Frequéncia
das subfamilias VH4 no IgBlast. H) Frequéncia das subfamilias VH4 no IMGT.
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Quanto aos genes IGHD encontramos 2.457 alinhamentos na linhagem
germinativa do IgBlast e a familia IGHD3 foi o mais frequente com 33 % no grupo F1/F2
seguida pelo IGHD2 com 26 % de alinhamento. Comparando a familia IGHD3 no grupo
F3/F4 obteve 39 % de total de 358 alinhamentos na andlise IgBlast. Em segundo lugar a
familia IGHD2 com 23 % (Figura 3a).

A familia IGHD3 foi também a mais frequente na analise IMGT para 0 grupo
F1/F2, com 25 % do total de 471 familias. J& em comparacdo com F3/F4 a mais
frequente foi IGHD2 com (22 %) do total de 36 familias (Figura 3b).

A analise do gene de juncdo J apresentou 1.899 alinhamentos na linhagem
germinativa do IgBlast com 61 % de alinhamento para a familia IGHJ4, sendo esta a
mais frequente no grupo F1F2, e em comparacdo o grupo F3/F4 apresentou 64 % de
178 alinhamentos na linhagem germinativa do IgBlast, sendo esta familia a mais
prevalente em ambos os grupos de fibrose para a cadeia pesada dos anticorpos aqui
analisados (Figura 3c).

Na analise com o IMGT em ambos os grupos de fibrose a familia IGHJ4 foi a mais
frequente, com 51 % de 841 para F1/F2 e 34 % de 166 para F3/F4 (Figura 3d).
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Figura 3. Comparacgdo da frequéncia das Familias dos genes D e J mais expressas na cadeia pesada VH
dos grupos F1/F2 e F3/F4 nos bancos de anticorpos IgBlast e IMGT. A) Frequéncia das familias do gene D
no IgBlast (Teste Chi-square p= 0,8738). B) Frequéncia das familias do gene D no IMGT (Teste Chi-
square p= 0,0011). C) Frequéncia das familias do gene J no IgBlast (Teste Chi-square for trend p=
0,3054). D) Frequéncia das familias do gene J no IMGT (Teste Chi-square p= 0,0185).

Frequéncia das familias dos segmentos génicos das fracdes Vk

Analise das frequéncias observadas da cadeia leve Vk do grupo F1/F2

demostraram o seguinte percentual para as familias analisadas: IGkV1 (28 %), IGkV2
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(4 %), IGkV3 (65 %), IGkV4 (3 %) de 8.543 alinhamentos no IgBlast; e no grupo F3/F4
IGkV1 (23 %), IGkV2 (9 %), IGkV3 (64 %), IGkV4 (4 %), de 22.393 alinhamentos no
IgBlast (Figura 4a).

Em comparagao a analise do banco de anticorpos IMGT com 10.188 alinhamentos
apresentou o seguinte percentual para o grupo F1/F2: IGkV1 (28 %), 1IGkV2 (2 %),
IGkV3 (68 %), IGkV4 (2 %), e para o grupo F3/F4 IGkV1 (25 %), IGkV2 (6 %), IGkV3
(66 %), IGkV4 (3 %), do total de 24.540 (Figura 4b).
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Figura 4. Comparagdo da frequéncia das Familias e Subfamilias do gene V e J da cadeia leve (Vk) F1/F2
e F3/F4 em dois bancos de anticorpos diferentes. A) Frequéncia das familias do gene V na cadeia leve no
IgBlast (Teste Chi-square p= 0,4639). B) Frequéncia das familias V da cadeia leve no IMGT (Teste Chi-
square p= 0,4937). C) Frequéncia das familias do gene J na cadeia leve no IgBlast (Teste Chi-square p=
0,9392). D) Frequéncia das familias do gene J na cadeia leve no IMGT (Teste Chi-square p= 0,7900).
E) Frequéncia das subfamilias V«1 no IgBlast. F) Frequéncia das subfamilias Vk1 no IMGT. G) Frequéncia

das subfamilias Vk3 no IgBlast . H) Frequéncia das subfamilias V3 no IMGT.
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As familias do gene V da cadeia leve Vk no grupo F1/F2 mais frequentes foram:
IGkV3 com 65 %, e 64 % para F3/F4; seguida da familia IGkV1 com 28 % para F1/F2 e
25 % para F3/F4 no IgBlast e também no IMGT encontramos as mesmas familias como
mais expressas percentualmente (Figura 4a e 4b).

Analisando as subfamilias mais prevalentes de 1GkV1 com 2.361 alinhamentos,
temos: 1IGkV1-5 (15 %), IGkV1-12 (13 %) e IGkV1-39 (12 %) respectivamente no grupo
F1F2; e no grupo F3F4 com 5.188 alinhamentos as subfamilias mais prevalentes eram
as mesmas, poréem, em porcentagem diferentes de predominéancia, sendo 1GkV1-39
(17 %), IGkV1-5 (14 %), IGkV1-12 (13 %) respectivamente mais expressas no IgBlast
(Figura 4e).

Em comparacdo no IMGT encontramos 1GkV1-5 (15 %) e 1GkV1-39 (12 %) no
grupo F1/F2 de 2.816 alinhamentos; e as mesmas subfamilias no grupo F3/F4 sendo:
IGKV1-5 (12 %), IGKkV1-39 (16 %) do total de 6.072 (Figura 4f).

A subfamilia IGKV3-20 (26 %) em ambos os grupos foi uma das mais expressas
em ambos 0s grupos e em ambas as andlises (Figuras 4g e 4h).

Todas as cinco familias IGkJ foram utilizados na cadeia leve. Sendo em particular
IGkd1 (17 %), IGkJ2 (33 %), IGkJ3 (12 %), IGkI4 (31 %), IGkI5 (7 %) para o grupo
F1/F2 do total de 1.511 alinhamentos na linhagem germinativa e as familias 1GkJ1
(19 %), 1GkJ2 (28 %), IGkJ3 (13 %), IGkJ4 (30 %), IGkJ5 (10 %) para o grupo F3/F4 do
total de 5.138 no IgBlast (Figura 4c).

No IMGT temos IGkJ1 (26,1 %), IGkJ2 (30,3 %), IGkJ3 (12,2 %), IGkJ4 (26 %),
IGkd5 (5,4 %) para o grupo F1/F2 do total de 541 alinhamentos na linhagem
germinativa; e as familias 1GkJ1 (29 %), 1GkJ2 (28 %), IGkJ3 (12 %), IGkd4 (22 %),
IGkJ5 (9 %) para o grupo F3/F4 do total de 1.751. Com predominancia dos grupos
IGkJ1, IGkJ2 e IGkJ4 para ambos os grupos analisados (Figura 4d).
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Diversidade de CDR3 de comprimento em composicdes de

aminoacidos

A maior diversidade no repertorio de anticorpos é devido ao arranjo V-D-J
encontrada na CDR3-H. A variagdo de aminoacidos quanto ao tamanho da CDR3-H no
grupo da cadeia pesada de F1/F2 houve uma variagao de 4-29 aminoacidos, com maior
porcentagem em cerca de 14 aminoacidos enquanto no grupo VH F3/F4 foi a maior
porcentagem foi de 9 aminoacidos no IgBlast (Figura 5).

Em comparagdo a analise do IMGT a CDR3-H da cadeia pesada mostrou uma
variacdo no tamanho de 1-25 aminoacidos em F1/F2 com uma frequéncia maior em 2
seguidos de 13 aminoacidos. E em F3/F4 a variagao foi de 11-17 aminoacidos de

tamanho com uma frequéncia de 2 seguida de 10 aminoacidos.
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Figura 5. Comprimento em aminoacidos da CDR3-H nos grupos F1F2 e F3F4. A) Comprimento da CDR3
no grupo VH F1/F2 do IgBlast. B) A) Comprimento da CDR3 no grupo VH F1/F2 do IMGT. C) Comprimento
da CDR3 no grupo VH F3/F4 do IgBlast. D) Comprimento da CDR3 no grupo VH F3/F4 do IMGT.

Discussao

O estudo do repertorio de anticorpos de pessoas infectadas pelo VHC com
estadiamento de fibrose moderada (F1/F2) e avangada (F3/F4) permite compreender
melhor a evolugcao da resposta imune frente a infeccdo cronica causada pelo virus; e

também possui um papel importante na identificacdo de moléculas com potencial
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neutralizante para alvos virais contribuindo para o desenvolvimento de vacinas e
medicamentos (11,20,28,46,47).

Através da analise estatistica podemos encontrar significancia na comparagao
das familias VH dos grupos de fibrose em ambos os bancos de anticorpos. Apesar de
nao podermos comparar cada familia separadamente devido a limitagdo dos testes
estatisticos para os grupos analisados, encontramos percentualmente uma diferenca
nas frequéncias das familias analisadas. Os resultados mostraram diferenca de
frequéncia para a familia IGHV3, IGHV4 e IGHV1 entre os grupos (F1/F2 e F3/F4) sendo
a familia IGHV3 mais expressa no grupo F1/F2 em ambos os bancos de dados. As
maiores frequéncias encontradas nessas trés familias ja foram descritas por Arcaini e
colaboradores no estudo de linfomas da zona marginal esplénica associado a infecgao
pelo VHC; demonstrando que esta familia € preferencialmente expressa em pacientes
com Hepatite C, resultado concordante com o aqui obtido (48).

Embora ndo existam na literatura cientifica estudos que avaliaram a presenca
dos segmentos génicos da fracdo VH durante a progressdo da Hepatite C cronica
estudos realizados com pacientes portadores de HIV-1 mostraram que a frequéncia
desta familia genica é reduzida com a progressao da doenga. Assim, os resultados aqui
obtidos sugerem que a alteragao da frequéncia de IGHV3 de F1/F2 para F3/F4 constitua
um marcador imunoldgico de progressao da fibrose hepatica; visto que € a familia mais
expressa em repertérios normais (49,50).

Quando analisamos as subfamilias do gene V da cadeia pesada mais em ambos
0s grupos nao encontramos diferencga estatistica na expressao das subfamilias, porém,
percentualmente as subfamilias mais expressas IGHV1-2, IGHV3-23, IGHV3-30 e
IGVH4-34 também foram descritas por Arcaini e colaboradores no estudo de linfomas
associados ao VHC, o que confirma nossos achados (48).

A subfamilia IGVH1-69 foi a mais frequente percentualmente em ambos os
grupos na analise do IgBlast e a segunda mais expressa na analise do IMGT, mostrando
a importancia desta subfamilia na infeccdo pelo VHC, o que é corroborado por estudos
com linfomas de células B associado a infecgcado pelo VHC. Tucci, 2017 e colaboradores
mostraram que a IGHV1-69 foi prevalente no grupo com VHC quando comparado a nao
infectados. A prevaléncia da subfamilia IGVH1-69 ja foi associada a resposta
imunoldgica contra a glicoproteina de superficie viral E2, sendo que a estimulagéo
induzida pela proteina E2 pode causar a expansao de células B especificas que
expressam anticorpos codificados por IGHV1-69 (26,48,51,52).
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Estudos com anticorpos que expressam preferencialmente o gene IGVH1-69
visam regifes hidrofébicas conservadas de glicoproteinas do envelope viral, o que
demonstra seu potencial como anticorpos neutralizantes Broadly neutralizing antibodies
(bnAbs) o qual é explorado no estudo do desenvolvimento de vacinas (26,52,53,54).

Além da IGHV1-69 a subfamilia IGHV3-30 foi, também, uma das mais frequentes
no grupo F1/F2 e F3/F4 em ambos os bancos de anticorpos sendo que esta subfamilia
foi descrita como mais prevalente no estudo com pacientes portadores de VHC tendo,
também sido associada a presenga a doencas autoimunes e linfomas em pacientes
cronicos. (48,51).

Em distarbios linfoproliferativos relacionados ao VHC as subfamilias IGHV3-21,
IGHV3-23, foram também predominantemente encontradas em anticorpos anti-VH1-69,
derivados de pacientes VHC positivos e com Crioglobulinemia Mista, indicando uma
reacao entre anticorpos de familias diferentes, processo que pode estar envolvido nas
reacdes autoimunes comumente encontradas em pacientes infectados pelo VHC. As
subfamilias VH3-33, VH3-7, VH3-43,VH3-30, VH3-20, VH3-74 também foram descritas
nesse estudo porém ndo estavam entre as mais expressas. Estes resultados reforcam a
hipétese de que o perfil das familias e subfamilias das fracdes VH dos anticorpos

possam constituir marcadores da doenca (53,54).

No que se refere ao gene D encontramos diferenca estatistica significativa na analise
do IMGT e ndo no IgBlast, porém todas as familias foram utilizadas. Na literatura
encontramos a familia HD3 foi relacionada a infeccdo pelo VHC, sendo descrita como a
mais frequente em um estudo de Racanelli e colaboradores (2011) na comparacao de
células B de pacientes crénicos, saudaveis e com clareamento espontaneo sendo mais
prevalente nas células B de memdéria dos pacientes cronicos. As maiores frequéncias do
gene D é DH3 seguido do DH2 na analise IgBlast o que corrobora com os achados de
Arcaini (2009) e colaboradores no estudo de linfoma de zona marginal esplénica em
pacientes VHC positivos. A diferenca encontrada em ambos os bancos é devida
possivelmente a dificuldade dos bancos de anticorpos em determinar a linhagem
germinativa do gene D, pelo fato do gene D ser muito curto e a alta similaridade com
outros genes existentes na linhagem germinativa, e também devido a adi¢cdes aleatorias
de nucleotideos no rearranjo das juncdes, e a presenca de mutacdes sométicas, todos
contribuem para dificultar a determinagéo da linhagem germinativa (35,48,55).

Em relacdo a subfamilia dos segmentos J da cadeia pesada VH, obtivemos

diferenca estatistica na analise IMGT e ndo no IgBlast, porém percentualmente a J4 foi a
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predominante em ambos os grupos e em ambos os bancos, e também junto a J6 foi uma
das mais predominantes no estudo da infeccao pelo VHC em pacientes que resolveram
a infecgdo e em pacientes crénicos. Arcaini e colaboradores (2009) também descreveu
HJ4, HJ6, HJ5 como as mais prevalentes respectivamente no estudo de linfoma de zona
marginal esplénica em pacientes VHC positivos; demonstrando que o uso preferencial
dessa familia encontrado em nosso estudo pode ser também um importante marcador

da expresséo preferencial induzida pelo VHC (48,52,55).

No que se refere a cadeia leve do tipo kappa estatisticamente ndo podemos
determinar diferenga significativa entre os grupos F1/F2 e F3/F4, porém quando
analisamos separadamente cada familia percentualmente a KV3 seguida de KV1 foi a
predominante em ambos os grupos e ambos os bancos, sendo as subfamilias IGkV3-15
e IGKV3-20 as mais predominantes em ambos os grupos de fibrose, resultado
concordando com Re e colaboradores (2006) no estudo de células B produtoras de fator

reumatoide (FR) e crioglobulinemia mista tipo Il em pacientes VHC positivos (54,56).

A subfamilia IGKV3-20 ja foi descrita por Buonaguro e colaboradores (2010) como
uma molécula usada avaliar a resposta de células apresentadoras de antigeno (APC) e
citocinas em pacientes VHC positivos. Re e colaboradores (2009) também
descreveram o desenvolvimento de uma vacina com IGkV3-20 associada a IGHV4-59
derivadas de pacientes VHC positivos com Crioglobulinemia Mista Il e Linfoma néo-
Hodgkin (54,56,57).

O segmento génico J da cadeia leve kappa estatisticamente ndo apresentou
diferenga entre os grupos, e analisando individualmente encontramos maior frequéncia
n as familias 1GkJ1 e IGkJ2 e IGkJ4 em ambos o0s grupos e em ambas as analises,
porém as cinco familias foram utilizadas com pequenas diferengas em cada grupo,
porém com significativa expressao frente ao repertério imunoldgico do gene de juncéo,
indicando ser de potencial importancia no estudo da resposta imune frente ao estimulo
crénico do virus conforme encontramos no nosso estudo (53).

As subfamilias IGHV1-8, IGHV3-11, IGHV4-39, I1GkV1-5, 1GkV1-12, IGkV1-39
também foram encontradas como as mais expressas no nosso estudo podendo indicar
um papel preferencial de expressao dessas imunoglobulinas na resposta humoral
contra o VHC ainda n&o descrito na literatura (54).

Estruturalmente, a CDR3-H esta localizada no centro do local de ligagdo ao

antigeno, e seu comprimento apresenta uma distribuicdo aproximadamente normal,



60

tipo Gaussiano, para repertérios humanos, o que pode ser verificado no grupo VH
F1/F2 de ambas as analises, porém o grupo F3/F4 nao apresentou tal distingdo, mas
sim apresentou CDR3s mais curtas que o grupo comparado, resultado concordante
com a literatura da area que relata que o processo de maturacdo de afinidade das
células B antigeno-especificas leva a um menor comprimento de CDR3, ou ainda
indica delegdes por hipermutagcdes somaticas que podem ser sido induzidas pela carga
viral. Porém encontramos na literatura que um menor comprimento da CDR3 pode
afetar a carga, a hidrofobicidade, o tamanho e a forma do sitio de liga¢do ao antigeno,
0 que interfere no processo de reconhecimento antigénico, o que podemos verificar no
grupo de fibrose avancada, isso pode indicar uma menor resposta na fase avancada da
doenca, ou ainda que a diminuicdo da resposta imune contribui com a progressao da
fibrose (55,60,62).

Apesar de ndo podermos determinar estatisticamente a diferenca preferencial de
algumas das familias, uma andlise percentual baseada na literatura indica diferenca de
expressao entre algumas familias e subfamilias em relacdo as outras, e diante de um
grande repertério de possivel combina¢des de imunoglobulinas que podem ser formadas
a partir da linhagem germinativa, encontramos um numero limitado de linhagens
expressas nesse estudo, o que indica o uso preferencial desses segmentos génicos na
infeccdo pelo virus. Uma analise de comparagéao do repertério de anticorpos anti-VHC
com antigenos VHC-especificos ainda € necessaria para elucidagdo e confirmagao dos
achados, embora os mecanismos subjacentes para a diversificacdo de anticorpos sejam
particulares de cada patologia, os achados contribuem para o melhor entendimento da
resposta imune humoral frente a infeccédo pelo VHC e também de outras patologias
associadas (49,50,54).

Conclusao

Analisando o perfil de imunoglobulinas encontrado na biblioteca fica evidente a
tendéncia do uso de algumas subfamilias em ambas as analises de bancos de dados,
esses achados sugerem o uso preferencial de algumas subfamilias na infec¢ao pelo
VHC, e, que o virus pode influenciar a expressao de algumas familias e subfamilias em
detrimento de outras, como encontrado na familia IGHV3 que estava menos expressa
no grupo F3/F4 de fibrose avangada, o indica uma mudanga no padrao de resposta

imunologica a medida que a doenca progride, visto que essa familia é mais
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representada em todos os repertérios estudados, sendo indicativa de uma molécula de
potencial a ser explorado no estudo e desenvolvimento de terapias direcionadas contra
o VHC.
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1. Capitulo I111- Conclusdo
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2. Conclusao:

O uso preferencial de algumas subfamilias ja descritas em varios estudos
associados ao VHC corrobora com nossos achados de que existe uma tendéncia do
uso de algumas subfamilias como: IGHV1-2, IGVH1-69, IGHV3-21, IGHV3-23, IGVH3-
30, IGHV4-4, IGHV4-34 IGHV4-39 na cadeia pesada, assim como IGkV3-15 e IGkV3-
20 na cadeia leve, esses dados evidenciam que o virus pode influenciar a expressao
de algumas familias e subfamilias em detrimento de outras; como encontramos na
familia IGVH3 que estava menos expressa no grupo F3/F4 de fibrose avangada;
resultado esse inovador na literatura relacionada ao VHC o sugere uma mudanga no
padrao de resposta imunoldgica a medida que a doenga progride como encontrada em
outras patologias virais ja amplamente difundido na literatura como no caso do HIV.
Outras subfamilias encontradas: IGHV1-8, IGHV3-11, IGHV4-39, IGkV1-5, IGkV1-12,
IGkV1-39 também estavam entre as mais expressas indicando que podem estar
relacionadas também a uma expressao preferencial induzida pelo virus e constituem

achado novo na literatura relacionado ao VHC.
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