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Bases da Especificidade do Sitio Combinatério dos Anticorpos

A superficie do sitio
combinatério do Ac,
especialmente ao nivel das
CDRs de VH e de VL séo as
partes mais importantes
para conferir especificidade
na interacao especifica com
cada epitopo de um Ag

«A forma e as cargas elétricas e/ou sitios para estabelecer forcas eletrostaticas,
pontes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas e de Var der Waals das CDRs de VH
e de VL que constituem o sitio combinatorio de um dado Ac, determinam qual o
epitopo que sera ligado pelo mesmo.

«A forma e as cargas elétricas dependem das sequéncias de Aminoacidos que
compdem cada CDR para interagir com aminoacidos ou monossacarideos que
compdem 0s epitopos de Ags.

» Teoricamente cerca de 1013 especificidades (sitios combinatoérios) diferentes de
Acs para se combinar com cerca de 1013 epitopos diferentes de Ags: 3




O que confere Especificidade nas Interagdes entre

Antigenos e Anticorpos / BCR
Paratopo do Anticorpo /BCR
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Bases da Especificidade do Sitio Combinatério dos Anticorpos

Nos dominios variaveis de cadeia leve (VL) e pesada (VH) existem 3 regides
hipervariaveis (HV), que formam as regides determinantes de
complementariedade (CDR ou RDC) e séao apresentados na superficie de uma
molécula de anticorpo.

Estas CDRs formam a superficie de ligacao para o antigeno.

As CDRs sao ladeadas por sequéncias de aminoacidos mais conservados,
chamadas de regifes “Framework”, responsaveis pela estabilidade estrutural do
dominio de ligacao do antigeno

Ga3 Cw3 region binds to membranes

\ ¢ c¢ lgdomain




DRs/ HVs

Fig. - Existem determinadas

areas de hipervariabilidade

? (CDRs) nos dominios

— variaveis das cadeias He L
- daslgs(VHeVL).

Variabity
8

o$l§l$l$lll

Regides mais conservadas —
Frameworks — ladeando as regides
hipervariaveis

0 2 40 6 8 10 120
Residue

[ .
Fre

FR1

Fra FRa
MV HV2 HV3

@ 1997 Current Biology Ltd. / Garland Publishing, Inc. 5)



112

Diversidade dos Anticorpos (Acs)

1013 diferentes especificidades de Acs em um vertebrado.

Muito espaco no genoma seria utilizado se cada Ac fosse
codificado por um gene continuo.

Na verdade existem menos de 1000 genes codificando esse n° de
Acs com diferentes especificidades.
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FLUXO DA INFORMACAO

GENICA
A sintese de uma proteina € comandada por

uma sequéncia de bases especifica da molécula de
DNA (gene).

Uma molécula de RNA interpreta e executa a
informacao do DNA, através de dois eventos:
TRANSCRICAO e TRADUCAO.




Fluxo da Informacao Génica em Celulas
Eucariotas
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Fluxo da Informacao Génica em Céelulas

Eucariotas
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RESUMINDO:- Conceitos Basicos para Entender
as Bases Genéticas da Diversidade dos BCRs e
dos Anticorpos

* Regides variaveis e constantes coexistem nas cadeias leves (L) e
pesadas (H) de uma mesma molécula proteica de Imunoglobulina /
Anticorpo / BCR e séao codificadas por diferentes regides génicas (exons).

Genes das cadeias pesadas (H) estao localizadas em cromossomos
diferentes daqueles onde estao localizados os genes codificadores das
cadeias leves (L).

*Ocorrem rearranjos (recombinacbes somaticas) para reunir as regioes
génicas codificadoras (exons) dos genes codificadores das cadeias H e
L dos BCRs / Anticorpos.

/As cadeias polipeptidicas H e L dos Anticorpos devem ser
sintetizadas, nos ribossomos dos linfocitos B separadamente e depois

agrupadas por pontes dissulfeto. "



Estrutura dos genes/Ig

e Cadeias leves = L Regiao variavel — V

» Cadeias pesadas = H Regiao constante — C

e (5enes

—as regioes V e C e as cadelas L e H sao
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Organizagdo dos loci das Ig
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Organizagdo dos genes de imunoglobulinas na linhagem
germinativa

1- Multiplos genes: V, D, J e C para cadeia H e genes V e J para cadeia L, que
estao separadas por regides génicas nao codificadoras (Introns)

2- Diversidade combinatoria: aleatéria V-D-J para cadeia H e V-J para
cadeia L

3- Diversidade juncional: gera codons diferentes
Rearranjo impreciso DNA: exonucleases.
Diversidade regido N: TaT (dioxiribonucleotidil transferase terminal)

4 — Combinacao de diferentes cadeias leves e cadeias pesadas das Igs

5- Mutacao somatica: ocorre no momento da duplicacdo do DNA em respostas
Imunes humorais secndarias
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Recombinagdo V(D)J - Gene Cadeia H

» Recombinag¢do ao acaso

* Rearranjos de DNA tornam os genes V,D e J
contiguos

Quebra na dupla hélice do DNA
- Adicdo ou remocdo de nucleotideos

ViV2 Vn D1-n J1-n
e | -CH- - H -
/ 1\

Somatic recombination (V-D-J joining), addition of
N and P nucleotides, transcription and RNA processing
in three B cell clones
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Resumo — Organizacao dos Genes de Imunoglobulinas

Germline DNA
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Recombinagdo e expressdo dos genes da cadeia L e H das Ig
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Relacao entre Principais Genes Codificadores de cadeias H e L de
Imunoglobulinas e as Regides dessas Cadeias Polipeptidicas

V Region C Region
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"Switching” / Mudanga de Isotipo /
Classe de Ig / Ac

Memory Cells
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Indugdo da Produgdo e da Troca de Classes
de Anticorpos
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Fig. - Troca de classes (isotipos) de Igs depende de recombinacéo entre sinais especificos.
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Fig. 8.9. Isotype switching is preceded by transcriptional activation of Cy, jones.

Resting naive B cells transcribe the m and d loci at a low rate, giving rise to surface IgM and IgD. Bacterial lipopolysaccharide
(LPS), which can activate B cells independently of antigen (see Section 8-10), induces IgM secretion. In the presence of IL-4,
however, Cgl and Ce are transcribed at a low rate, presaging switches to IgG1 and IgE production. The transcripts originate 5¢ of
the region to which switching occurs, and do not code for protein. Similarly, TGF-b gives rise to Cg2b and Ca transcripts, and
drives switching to 1gG2b and IgA. It is not known what determines which of the two transcriptionally activated CH gene
segments undergoes switching. Arrows indicate transcription.
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TCR -

Receptor para
Reconhecimento de Ags
em Células T

24



e b L T o VN-\ "|

| fensmanmtrane

,lJl Jon

Lol RRES

© 1997 Current Biology Ltd. / Garland Publishing, Inc.

25



O receptor de célula T é semelhante a um fragmento
Fab de imunoglobulina associado a membrana celular

site
I_;I

antibody

O receptor de célula T se assemelha a
um fragmento Fab ligado a membrana

T cel 26
® 1997 Current Biology Ltd. / Gariand Publishing, Inc.




Estrutura de um receptor de célula T

T par v SR IR HD- ]

Jwg,ag.ﬂ w;,éw

© 1997 Current Biology Ltd. / Garland Publishing, Inc.
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TcR-MHC-peptide complex

Variability
| hmise—ae e
b

Peptide

Amino acid No.
groove of TcR chain

MHC
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Organisation of mouse TcR genes
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Genes das Cadelas a. e p do TCR
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Sites of junctional diversity

TcR achain TcR f chain

CDR3

CDR1 *

CDRZ

Amino acid No.
of TeR chain

VAJ
Join

Variability
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Numeros dos segmentos génicos do receptor de célula T e suas fontes de
diversidade em comparacao aos receptores BCR de imunoglobulinas nos
seres humanos.

Segmentos variaveis (V) 40 70 52 I 70
Segmentos de diversidade (0) 2% 0 2 I 0
Segmentos D lidos em trés fases || Raramente z IFreqmum I B

Segmentos de juncao (J) 6 5(x) 4(0) 13 I 61

Jungies com nucleotideos N & P 2 ool 2 | 1

Numero de pares de genes V 19 x 10 58x 10

Diversidade juncional 310 210"

Diversidade tolal ~5x 10" ~10' 32




Complexo Principal de
Histocompatibilidade - CPH /
MHC
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Complexo Principal de Histocompatibilidade -MHC

e Descoberta

e Historico
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Inbred strains of mice
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A DESCOBERTA DO MHC DE
CAMUNDONGO- George Snell e colaboradores-
1940
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Base Genética das Reacoes de Rejeicao de Transplantes

Linhagens de camundongos isogénicos — todos 0s genes sao idénticosl

O transplante de enxertos de pele entre linhagens de camundongos demonstram que
Arejeicdo ou aceitacao é dependente da
genetica de cada linhagem

Enxerto de pele de uma linhagem isogénica (A) é transplantado
para um camundodongo da mesma linhagem (A)

[ S

Enxerto de pele de uma linhagem isogénica (B) € transplantado
para um camundodongo de uma linhagem geneticamente diferente (A)

REJEICAO




Base Imunoldgica das Reacoes de Rejeicao de Transplantes

Linhagem B Linhagem A

EE— Rejeicao primaria
[ 1 de enxerto de pele

=~ 10 dias
T SNCia
Do Camund. Linfsg
Primado com
Linhagem B
ﬁ

Rejeicado secundaria

[ de enxerto de pele
Camundongod Virgens de = 3 dias
Linhagemc Contato com BQxerto Lin. B
Fz_c:k. Rejeic&o primaria
de enxerto de pele
= 10 dias

A rejeicao a transplantes é mediada por respostas imunes Ag-especificas

Com o desenvolvimento de memodria imunoldgica.
o crahi@leacuk 2000 Shide 554
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CONCLUSOES

+ O RECONHECIMENTO DE UM ENXERTO
COMO PROPRIO OU ESTRANHO E UMA
CAPACIDADE - GENETICA

2.0 GENE RESPONSAVEL FOI CHAMADO DE
GENE DE HISTOCOMPATIBILIDADE

3. GENE DE HISTOCOMPATIBILIDADE LIGADO
AO ANTIGENO POLIMORFICO II-
CROMOSSOMA 17 —— H-2

EM CAMUNDONGOS.
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Immunogenética da Reacao
de Rejeicao de Enxertos

Linhagens

Parentais ? . ? .
Hibrido-F1 o
(um conjun.tn de alel%&. ACEITAGAO

de dos pais
A X B

Camundongos F1 (A x B) sdo tolerantes a enxertus de pele de Aou de B

Enxertos de pele de animais (A x B) apresentam Ags que sdo reconhecidos como estranhos

pelas linhagens parentais (A ou B)
2 crahi@le ac.uk 2000 Slide 654
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Major Histocompatibility Complex — MHC
Complexo Principal de Histocompatibilidade

Em camundongos o MHC é chamado H-2

Animais (Receptor e Doador) de Linhagens identicas em H-2

nao desenvolvem reacéo de rejeicao de enxertos de pele, enquanto que
Animais de Linhagens diferentes em H-2 desenvolvem reacéo de rejeicao
de enxertos de pele.

Em humanos o MHC é chamado Antigeno de Leucdécitos Humanos
- HLA

Somente gémeos monozigoticos humanos tém idénticos HLA

A populacao humana € extensivamente heterozigota
A genética do MHC em humanos € extremamente complexa

crahl@Ile.ac.uk Slide 7/54
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Os genes do locus MHC

Hufhan HEA "Class III"

’E Class |l MHC Iocus E‘ " MHC Iocus—‘ [—BCIaSS | MHC Iocus;’

DM Proteasome  c,mpiement  Cytokines:

genes;
proteins: C4, LTB,TNF-o, LT
TAP1,2 Factor B, C2

Mouse: H-2

H-2M

K M -A I-E —— —4 D L
|\| | Classll—J L"Class Ill"J l—CIassI—|
Class| MHC locus MHC locus MHC locus
MHC locus

Os Genes no loci MHC codificam a maioria das proteinas que

fazem parte da maquindria do processamento e apresentagdo de

Ags.
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Classe ll Classe |

Membrana
Celular

Figura 4.7 — Representacao esquematica do MHC humano. (Adaptado de COICO e SUNSHINE, 2009, p. 119).
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Peptide
binding groove

MHC molecules

MHC class |

e

MHC class Il

Peptide \
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MHC class T and class IT Molecules

f2-microglobulin

(Ig-fold structure)

R Lk kb Trnay g AN
T L REASALARRBAL LRABRYALES SO &AL

Cytoplasmic tail
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Fig. - Estrutura Molecular do MHC de Classe |
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Estrutura Geral das Moleculas de MHC de classe |

Regiao
Transmembrana

Cauda
Citoplasmatica

Cadeia o de 43kDa codificada pelo MHC

Cadeia o esta ancorada na membrana celular

Peptideo antigénico presente em uma fenda formada

por um par de o- hélices no assoalho
B - folhas anti-paralelas

B2-microglobulin, tem 12kDa, ndo codificada pelo MHC

nao- tem parte transmembrana, ndo covalentemente ligada
a cadeiaa

Os dominios a3 & f2m apresentam homologia estrutural e na
Sequéncia de aminoacidos com os dominios C de Igs
SUPERFAMILIA - GENE de Ig

2 crahi@ie ac uk 20 Slide 13/54
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4 Class |

histocompatibility
molecule
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NH,  NH,

CHC 01 0040

ii [|

- . Plasmamunbrane
DA | T T

Cytoplasm

COOH  COOH
Fig. - Estrutura Molecular do MHC de Classe |1
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Estrutura Geral das Moleculas de MHC de classe |l

Cadeiaa com 34kDa e cadeia p com 29 kDa
codificadas pelo MHC-I|

As cadeias o e p estdo ancoradas na membrana celular

5

ae

Nao ha p2-microglobulina

Peptideo antigénico presente em uma fenda formada por um par
B2 o2 a-helices no assoalho de estruturas em p-folha anti-paralela

Os dominios o2 e B2 apresentam homologia estrutural e na

Sequéncia de aminoacidos com os dominios de Ig

SUPERFAMILIA GENE Ig

2 crahl@le.ac.ulr 2000 Shde 16/54
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P Class |1

histocompatibility
molecule
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A EXPRESSAO DAS MOLECULAS DO MHC DIFERE ENTRE OS TECIDOS.

Céluias nervosas (cérebro)
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Células Apresentadoras Profissionais de Ags

+++ Macropinocilose :
jsica i Receptor antigeno-
Aquisicdo de e fagocitose por células :
antigeno dendriticas teciduais, Fagocitose especifico (Ig)
infecgdo viral H
3 m&m&f&"ﬁ, Induzivel por Constitutiva; aumenta
do MHC alta nas células dendriticas bacterias e citoanas com a afivacdo
dos tecidos infoides = paR +H+ 4 para 4444
Sl Constitutiva por céhfas > :
; dendriticas linfoides Induzivel nduzivel
de coestimulo || g fagociticas maduras - para +++ —-par’ +++
o | P || MR (|
apresentado virais, alérgenos : toxinas, virus
Tecido infoide, St
Locaizagio Ubiqua pelo corpo tecido conjuntivo, T“";‘:p;"“‘;’é“:m
cavidades corporais sang
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Processamento do Ag

CELULAS APCS
NUCLEADAS DC M¢, LB

l i
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Patdgenos e seus Ags podem ser encontrados nos Compartimentos
Citosolico (Patogeno Endogeno) ou Vesicular (Patogenos
Exdgenos) das Celulas Apresentadoras de Ags

cruzada de : Pato ¢ loxinas
Apresentagdo cn Patégenos Intravesiculares muhm

Degradado no Ciiosol Citosol (por retrotranslocug@o) | || Vesiculas endociticas (baixo pH)||| Vesicuas endociticas (baxo pH)
Peptideos Egam-se a MHC de classe | MHC de classe | MHC de classe Il MHC de classe Il
Apresentado a Células T CD8 efetoras Céluias T CD8 virgens Células T CD4 efetoras Céluas T CDH efetoras
Eleito sobre a oélula A célua apresentadora, nor- Ativagdo para destruir Alivagzo de células B para a

. Morte celuar malmente uma célula den- bactérias e parasitas secregdo de Ig para eiminagdo de
apresentador dritica, ativa a célla T CD8 intravesicuares bactérias e texinas extracelulares
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Demarcation
between MHC
class I and class
IT Processing
Pathways

Exogenous pathway
(class il NHC

Cndogenous pathw
{class | MHD)
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/

MW@ Mm

o‘f‘ Imvariant
. chain
TAP 7%, * . Caketiculum )

Clas ]

Tapasin ﬂY
B2 sl
microglobul

/] o] 5

MO G)

| cotgicomplex |

S —




RESUMO - MHC

* A rejeicao a transplantes ocorre como resultado de respostas imunes anti-
MHC.

« O MHC foi descoberto em experimentos com linhagens isogénicas de
camundongos.

* As Cels. T reconhecem antigenos no contexto das moléculas do MHC.
» As moléculas de MHC se ligam a antigenos peptidicos.

*A estrutura das moléculas de MHC esta diretamente relacionada a suas
funcOes na apresentacao de antigenos para 0 TCR dos Linfécitos T.

*Polimorfismo e poligenismo nos genes e moléculas do MHC garante uma
grande diversidade e uma maior capacidade de resisténcia / sobrevivéncia entre
a populacédo de organismos hospedeiros contra 0s mecanismos de viruléncia ou
de evasdo de um grande diversidade de agentes infecciosos.
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