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RESUMO

Os loci de imunoglobulina (IG) possuem variantes alélicas nos genes V(D)J, formando
receptores de células B especificos para antigenos. Diferentes segmentos germinativos de IG
influenciam respostas imunes, eficacia contra infecgdes e susceptibilidade a doengas. Por isso,
identificar esses elementos € crucial para compreender doengas imunologicas. Este projeto teve como
objetivo investigar possiveis diferencas no uso dos segmentos génicos V(D)J relacionados a geragao
de anticorpos neutralizantes contra P. falciparum e SARS-CoV-2, entre populagdes que sofrem
diferentes exposicdes ao P. falciparum. Para isso, sete anticorpos neutralizantes contra P. falciparum
e SARS-CoV-2 foram selecionados manualmente a partir da literatura, levando em considerac¢do a
disponibilidade de suas estruturas cristalograficas. Os segmentos génicos que compdem o0s anticorpos
e foram analisados possuiam identidade igual ou acima de 75% com as suas sequéncias germinativas.
O gene da insulina foi utilizado como controle para verificar a integridade dos genomas analisados.
Foram selecionados 48 genomas humanos, com alta cobertura de sequenciamento, para a analise.
Quatro grupos diferentes foram comparados: Antigo, Africa Subsaariana, Migrante e Circulo Polar
Artico. Foram identificados 17 segmentos génicos, sendo trés sequéncias comuns para a produgio de
anticorpos contra ambos os patégenos. Os genomas de hominideos antigos apresentaram a menor
presenca dos segmentos que geram anticorpos contra os antigenos estudados. O grupo Circulo Artico
mostrou maior frequéncia normalizada para cinco segmentos génicos em relagdo aos grupos Africa
Subsaariana e Migrante. Enquanto esses ultimos grupos apresentaram maior amplitude na distribui¢ado
dos segmentos VJ. No entanto, a exposi¢ao ao P. falciparum nao parece ter afetado significativamente
a frequéncia dos segmentos estudados. Os resultados sugerem uma diversidade genética influenciada
por deriva genética, com segmentos génicos presentes de forma estocastica em diferentes populagoes.
O trabalho também destacou a necessidade de explorar mais genomas antigos para identificar possiveis
diferengas entre humanos antigos € modernos em relagao ao uso dos segmentos V(D)J. Nosso estudo
utilizou a melhor técnica de sequenciamento disponivel, mas apontou para a necessidade de novas
tecnologias, como o sequenciamento de leituras longas, para compreender completamente a variagao
genética nos genes de imunoglobulina. Essas descobertas podem direcionar pesquisas futuras sobre
segmentos V(D)J protetores contra infecgdes do P. falciparum e de outros agentes infecciosos. Ainda,
saber quais segmentos génicos estdo mais presentes em uma determinada populacdo pode auxiliar na
predi¢dao da morbidade em relagdo a um determinado patdogeno. A diversidade genética das populacdes
humanas ¢ fundamental para a resposta imunoldgica a patogenos, e a selecdo de segmentos
germinativos pode ter sido influenciada por interagcdes com agentes infecciosos ao longo da historia
evolutiva.

Palavras-chave: anticorpos, Plasmodium falciparum, SARS-CoV-2, segmentos V(D)J.



ABSTRACT

The immunoglobulin (IG) loci harbor allelic variants of the V(D)J genes, forming specific B cell
receptors for antigens. Different germline alleles of IG influence immune responses, efficacy against
infections, and susceptibility to diseases. Therefore, identifying these elements is crucial for
understanding immunological disorders. This project aimed to investigate possible differences in the
usage of V(D)J gene segments related to the generation of neutralizing antibodies against P.
falciparum and SARS-CoV-2 among populations with different exposures to P. falciparum. Seven
neutralizing antibodies against P. falciparum and SARS-CoV-2 were manually selected from the
literature, considering the availability of their crystallographic structures. The gene segments that make
up the antibodies and were analyzed had identity equal to or above 75% with their germline sequences.
The insulin gene was used as a control to verify the integrity of the analyzed genomes. For analysis,
48 human genomes with high sequencing coverage were selected. Four different groups were
compared: Ancient, Sub-Saharan Africa, Migrant, and Arctic Circle. Seventeen gene segments were
identified, with three common sequences for antibody production against both pathogens. Ancient
genomes showed the lowest presence of segments generating antibodies against the studied antigens.
The Arctic Circle group exhibited a higher normalized frequency for five gene segments compared to
the Sub-Saharan Africa and Migrant groups. The latter two groups showed a broader distribution of
V] segments. However, exposure to P. falciparum does not appear to have significantly affected the
frequency of the studied segments. The results suggest a genetic diversity influenced by genetic drift,
with gene segments present stochastically in different populations. The work has also emphasized the
need to further explore ancient genomes to identify potential differences between ancient and modern
humans regarding the use of V(D)J segments. The study used the best available sequencing technique
but pointed to the need for new technologies, such as long-read sequencing, to fully understand genetic
variation in immunoglobulin genes. These findings can guide future research on protective V(D)J
segments against P. falciparum infections and other infectious agents. Furthermore, knowing which
gene segments are more prevalent in a particular population can assist in predicting morbidity
concerning a specific pathogen. The genetic diversity of human populations is crucial for the immune
response to pathogens, and the selection of germline segments may have been influenced by
interactions with infectious agents throughout evolutionary history.

Keywords: antibodies, Plasmodium falciparum, SARS-Cov-2, V(D)J segments.



INTRODUCAO

Malaria

A maldria ¢ uma das principais causas de morte na histéria humana (1). Transmitida por
mosquitos do género Anopheles, a doenga ¢ causada pelos protozoarios do género Plasmodium spp.
(2) e exerce uma das mais importantes pressdes seletivas na linhagem humana (3). As espécies mais
comuns e que representam uma grande carga na saude publica sdo o Plasmodium falciparum (P.
falciparum) e o P. vivax (4). Segundo o Relatorio de Estatisticas de Saude Mundial 2023 (World health
statistics 2023), divulgado pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que houve 247
milhdes de casos de maléria em 84 paises endémicos em 2021, um aumento de 2 milhdes em relacao
a 2020 (5). Este ¢ um aumento menor em comparacao com o salto de 232 milhdes de casos em 2019
para 245 milhdes em 2020, o que revelou o impacto massivo do primeiro ano da pandemia de COVID-
19 (do Inglés coronavirus disease of 2019) nos esfor¢os globais de controle da maléria (5) (Figura
la.). As mortes causadas pela malaria em todo o mundo também aumentaram, e foram estimadas em
568.000 em 2019 e 625.000 em 2020, mas cairam para 619.000 em 2021 (5) (Figura 1b.). A regido
Africana respondeu por cerca de 95% dos casos e 96% das mortes globais causadas pela doenca em
2021 (5). Além disso, a malaria ¢ uma das principais causas de mortalidade infantil no continente

africano (6).
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Ciclo de vida

O P. falciparum é responsavel pela forma mais grave da malédria em seres humanos (7). A
infeccdo ocorre quando um mosquito fémea infectado pica uma pessoa e introduz entre 10 e 100
esporozoitos moéveis na camada dérmica da pele (8). Estes esporozoitos possuem a proteina
circunsporozoita (CSP) (do inglés Circumsporozoite Protein), uma das principais proteinas
sintetizadas pelo parasita, que forma um revestimento denso em sua superficie (9,10). A CSP
desempenha um papel crucial na formagao, migragdo e invasdo dos esporozoitos, facilitando sua
adesdo e entrada em células-alvo (10-12). Uma caracteristica importante da CSP ¢ uma regido
repetitiva que contém de 25 a 42 copias de quatro aminoacidos denominados NANP (A4sn-Ala-Asn-
Pro) (13). Os anticorpos contra essa por¢ao repetitiva da CSP desempenham um papel vital no
desenvolvimento da imunidade protetora (13). Apds 30 a 60 minutos da inoculacdo inicial (14), os
esporozoitos entram na corrente sanguinea e alcancam o figado (15), escapando assim da imunidade
do hospedeiro ou de serem retirados da circulagdo pelo sistema linfatico (16), iniciando o ciclo hepatico
do parasita (15). Nessa fase, os esporozoitos invadem os hepatocitos, se multiplicam e se diferenciam
em esquizontes, que produzem milhares de merozoitos hepaticos (15). Entre 6 e 10 dias (14), os
merozoitos sdo liberados na corrente sanguinea, dando inicio ao ciclo sanguineo da doenca (8). Esse
ciclo envolve a invasdo dos eritrécitos pelos merozoitos por meio de interagdes especificas entre a
Proteina Homologa de Ligacao a Reticuldcitos 5 (PfRHS) (do inglés reticulocyte-binding protein
homologue 5) do P. falciparum (Pf), que se liga ao receptor Basigin no eritrocito, marcando uma etapa
crucial e irreversivel no processo de invasdo da hemécia (17). Durante a invasdo, a PfRHS se associa
a outras proteinas de superficie do merozoito, formando um complexo de invasao essencial, incluindo
o antigeno protetor rico em cisteina (PfCyRPA) (do inglés P. falciparum cysteine-rich protective
antigen), a proteina de interagdo com PfRHS5 e o PfP113 ligado a glicosilfosfatidilinositol (GPI) (18).

Dentro da hemacia, o parasita se encontra envolvido pela membrana do vacuolo parasitoforo e
remodela a célula hospedeira, causando modificagdes internas e externas que permitem sua
sobrevivéncia e reproducdo (8). Nessa etapa, o P. falciparum passa por reproducao assexuada,
sofrendo mudancas morfoldgicas desde o estagio de anel até o estagio de trofozoito e, finalmente, o
estagio de esquizonte maduro (14). Este ¢ o segundo ciclo de reprodugdo assexuada, e em 24 a 72
horas o parasita replica seu genoma hapléide (16,19). A forma esquizonte madura contém de 16 a 32
merozoitos (19) que sdo liberados quando a hemécia infectada se rompe, permitindo que invadam
novas hemécias (20). Com ciclos repetidos de invasdo e crescimento, o parasita estabelece infec¢des
agudas e, eventualmente, cronicas (16). A fase sanguinea do ciclo de vida do P. falciparum ¢é
sintomatica e esta associada a destruigdo macica de hemacias (8), causando sintomas como febre, dor
de cabeca, vOmitos, anemia, coma e, em casos graves, morte (20).

Alguns dos parasitas sanguineos assexuados modificam seu desenvolvimento para a fase
sexuada (16) diferenciando-se em gametdcitos femininos e masculinos (20), permitindo a transmissao
do parasita para o mosquito vetor (15). Quando um mosquito se alimenta do sangue de um hospedeiro
infectado, os gametdcitos passam por desenvolvimento sexual no interior do mosquito (19). Minutos

apOs entrarem no intestino médio do vetor, os gametdcitos masculinos e femininos se diferenciam em



gametas, que se fundem para formar um zigoto diploide, que se desenvolvera em um oocineto movel
(14). Os oocinetos expressam em sua superficie a proteina de superficie da fase sexuada Pfs25 do P.
falciparum (do inglés Plasmodium falciparum sexual-stage surface protein), que ¢ importante para a
sobrevivéncia do oocineto no intestino médio rico em proteases do mosquito, na invasdo do epitélio
do intestino médio e na maturacdo do oocisto (21). Os oocinetos viajam e conseguem penetrar na
parede intestinal do mosquito para se desenvolver em oocistos, que produzem milhares de
esporozoitos. O ciclo de vida ¢ concluido quando os esporozoitos maduros, originados dos oocistos
rompidos, migram para as glandulas salivares do mosquito e sdo injetados em um novo hospedeiro

humano através da picada do inseto (14,20) (Figura 2).
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Os desafios para um tratamento eficaz contra a malaria

A resisténcia dos patdgenos representa um desafio para os esfor¢os de controle microbiano (22).
No caso dos parasitas da malaria, a resisténcia surgiu contra todos os antimalaricos conhecidos (23).
Ao longo do ultimo meio século, a implantacdo de cinco classes de medicamentos antimalaricos
resultou em impactos seletivos bem definidos, levando a disseminacdo mundial da resisténcia (22).
Isso impulsionou a presenca de alelos de resisténcia aos medicamentos em varias linhagens de P.
falciparum (22,24). A gendmica do P. falciparum tem sido amplamente estudada em populagdes da
Africa Ocidental, revelando forte selecdo direcional em genes conhecidos por conferir resisténcia a
medicamentos, bem como assinaturas de sele¢cdo em varios antigenos candidatos a vacinas (25).

Sabe-se que as imunoglobulinas, componentes centrais do sistema imunoldgico, desempenham
um papel critico na prote¢do contra varios patdégenos, incluindo o P. falciparum (1). No entanto, o
desenvolvimento de uma vacina contra a malaria tem sido marcado por momentos de entusiasmo e

desapontamento (26). As expectativas iniciais de controle vetorial inovador e cura radical com uma



unica dose vacinal ainda ndo alcangcaram o impacto necessario para atingir a meta de "malaria zero"
(27). Um dos principais obstaculos para o desenvolvimento de uma vacina contra a maldria ¢ o
complexo ciclo de vida do P. falciparum, que ocorre tanto no hospedeiro humano quanto na fémea do
mosquito vetor Anopheles (21). Além disso, a imunidade natural e induzida por vacina para esse
protozoario ainda nao ¢ totalmente compreendida (26). Nas areas endémicas, a imunidade ao P.
falciparum se desenvolve lentamente apds infecgdes repetidas, mas raramente ¢ esterilizante (28).
Estudos recentes tém destacado o papel das fungdes efetoras dos anticorpos mediados pelo fragmento
cristalizavel (Fc), responsavel por determinar a fungao do anticorpo, na prote¢ao contra a infecgao pelo
P. falciparum (24), e é amplamente reconhecido que uma vacina antimalarica eficaz, capaz de gerar
imunidade adaptativa e duradoura, serd fundamental para a erradica¢do dessa doenga (18,26).

O surgimento do P. falciparum e sua relacio evolutiva com os seres humanos

Embora o periodo exato em que o P. falciparum infectou os ancestrais dos humanos modernos
seja incerto, seu impacto na evolucdo humana ¢ amplamente reconhecido (29). Até recentemente,
acreditava-se que o P. falciparum havia coevoluido com os humanos ao longo de milhdes de anos (30).
No entanto, avangos recentes revelaram polimorfismos antigé€nicos no parasita (31), e evidéncias de
que o P. falciparum evoluiu a partir de parasitas ancestrais de gorilas por meio de transferéncia entre
espécies (29,30). No entanto, pesquisas mais atuais estimam que as primeiras infec¢des dos ancestrais
dos humanos modernos pelo P. falciparum ocorreram ha cerca de 112.000 a 1.036.000 anos atras (com
uma estimativa média de 365.000 anos atras) (29) (Figura 3). Essa nova estimativa indica uma relagao
mais proxima entre a infeccao por P. falciparum em humanos e o surgimento de polimorfismos em
eritrocitos, considerados adaptacdes genéticas a malaria (29). Além disso, esse intervalo de tempo
coincide com o surgimento da espécie Homo sapiens (32), sugerindo uma possivel troca de

hospedeiros com adaptacgdes especificas do Plasmodium para nossa espécie (29).
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dos seres humanos modernos e dos Neandertais. Também foi demonstrado a estimativa do primeiro
caso de malaria em ancestrais dos humanos modernos. Os comprimentos dos ramos sdo esquematicos

e ndo estdo em escala. Figura Modificada. Referéncia: LISTA DE FIGURAS.

SARS-CoV-2

O Coronavirus-2, causador da Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS-CoV-2) ¢ altamente
transmissivel e patogénico (33,34). Surgindo em 2019, causou a pandemia de doenga respiratoria
aguda conhecida como COVID-19 (33). O SARS-CoV-2 teve um impacto sem precedentes na
sociedade e economia global, marcando a terceira introdugdo zoonoética de um coronavirus altamente
patogénico na populagdo humana (35,36). Por isso, a doenga levou a uma expansao extraordinaria das
pesquisas focadas no agente causador (37). Notavelmente, testemunhamos eventos evolutivos que
anteriormente eram amplamente descritos por inferéncia indireta, incluindo a diversificagdo do SARS-
CoV-2 em variantes com caracteristicas fenotipicas distintas, incluindo transmissibilidade, gravidade
e evasdo imune (36). Segundo a OMS, at¢ o momento, foram registrados 769.806.130 casos
confirmados de COVID-19, com 6.955.497mortes em ambito global (38). Vacinas e tratamentos com
anticorpos monoclonais foram desenvolvidos em um ano ap6s o inicio da pandemia (39), e bilhdes de
pessoas foram vacinadas para se protegerem do virus, salvando mais de 20 milhdes de vidas (40).

Ciclo de vida

O SARS-CoV-2 ¢ transmitido por fomites e goticulas durante o contato social proximo e
desprotegido entre infectados e ndo infectados (41), e pacientes sintomaticos e assintomaticos sao as
principais fontes de infeccdo (41). O virus também pode se espalhar por contato indireto, quando as
maos contaminadas entram em contato com as mucosas da boca, nariz e olhos (41). O SARS-CoV-2
¢ um virus envelopado com acido ribonucleico (RNA) (do inglés ribonucleic acid) de fita simples
positiva (35), e possui um genoma com aproximadamente 30 kilobases (kb) (37). E composto pelas
proteinas do nucleocapsideo (N), membrana (M), envelope (E) e a glicoproteina S (do inglés spike),
que sdo proteinas estruturais (42) (Figura 4). A proteina S ¢ montada como um homotrimero e ¢
inserida em multiplas copias na membrana do virion, conferindo-lhe uma aparéncia de coroa (34). A
entrada do SARS-CoV-2 na célula depende da interagdo entre a glicoproteina S e o receptor da enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA2) (43) (Figura 4). Assim, a proteina S ¢ clivada por proteinas
convertases como a furina (34,37), e sdo separadas em duas subunidades, uma extracelular e outra
transmembrana, nas células infectadas (42,44). Ou seja, a clivagem ocorre antes da liberagdo do virus
pela célula que o produz (42). Portanto, a proteina S no virion maduro consiste em duas subunidades
associadas ndo covalentemente: a subunidade S1 exposta a superficie e contendo o dominio de ligacdo
ao receptor RBD (do inglés receptor-binding domain), que se liga especificamente ao receptor da
célula hospedeira, a ECA2 (42). A subunidade S2 ancora a proteina S a membrana e inclui um peptideo
de fusdo, que medeia a interagdo das membranas virais e celulares durante a infeccdo de uma nova
célula (35,42).

A interagdo da ECA2 com a proteina S induz alteragdes conformacionais dramdticas em ambas

as subunidades que unem as membranas viral e celular, criando um poro de fusdo que permite ao



genoma viral alcangar o citoplasma celular (45). Uma dessas alteragdes ¢ a clivagem de um sitio
adicional interno a subunidade S2, denominado “sitio S2” (46). A interacdo da ECA2 com o virus
expoe o ‘sitio S2', que ¢ clivado pela protease transmembrana serina 2 (TMPRSS2) na superficie
celular ou pela catepsina L no compartimento endossomal apds endocitose mediada pela ECA2 (42).
Em seguida, o peptideo de fusdo ¢ liberado, iniciando a formacdo dos poros de fusdo (42). Apos a
fusdo das membranas, o RNA gendmico (gRNA) do SARS-CoV-2 ¢ liberado no citosol (37), e da
mesma forma que todos os virus de RNA de cadeia positiva em eucariotos, a replicagdo do SARS-
CoV-2 ocorre inteiramente no citoplasma (37). Durante o ciclo de vida intracelular, o SARS-CoV-2
expressa ¢ utiliza a maquinaria celular para replicar seu gRNA e produzir copias completas que sdo
incorporadas em particulas virais recém-produzidas (35). Durante a replicacdo, o gRNA ¢ traduzido
para proteinas ndo estruturais que rapidamente suprimem a traducdo dos RNAs mensageiros (mRNA)
do hospedeiro em favor das moléculas de RNA do virus (47). Em seguida, o virus transforma o reticulo
endoplasmatico em vesiculas de membrana dupla (47), que constituem o principal local de replicagcdo
do SARS-CoV-2 (41). Novos virions foram recentemente relatados deixando a célula por meio do
trafego lisossomico, em vez da via secretora biossintética usada por muitos outros virus envelopados
(37). O SARS-CoV-2 replica-se abundantemente no epitélio respiratério superior, onde a ECA2

também ¢ expressa, e, assim, o virus ¢ transmitido com eficiéncia (35).

Estrutura do SARS-CoV-2
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Figura 4 Estrutura do virus SARS-CoV-2 e visualizagdo do Dominio de Liga¢do ao Receptor (RBD).
Figura Modificada. Referéncia: LISTA DE FIGURAS.

SARS-CoV-2 na Africa
O impacto da COVID-19 na Africa tem sido substancialmente menor em comparagio com os
paises das Américas, Europa e Asia (48,49). A OMS relatou no continente africano 175.315 mortes

até 11 de margo de 2023 (5), o menor numero entre todas as regides da OMS, (Figura 5) (5).
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Figura 5 Obitos por COVID-19 relatados por regido da OMS, até 11 de marco de 2023. COVID-19:
doenga do coronavirus de 2019, OMS: Organiza¢do Mundial da Saude. Figura Modificada.

Referéncia: LISTA DE FIGURAS.

A Plataforma “Global Development Commons” da UNICEF (Fundo das Nag¢des Unidas para a
Infancia/ United Nations International Children's Emergency Fund) aponta cinco fatores relevantes
pelas quais a COVID-19 tem sido menos letal na Africa do que em outras regides (50). Sao eles: 1)
Acao rapida. A maioria dos governos africanos tomou medidas drasticas para tentar retardar a
propagacao do virus. 2) Apoio publico ou adesdo da comunidade aos protocolos de satide publica. 3)
Populagdo jovem - e poucos lares de terceira idade. 4) Clima favoravel. 5) Bons sistemas de saude
comunitarios. Varias na¢des da Africa Ocidental (que lutaram contra o pior surto de Ebola do mundo
entre 2013 € 2016) se destacaram na implementagao das medidas de satide publica usadas para prevenir
a COVID-19, incluindo isolar os infectados, rastrear seus contatos e colocd-los em quarentena
enquanto eles eram testados (50).

Tegally e colaboradores (2021), mostraram como os esfor¢os coordenados de talentosos
cientistas africanos deram, em pouco tempo, grandes contribui¢des para a vigilancia e coleta de dados
da pandemia (51). Seus esforcos e iniciativas forneceram um alerta precoce que provavelmente
beneficiou os paises mais ricos mais do que os seus proprios (51). As primeiras 100.000 sequéncias de
SARS-CoV-2 da Africa ajudaram a monitorar a epidemia no continente, com a vigilancia gendmica
se expandindo ao longo da mesma (52). Além disso, os métodos de sequenciamento foram adaptados
para lidar com um virus em evolucao (52), (Figura 6). Por fim, foi também avaliado como as linhagens
virais se espalharam pelo continente em uma estrutura filogeografica para obter informagdes sobre a

dinamica de transmissao temporal e espacial para diversas variantes de preocupacgao (52).
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Figura 6 Expansdo da capacidade de sequenciamento do SARS-CoV-2 na Africa. (A) Paises Africanos
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liberagdo quase em tempo real de dados genomicos. SARS-CoV-2: Sindrome Respiratoria Aguda por

Coronavirus 2. Figura Modificada. Referéncia: LISTA DE FIGURAS.

SARS-CoV-2 versus malaria

Osei e colaboradores (2022) investigaram a relacdo entre a letalidade ou protecao da co-infeccao
em pacientes diagnosticados com COVID-19 e maléria (53). Através de uma revisdo sistematica,
incluindo artigos publicados a partir de dezembro de 2019 até maio de 2021, o grupo concluiu que a
baixa incidéncia de COVID-19 em regides endémicas de malaria apoia a hipotese de que o prognostico
ruim da primeira ¢ prevenido pela segunda (53). Embora mais estudos sejam necessarios para verificar
essa hipotese, o aumento de receptores co-inibitdrios, por exemplo mucina imunoglobulina de célula
T (TIM-3) e o gene 3 de ativacao linfocitaria (LAG-3), e células B de memoria atipicas que ocorrem

na maldria sugerem regulacdo imunoldgica entre essa e a COVID-19 (53). Em 2020, o sistema de
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saude italiano (um dos paises europeus que mais sofreu com a pandemia de COVID-19 nesse periodo),
identificou um niimero significativo de individuos negros africanos afetados pela COVID-19, porém
assintomaticos, na regido norte do pais (54). Entre as suas hipoteses para explicar essa observacao,
estavam a faixa etaria mais jovem dessa populacdo e a presenca de fatores genéticos que alterassem a
suscetibilidade deles a doenga (54). Entretanto, sabe-se que a populagdo afro-americana sofreu com a
severidade e letalidade da COVID-19 (55,56), ndo sendo possivel explicar o fendmeno observado
somente através de fatores genéticos relacionados ao sistema imunoldgico (54). Entdo, a tltima
hipdtese proposta fundamentou-se na possibilidade de que a imunidade anti-malaria poderia exercer
um papel relevante contra a COVID-19 nesses pacientes (54). As evidéncias levantadas apontam que
em individuos infectados por malaria existe a presenca de anticorpos do tipo IgG contra o
glicosilfosfatidilinositol (GPI), responsavel por ancorar algumas proteinas de membrana do
Plasmodium spp. (57,58). O GPI pode ativar leucdcitos, induzir citocinas pré-inflamatorias e a
expressdo de moléculas de adesdo via receptores do tipo Toll 2 e 4 (57). Esses anticorpos poderiam
também reconhecer glicoproteinas de membrana presentes no SARS-CoV-2 e proteger os individuos,
ou resultar em infecg¢do leve (59).

Konozy e colaboradores (2022) revisaram mais de 50 artigos cientificos para destacar as
semelhancas entre infec¢des por malaria e COVID-19 que poderiam influenciar a biologia desta Gltima
(49). Foi identificado que, dentre inimeros fatores, a genética populacional parece desempenhar um
papel significativo na dindmica da COVID-19 (49). Isso ¢ evidente quando analises recentes de triagem
genomica da ECA?2 e variantes associadas a maldria identificaram seis genes que podem desempenhar
um papel na incidéncia e gravidade de ambas as infec¢des (49). Além disso, semelhancas do quadro
clinico e patoldgico entre as duas doengas causaram consideravel confusdo no diagnodstico e,
posteriormente, interferiram com o levantamento preciso da incidéncia das enfermidades na Africa
(49). Portanto, possiveis similaridades entre as doencas quanto ao quadro clinico, patoldgico,
imunoldgico, e atribuicdo genética devem ser levados em consideracdo (49) ao analisar as duas
infec¢des em conjunto.

Anticorpos

Uma fungdo central do sistema imunologico ¢ desempenhada por imunoglobulinas (Igs) ou
anticorpos (Abs) (do inglés antibodies) (60) que reconhecem e ligam-se ao antigeno resultando na
ativagdo e/ou modulagdo da imunidade inata e adaptativa (61). Os anticorpos também sdo atualmente
a classe mais importante de bioterapéuticos usados para tratar uma grande gama de doengas (62). As
Igs sdo produzidas pelos linfocitos B, e sdo secretadas como anticorpos ou expressos na superficie
celular como receptores de células B (BCR) (61). Os Abs tipicos sdo compostos por duas cadeias
pesadas (IgH) idénticas e duas cadeias leves (IgL) kappa (IgkL ou IgKL) ou lambda (IgAL ou IgLL)
idénticas (61). Essas cadeias pareiam-se de forma a criar trés dominios estruturais, dois Fabs (do inglés
fragment antigen binding), responsaveis pela interagdo com o antigeno ¢ um Fc (fragmento
cristalizavel), que designa a funcdo do anticorpo (63). Esses dominios sdo ligados por uma regido
flexivel de ‘“dobradiga”, (64) e sdo mantidas unidas por pelo menos duas ligacdes dissulfeto

intermoleculares (65); podendo ser facilmente clivados em fragmentos Fab e Fc por proteases (63). As
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cadeias de IgH possuem cinco isotipos principais (IgM, IgA, IgG, IgD e IgE), com quatro subtipos de
IgG (IgGl, 1gG2, IgG3 e IgG4) e dois subtipos de IgA (IgA1 e IgA2) (66). IgAs, IgDs e IgGs possuem
um dominio variavel (V) e trés dominios constantes (C) (67). IgEs e IgMs possuem um dominio
variavel e quatro constantes (67). Os isotipos IgA e IgM possuem uma cadeia J adicional, que permite
a formacdo de dimeros e pentdmeros, respectivamente (67). O papel da cadeia pesada esta
principalmente relacionado ao reconhecimento do antigeno e a fungdes efetoras, enquanto a cadeia
leve relaciona-se a interacdo com o antigeno e estabilidade estrutural (61,68).

Recombina¢ao V(D)J

Para lidar com a enorme variedade de patégenos e reconhecer moléculas ndo proprias, as células
B desenvolveram processos genéticos controlados em seus loci de imunoglobulina conhecidos
coletivamente como “diversificacdo de imunoglobulina” (69). Os genomas dos vertebrados nao sao
grandes o suficiente para codificar um sistema imunoldgico capaz de reconhecer todas as ameacas
possiveis (70). A diversidade dos genes dos receptores de células B e T é gerada por rearranjos e
mutacgoes do acido desoxirribonucleico (DNA, do inglés deoxyribonucleic acid), comegando com a
montagem desses genes a partir de conjuntos de partes intercambidveis, um elegante mecanismo
combinatorio denominado “recombinagdo V(D)J” (70,71). Essa diversificagdo primaria ocorre durante
o desenvolvimento inicial das células B na medula dssea, por meio da montagem de um receptor de
antigeno do tipo IgM (72) completo e exposto na superficie da célula B, o BCR (69). Os éxons que
codificam as regides variaveis (V), que de fato se ligam aos antigenos, sao conhecidos como segmentos
génicos V (variavel), D (diversidade) e J (juncdo). Esses segmentos V, D, J existem como multiplas
copias no cromossomo (73), e o processo de recombinacdo V(D)J cliva e une esses segmentos nao
contiguos de imunoglobulina no genoma (71).

A recombinagdo V(D)J se inicia como uma etapa essencial na geracdo do sistema imune
adaptativo de vertebrados (74). O complexo protéico codificado pelos genes ativadores de
recombinacdo (RAG, do inglés recombination-activating genes) 1/2 (genes que codificam proteinas
linfécito-especificas consistindo em RAG1 ¢ RAG2) (66) catalisa duas reacdes sem dissociacao: a
clivagem e a formag¢ao de grampo no DNA (66) guiados por trechos curtos de DNA altamente
conservados (75), chamados sequéncias de sinais de recombinagdo (RSS) (74). O RSS reside adjacente
a cada éxon, presentes nos flancos dos segmentos dos genes IG, ou seja, downstream de V, upstream
de J e em ambos os lados de D, governando o uso e, portanto, a selegdo dos segmentos génicos (75).
O RSS consiste em um heptamero palindromico (CACAGTG) e um nonamero rico em A/T
(ACAAAAACC) (76). Os trés primeiros nucleotideos do heptamero sdo cruciais para a atividade de
recombinacdo (76); este € 0 nonamero sdo separados por uma sequéncia de DNA espacador de 12
pares de base (pb) (12-RSS) ou 23 pb (23-RSS) (74,76). Geralmente, um espacador 12-RSS recombina
apenas com um espacador 23-RSS e vice-versa, uma restricdo denominada 'regra 12/23', o que evita
rearranjos nao produtivos (76). A clivagem do DNA mediado por RAG1/2 gera quebras de fitas duplas
(DSBs, do inglés double-strand breaks) (77) precisamente na juncao entre o segmento codificador e o
RSS. Os RSSs que flanqueiam os segmentos individuais dos genes V, D e J, sdo distribuidos ao longo

de cada locus do receptor de antigeno, e a formagao de sinapses e clivagem podem ocorrer entre regides
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separadas por muitos DSBs, (Figura 7).

As quatro extremidades quebradas (duas extremidades codificadoras e os trechos codificadores
contidos entre as RSSs em uso) sdo mantidas juntas em um complexo pds-clivagem (77). A 3°-
hidroxila livre liberada na etapa de clivagem ataca a fita oposta por transesterificacdo na presenga de
Mg?* (66), gerando um intermediario ligado covalentemente em forma de grampo, conhecido como
extremidade de codificagdo em grampo (78). O complexo RAG pos-clivagem direciona o reparo
através da jungdo de extremidade nao homologa (NHEJ, do inglés non-homologous end joining), muito
importante para a manutengdo da estabilidade do genoma (77). O rearranjo, ou recombinagdo V(D)J,
¢ restrito pela linhagem celular: o rearranjo completo de segmentos dos genes IG ocorre apenas em
células B, sendo ordenado por estdgios dentro de uma determinada linhagem: a cadeia IGH ¢
rearranjada no estagio pré-pré e pro de desenvolvimento de células B, antes do rearranjo das cadeias
IGL (x ou A) em células pré-B (77). Além disso, a recombinacdo DH-para-JH no locus IGH deve
ocorrer em células pré-pro-B antes do rearranjo VH-para-DJH iniciar-se em células pro-B (77). A
recombinacdo da cadeia leve ocorre em células pré-B apds a conclusdo bem-sucedida da recombinagdo
da cadeia pesada (79), (Figura 8).

(a) ( C) Complexo de
sinal 23 Comnlexo de sinal 12
[ ==l ‘j..,,___,‘ 1 Ligagdo da RAG1/2 e HMGB
RAGH2 Sequéncia sinalizadora
HVGB de recombinagdo
Clivagem do DNA, sinapse e formagdo
l/ESpacador Espacador de complexo pareado
——CACAGTG: ACAAAAACC —— =———CACAGTG ACAAAAACC =
12nt 23nt
(b)
Extremidades codificadoras Formacgdo e clivagem do grampo
> (Grampo)
o s | m—
ol —~—p &= y

Figura 7 Mecanismo da recombinagdo V(D)J. (a) Sequéncia de Sinal de Recombinacgdo (RSS). Em
12-RSS (representado pelo tridngulo aberto), o heptamero esta separado do nonamero por 12 pares
de base (pb), e em 23-RSS (representado por triangulo fechado) por 23 pb. (b) Distribui¢do de RSS
nos loci dos receptores de antigeno em seres humanos e a regra 12/23. As regioes V, D e J dos
segmentos de codificagdo sdo representadas como retangulos; o flanco 12-RSS é representado por
um triangulo branco e 23-RSS por um tridngulo azul. De acordo com a 'regra 12/23', a recombinagdo
V(D)J é restrita a segmentos de genes que sdo flanqueados por sinais de diferentes comprimentos de
espacador. (c) Mecanismo de recombinag¢do V(D)J. Modelo esquemdatico dos complexos proteina-
DNA na recombinagao V(D)J. O 12-RSS e o 23-RSS sdo representados como triangulos brancos e
azuis, respectivamente. Segmentos de codificagdo sdo mostrados como retangulos e proteinas em
formato oval sombreado. 'V' significa variavel e 'J' para unir segmentos de genes. O complexo RAG
1/2 (RAGs, ovais verdes) se liga ao RSS e introduz um corte na fita simples do DNA, precisamente na
fronteira entre o heptamero do RSS e o segmento codificador. Essa clivagem gera um grupo 3'-OH

livre na extremidade codificante que é entdo ligado covalentemente a liga¢do fosfodiéster oposta,
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deixando uma liga¢do covalentemente fechada em forma de grampo. As extremidades permanecem
associadas as RAGs constituindo uma estrutura transitoria conhecida como ‘“complexo pos-
clivagem”. Em seguida, as extremidades codificantes sdo processadas e unidas pelo NHEJ para criar
um éxon, que forma a regido de ligacdo ao antigeno dos receptores de antigenos. D: diversidade,
DNA: acido desoxirribonucleico, HMGB: HMG-box Family, IgH: [ocus de cadeia pesada de
imunoglobulina, Igk: imunoglobulina kappa, IgL: imunoglobulina lambda, J: jun¢do, RAG: gene

ativador de recombinagdo, V: variavel. Figura modificada. Referéncia: LISTA DE FIGURAS.

Igh
:>;> s

Pro-B
tardia Pré-B Pre-B imatura madura
grande pequena

Figura 8 Esquema mostrando os diferentes estagios de desenvolvimento das células B onde ocorre o

rearranjo dos loci IG. BCR: receptores de células B, Igh: locus da cadeia pesada de imunoglobulina,
Igk: locus da cadeia leve de imunoglobulina kappa, Igl: locus da cadeia leve de imunoglobulina

lambda, RAG: gene ativador de recombina¢do. Figura modificada. Referéncia: LISTA DE FIGURAS.

Apos a formagao das quebras na dupla fita de DNA, os fatores participantes do NHEJ reabrem
os grampos e unem as extremidades codificadoras (80). O NHEJ ¢ a principal via para reparar quebras
de fita dupla de DNA em células de mamiferos, e atua nos rearranjos das quebras de DNA introduzidas
durante a recombinagao V(D)J (81). Os componentes envolvidos nesta via sao as proteinas Ku (Ku70
e Ku80, um heterodimero), a proteina quinase dependente de DNA subunidade catalitica (DNA-PKcs),
a nuclease Artemis e o complexo de proteina de complementacdo cruzada de reparo de raios X 4
(XRCC4) -DNA ligase IV (80). Acredita-se que a Ku70/80 seja a primeira proteina a ligar-se ao DSB,
com base em sua abundancia e forte afinidade (66). A Ku70/80 protege as extremidades do DNA da
digestao, e o complexo Ku:DNA também serve como um sitio no qual a nuclease, polimerases e ligase
podem ser ligadas (66). Existe um complexo Ku:DNA em cada uma das duas extremidades que serao
unidas, permitindo que cada extremidade do DNA seja modificada em preparagdo para suas jungdes
(66). O complexo Ku:DNA recruta DNA-PKcs e Artemis, uma endonuclease ativada por DNA-PKcs,
gerando a proteina quinase de DNA (DNA-PK) (82). O complexo DNA-PKcs sofre autofosforilacao
e ativa Artemis, que entdo ganha vérias atividades de nuclease incluindo atividade de 5’-endonuclease,
3’-endonuclease, e atividade de abertura do grampo (66). A Artemis liga-se ao complexo DNA-PKcs
e cliva as projecdes 5' e 3' dos grampos gerados pelo complexo RAG1/2 (82). O complexo DNA-PK

também tem um papel no recrutamento de outras proteinas da NHEJ que engloba ligase (Lig) IV,
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XRCC4 e XLF para as DSBs (66,82). O complexo Lig IV/XRCC4 liga as extremidades processadas
com a ajuda de XLF (76), (Figura 9). O PAXX (pardlogo de XRCC4 e XLF) ¢ uma proteina
recentemente descoberta com semelhanga estrutural a XRCC4 e XLF e promove o reparo das DSBs
interagindo com Ku (66).

A lacuna criada apos o processamento ¢ preenchida pela DNA polimerase « recrutada por Ku
(66). Nesta fase da jungdo dos segmentos génicos V, D e J, varias modificagdes como inser¢des e
dele¢des podem ocorrer nas jungdes, resultando em aumento adicional na diversidade do receptor de
antigeno (76). A abertura do grampo nas extremidades codificadoras ¢ assimétrica, devido a remogao
de algumas bases da porcdo terminal resultar em uma fita de DNA mais longa do que a outra (76). A
fita mais curta ¢ estendida pela adicao de nucleotideos complementares a fita mais longa, resultando
na inser¢do de nucleotideos palindromicos (P) nas junc¢des codificadoras (83). A desoxinucleotidil
transferase terminal (TdT) e a DNA Polimerase p diversificam ainda mais essas sequéncias juncionais
catalisando a adi¢do de nucleotideos nao modelados (N-nucleotideos) nas extremidades codificadoras
(84) (Figura 10). A diversidade juncional pode expandir a diversidade das cadeias em até 10'! a partir
das 10% anteriores oriundas da diversidade combinatdria (76). Apos a recombinacdo V(D)J dos genes
IGH e IGL, as células B naives resultantes transcrevem os genes IGH e IGL e o RNA transcrito sofre
splicing alternativo (85). O splicing une cada gene IGH ou IGL a um gene constante (C), produzindo

IgM pela fusdo do éxon p ao éxon J, formando cadeias leves e pesadas completas (61,85), (Figura 11).

A, — B.
Irradiagdo, etc. >
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RAG2
Quebra dsDNA ds DNA break
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xmoi‘ Ku80 DNA-PKcs, Artemis i‘;& Ku80
Ku70/80, XRCC4, Ligase IV : il Q
(Artemis and DNA -PKcs) XRCC4 &
‘ i Ligase IV
TdT, XRCC4, & Ligase IV
—{ F— ;
Jungdo codificadora Juncdo de sinal

Figura 9 Esquema com as proteinas NHEJ que reparam DSBs e unem as sequéncias codificadoras
liberadas por RAG e as RSSs. (A) NHEJ pode reparar DSBs através das ag¢oes combinadas das
proteinas Ku, DNA-PKcs, Artemis, XRCC4 e Ligase IV. Os parénteses indicam que diferentes tipos de
células podem exibir dependéncia variavel da Artemis e DNA-PKcs. (B) As proteinas Ku, XRCC4 e
Lig 1V sdo necessarias para a jun¢do das sequéncias codificadoras (na figura esta descrito como

Jungdo codificadora) e RSS (na figura esta descrito como Jungdo de sinal), enquanto DNA-PKcs e
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Artemis sdo mais importantes para a jun¢do das sequéncias codificadoras. As RAGs, no contexto do
complexo de pos-clivagem, também sdo importantes para unir as extremidades codificadoras e os RSS
terminais. DSBs: quebras de fita dupla de DNA (do Inglés Double-Strand Breaks), dsDNA: DNA dupla
fita, Ku70/Ku80: proteinas Ku, DNA-PKcs: proteina quinase dependente da subunidade DNA
catalitica, PSC: complexo de pos-clivagem, RAG: gene ativador de recombinag¢dao, XRCC4: proteina

de complementagdo cruzada de reparo de raios X 4. Figura Modificada. Referéncia: LISTA DE FIGURAS.
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Figura 10 Esquema de quebras de fita dupla de DNA (DSBs, do Inglés Double-Strand Breaks) e seu
reparo por jun¢do de extremidade ndo homologa (NHEJ) (topo). O heterodimero Ku70-Ku80 se liga
aos DSBs e melhora sua liga¢do subsequente pelos complexos NHEJ polimerase, nuclease e ligase.
Essas enzimas podem atuar nos DSBs em qualquer ordem para retirar e adicionar nucleotideos.
Varias rodadas de remocdo e adi¢do sdao possiveis, e as atividades de nuclease e polimerase em cada
uma das duas extremidades do DNA parecem ser independentes. A micro homologia entre as duas
extremidades do DNA, que ja estd presente (caixas tracejadas) ou recém-criada quando as
polimerases adicionam nucleotideos de maneira independente do molde, ¢ frequentemente usada para
guiar a jungdo das extremidades. O processo é propenso a erros e pode resultar em diversas
sequéncias de DNA na jung¢do de reparo (abaixo). As adigoes de nucleotideos sdo representadas em

letras minusculas verdes. Ku: proteina Ku. Figura Modificada. Referéncia: LISTA DE FIGURAS.
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Figura 11 Esquema demonstrando as etapas para a jun¢do dos segmentos V(D)J no locus IGH. A)
Na primeira etapa da recombinagdo V(D)J no locus IGH, um gene D é acoplado a um gene J.
Posteriormente, um gene V é acoplado a jun¢dao DJ. O éxon VDJ é transcrito e unido ao éxon IGHM.
Um processo andlogo ocorre nos genes da cadeia leve de IG. Quando uma proteina IgM funcional é
transportada para a membrana plasmatica com as moléculas dncoras CD79a e CD79b e se une a uma
cadeia leve funcional da Ig, forma-se uma molécula completa de anticorpo. B) Visdo geral
esquemdtica dos trés loci 1G: IGH, IGK, IGL e a estrutura de suas Sequéncias Sinalizadoras de
Recombinacdo (RSS) correspondentes. A posicdo genomica dos loci é indicada entre colchetes. Nos
loci IG, cada retdangulo representa um dos genes variavel (V), diversidade (D), jungdo (J) e constante
(C), e os circulos (atribuidos com “s”) representam regioes de troca. O numero de genes funcionais
conhecidos, conforme listado no IMGT, é indicado abaixo de cada esquema. Os esquemas de estrutura
do RSS descrevem a posi¢do dos heptameros (7), nondmeros (9) e espacadores (12/23) em relagdo

aos genes V, D e J. Figura modificada. Referéncia: LISTA DE FIGURAS.

As imunoglobulinas neutralizam diretamente os patéogenos e seus produtos (86). Além disso,

recrutam efetores da imunidade celular para eliminar patogenos e células tumorais (82). Os anticorpos
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neutralizantes secretados possuem importancia central para a prote¢do imunolédgica do hospedeiro
(87), pois sdo capazes de reconhecer quase todos os tipos de antigenos devido a extrema diversidade
de suas porgdes variaveis de ligagdo a antigenos (60,66). Cada dominio variavel pode ser dividido em
trés regides de variabilidade de sequéncia, denominadas regides determinantes de complementaridade
(CDRs, do inglés complementarity determining regions), € quatro regides de sequéncia relativamente
constante, denominadas regides estruturais ou frameworks. Os frameworks de ambas as cadeias sdo
predominantemente folhas B pregueadas e se unem para dar suporte as alcas hipervariaveis das CDRs,
que interagem entre si para conferir especificidade antigénica (88). As trés regides CDR da cadeia H
sdo emparelhadas com as trés regidoes CDRs da cadeia L para formar o sitio de ligagdo do antigeno
(89). Em comparacao a outras regides CDR, o comprimento variado e as propriedades bioquimicas do
CDR 3 da cadeia pesada (HCDR3) contribuem para aumentar a diversidade das imunoglobulinas (90).
O HCDR3 ¢ a regido de maior diversidade de sequéncias e ¢ formada pela jungdo dos segmentos
germinativos VH, DH e JH da cadeia pesada combinados com excisdes aleatdrias e adigdes de novos
nucleotideos entre esses segmentos (79). Em humanos, a sequéncia V(D)J completa e o HCDR3
incorporado sdo derivados da montagem aleatoria sequencial de 1 em 56 segmentos génicos VH, 1 em
23 DH e 1 em 6 JH disponiveis (90). Foi estimado que a diversidade tedrica do HCDR3 excede 10'°
variantes, geradas a partir de sequéncias gendmicas obtidas pelos mecanismos de diversidade
combinatodria e de jun¢do (91), discutidos anteriormente. Isso fundamenta a imensa diversidade do

repertorio de anticorpos humanos (Figura 12).
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Figura 12 Uma visdo geral dos principais elementos que contribuem para a diversidade do repertorio
de células B naive. Um esquema simples do locus IGH da linhagem germinativa é mostrado (sem
escala), consistindo em grupos de segmentos génicos IGH V, D, J e C dispostos em sequéncia. Para
um subconjunto desses segmentos, varios alelos sdo mostrados, representando a "diversidade alélica”
a nivel da populacdo. Durante a formagdo inicial do repertorio naive, um unico segmento génico V,
D e J em uma determinada célula B sdo somaticamente recombinados; em cada uma dessas etapas,

os nucleotideos P e N sdo adicionados nas juncoes D-J e V-D (“diversidade juncional”),
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respectivamente. Este processo, conhecido como rearranjo V(D)J, é a base para a “diversidade
combinatoria”. Os segmentos recombinados V (vermelho), D (laranja) e J (marrom) serdo entdo
transcritos e, apos o splicing, serdo pareados com um éxon constante (C) (cinza). O processo de
recombinagdo somatica também ocorre em um dos dois loci que codificam os segmentos génicos da
cadeia leve Ab [IGxk e IGA; porém, este envolve apenas os segmentos génicos V (amarelo), J (marrom)
e C (cinza claro)]. Duas cadeias pesadas idénticas e duas cadeias leves idénticas sdo finalmente
emparelhadas e unidas através de pontes dissulfeto para formar um Ab funcional; assim, uma
diversidade adicional no repertorio Ab expresso vem do "emparelhamento de cadeia pesada e leve".
Juntos, os segmentos V, D e J representados compreendem o dominio variavel da cadeia pesada de
um anticorpo funcional e, juntamente com o dominio varidvel da cadeia leve, codificado pelos
segmentos V e J, sdo responsaveis pela liga¢do ao antigeno. Os dominios C das cadeias pesada e leve
fornecem fungoes estruturais e/ou efetoras ao Ab. Ab: anticorpo, C: constante, D: diversidade, IGH:
locus de cadeia pesada de imunoglobulina; IGx: imunoglobulina kappa, IGA: imunoglobulina lambda,

J: jungdo, V: variavel. Figura modificada. Referéncia: LISTA DE FIGURAS.

Os genes que codificam os anticorpos pertencem a familias multigénicas altamente polimoérficas
(92). Os loci de imunoglobulina abrigam grandes familias expandidas de segmentos de genes
filogeneticamente relacionados, que se recombinam para codificar BCRs e anticorpos expressos por
células B (93). Uma grande contribui¢do do Immunogenetics Information System (IMGT)-Ontology
(94,95) foi estabelecer os principios de sua classificagdo e propor uma nomenclatura padronizada
baseada nos conceitos de “grupo”, “subgrupo”, “gene” e “alelo” (92) para as imunoglobulinas. O
conceito de “grupo” classifica, para os anticorpos, um conjunto de genes do mesmo genotipo: variavel
(V), diversidade (D), juncdo (J) ou constante (C) (92). O conceito de “subgrupo” classifica um
subconjunto de genes que pertencem a um mesmo grupo e que, em uma determinada espécie,
compartilham pelo menos 75% de identidade no nivel da sequéncia de nucleotideos (e na configuracao
germinativa para os genes V, D e J) (92). O conceito de “gene” classifica uma unidade de sequéncia
de DNA que pode ser potencialmente transcrita e/ou traduzida (nessa defini¢do incluem os elementos
reguladores em 5' e 3' e os introns, se presentes) (92). O nome de um gene ¢ composto pelo nome da
espécie e pelo simbolo do gene, por exemplo, Homo sapiens IGLV1-2 (92). O conceito de “alelo”
classifica uma variante polimorfica de um gene (92). Os alelos identificados pelas mutagdes na

sequéncia de nucleotideos sdo classificados por referéncia ao alelo *01 (92), (Figura 13).
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Figura 13 O “Conceito de classificagdo” organiza o conhecimento imunogenético util para nomear

e classificar os genes das imunoglobulinas. Figura modificada. Referéncia: LISTA DE FIGURAS.

Em humanos, os genes que codificam os BCRs e anticorpos estdo localizados em loci de 1Gs
encontrados em trés cromossomos (chr) (96). O 16cus da cadeia pesada, IGH esta localizado no chr14
(regido 14q32.33) (76), e abrange 1.250 kb deste cromossomo (97). O 16cus IGH possui de 123 a 129
genes IGHV dependendo dos haplotipos (conjunto de variantes alélicas ao longo de um locus IG que
sdo co-herdados), 27 segmentos IGHD, pertencente a sete subgrupos (98), nove segmentos IGHJ, e 11
segmentos génicos IGHC (76). Oitenta e dois a 89 segmentos IGHV pertencem a sete subgrupos,
enquanto 43 pseudogenes, que sao muito divergentes para serem atribuidos a subgrupos, foram
atribuidos a clas (98). O locus IGk estéd localizado no chr2 (regido 2p11.2) (76) e abrange 1.820 kb
deste cromossomo (99). A cadeia IGxk consiste em 76 genes IGkV, pertencentes a sete subgrupos (98),
cinco segmentos IGkJ e um segmento IGkC exclusivo (76). O 16cus IGA estd localizado no chr22
(regidao 22q11.2) (76) e abrange ~ 920 kb deste cromossomo (61). A cadeia IGA consiste em setenta e
trés a 74 segmentos IGAV, pertencentes a onze subgrupos (98), sete a 11 IGAJ e sete a 11 genes IGAC,
dependendo dos haplétipos, e cada gene IGAC sendo precedido por um segmento IGAJ (76,96,98).

A importancia do estudo das sequéncias germinativas de imunoglobulinas

A configuragdo do repertorio do BCR apds o encontro com o antigeno € orquestrada por células
T (100). A interagdo das células B com as células T normalmente ocorre em estruturas linfoéides
organizadas, os centros germinativos, localizados por exemplo no baco e linfonodos (101). A
comunicagdo cruzada entre células T e B afeta ambos os tipos de células; tanto as células T quanto as
células B passardo por expansado clonal e algumas dessas células persistirdo como células de memoria.
Um subconjunto de células B pos-centro germinativo se diferenciarda em células efetoras
(plasmablastos e células plasmaticas) que secretam anticorpos soluveis (101). Nos centros
germinativos, os clones de cé¢lulas B com BCRs de maior afinidade serdo selecionados em relagdo aos
de menor afinidade, em um processo denominado maturacdo de afinidade. (102) Desta forma, a

capacidade de um BCR de se ligar ao antigeno na configuracdo germinativa ¢ essencial para o



desenvolvimento de uma resposta de células B, sendo altamente influenciado pela variagdo genética
que afeta a sequéncia do seu receptor (102).

Os loci de imunoglobulina abrigam variantes alélicas dos genes V(D)J dos loci IGH, IGk e IGA
que, juntos, formam a base genética dos receptores altamente diversos de células B especificos para
antigenos (103). Essas variantes alélicas podem ser compartilhadas ou especificas em populagdes
humanas (75). Estudos em gémeos demonstraram que as caracteristicas do repertdrio de anticorpos
sdo hereditarias, e as variantes da linhagem germinativa IG impactam diretamente o uso de anticorpos
e a especificidade ao antigeno (75,93). Ainda, diferentes segmentos germinativos de IG demonstram
envolvimento em diferentes respostas e eficacia contra infecgdes em individuos (93), e
susceptibilidade a doencgas (104). Por exemplo, ¢ conhecida a associacdo entre o alelo IGHV4-61*02
e um alto risco de doenca cardiaca reumatica na regido da Oceania (105,106). Ainda, a variagcdo
genética nos genes de IG provavelmente resulta da adaptacdo a patdégenos (75). Como exemplo, foi
identificado a importancia do segmento do IGHV1-2*02 ou IGHV1-2*04 para a geragao de anticorpos
neutralizantes da classe VRCO1 (anticorpo monoclonal do tipo IgG1) direcionados ao sitio de ligagao
CD4 do HIV-1 (102) e a propensdo de alelos especificos do segmento IGHV1-69, varidveis em
diferentes etnias, serem utilizados em anticorpos neutralizantes direcionados ao antigeno
hemaglutinina (glicoproteina de superficie) do virus da influenza (107). Recentemente, também foi
identificado anticorpos neutralizantes contra o SARS-CoV-2 que dependem criticamente do uso de
um alelo especifico (107). Trés anticorpos similares e isolados de diferentes pacientes convalescentes
foram eficazes em neutralizar o virus ao utilizar o alelo germinativo IGHV1-69*20, mas foi perdida
ao alterar a regido V utilizando outros alelos do segmento IGHV1-69 (107). Portanto, ¢ de suma
importancia identificar os elementos que contribuem para as variagdes nas respostas das
imunoglobulinas, a fim de aprofundar nossa compreensao das doengas que envolvem componentes
imunoloégicos e aprimorar a predi¢ao para essas enfermidades (103).

OBJETIVO GERAL

Levando em consideragao os recentes avangos nos conjuntos de dados de variagdo gendmica de
um numero crescente de populacdes humanas (108—110), este projeto exploratdrio tem como objetivo
investigar se a incidéncia de P. falciparum em quatro populacdes humanas geograficamente distintas
resultou em diferengas ou similaridades dos segmentos génicos que codificam os CDRs dos anticorpos

neutralizantes contra o P. falciparum e o SARS-CoV-2.

Objetivos especificos

i. Selecionar na literatura anticorpos com estrutura cristalografica definida e responsaveis pela
neutralizacao dos patogenos P. falciparum ou SARS-CoV-2.

ii. Obter a sequéncia germinativa dos anticorpos mencionados no objetivo i.

iii. Acessar os genomas completos de interesse a partir de bases de dados publicas.

iv. Identificar a presenca dos segmentos génicos V(D)J responsdveis pela estrutura dos

anticorpos neutralizantes de interesse nos genomas mencionados no objetivo iii.
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MATERIAIS E METODOS

Este projeto de pesquisa foi analisado pela CEUA (Comissio de Etica no Uso de Animais) e
CEPSH-ICB (Comissdo de Etica em Pesquisa com Seres Humanos) e foi dispensado de aprovagio
ética (protocolo n°® 1248/2022).

Selecdo de anticorpos neutralizantes e identificacio dos segmentos V(D)J

Foram selecionados manualmente da literatura sete anticorpos neutralizantes amplamente
estudados contra P. falciparum e SARS-CoV-2 (Tabelas 1 e 2). Os quatro anticorpos selecionados
contra 0 SARS-CoV-2 sdo especificos para o mesmo antigeno, RBD. Embora o antigeno seja o mesmo,
os anticorpos que o reconhecem sao diferentes. Portanto, para fins de analise, identificamos os
antigenos como RBD 1, 2, 3 e 4 (Tabela 1). Um critério para inclusdo das sequéncias selecionadas foi
a disponibilidade da estrutura cristalografica da imunoglobulina madura. As sequéncias proteicas de
cada anticorpo foram obtidas no National Center for Biotechnology Information (NCBI). Em seguida,
obtivemos as sequéncias de nucleotideos dos sete anticorpos a partir de suas sequéncias de
aminoacidos através da ferramenta IMGT/tBLASTn. Por fim, através do IMGT/V-QUEST,
identificamos as sequéncias da linhagem germinativa V(D)J que codificam cada anticorpo, alinhando-
os com as sequéncias humanas presentes no IMGT reference directory, que compreende as sequéncias
de referéncia de todos os genes e alelos funcionais (F), todas as fases abertas de leitura (ORF, do inglés
Open Reading Frame) e todos os pseudogenes (P). Esse ¢ um banco de dados abrangente do genoma
para genes de imunoglobulina (IG) e receptor de células T (TR) de humanos e camundongos (95,111).
Apenas as sequéncias humanas V(D)J que possuiam identidade igual ou acima de 75% com as
sequéncias germinativas dos anticorpos alvo foram incluidas na anélise final (Figura 14). Por fim,
também foi realizada a anélise da presenca do gene da insulina em todos os genomas selecionados.
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Score Identity

1. Alignment for V-GENE and allele identification

Closest V-REGIONs (evaluated from the V-REGION first nucleotide to the 2nd-CYS codon)

Closest D-REGIONs

Homsap IGHD3-22*01 F
Homsap IGHD6-13*01 F
Homsap IGHD6-25*01 F
Homsap IGHD3-10*01 F
Homsap IGHD3-3*01 F

Closest J-REGIONs

Score
68
42
36
32
32

2. Alignment for D-GENE and allele identification

Identity

71.43% (20/28
66.67% (14/21
66.67% (12/18
57.14% (16/28
57.14% (16/28

3. Alignment for J-GENE and allele identification

nt)
nt)
nt)
nt)
nt)

HM855336 Homsap IGHV3-48*04 F 837 76.74% (221/288 nt)l
M99675 Homsap IGHV3-48*01 F 828 76.39% (220/288 nt)
AJ87948 Homsap IGHV3-69-1*01 P 822 76.49% (218/285 nt)
M99652 Homsap IGHV3-11*01 F 819 76.04% (219/288 nt)
HM855688 Homsap IGHV3-21*04 F 819 76.04% (219/288 nt)

Score Identity
[x86355  Homsap IGHJ4*02 F 132 75.00% (36/48 nt) |
X86355 Homsap IGHJ5*02 F 129 72.55% (37/51 nt)
J00256 Homsap IGHJ4*01 F 123 72.92% (35/48 nt)
JO0256 Homsap IGHJ2*01 F 121 69.81% (37/53 nt)
J00256 Homsap IGHJ5*01 F 120 70.59% (36/51 nt)

Figura 14 Exemplo de identificagdo das sequéncias V(D)J. As sequéncias destacadas em vermelho

possuem similaridade igual ou acima de 75% com as sequéncias do anticorpo 6PH6 A (cadeia pesada
do anticorpo clone 2544 contra o antigeno Pfs25). Foi utilizada a ferramenta IMGT/V-QUEST para

alinhar as sequéncias dos sete anticorpos neutralizantes as sequéncias humanas de referéncia

presentes no IMGT reference directory. Referéncia: LISTA DE FIGURAS.
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Selecio dos genomas humanos

Quarenta e oito genomas completos com sequenciamento de alta cobertura ou WGS (do inglés
Whole Genome Sequencing), ou seja, cada um com mais de um bilhdo de pares de bases foram
selecionados da base de dados 71000 Genomes (116) e provenientes de dois estudos: Human Genome
Diversity Project (HGDP) (117) e Simons Genome Diversity Project (SGDP) (110). As células
utilizadas para os sequenciamentos do estudo HGDP foram linhagens celulares linfoblastoéides (LCLs,
do inglés lymphoblastoid B-cell lines) (118). Para o estudo SGDP, ndo foram encontradas informagdes
relacionadas ao tipo celular utilizado para a obteng@o de material genético. De acordo com Khatri e
colaboradores (2021), ~ 75% dos genomas (1.941 genomas) oriundos do /000 Genomes sao derivados
de culturas de células B transformadas pelo virus Epstein-Barr (EBV, do inglés Epstein—Barr virus),
enquanto os outros ~25% dos genomas sao oriundos das c€lulas sanguineas, bem como de fontes nao
declaradas (75). Entretanto, esse mesmo grupo testou todos os genomas presentes no /000 Genomes
para as novas variantes de genes encontradas e ndo detectaram influéncias por mutagdes somaticas
relacionadas a transfec¢ao de EBV em células B maduras pos-centro germinativo (75).

Os genomas selecionados foram divididos em grupos que diferiram em sua coevolugdo com o
P. falciparum; individuos do Circulo Polar Artico (compostos pelos grupos étnicos Adygei, Chukchi,
Eskimo e Mansi da Russia e Saami da Finlandia; n = 16), que teoricamente nunca tiveram contato com
P. falciparum, foram comparados com Africanos Subsaarianos (compostos pelos grupos étnicos
Yoruba da Nigéria, Luhya e Luo do Quénia e Mandenka do Senegal; n = 16) que coevoluiram com o
P. falciparum por milhares de anos. Também selecionamos um grupo de Sul-Africanos, o grupo
Migrante (composto pelo grupo étnico Bantu da Botswana, Namibia e Africa do Sul; n = 09) que, ha
cerca de 3.000 a 5.000 anos, emigrou de 4reas endémicas do P. falciparum na Africa Ocidental para
areas livres de malaria na Africa Austral (119). Nosso quarto grupo, o grupo Antigo, ¢ composto por
sete genomas extraidos de fosseis dsseos de Neandertais (composto por espécimes antigos da Crodcia,
Alemanha, Espanha e Russia; n = 7) (120-124), que viveram entre 130.000 e 40.000 anos atras
(121,125) e nado sofreram pressao seletiva pelo P. falciparum por serem habitantes do territdrio
europeu, onde nao ha evidéncias da presenga de P. falciparum naquela época.

Analise dos genomas humanos

Usando a linha de comando bash para Linux, foi realizado o download das sequéncias dos
genomas selecionados e convertidas para o formato FASTA, que representa as sequéncias de
nucleotideos. Apds a conversao, as sequéncias foram transformadas para o formato do banco de dados
BLAST (do inglés The Basic Local Alignment Search Tool), um banco de dados que utiliza um
algoritmo de busca permitindo comparar e encontrar regides de similaridade entre um DNA
desconhecido com outras sequéncias conhecidas (126). O BLAST possui uma ferramenta, BLASTN,
especifica para procura de sequéncias de nucleotideos em uma base de dados, e o proximo passo foi o
alinhamento das sequéncias de interesse. Entdo, as sete sequéncias germinativas dos anticorpos
previamente selecionados (sequéncias de cadeia pesada e leve) foram alinhadas com todas as
sequéncias de nucleotideos dos genomas, enviando como resultado apenas as sequéncias de

nucleotideos V(D)J com mais de 80% de similaridade. Um segundo BLASTN foi realizado para
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alinhar as sequéncias V(D)J encontradas com as sequéncias da linhagem germinativa dos anticorpos
do banco de dados IMGT GENE/DB (Figura 15). Esta etapa foi realizada para se certificar que as
sequéncias V(D)J finais com mais de 80% de similaridade seriam as que possuem maior semelhancga
com as sequéncias germinativas presentes no IMGT GENE/DB. As sequéncias finais analisadas foram
selecionadas por comparagdo com as sequéncias humanas V(D)J que mostraram identidade igual ou
acima de 75% com as sequéncias germinativas dos anticorpos (secdo Selecdo de anticorpos
neutralizantes e identificacdo dos segmentos V(D)J). A frequéncia normalizada para cada segmento

V(D)J foi calculada de acordo com a férmula:

Frequéncia Normalizada = (Matches/Reads) x 10°

A contagem de matches representa o nimero de ocorréncias de uma sequéncia V(D)J especifica
em um genoma analisado. Ja o termo read ou "leitura" se refere a um fragmento de sequéncia de DNA,
ou seja, uma pequena por¢ao do DNA. No sequenciamento WGS, os genomas sdo fragmentados em

reads, e o nimero total de reads indica se 0 DNA foi sequenciado com uma alta cobertura.

_ Andlise
e Bioinformatica

Base de dados
IMGT

e L cooorss
TJAJCITIClAJCICTT|CA
3:] Sequéncias germinativas

dos anticorpos

|
==
|
Conversao BLAST
|
et R AR ARG R — - ”‘*""“"“’

48 genomas humanos

07 sequéncias de
anticorpos

Bases de dados 1000

Genomes e Simons BLASTN (identificagso
reads) V(D)J matches

Sequéncias com 75% ou
— mais de similaridade
l (IMGT/V-QUEST)
Base de dados com as

Frequencia
Normalizada
sequéncias germinativas 1
conhecidas de anticorpos
Andlise estatistica

N—-

Apelalelelclata)e
Base de dados IMGT ?HchHcch‘dc

Figura 15 Ilustragdo representativa dos passos realizados durante a andlise bioinformatica descrita.

Referéncia: LISTA DE FIGURAS.

Analise estatistica
Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Graphpad Prism (Graphpad

Software Inc.), 5% versdo. A fim de harmonizar a distribuicdo dos valores, a frequéncia normalizada de
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cada segmento génico foi transformada por Y = Log (Y). Para analisar os dados, foram utilizados
ANOVA one-way e two-way, bem como o teste de Tukey, considerando as varidveis de grupo e
grupo/alelo, respectivamente. O valor de p foi considerado estatisticamente significativo quando

menor que 0,05.

RESULTADOS

Segmentos génicos V(D)J especificos, que codificam os CDRs das cadeias leves e pesadas
dos anticorpos neutralizantes direcionados aos antigenos do P. falciparum e SARS-CoV-2,
apresentaram diferenca na frequéncia normalizada no grupo Circulo Artico quando comparado
ao grupo Africa Subsaariana e distribuicio mais ampla nos grupos Africa Subsaariana e
Migrante.

A Figura 16 apresenta a frequéncia normalizada logaritmica (log) e o desvio padrao (o) dos
segmentos V(D)J responsaveis pelas regides CDR das cadeias leves (IGk ou IGL) e pesadas (IGH)
dos anticorpos neutralizantes especificos para os antigenos do P. falciparum (PfNANP, P25 e PfRHS)
e do SARS-CoV-2 (RBD 1, RBD 2, RBD 3 ¢ RBD 4), presentes nos genomas dos grupos Antigo,

Africa Subsaariana, Migrante e Circulo Artico.
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A sequéncia IGHJ4*02 (Figura 16) apresentou o maior numero de ocorréncias ou matches
nos genomas do grupo Circulo Artico quando comparado aos genomas do grupo Africa
Subsaariana, apresentando variagdo estatisticamente significativa da frequéncia normalizada
quando esta sequéncia codifica os CDRs dos anticorpos especificos para o antigeno PINANP (p =
0,0358), demonstrando diferenca no uso deste segmento génico entre populagdes diferentemente
expostas ao P. falciparum. Também foi observado diferenca estatistica significativa para o
segmento IGHJ4*02 quando utilizado para codificar os CDRs dos anticorpos direcionados ao
antigeno RBD 1 no grupo Circulo Artico em relagio ao antigeno PfNANP no grupo Africa
Subsaariana (p = 0,047). Entretanto, o grupo Africa Subsaariana apresentou o maior desvio padrio
para a sequéncia IGHJ4*02 para os antigenos PINANP e RBD 1 (¢ = 0,431 e 0,372,
respectivamente) vs. PENANP (Antigo ¢ = 0,053; Migrante ¢ = 0,250 e Circulo Artico 6 = 0,198)
e RBD 1 (Antigo 6 = 0,068; Migrante ¢ = 0,250 ¢ Circulo Artico ¢ = 0,195), e o grupo Migrante
apresentou o maior desvio padrdo desta sequéncia para os antigenos Pf25 (¢ = 0,278) vs. Pf25
(Antigo 6 = 0,160; Africa Subsaariana 6 = 0,252 e Circulo Artico 6 =0,199) ¢ RBD 3 (¢ = 0,278)
vs. (Antigo ¢ = 0,068; Africa Subsaariana 6 = 0,235 e Circulo Artico 6 = 0,198). Esses resultados
sugerem uma distribuicdo mais ampla do segmento IGHJ4*02 nos genomas de origem africana.

Em relagdo a sequéncia IGHV1 (Figura 16), o grupo Antigo apresentou a menor frequéncia
normalizada deste segmento génico para a codificagdo dos CDRs dos anticorpos especificos para
os antigenos PfRHS5, RBD 2 e RBD 4, com variagdo estatisticamente significativa (p = <0,0001)
em relagdo aos demais grupos. O grupo Antigo também apresentou o maior desvio padrao para o
segmento IGHV1 (Antigo 6 = 0,789 vs. Africa Subsaariana ¢ = 0,167; Migrante ¢ = 0,116 ¢
Circulo Artico 6 = 0,215). Nio foi observada diferenga estatistica significativa na frequéncia
normalizada da sequéncia IGHV 1 entre os grupos Africa Subsaariana, Migrante e Circulo Artico.

Quanto a sequéncia IGkJ2*01 (Figura 16), o grupo Antigo apresentou a menor frequéncia
normalizada desse segmento génico quando utilizado para codificar os CDRs dos anticorpos
direcionados ao antigeno PINANP em comparagio ao grupo Circulo Artico para os antigenos
PfNANP (p = 0,0258), PfRHS5 (p = 0,0244) e RBD 1 (p = 0,0163); PfRHS em comparagdo aos
antigenos PINANP (p = 0,084), PIRHS (p = 0,0078) ¢ RBD 1 (p = 0,0046); ¢ RBD 1 em
comparacao aos antigenos PENANP (p = 0,0258), PfRHS5 (p =0,0244) e RBD 1 (p =0,0163). Além
disso, o segmento génico IGkJ2*01 (Figura 16) apresentou diferenca estatistica significativa da
frequéncia normalizada para a codificagao dos CDRs dos anticorpos especificos para o antigeno
PfRHS5 no grupo Africa Subsaariana quando comparado ao antigeno PfRH5 no grupo Circulo
Artico (p = 0,048), demonstrando diferengas no uso da sequéncia IGkJ2*01 entre popula¢des
diferentemente expostas ao P. falciparum. Também houve variagdo estatisticamente significativa
na frequéncia normalizada no uso desta sequéncia para codificar os CDRs dos anticorpos
direcionados ao antigeno RBD 1 no grupo Circulo Artico em relagio ao antigeno PANANP (p =
0,0257) e PfRH5 (p = 0,0225) no grupo Africa Subsaariana. Os grupos Africa Subsaariana e
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Migrante apresentaram os maiores desvios padrdo para o segmento IGkJ2*01, indicando uma
distribui¢do mais ampla desse segmento génico nos dois grupos de origem africana PINANP (c =
0,492; 0,535, respectivamente) vs. PENANP (Antigo ¢ = 0,310; Circulo Artico 6 = 0,437), PfRHS5
(6=0,502; 0,535, respectivamente) vs. PFRH5 (Antigo 6 = 0,220; Circulo Artico 6 = 0,441), RBD
1 (0,498; 0,535, respectivamente) vs. RBD 1 (Antigo ¢ = 0,310; Circulo Artico o = 0,389).

Com excecao do segmento génico IGKV1 as sequéncias V(D)J que codificam os CDRs
das cadeias leves e pesadas dos anticorpos neutralizantes direcionados aos antigenos do P.
falciparum, sao encontrados nas populac¢des estudadas independentemente da exposicio ao
patégeno.

As Figuras 17 e 18 apresentam a frequéncia normalizada logaritmica (log) e o desvio padrao
(o) dos segmentos V(D)J responséaveis pelas regidoes CDR das cadeias leves (IGk ou IGL) e
pesadas (IGH) dos anticorpos neutralizantes especificos para os antigenos do P. falciparum

(PINANP, Pf25 e¢ PfRHS5), presentes nos genomas dos grupos Antigo, Africa Subsaariana,
Migrante e Circulo Artico.
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A sequéncia IGHJ6*02 (Figura 17), que codifica os CDRs dos anticorpos especificos para o
antigeno PfRHS, apresentou seu maior desvio padrio (¢ = 0,501) e menor frequéncia normalizada no
grupo Antigo, com diferenga estatisticamente significativa em comparagdo aos grupos Africa
Subsaariana (6 = 0,292; p = 0,0143) e Circulo Artico (6 =0,184; p = 0,0022). Para o segmento IGkV 1
(Figura 17), que também codifica os CDRs dos anticorpos direcionados ao antigeno PfRHS, o grupo
Antigo mais uma vez apresentou o maior desvio padrdo (¢ =0,610) e a menor frequéncia normalizada,
com diferenca estatisticamente significativa em relagdo aos grupos Africa Subsaariana (¢ = 0,243; p <
0,0001), Migrante (c = 0,489; p = 0,0039) e Circulo Artico (0 =10,168; p = <0,0001). Além disso, o
grupo Migrante apresentou diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Circulo Artico
(»p = 0,0213) para o segmento IGkV1, demonstrando diferenca no uso deste segmento génico entre
populagdes diferentemente expostas ao P. falciparum.

Os segmentos génicos IGHV3 e IGkV2 (Figura 18), que codificam os CDRs dos anticorpos
especificos para os antigenos PINANP e Pf25, também apresentaram os maiores desvios padrdo e as
menores frequéncias normalizadas no grupo Antigo. A sequéncia IGHV3 (Figura 18) apresentou
diferenca estatisticamente significativa em relagdo aos demais grupos analisados para ambos os
antigenos PANANP Antigo (c = 0,679; p = <0,0001) vs. PENANP Africa Subsaariana (c = 0,135; p =
<0,0001), Migrante (¢ = 0,110; p = <0,0001) e Circulo Artico (o =0,159; p = <0,0001), PEINANP
Antigo (o = 0,679; p = <0,0001) vs. Pf25 Africa Subsaariana (¢ = 0,135; p = <0,0001), Migrante (c =
0,096; p = <0,0001) e Circulo Artico (¢ = 0,161; p = <0,0001) e Pf25 Antigo (c = 0,618) vs. Pf25
Africa Subsaariana (p = <0,0001), Migrante (p = <0,0001) e Circulo Artico (p = <0,0001). E a
sequéncia IGkV2 do grupo Antigo s6 ndo apresentou diferenca estatistica significativa para o antigeno
PfNANP em comparacdo ao grupo Migrante. Para os demais grupos temos, PINANP Antigo (c =
0,680) vs. PENANP Africa Subsaariana (¢ = 0,239; p = <0,0002) e Circulo Artico (¢ = 0,180; p =
0,0003), PEINANP Antigo (o = 0,680) vs. Pf25 Africa Subsaariana (6=0,234; p=<0,0001), e Circulo
Artico (6 =0,140; p = <0,0001); Pf25 Antigo vs. Pf25 Africa Subsaariana (p = <0,0001), Migrante (p
=<0,0001) e Circulo Artico (p =<0,0001). Por fim, niio foram observadas diferencas estatisticamente
significativas na analise do segmento IGkJ2*02 (Figura 18) que codifica os CDRs dos anticorpos
direcionados ao antigeno Pf25. E relevante destacar que ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas na frequéncia normalizada para a maioria dos segmentos génicos
analisados entre os grupos Africa Subsaariana, Migrante e Circulo Artico. Isso sugere que a presenca
das sequéncias IGHJ6*02, IGHV3, IGkV2 e IGkJ2*02 ocorre de forma independente da exposi¢do ao
P. falciparum.

Com excecao dos segmentos génicos IGkV4 e IGLJ3*02, as sequéncias V(D)J que
codificam os CDRs das cadeias leves e pesadas dos anticorpos neutralizantes direcionados aos
antigenos do SARS-CoV-2, ocorrem de forma independente da exposicao ao patogeno.

Os graficos das Figuras 19 e 20 apresentam a frequéncia normalizada logaritmica (log) e o desvio
padrao (o) dos segmentos V(D)J responsaveis pelas regides CDR das cadeias leves (IGk ou IGL) e
pesadas (IGH) dos anticorpos neutralizantes especificos para os antigenos do SARS-CoV-2 (RBD 1,
RBD 2, RBD 3 ¢ RBD 4), presentes nos genomas dos grupos Antigo, Africa Subsaariana, Migrante e
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Circulo Artico.
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Para a sequéncia IGHVS (Figura 19), que codifica os CDRs dos anticorpos especificos para os
antigenos RBD 1 e RBD 3, o grupo Antigo apresentou o maior desvio padrao (c = 0,741) e a menor
frequéncia normalizada em comparacdo aos demais grupos estudados, com diferenca estatisticamente
significativa, RBD 1 Africa Subsaariana (¢ = 0,151 ; p = <0,0001 ), Migrante (c = 0,156; p = 0,0015)
e Circulo Artico (0 =0,191; p =<0,0001) e RBD 3 Africa Subsaariana (6 =0,342 ; p =<0,0001),
Migrante (6 = 0,157; p = 0,0013) e Circulo Artico (6 = 0,156; p = <0,0001). Esse resultado também
foi observado para os segmentos génicos IGLV2 (Figura 19), IGkV3 (Figura 20), IGLV1 (Figura 20)
e IGLJ3*02 (Figura 20), com a diferenga que este ultimo segmento também apresentou diferenca
estatistica significativa ao codificar os CDRs dos anticorpos especificos para o antigeno RBD 2 no
grupo Migrante (¢ = 0,115) quando comparado ao grupo Circulo Artico (o = 0,180; p <0,0298). Esse
resultado aponta diferenga no uso da sequéncia IGLJ3*02 entre populagdes teoricamente igualmente
expostas ao SARS-CoV-2. Para a sequéncia IGHJ5*02 (Figura 20), que codifica os CDRs dos
anticorpos direcionados aos antigenos RBD 2 e RBD 4 houve diferenga estatistica significativa entre
o grupo Antigo em relagio ao antigeno RBD 4 no grupo Africa Subsaariana (p = 0,0163). O segmento
génico IGkV4 (Figura 19), que codifica os CDRs dos anticorpos especificos para o antigeno RBD 1,
apresentou o maior desvio padrao (¢ =0,528) e a menor frequéncia normalizada no grupo Antigo, com
diferenca estatistica significativa entre este e os grupos Africa Subsaariana (¢ = 0,355; p <0,022) e
Circulo Artico (o = 0,285; p <0,0022). E o grupo Migrante (c = 0,493) quando comparado ao grupo
Circulo Artico (¢ = 0,285; p <0,0382), demonstrando diferenca no uso do segmento génico IGkV4
entre populagdes teoricamente igualmente expostas ao SARS-CoV-2. Por outro lado, ndo foram
encontradas diferencgas estatisticamente significativas para as sequéncias IGLJ6*01 (Figura 19) e
IGkJ1*01 (Figura 20). E importante ressaltar que ndo foram observadas variagdes estatisticamente
significativas na frequéncia normalizada dos segmentos génicos analisados entre os grupos Africa
Subsaariana, Migrante ¢ Circulo Artico para os segmentos génicos IGHV5, IGLV2, IGLJ6*01,
IGkV3, IGkJ1*01, IGLV1 e IGkJ5*02, sugerindo que eles ocorrem de forma independente da
exposi¢ao ao SARS-CoV-2.

A analise da presenca do gene da insulina nos genomas revelou variagoes estatisticamente
significativas no grupo Antigo.

A Figura 21 apresenta a frequéncia normalizada em escala logaritmica (log) e o desvio padrao
(0) do gene da insulina humana nos genomas dos grupos Antigo, Africa Subsaariana, Migrante e

Circulo Artico.
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Figura 21 Grdfico de dispersdo intercalado com barras mostrando as frequéncias normalizadas em
escala log e desvios padrdo (o) do gene da insulina em diferentes grupos. n = 48 individuos.

Referéncia: LISTA DE FIGURAS.

O grupo Antigo apresentou diferenca estatisticamente significativa na frequéncia normalizada
deste gene em comparagio aos grupos Africa Subsaariana (¢ = 0,102; p = 0,0021) e Circulo Artico (o
=0,033; p=0,0071). No entanto, nao foram encontradas diferencas significativas em relacao ao grupo
Migrante (¢ = 0,180; p = 0,3257).

Neste trabalho, ndo encontramos nenhum nimero de ocorréncias ou matches para as sequéncias
D em nenhum dos segmentos génicos V(D)J analisados. Também, ndo foi observado variag@o
estatistica significativa da frequéncia normalizada intragrupos para os segmentos génicos responsaveis
pela codificagdo das regides CDR dos anticorpos especificos para os antigenos do P. falciparum e
SARS-CoV-2. Além disso, ndo foi observada diferenca estatistica significativa entre os grupos Africa

Subsaariana e Migrante para nenhum segmento génico.

DISCUSSAO
Esse projeto foi delineado com intuito de investigar possiveis diferengas no uso dos segmentos
génicos V(D)J envolvidos na geracdo dos CDRs de anticorpos neutralizantes e especificos contra P.

falciparum e SARS-CoV-2, entre populagdes sob diferentes influéncias do P. falciparum.
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Neste estudo, foram identificados dezessete segmentos génicos diferentes, somente trés deles
envolvidos na formacdo de CDRs contra os antigenos do P. falciparum e SARS-CoV-2
concomitantemente. Sao eles os segmentos génicos IGHJ4*02, IGHV1 e IGkJ2*01. Ainda, cinco
segmentos génicos codificam CDRs para os anticorpos exclusivamente contra os antigenos do P.
falciparum (IGHJ6*02, IGkV1, IGHV3, IGkV2 e IGkJ2*02) e nove, a grande parte dos segmentos
génicos estudados, codificam apenas CDRs contra os antigenos do SARS-CoV-2 (IGHVS, 1GkV4,
IGLV2, IGLJ6*01, IGkV3, IGkJ1*01, IGLJ3*02, IGLV1 e IGHJ5*02). Como esperado, todos os
segmentos génicos apareceram em todos os grupos de genomas estudados. Nao foram identificados os
segmentos génicos D para nenhuma sequéncia V(D)J codificadora. Os segmentos D sdo muito curtos
e provavelmente ndo apresentaram mais de 80% de similaridade com as sequéncias germinativas dos
anticorpos estudados, por isso, foram automaticamente excluidos da analise.

Nossos resultados demonstraram que os genomas de Neandertais (grupo Antigo) possuem uma
frequéncia normalizada muito baixa para os segmentos génicos germinativos VJ necessarios para a
geragdo de anticorpos neutralizantes contra antigenos do P. falciparum, apesar de seu genoma ser
99,7% idéntico ao genoma humano moderno (122,127). Os Neandertais eram hominideos antigos mais
préximos em relagdo aos humanos modernos (120), e viveram na Europa e no sudoeste da Asia central
(128) entre 40.000 e 400.000 anos atras (121,125,128). De acordo com Baron ¢ colaboradores (2011),
a primeira infeccdo de um ancestral humano por P. falciparum aconteceu por volta de 112.000 a
1.036.000 anos atras (estimativa média 365.000 anos atras) (29). Consequentemente, os Neandertais
coexistiram com o P. falciparum embora nao tenham sofrido sua influéncia por serem habitantes de
territorios europeus, onde ndo ha registros deste patdogeno naquele periodo.

Com o objetivo de identificar se possiveis danos fisico-quimicos nos genomas Neandertais
pudessem justificar as frequéncias normalizadas mais baixas, foi conduzido um estudo comparativo
utilizando o gene da insulina, que é muito conservado dentre os vertebrados. Se todos os genomas
estudados fossem equivalentes em qualidade do sequenciamento, ndo se esperariam variagdes
significativas na frequéncia normalizada do gene da insulina entre os grupos analisados. Entretanto, o
grupo Antigo apresentou variagio estatisticamente significativa em relagdo aos grupos Africa
Subsaariana e Circulo Artico. Notadamente, o grupo Migrante, que compartilha genomas provenientes
dos mesmos estudos dos demais grupos modernos e é presumido possuir a mesma qualidade de
sequenciamento, ndo demonstrou diferenca estatistica em relagdo ao grupo Antigo. Assim como este,
o grupo Migrante também apresenta um tamanho amostral menor quando comparado aos outros
grupos de genomas modernos. Portanto, ¢ possivel que o aumento do tamanho amostral do grupo
Antigo pudesse eliminar a diferenca estatistica e o elevado ¢ encontrados neste estudo comparativo.
Infelizmente, devido a escassez de estudos que realizam e divulgam o sequenciamento de genomas
antigos, foi invidvel incluir e analisar mais genomas Neandertais neste projeto. A falta de
disponibilidade de dados gendmicos antigos pode ser atribuida as dificuldades técnicas e logisticas
envolvidas em estudos dessa magnitude. Para mitigar a auséncia de genomas Neandertais a serem
analisados, uma alternativa seria buscar o gene da insulina humana contra os reads ou leituras de

genomas de chimpanzé¢ ou gorila e verificar como os nimeros se comportam. Dado a alta conservagao
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deste gene, € provavel que esta estratégia nao geraria falsos positivos para a nossa analise.

Isso nos leva a segunda hipdtese de que o resultado estatistico observado pode estar relacionado
a degradacdo do DNA do grupo Antigo ao longo de dezenas de milhares de anos (120), o que afeta o
subsequente sequenciamento do genoma e, consequentemente, a qualidade dos dados utilizados em
nosso estudo. Além disso, ¢ importante considerar possiveis variagdes ou diferengas genéticas entre
os Neandertais e os humanos modernos. Estudos genéticos comparativos entre essas duas populagdes
revelaram algumas variagdes especificas dos Neandertais (129), incluindo genes relacionados ao
metabolismo e a resposta imune (130,131). Portanto, embora seja provavel que o gene da insulina
estivesse presente nos Neandertais, bem como os segmentos génicos V(D)J, algumas diferencas ou
variagdes genéticas em comparagdo com as versdes humanas modernas podem ter ocorrido. Diante
disso, visto que o nosso estudo possui um carater exploratorio, decidimos manter os resultados
relacionados aos genomas antigos, com a premissa de que estudos futuros mais aprofundados podem
revelar diferencas nas sequéncias VDJ mais raras ou que ainda ndo foram identificadas entre os
humanos modernos e antigos. Essas descobertas poderiam fornecer novas evidéncias sobre a evolucao
desses genes ao longo da historia humana e, como as possiveis variacdes podem conferir resisténcia
ou suscetibilidade aos novos desafios imunologicos.

Os segmentos génicos IGHJ4*02 e IGkJ2*01 demonstraram variagdes na frequéncia
normalizada de acordo com a exposi¢ao dos genomas ao P. falciparum e ao SARS-CoV-2. De maneira
interessante, no grupo do Circulo Artico, que teoricamente ndo teve contato prévio com o P.
falciparum, as frequéncias normalizadas dessas sequéncias foram mais elevadas em comparacao ao
grupo da Africa Subsaariana, especificamente nos segmentos que codificam os CDRs dos anticorpos
direcionados aos antigenos deste patogeno (PfNANP e PfRHS5) e ao SARS-CoV-2 RBD 1. Bin Shi e
colaboradores (2020) investigaram as caracteristicas da composi¢ao dos repertérios BCR para as
cadeias pesadas por meio do sequenciamento de alto rendimento HTS (do inglés high-throughput
sequencing) e concluiram que o gene IGHJ4 humano possui a mais alta frequéncia e consisténcia de
uso entre os segmentos IGHJ, independentemente das condigdes fisiologicas ou patoldgicas,
implicando que sua selecdo nao ¢ aleatoria (132). Em contrapartida, Alanine e colaboradores (2019)
identificaram o segmento génico IGkJ2*01 na regido variavel de trés anticorpos monoclonais (mAbs)
anti-PfRHS, os quais foram isolados de voluntarios previamente imunizados (18). O anticorpo
catalogado como 6RCU (clone R5.016) esté entre esses trés mAbs e se destaca por ser altamente eficaz
em bloquear a entrada da forma merozoita do P. falciparum nas hemadcias (18). No entanto, era
esperado que a sequéncia IGHJ4 ndo apresentasse diferenca estatistica entre os grupos estudados,
enquanto a sequéncia IGkJ2*01 deveria exibir uma frequéncia normalizada maior nos grupos de
origem africana, que foram expostos ao P. falciparum.

Os segmentos génicos IGkV1, IGkV4 e IGLJ3*02 também revelaram varia¢des na frequéncia
normalizada de acordo com a exposicao dos genomas ao P. falciparum e ao SARS-CoV-2. Mais uma
vez, no grupo do Circulo Artico, que teoricamente ndo teve contato prévio com o P. falciparum, as
frequéncias normalizadas destas sequéncias foram maiores em comparagdo ao grupo Migrante, mas

ndo em comparagdo ao grupo Africa Subsaariana. Esse padrao foi observado nos segmentos que
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codificam os CDRs dos anticorpos direcionados aos antigenos PfRHS, SARS-CoV-2 RBD 1 ¢ SARS-
CoV-2 RBD 2, respectivamente. Varios autores identificaram o grupo de alelos do segmento IGkV1
presente em anticorpos potentes contra o antigeno PfRHS (114,115,133,134). No entanto, era esperado
que esta sequéncia, assim como a sequéncia IGkJ2*01, apresentasse uma frequéncia normalizada
maior nos grupos de origem africana, a fim de que nossos resultados pudessem validar a selecao desses
segmentos génicos no contexto de protecdo dos individuos expostos ao P.falciparum. Ainda, Coelho
e colaboradores (2020) investigaram as sequéncias peptidicas do fragmento Fab humano da IgG
plasmatica de 79 individuos adultos (incluindo vacinados e um grupo controle) que receberam 4 doses
da vacina Pfs25-EPA/Alhydrogel. Entre as sequéncias de cadeia leve, o gene IGkV4 foi o mais
frequentemente encontrado entre os individuos imunizados (135). Em nossa pesquisa, a sequéncia
IGkV4 nao demonstrou um aumento significativo na frequéncia normalizada ao codificar CDRs contra
o antigeno Pfs25 do P. falciparum, mas foi mais prevalente no grupo do Circulo Artico ao codificar
apenas os CDRs dos anticorpos direcionados ao antigeno SARS-CoV-2 RBD 1.

Adicionalmente, He e colaboradores (2021) realizaram uma analise da diversidade e frequéncia
das cadeias pesadas e leves das imunoglobulinas naturais emparelhadas em cinco pacientes
convalescentes da COVID-19 (136). Para isso, eles empregaram single-cell RNA-seq e single-cell
VDJ-seq. De forma semelhante, a sequéncia IGkV4-1 foi identificada como um dos cinco segmentos
génicos mais frequentes nos BCRs desses individuos, quando pareada com a cadeia pesada IGHV4-
59 (136). Assim como evidenciado no estudo de Coelho e colaboradores (2020) (135), esses achados
sugerem uma tendéncia de preferéncia por segmentos génicos de cadeia leve e pesada especificos de
imunoglobulina em pacientes convalescentes da COVID-19. Isso indica que as células B podem ter
passado por rearranjos V(D)J inicos € nao estocasticos (ou seja, ndo aleatorios) nesses pacientes (136).
Logo, esses estudos demonstram uma preferéncia pela selegdo do gene IGkV4-1 em situagdes
patoldgicas. O nosso trabalho parcialmente corrobora este achado, uma vez que a sequéncia IGkV4
estd exclusivamente presente ao codificar os CDRs de anticorpos especificos para o SARS-CoV-2,
antigeno RBD 1. Entretanto ndo esperavamos encontrar nenhuma diferenga relacionada aos segmentos
envolvidos na imunidade contra a COVID-19 entre os grupos estudados. Até o momento, ndo existem
dados na literatura que apoiem o uso da sequéncia IGLJ3*02 na protecdo contra os dois patdogenos
abordados neste projeto, nem evidéncias de uma preferéncia pela selecdo desse segmento génico em
situagdes fisioldgicas ou patologicas.

Os efeitos funcionais da variagdo na linhagem germinativa dos genes de IG devem ser
encontrados ao estudar as respostas imunes a patégenos (137). Existem evidéncias de que a diversidade
dos genes de anticorpos pode ser grandemente influenciada por selecdo (93). Como descrito
anteriormente, descobertas que corroboram esse fato incluem a associagdo entre variantes dos genes
de imunoglobulina e suscetibilidade a doencas, a hereditariedade do repertério BCR naive (93), etc.
Entretanto, ao analisar as variacdes do repertorio germinativo dos loci de IG, deve-se considerar
razoavel a hipotese de que a maioria das variacdes interindividuais a nivel germinativo ¢ resultado de
processos estocasticos (aleatorios) (93). Os nossos resultados apontam mais para uma variacao

germinativa entre genomas europeus e africanos do que devido a exposicao ao P. falciparum. Os cinco
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segmentos génicos que demonstraram diferenca estatistica significativa da frequéncia normalizada
estdo mais presentes no grupo do Circulo Artico do que nos genomas africanos, sem variagdes
significativas entre os grupos Africa Subsaariana e Migrante ¢ independente da sua participagdo na
codificagdo de anticorpos ja conhecidos, contra o P. falciparum ¢ SARS-CoV-2.

Embora seja amplamente reconhecido que o processo de maturacdo da afinidade das
imunoglobulinas seja uma forma de evolugdo estrita, os imunologistas dedicaram relativamente pouca
atengdo a genética evolutiva dos alelos e genes germinativos dessas moléculas (93). Devido a
compreensdo limitada sobre a diversidade populacional no que diz respeito ao repertério dos
anticorpos (138), ainda ndo foi estabelecido se a natureza da variagdo nos loci de IG ¢
predominantemente resultado de mutagdes estocasticas, deriva genética, selecdo direcional ou selegao
balanceada, uma questdo que ja vem sendo elucidada em estudos de genes como os HLA/MHC, por
exemplo (93,139,140). Além disso, para os genes e alelos das imunoglobulinas, ndo existem evidéncias
de varreduras seletivas, nas quais um novo alelo se torna predominante na populagao devido a selegdo
natural (93). Também nao existem dados cientificos que indiquem a ocorréncia de adaptacao local, na
qual um alelo ou combinacao de alelos ¢ vantajoso em um ambiente especifico, mas nao globalmente
(93). Com o intuito de enderecar esse ultimo topico, nossos resultados sugerem que a selecdo ndo ¢ a
principal forca genética que atua na utilizagdo de segmentos V(D)J especificos em resposta a um
determinado patdgeno. A deriva genética, um principio evolutivo fundamental que descreve mudancas
aleatorias nas frequéncias alélicas (141), ¢ o que melhor explica os nossos achados neste estudo. Se a
selecdo for fraca, € possivel que a variagdo nos genes de IG seja mantida pelo equilibrio entre mutagao
e deriva genética, no qual novos alelos sdo introduzidos na populagdo devido a mutagdes (amplamente
definidas, incluindo duplicagdo de genes e rearranjos gendmicos) e sao perdidos, simplesmente devido
ao acaso (93). Como resultado, as diferengas na frequéncia dos segmentos génicos de IG encontradas
nas populagdes estudadas podem simplesmente refletir padrdes historicos de migragdo e/ou isolamento
(93).

As populagdes humanas no continente africano possuem a maior diversidade genética no mundo
moderno (119,142). Essa diversidade ¢ influenciada por diversos fatores, como eventos demograficos,
migracdo, mistura de grupos populacionais e forcas genéticas, como mutagdo, recombinacao e selecao
natural (143). Essa complexidade explica os variados padroes de distribuicdo das sequéncias VJ nos
grupos Africa Subsaariana e Migrante. De fato, nossos resultados mostram uma tendéncia de
distribuicio mais dispersa nestes genomas em comparagdo ao grupo do Circulo Artico, que é mais
homogéneo. Esse fendmeno pode ser observado para os segmentos génicos IGHJ4*02 e 1GkJ2*01
onde os desvios padrdo se mostraram maiores nos grupos da Africa Subsaariana e Migrante e, se nio
considerarmos os desvios padrdes do grupo Antigo, a distribuicdo dos demais trés segmentos que
demonstraram diferenca significativa em sua frequéncia normalizada (IGkV1, IGkV4 e IGLJ3*02)
estio também mais dispersos nos grupos de origem Africana. Os grupos Africa Subsaariana e Migrante
foram selecionados para diferenciar possiveis variacdes no uso dos segmentos VJ devido a influéncia
primaria do P. falciparum. O grupo Migrante, que se originou das mesmas populagdes que compdem

o grupo Africa Subsaariana, deixou de sofrer a influéncia desse parasita a0 migrar para regides da
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Africa Austral em um momento em que o P. falciparum nio estava presente nesta parte do continente.
Apesar disso, ndo foram identificadas variagdes na frequéncia normalizada de nenhum segmento
génico entre os dois grupos. Isso pode sugerir que o tempo estimado para a migragdo da populagao
Bantu, ha cerca de 3.000 a 5.000 anos, ndo foi suficiente para permitir a selecdo das sequéncias de
imunoglobulina de forma independente a pressdo seletiva do P. falciparum.

A seleg@o ¢ mais observada em patégenos que tém uma longa relagdo com o Homo sapiens,
incluindo os agentes etioldgicos da malaria (137). A infec¢do por P. falciparum exerceu pressao
seletiva significativa nos genomas humanos, levando ao desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia contra muitas doengas malaricas (144). Um exemplo desses fatores genéticos do hospedeiro
¢ a anemia falciforme (144), causada por uma mutacdo pontual no gene da beta-globina (BS) em
homozigose (145), que ainda esta selecionando pessoas para sobreviverem & malaria na Africa Central
(144) e ¢ um dos exemplos mais conhecidos de selecdo balanceada (130). Essa mutagdo, surgiu
aproximadamente ha 7.300 anos nas regides endémicas de maléria, incluindo a Africa Subsaariana
(146). Acredita-se que as expansdes Bantu tenham disseminado um dos haplotipos do alelo BS para
diversas regides africanas, incluindo a Africa do Sul (146,147). Apesar disso, a incidéncia de anemia
falciforme na Africa do Sul é muito baixa, e a maioria dos casos (que estio aumentando na regido) sdo
resultado das migragdes de outras regides africanas, incluindo a Africa Central, onde a anemia
falciforme ¢ prevalente (147). Até onde se sabe, ndo existem estudos que correlacionam a menor
quantidade de casos de anemia falciforme com a baixa incidéncia de P. falciparum na Africa do Sul,
o que seria um indicio da selecdo génica do gene S independente da influéncia deste patdgeno.

Este trabalho utilizou genomas sequenciados com a melhor técnica largamente disponivel nos
dias atuais, o sequenciamento de nova geracdo com leituras curtas, o SR-NGS (do inglés, short-read
next-generation sequencing). No entanto, as informacgdes disponiveis sobre a composicao e a variacao
sequencial nos loci de IG humanos permanecem incompletas (75). Isso se deve aos genes serem
altamente similares e, por vezes, duplicados (75). Mais alelos V(D)J estdo sendo descobertos através
do advento de novas tecnologias, como o desenvolvimento de ferramentas de software especializadas
e o sequenciamento de leituras longas (LRS, do inglés long-read sequencing). A principal diferenga
entre essas duas abordagens ¢ o significativo aumento no comprimento das leituras. Enquanto as
leituras curtas t€ém um tamanho de 150-300 pb, o LRS tem a capacidade de sequenciar, em média, mais
de 10 kb em uma unica leitura, necessitando assim de menos leituras para cobrir 0 mesmo gene e
possibilitando a descoberta de regides repetitivas (148). A literatura atual menciona que, embora haja
uma grande quantidade de dados de sequenciamento de genoma humano de leituras curtas disponiveis,
as abordagens atuais ndo sdo capazes de resolver completamente as variantes em todos os loci dos
genes V(D)J. Isso se deve a alta densidade de duplicagdes segmentares, o que provavelmente limita a
precisdo das abordagens padrdo de sequenciamento de leituras curtas para detectar o espectro completo
de variagdo gendmica dentro desses genes (61,68,97,103,148). No entanto, a tecnologia LRS ¢ nova,
de alto custo e atualmente ha poucos dados relacionados ao sequenciamento dos segmentos V(D)J.
Por essa razdo, ndo foi possivel obter LRS para os genomas que compdem este projeto.

Até o presente momento, o banco de dados IMGT ¢ amplamente utilizado em pesquisas devido
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a sua ampla disponibilidade, experiéncia de longa data e estrutura mais completa (75). O nimero de
variantes alélicas do repertorio do receptor imune adaptativo aumentou rapidamente no banco de dados
IMGT/GENE-DB nos ultimos anos (75). Entretanto, seus dados de sequéncia sdo, pelo menos em
parte, derivados de células B pds-centro germinativo maduras, ou seja, que ja sofreram maturagdo de
afinidade nos centros germinativos (75). Para mitigar essa interferéncia, foi analisado apenas os
segmentos VJ gendmicos que possuiam igual ou mais de 75% de similaridade com as suas sequéncias
germinativas, para que os segmentos analisados fossem os mais proximos possiveis da sequéncia pré-
maturacdo de afinidade. Vale ressaltar que, de acordo com o0s seus respectivos autores, cinco dos sete
anticorpos selecionados para o nosso estudo possuem uma conformagao tridimensional proxima da
sua potencial conformagdo germinativa, o que também valida a aproximagao dos nossos resultados
aos eventos ocorridos antes da maturacdo de afinidade sofrida pelas células B produtoras desses
anticorpos. Os anticorpos 7M7W (clones S2X259 e S2H97) e 7R6X (clone S2E12), contra os
antigenos do SARS-CoV-2, foram os Unicos que sofreram modificacdes em suas regides varidveis na
etapa de hipermutagdo somatica. Também, foi considerado para a analise somente os matches ou

ocorréncias com mais de 80% de similaridade com os segmentos V(D)J dos anticorpos de interesse.

CONCLUSAO

Este trabalho de carater exploratdrio identificou uma extensa variagao na frequéncia normalizada
dos segmentos VJ, que codificam os CDRs das imunoglobulinas neutralizantes direcionados aos
antigenos do P. falciparum e SARS-CoV-2, nos genomas antigos em relacao aos genomas modernos.
Serd importante explorar mais genomas antigos com caracteristicas semelhantes para determinar se
nossas descobertas realmente apontam para diferengas nos segmentos génicos utilizados por humanos
antigos em relacdo aos humanos modernos. A identificagdo de segmentos VJ que apresentaram
variagdes em sua frequéncia normalizada entre diferentes populacdes ¢ uma descoberta relevante, uma
vez que sugere o uso estocastico desses segmentos génicos e pode refletir, por exemplo, os padrdes
historicos de migragdo das populagdes estudadas. Além disso, nosso estudo corrobora a vasta literatura
que suporta a grande diversidade genética dos genomas africanos. Com base nos dados cientificos
disponiveis, este ¢ o primeiro estudo a avaliar as diferencas na frequéncia e distribui¢cdo das sequéncias
génicas das imunoglobulinas de acordo com a exposi¢do ao P. falciparum. Nossos resultados podem
estimular pesquisas sobre o uso de sequéncias germinativas em diferentes populagdes, com o objetivo
de investigar sua natureza protetora e/ou risco de morbidade contra infec¢des causadas pelo P.

falciparum e outros patdgenos de interesse local ou global.
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