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Impacto potencial desta pesquisa

Titulo da disserta¢ao: Avaliagdo molecular de MICA e MICB em individuos saudaveis:
Quantificacao de RNA e moléculas de membrana.

Impacto social e econdmico: Nosso estudo avaliou se alteracdes genéticas nos genes MICA
e MICB produzem formas diferentes de proteinas, pois, quando acopladas na superficie
celular, ativam a morte celular e quando liberadas de forma solivel, impedem essa atividade.
Sdo resultados que irdo ajudar no rastreamento de gravidade de doencgas, direcionando
tratamentos mais eficazes, especialmente contra cancer, ¢ até aumentando a sobrevida de
pacientes, beneficiando a saude publica no Brasil.

Potential impact of this research

Dissertation Title: Molecular Evaluation of MICA and MICB in Healthy Individuals: RNA
and Membrane Molecule Quantification.

Social and Economic Impact: Our study assessed whether genetic alterations in the MICA
and MICB genes produce different protein forms. When anchored to the cell surface, these
proteins trigger cell death, whereas in their soluble form, they inhibit this activity. These
findings will contribute to disease severity screening, guiding more effective treatments,
particularly against cancer, and potentially increasing patient survival, ultimately benefiting
public health in Brazil.
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RESUMO

Os genes MICA e MICB pertencem ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC),
considerada a regido mais polimorfica do genoma humano. Esses genes codificam proteinas
glicosiladas ancoradas a membrana, semelhantes as moléculas de MHC-I, mas que ndo se
ligam a B2-microglobulina nem apresentam antigenos. MICA/B atuam como ligantes para o
receptor ativador NKG2D, encontrado em células natural killer (NK) e linfécitos TCD8+. A
interacdo de MICA/B e NKG2D desencadeia uma resposta citotoxica, com liberagdo de
perforinas e granzimas nas células-alvo transformadas ou infectadas. No entanto, MICA/B
possui a isoforma solivel (sMICA/B) originada por clivagem proteica ou polimorfismo, o
que impede a citotoxicidade celular de NK e TCDS8+. Sendo assim, pelo fato dessas
proteinas desempenham papeis importantes em varias condigdes clinicas como disfuncdes
gestacionais, doencas autoimunes, rejeicdo de transplantes, neoplasias malignas e infec¢des
intracelulares, o objetivo do presente trabalho foi correlacionar os alelos de MICA e MICB de
individuos sauddveis com o perfil de expressio de mRNA e proteina na superficie de
mondcitos. Com base no sequenciamento de um projeto anterior, foram selecionados 20
individuos com genotipos de interesse (que codificam diferentes isoformas de MICA/B) para
o cultivo de monocitos estimulados com lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS). As
células foram armazenadas com TRIzol para andlise de expressdao de RNA ou desacopladas
com tripsina e marcadas com anticorpos anti-CD14, anti-MICA e anti-MICB para analise por
citometria de fluxo. Foram determinados grupos de individuos com gendétipos semelhantes
para as analises. Genotipos semelhantes foram agrupados em individuos heterozigotos para o
alelo MICA*008 (MICA*008 HET), individuos homozigotos para MICA*008 (MICA*008
HOM), cujos alelos codificam proteinas que podem permanecer retidas no citoplasma
(MICA*010/017 RET) e aqueles que codificam a proteina completa (MICA*002 MEM). Para
MICB, os grupos foram divididos em individuos com o alelo MICB*002 (MICB*002 RES),
individuos portadores dos alelos MICB*004 (MICB*004 SUSC) e outros genotipos
(MICB*005 UNK). Monécitos estimulados com LPS ndo aumentaram significativamente a
expressao de mRNA de MICA e MICB, nem a expressao dessas moléculas na superficie
celular em individuos saudéveis. J4& quando comparamos os grupos, foi notavel a alta
porcentagem de positividade de mondcitos para MICA no grupo MICA*008 HOM, o que
pode ser explicado pela ancoragem da proteina truncada a membrana por meio do GPI. E
uma baixa porcentagem de mondcitos expressando MICA na superficie no grupo MICA*002
MEM, que pode ser explicada pela clivagem da molécula por metaloproteinases .E, por fim,
um perfil de positividade de MICB na superficie dos monoécitos foi compativel com a
literatura, onde individuos que carregam o alelo MICB*004 (grupo MICB*004 SUSC)
apresentou uma reducgdo significativa da porcentagem de expressdo na superficie celular.
Uma vez que as moléculas de MICA e MICB sdo importantes mecanismos de ativacdo imune
ou de escape em algumas doengas virais e canceres, entender seu perfil molecular em pessoas
saudaveis, especialmente em populagao miscigenada como a brasileira, podera aprimorar
diagnodsticos e critérios de severidades de doencas, além de impulsionar avancos em
imunoterapias futuras.

Palavras-chave: MICA, MICB, mondcitos, ligante NKG2D.



ABSTRACT

The MICA and MICB genes belong to the major histocompatibility complex (MHC), the most
polymorphic region of the human genome. These genes encode glycosylated
membrane-anchored proteins that resemble MHC-I molecules but do not bind to
B2-microglobulin or present antigens. MICA/MICB function as ligands for the activating
receptor NKG2D, which is expressed on natural killer (NK) cells and CD8+ T lymphocytes.
The interaction between MICA/MICB and NKG2D triggers a cytotoxic response, leading to
the release of perforins and granzymes against transformed or infected target cells. However,
MICA/MICB also exist in a soluble isoform (sMICA/B), generated by proteolytic cleavage or
polymorphism, which impairs NK and CD8+ T cell cytotoxicity. Given that these proteins
play crucial roles in various clinical conditions, including gestational disorders, autoimmune
diseases, transplant rejection, malignancies, and intracellular infections, the present study
aimed to correlate MICA and MICB alleles in healthy individuals with mRNA expression
profiles and protein surface expression on monocytes. Based on sequencing data from a
previous project, 20 individuals with genotypes of interest (encoding different MICA/MICB
isoforms) were selected for monocyte cultures stimulated with Escherichia coli
lipopolysaccharide (LPS). The cells were either stored in TRIzol for RNA expression
analysis or detached with trypsin and labeled with anti-CD14, anti-MICA, and anti-MICB
antibodies for flow cytometry analysis. Individuals with similar genotypes were grouped for
analysis. For MICA, groups included heterozygous carriers of the MICA*008 allele
(MICA*008 HET), homozygous carriers of MICA*008 (MICA*008 HOM)—whose alleles
encode proteins that may remain intracellularly retained (MICA*010/017 RET) and those
encoding the full-length protein (MICA*002 MEM). For MICB, groups were categorized as
carriers of the MICB*002 allele (MICB*002 RES), carriers of the MICB*004 allele
(MICB*004 SUSC), and individuals with other genotypes (MICB*005 UNK). LPS
stimulation of monocytes did not significantly increase MICA or MICB mRNA expression or
surface expression in healthy individuals. However, when comparing groups, a high
percentage of monocytes expressing MICA was observed in the MICA*008 HOM group,
which may be explained by the anchoring of the truncated protein to the membrane via GPIL
In contrast, a low percentage of monocytes expressing MI/CA on the surface was found in the
MICA*002 MEM group, likely due to protein cleavage by metalloproteinases. Lastly, the
profile of MICB positivity on monocyte surfaces was consistent with the literature, as
individuals carrying the MICB*004 allele (MICB*004 SUSC group) exhibited a significant
reduction in surface expression. Since MICA and MICB molecules are key mediators of
immune activation or immune evasion in certain viral diseases and cancers, understanding
their molecular profile in healthy individuals particularly in a genetically diverse population
such as the Brazilian population could improve disease diagnosis and severity assessments
while driving advancements in future immunotherapies.

Keywords: MICA, MICB, monocytes, NKG2D ligand.
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1. INTRODUCAO

Estudos de associacdes de variantes genéticas do genoma completo com diversos
tipos de doencas demonstram genes com impacto direto na fungdo das células imunes
capazes de influenciar na suscetibilidade ou resisténcia a doencas, fornecendo insights sobre
a complexa regulacdo dessas células, potenciais alvos terapéuticos para diversas doengas,
especialmente as imunomediadas (RAMOS, 2021; STANKEY; LEE, 2023). Um dos
componentes genéticos mais relevantes nessas associacoes ¢ o Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC, do inglés Major Histocompatibility Complex), localizado no
cromossomo 6, na posicao 6p21.3. Os genes dessa regido codificam moléculas essenciais
para a apresentagao direta de antigenos as células T, também para a das células Natural Killer
(NK), bem como para a comunicagdo celular através de citocinas pro-inflamatorias, e
moléculas de sinalizagdo de estresse celular (CRUVINEL et al., 2010).

O MHC ¢ classificado de maneira didatica em trés classes distintas. Os genes
presentes nas regioes de classe I e classe II codificam moléculas que apresentam peptideos na
superficie celular as células T CD8+ ¢ T CD4+, respectivamente (Figura 1). Essas proteinas
sdo codificadas por genes altamente polimorficos, denominados antigenos leucocitarios
humanos (HLA, do inglés Human Leukocyte Antigens) (GENSTERBLUM; WU;
SAWALHA, 2018; PINATIH; SUPADMANABA; WIHANDANI, 2022). A cadeia pesada
das moléculas HLA de classe I ¢ expressa de maneira codominante a partir de trés genes
denominados HLA-A, HLA-B e HLA-C, que codificam moléculas que se fixam na superficie
de todas as células nucleadas e desempenham func¢des importantes na apresentacdo de
antigenos para ativagdo da imunidade adaptativa (GENG et al., 2018). Proteinas
intracelulares enddgenas ou originarias de patégenos intracelulares sdo processadas, geram
pequenos peptideos que sdo transportados para o reticulo endoplasmatico e carregados nas
moléculas de HLA classe I. Conforme descrito na figura 1, esses peptideos sao transportados
para a superficie celular e o complexo peptideo-HLA classe I interage com o receptor T
CD8+. Quando ele ¢ reconhecido como peptideo nao-proprio, uma resposta imune pode ser
iniciada (MAROSTICA et al., 2022).

As cadeias o e B das moléculas HLA de classe II sdo expressas a partir de trés pares
de genes: HLA-DR, DP e DQ. Os genes HLA-DRA, HLA-DPA ¢ HLA-DQA codificam as
cadeias alfa, enquanto os genes HLA-DRB, HLA-DPB ¢ HLA-DQB codificam as cadeias
beta. No caso das moléculas HLA de classe II, o nimero de combinagdes possiveis pode ser
ainda maior, pois as cadeias a e [ codificadas por diferentes genes podem se associar de
diversas maneiras, gerando uma maior variedade dessas moléculas HLA na superficie celular
de células apresentadoras de antigenos (APCs) (LIUNGGREN; KARRE, 1990; HORTON et
al., 2004). As proteinas de origem extracelular sdo endocitadas em vesiculas, processadas
dentro de endossomos, clivadas nos lisossomos e se ligam a uma molécula de HLA-classe II,
no local originalmente ocupado por uma cadeia invariante. O complexo peptideo-HLA-classe
II MHC ¢ entdo transportado para a superficie celular e interage com receptor CD4+
(MAROSTICA et al., 2022).

As moléculas de HLA-I e II interagem com os receptores de linfocitos T CD8+ e T
CD4+, respectivamente, para apresentar antigenos e, assim, iniciar uma resposta imune
adaptativa. Essa resposta estabelece uma memoria imunologica com o auxilio da imunidade

17



inata e possibilita a eliminacdo mais répida de patdégenos em infecgdes posteriores
(DEMARIA et al., 2019; OLSON et al., 2020; ARNETH, 2021).

A regido do MHC classe III inclui vérios genes que codificam proteinas envolvidas
em diferentes processos imunologicos, como os genes C4A e C2, que codificam componentes
o sistema complemento; genes que codificam citocinas como fator de necrose tumoral (TNF)
e linfotoxina alfa (LTA) e beta (LTB) (HORTON et al., 2004).
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Figura 1: Esquema das vias de apresenta¢do de antigenos pelas moléculas de HLA- classe I (a) e
HLA-classe 11 (b). )
Fonte: Adaptado de MAROSTICA et al., 2022.

Além desses genes bem caracterizados na regido do MHC, no ano de 1994, os
pesquisadores Bahram et al. (1994) e Leelayuwat et al. (1994) identificaram, de maneira
independente, genes relacionados a cadeia I do MHC (MIC) ou a transcri¢ao do bloco beta de
Perth 11 (PERB11). O gene MICA, um membro desta familia, foi identificado como o gene
nao classico de classe I mais polimoérfico, seguido por MICB (BAHRAM et al., 1994; CHOY,
PHIPPS, 2010). Outros genes da familia MIC, como MICC, MICD, MICE, MICF e MICG,
também foram descritos, porém sao caracterizados como pseudogenes, sendo MICA e MICB
os unicos funcionais (BAHRAM, 2000).

A expressdo das moléculas codificadas pelos genes MICA e MICB ocorrem de forma
constitutiva na superficie de poucos tipos de células como as epiteliais, endoteliais,
fibroblastos e células mononucleares no sangue periférico (ZWIRNER; DOLE; STASTNY,
1999). Contudo, todas as células sdo capazes de expressar essas moléculas de acordo com
situacdoes de estresse celular sofrida, como por exemplo células neopldsicas, infectadas
intracelularmente e autorreativas, como ocorre em doengas autoimunes (GROH et al., 1996;
BAHRAM, 2000;RAULET et al., 2013; YUREVNA; SMIRNOV; SAMOYLOVICH, 2022).

Até o momento foram descritos vias que reconhecem agentes genotdxicos por
sensores de dano e, por meio da via de reparo de danos, induzem a expressdo de MIC através
de quinases de reparo ataxia telangiectasia mutada (ATM) e/ou ataxia telangiectasia e
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Rad3-relacionado (ATR) (GASSER et al., 2005). Essa mesma via pode ser ativada por
infeccoes virais (GASSER et al., 2005) ou em células tumorais (EISSMANN et al., 2010).
Nos macréfagos, a via ATR/ATM controla a expressdo de moléculas MIC por meio de
mecanismos translacionais ou pds-transcricionais. A inibicdo dessa via, por meio de
inibidores especificos, reduz a expressdo de MIC na superficie celular, mas ndo interfere na
regulacdo positiva do mRNA de MIC (TANG; REN; CAO, 2008). Outros estudos sugerem
que a via ATR/ATM também desempenha um papel na regulacio do mRNA (CERBONI et
al., 2007; O'NEILL, 2008), indicando que sua func¢do no controle da expressio de mRNA
pode variar conforme o tipo de ligante, célula e/ou estimulo especifico (TANG et al., 2008).

Contudo, o tempo para essa expressao de MICA/B pode variar dependendo da via de
estresse celular ativada e o tempo de estimulo (GROH et al., 1996; BAHRAM, 2000;
YUREVNA; SMIRNOV; SAMOYLOVICH, 2022). Um estimulo classicamente utilizado nas
pesquisas cientificas € o lipopolissacarideo (LPS), um componente essencial da parede celular
de bactérias gram-negativas. Ele se liga ao receptor tipo Toll 4 (TLR4) com a ajuda da
proteina de ligacdo LBP e do receptor CD14, desencadeando uma cascata de sinalizagdo que
resulta na ativacdo de células imunes e na liberacdo de mediadores inflamatérios, incluindo
quimiocinas e citocinas(CIESIELSKA; MATYJEK; KWIATKOWSKA, 2021; AFROZ et al.,
2022). Dessa forma, os macréfagos podem expressar as proteinas MICA e MICB apés a
interagdo com LPS, que se ancoram na membrana celular (MEDZHITOV, 2008;
STERN-GINOSSAR et al., 2008; HU; CHEN; CHEN, 2022). Essa ancoragem permite a
interacdo com o receptor ativador NKG2, do tipo C-lectina-like (NKG2D), e,
consequentemente, a lise da célula-alvo (LI et al., 2001; RAULET et al., 2013) (Figura 2).
Esse receptor estd presente em células NK, linfocitos T 0 e linfécitos T aff CD8+ (VULPIS
et al., 2022).
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Figura 2: Interacdo MICA/B com NKG2D. As proteinas MICA/B, que sinalizam estresse celular,
interagem com o receptor ativador NKG2D, que desencadeia a citotoxicidade celular.

Fonte: Autoria propria. Scientific Image and Illustration Software | BioRender, acessado em 30 de
abril de 2024.
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De acordo com vdrios estudos, essas moléculas de estresse ancoradas na superficie
podem ser clivadas A liberacio de MICA e MICB na forma solivel ocorre através da
clivagem enzimadtica mediada por metaloproteinases de matriz (MMPs) e proteinas da familia
ADAM (desintegrinas e metaloproteinases) (BLOBEL, 2005; MATUSALI et al., 2013). As
ADAMs, como ADAM17 e ADAMI135, frequentemente ligadas 2 membrana celular, atuam
liberando os ectodominios de proteinas transmembranares da superficie celular por meio de
protedlise (GROH et al., 2002; SALIH; RAMMENSEE; STEINLE, 2002; WHITE, 2003;
REISS; LAUDWAIG; SAFTIG, 2006; KAISER et al., 2007, WALDHAUER et al., 2008;
WANG et al., 2022). Além disso, a proteina 5 do reticulo endoplasmético (ERpS), presente
no reticulo endoplasmético, interage com o dominio a3 de MICA e MICB, desencadeando
uma alteracdo estrutural que facilita a clivagem de MICA/B (WANG et al., 2009). Apds a
modificacdo estrutural promovida pela ERpS, as metaloproteinases clivam MICA/B préximo
ao dominio a3, liberando as regides al e a2, que servem como sitios de ligacdo ao receptor
NKG2D (RODA-NAVARRO; REYBURN, 2009). Polimorfismos ndo sindbnimos que causam
mudancas de aminodcidos nesse dominio podem impedir a liberacdo de MICA/B na forma
solivel (XING; FERRARI, 2020). A forma solidvel liberada promove o bloqueio dos
receptores NKG2D ou ainda a internalizagcdo desse receptor, que pode ser direcionado para os
lisossomos e, posteriormente, degradado (MOLFETTA et al., 2016) (figura 3). Isso impede a
atividade citotoxica das células NK e TCD8+ e suprime as respostas imunes mediada por
essas células (MIZUKI et al., 1997; RISTI; BICALHO, 2017; DU et al., 2019; revisado por
FUERTES; DOMAICA; ZWIRNER, 2021). A clivagem de MICA e MICB da superficie
celular €, portanto, um mecanismo eficaz de escape da resposta imune (PACHANI et al.,
2022; KSHERSAGAR et al., 2022; WANG et al., 2023).

Além da clivagem proteica, as moléculas de MICA também podem ser liberadas de
maneira solivel devido a um polimorfismo de ganho de parada que gera um stop cddon
prematuro, resultando em uma molécula truncada, com auséncia parcial da por¢ao
transmembrana (MIZUKI et al., 1997; ZOU et al., 2006; GAMBELUNGHE et al., 2006;
TANI et al., 2021). Essa variante desperta grande interesse clinico, uma vez que as moléculas
codificadas podem se ancorar ao glicosilfosfatidilinositol (GPI) e serem liberadas em
€x0ssomos, que se caracterizam por possuirem vdrias moléculas de MICA (ASHIRU et al.,
2013; CHITADZE et al., 2013a, 2013b). Além disso, ainda acoplada por GPI, pode se fixar
na superficie e, devido a sua proximidade ao sitio de clivagem da ADAM17, ela pode ser
clivada mais facilmente, resultando em altas concentragcdes de sMICA (CHEN;
GYLLENSTEN, 2014).

20



NKG2D Internalization

J

1 NKG2D receptor degradation
Exosome
release

sMICA

Created in BioRender.com bio

Figura 3: Isoformas de MIC. As proteinas MICA ¢ MICB ancoradas a membrana celular, podem ser
clivadas por metaloproteinases, resultando na liberagdo de MICA/B soluvel. Adicionalmente, alguns
polimorfismos genéticos de MICA podem codificar uma molécula truncada, que pode ser liberada na
forma soluvel, em exossomos. Esses processos podem levar a internalizagdo ou bloqueio do receptor
NKG2D, reduzindo a atividade citotoxica das células citotoxicas.

Fonte: Autoria propria. Scientific Image and Illustration Software | BioRender, acessado em 30 de
abril de 2024.

O gene MICA estd localizado a aproximadamente 46,4 kb centroméricos do gene
HLA-B no cromossomo humano e possui cerca de 15,5 kb (VAVILOV; SUSLOVA;
BURMISTROVA, 2022), enquanto o gene MICB estd localizado cerca de 70 kb
centroméricos do gene MICA e apresenta uma estrutura gendmica e composi¢do de
sequéncias altamente semelhantes ao gene MICA (BAHRAM et al., 1995) (Figura 4). De
acordo com a base de dados IPD-IMGT/HLA (versdo 3.59.0 2025-01), foram identificados
585 alelos de MICA, os quais codificam 278 proteinas diferentes, e 307 alelos de MICB, que
codificam 49 proteinas distintas [http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/].
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Figura 4: Localizagdo dos genes MICA e MICB no brago curto do cromossomo 6, com a representagao
da estrutura génica de MICA.

Fonte: Autoria propria. Scientific Image and Illustration Software | BioRender, acessado em 15 de
maio de 2024.

Os genes MICA e MICB sdo compostos por seis éxons. O primeiro codifica uma
sequéncia lider, enquanto o segundo, terceiro e quarto éxons codificam, respectivamente, 0s
dominios al, a2 e a3, conforme ilustrado na Figura 5. O quinto éxon codifica a cauda
citoplasmatica e um segmento transmembrana, enquanto o sexto éxon codifica os ultimos
residuos de aminoécidos e a regido ndo traduzida (3’NT) (ANDO et al., 1997; ZHANG et al.,
2023).
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Figura 5: Representacdo da estrutura das proteinas de superficie celular MICA e MICB, destacando
seus respectivos dominios e a cauda citoplasmatica.

Fonte: Autoria propria. Scientific Image and Illustration Software | BioRender, acessado em 28 de
abril de 2024.

O gene MICA possui uma repeticdo curta em tandem (STR) composta por repeticdes
de GCT que codificam Alaninas (Ala) no éxon 5, regido responsavel por codificar a por¢ao
transmembrana. Os alelos que possuem 4 Ala nessa regido sao classificados como MICA-A4.
Assim, os alelos podem ser classificados de acordo com o numero de repeti¢des de Ala em
MICA-A4, MICA-AS, MICA-A6, MICA-A7, MICA-AS, MICA-A9, MICA-A10 ¢
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MICA-A5.1 (CHOY; PHIPPS, 2010; JARDULI et al., 2013; GUTIERREZ-BAUTISTA et
al., 2022). Os alelos classificados como MICA-A5.1, apresentam, além das cinco repeticdes
de Ala, a insercdo de guanina (Gua) na posicdo 952 (rs1051792). Essa inser¢do na regido
transmembrana leva a uma alterac@o no quadro de leitura, gerando um stop cédon prematuro.
Isso resulta em uma proteina truncada, que apresenta auséncia parcial da cauda citoplasmética
(MIZUKI et al., 1997; ZOU et al., 2006; GAMBELUNGHE et al., 2006; TANI et al., 2021).
A molécula resultante pode ser acoplada a exossomos e liberada em vesiculas extracelulares
(EVs) ou se fixar na superficie da membrana por se ligar a uma molécula ancora de GPI
(Figura 6) (ASHIRU et al., 2013). O alelo MICA*008 pertence a essa classificacdo e € o mais
frequente na populacdo brasileira (SOUZA et al., 2011),
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Figura 6: Ilustracdo do polimorfismo MICA A5.1, mostrando a molécula ancorada na superficie
celular por meio de GPI, e sendo acoplada por exossomos e liberada de forma soltvel.

Fonte: Autoria propria. Scientific Image and Illustration Software | BioRender, acessado em 10 de
agosto de 2024.

Individuos portadores dos alelos MICA*010 e MICA*017 apresentam caracteristicas
especificas que afetam a expressdo de MICA. O alelo MICA*010, caracterizado pela
substituicdo de arginina (Agr) por prolina no éxon 6, que codifica a cauda citoplasmaética, tem
a funcionalidade da proteina comprometida devido a sua retencao intracelular, impedindo sua
expressao na membrana celular (LI et al., 2000; ZHANG et al., 2012). As moléculas
codificadas pelo alelo MICA*017, devido a uma delecio de guanina no éxon 4, ndo
apresentam cauda citoplasmadtica e, portanto, parecem nao ser expressas na superficie nem de
maneira soldavel ( Figura 7) (OBUCHI et al., 2001).
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Figura 7: Tlustragdo da retengéo intracelular da proteina MICA em células de individuos portadores
dos alelos MICA*010 e MICA*017.

Fonte: Autoria propria. Scientific Image and Illustration Software | BioRender, acessado em 04 de
julho de 2024.

Além dessas importantes variantes, um dos polimorfismos mais estudados devido a
sua relevancia clinica é o dimorfismo MICA-129 (rs1051792), que ocorre devido a troca de
valina (Val) por metionina (Met) no residuo 129 da proteina MICA, no dominio a2. Esse
polimorfismo influencia diretamente a sinalizacio de NKG2D. As moléculas de MICA
contendo Met na posi¢do 129 (MICA-129 Met) foram caracterizadas com afinidade de 10 a
50 vezes maior para se ligar ao NKG2D do que MICA-129 Val (figura 8) (STEINLE et al.,
2001; RISTI; BICALHO, 2017). Além disso, individuos portadores de MICA-129 Val
apresentam maiores niveis de SMICA, pois sdo altamente suscetiveis a clivagem proteolitica
da molécula (ISERNHAGEN et al., 2016; MICHITA et al., 2018).
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Figura 8: Representagdo do dimorfismo MICA-129. A interacdo com o receptor NKG2D pode sofrer
alteracdo de 10 a 50 vezes na afinidade com a molécula de MICA.
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Fonte: Autoria propria. Scientific Image and Illustration Software | BioRender, acessado em 04 de
julho de 2024.

Embora MICA e MICB compartilhem 91% de homologia em suas sequéncias, ha
diferencas significativas tanto em seus polimorfismos quanto em suas fun¢des (WANG et al.,
2016). O gene MICB apresenta uma menor diversidade polimoérfica em relacdo ao gene
MICA. No entanto, ha um ndmero reduzido de estudos focados em MICB, em comparacio
com MICA. As pesquisas disponiveis frequentemente analisam pequenas amostras e
populacdes especificas, o que pode explicar, em parte, 0 menor grau de polimorfismo
observado em MICB.

MICB possui o primeiro intron e uma regido 3' ndo traduzida que sdo
significativamente maiores que os de MICA (TAMIYA et al., 2008) (Figura 9). O gene MICB
também apresenta uma drea de microssatélite denominada C1_2_A no intron 1, que oscila
entre 14 e 28 repeticdes de dinucleotideos (CA/TG), com alelos denominados CA14-CA28
(KIMURA et al.,, 1998; FOLWACZNY et al.,, 2011). Apesar de essa regido ter sido
identificada ha bastante tempo, poucos estudos examinaram esse polimorfismo em relacdo a
doencas (LU et al., 2006; SIEMASZKO et al., 2024), e a influéncia desse microssatélite na
fun¢do do gene ainda ndo foi completamente analisada.
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Figura 9: Imagem da estrutura génica de MICB, com 6 éxons, representados como as caixas pretas,
regido promotora 5'UTR e regido ndo traduzida 3"'UTR.

Fonte: Autoria propria. Scientific Image and Illustration Software | BioRender, acessado em 04 de
julho de 2024.

O gene MICB ndo apresenta polimorfismos que alterem o tamanho da molécula
codificada. Entre os principais alelos de interesse clinico estio o MICB*002, associado a
resisténcia a infec¢des de dengue e COVID-19, além de ser considerado fator protetor em
alguns tipos de canceres pela sua baixa producdo de proteinas soliveis (LUANGTRAKOOL
et al.,, 2020; IVANOVA et al., 2021) e o alelo MICB*004, que parece estar associado a
gravidade de febre hemorrdgica da dengue, COVID-19 e artrite reumatoide devido a alta
producao de sMICB (LOPEZ—ARBESU et al., 2007; LUANGTRAKOOQOL et al., 2020;
CASTELLI et al., 2021).

Além dos muitos polimorfismos clinicamente significativos j4 citados na literatura, a
andlise de estudos genéticos também deve considerar a possibilidade de dele¢des parciais ou
totais nos genes analisados. Foi identificada uma delecdo completa do gene MICA
(MICA-del), que pode estar associado com um cédon de parada no éxon 3 de MICB
codificando uma proteina nula (MICB*009N). Alguns estudos relatam que isso pode estar
em desequilibrio de ligacdo com o alelo HLA- B*48:01 (KOMATSU-WAKUI et al., 1999,
2001). CIRIACO et al. (2024) confirmaram essas informagdes e constataram que esse
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haplétipo é frequente no Sul da Asia, Asia Central e América, mas nio na Europa, Africa e
Oceania. Além disso, também descreveram delecdes parciais no gene MICA, denominada
MICA *parcial, detectada apenas na América e Asia Central. Essas dele¢des podem impactar
negativamente a expressdo de moléculas MICA na superficie ou induzir outros mecanismos
compensatérios como aumento da expressao de outros ligantes de NKG2D.

Outro ponto chave na regulagdo da expressdo das proteinas MIC pode ocorrer de
maneira pos-transcricional, mediada por microRNAs (miRNAs). Em situagdo de homeostase,
esses miRNAs definem um limite para a expressdo, evitando a produgao excessiva de MICA
e MICB e, assim, prevenindo a morte de células saudaveis (SUEMIZU et al., 2002). No
entanto, sob condi¢des de estresse celular, como em infecgdes, inflamacdes ou durante o
desenvolvimento de tumores, esses miRNAs podem ocasionar mudangas significativas nos
niveis de MICA e MICB, influenciando a resposta imunologica (XIE et al., 2014). MiRNAs
especificos, como hsa-miR-25, hsa-miR-93, hsa-miR-106a, hsa-miR-106b e hsa-miR-373,
foram descritos como moduladores diretos do RNA mensageiro de MICA em células
neoplasicas (KISHIKAWA et al.,, 2013; WU et al, 2014; YANG et al, 2015). O
hsa-miR-146b-5p foi associado a células de carcinoma papilar de tireoide provenientes de
tumores primarios e foi identificado como regulador negativo da expressdo de MICA
(AL-ABDALLAH et al., 2020); o hsa-miR-519a-3p foi identificado no cancer de mama
(BREUNIG et al., 2017); e os hsa-miR-302¢ e hsa-miR-520c foram encontrados em varias
linhagens de células cancerigenas (MIN et al., 2013). Em contrapartida, ha relatos de miRNA
que amplifica a expressao de MICA, como o miR-125b, cuja regulagdo negativa eleva os
niveis de MICA em células de mieloma humano, potencializando a resposta imunoldgica
contra células tumorais (ABRUZZESE et al., 2016). Portanto, conhecer os alelos e os
microRNAs que possam regula-los abre novas perspectivas de tratamento para doengas cujo
eixo NKG2D-MICA/B estejam alterados como em processos de neoplasias malignas e
infecgdes virais.

Nesse contexto, as células NK, que integram a imunidade inata, desempenham um
papel relevante na imunidade adaptativa no intuito de eliminar células infectadas, cancerosas
ou danificadas, por meio de sinais ativadores que promovem citotoxicidade contra as
células-alvo (VIVIER et al., 2011; NETEA et al., 2016). A regulacdo das células NK ocorre
por meio de um equilibrio entre sinais recebidos de receptores ativadores e inibidores
(WANG; MALARKANNAN, 2020). Essas células possuem habilidades citotoxicas
semelhantes as das células T CD8+, mas nao possuem CD3 nem os receptores de células T
(TCRs). Representam cerca de 5-10% das células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs), mas também sdo encontradas na medula 6ssea, em tecidos linféides, como o baco
e diversos outros locais no organismo como a decidua materna (ZHANG et al., 2007;
CHERRIER; SERAFINI; DI SANTO, 2018).

As células NK tém origem em células progenitoras linféides comuns (CLP) na medula
6ssea, com um ciclo de renovacio médio de aproximadamente 2 semanas. Durante seu
desenvolvimento, a interagdo de receptores de NK que possuem motivos inibitérios baseados
em tirosina (ITIMs) com o ligantes HLA-I, permite que as células NK se tornem licenciadas e
tolerem o ataque a células sauddveis e normais (GUILLEREY; HUNTINGTON; SMYTH,
2016; CHIOSSONE; et al., 2018).
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Entre os diversos receptores que regulam a acdo das células NK, destacam-se os da
familia NKG2, com énfase no receptor ativador NKG2D, que interage com as moléculas
MICA, MICB e proteinas ligantes de UL16 (ULBPs) (RAULET et al., 2013; TCHACROME
et al., 2022), desencadeando a atividade citotéxica na célula-alvo (Figura 3). A expressdo de
NKG2D pode ser aumentada por citocinas como IL-2, IL-7, IL-12 (PARK et al., 2011), IL-15
(ROBERTS et al., 2001) e interferon alfa (IFN-o) (MUNTASELL et al.,, 2010;
FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2013), enquanto citocinas como TGF-p (CRANE et al.,
2010), interferon beta-1 (IFN-f1) (MUNTASELL et al., 2010), IL-21 (BURGESS et al.,
2006), 1L-4, IL-12 e IFN-y (MUNTASELL et al., 2010) tém efeito inibitério sobre a
expressao de NKG2D. A regulacio negativa também pode ser influenciada pela
superexposicio a ligantes soliveis MICA, MICB e ULBPs (FERNANDEZ-SANCHEZ et al.,
2013; RISTI; BICALHO, 2017).

No sangue periférico humano, cinco subpopulacdes de células NK (CD56™€" CD16-;
CD56™¢"CD16%; CD56“"CD16%; CD56“"CD16 ¢ CD56" CD16%), podem ser definidas com
base na expressdo relativa dos marcadores CD16 e CD56. Duas delas sdao bem descritas pela
literatura quanto a fungiio e localizacdo: CD56™¢"CD16* ¢ CD56“"CD16* (POLI et al.,
2009).

As células NK CD56"&"CD16* representam apenas 10% das células NK no sangue
periférico (COOPER; FEHNIGER; CALIGIURI, 2001; CALIGIURI, 2008) mas, apds a
diferenciacdo das células-tronco hematopoiéticas em células NK na medula dssea migram
preferencialmente para 6rgdos linféides secundarios e constituem a maioria das células NK
nesses tecidos (CHUNG et al., 2008). A migracdo ocorre provavelmente porque essas células
expressam receptores de quimiocinas, como CCR7, e moléculas de adesio (CAMPBELL et
al., 2001). As células NK CD56™¢"CD16" sdo produtoras abundantes de citocinas, mas sdo
pouco citotéxicas antes da ativagdo (Figura 10). As principais citocinas liberadas sdo IFN-y, o
fator de necrose tumoral-a (TNF-a), o fator estimulante de colonias de
granuldcitos-macréfagos, IL-10 e IL-13. Entretanto, essas células podem exibir papel
citotéxico quando estimuladas por IL-15. Elas dependem de receptores CD94/NKG2A para
autotolerancia (WAGNER et al., 2017).
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Figura 10: Tlustragdo da célula Natural Killer CD56"¢"CD16+.
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Fonte: Autoria propria. Scientific Image and Illustration Software | BioRender, acessado em 02 de
dezembro de 2024.

J4 as células CD56"CD16" representam aproximadamente 90% das células NK no
sangue periférico (COOPER; FEHNIGER; CALIGIURI, 2001; CALIGIURI, 2008), e sua
atividade citotéxica € forte em razdo da alta concentragdo citoplasmatica de perforinas,
granzimas e outros granulos citoliticos (Figura 11). Sua migra¢do ocorre preferencialmente
para locais que estejam com processos de inflamacdes agudas (POLI et al., 2009). Essa
migracdo se da pelo repertério de receptores de quimiocina dessas células ser semelhante ao
dos neutréfilos (CXCR1 e CX3CR1) (CAMPBELL et al., 2001). Elas expressam receptores
inibitérios relacionados a maturidade (receptores semelhantes a imunoglobulinas de células
assassinas [KIRs]), e altos niveis de CD16 (FcyRIlla) na superficie, permitindo respostas a
alvos opsonizados por anticorpos (WAGNER et al., 2017). Além disso, essas células
provavelmente descendem das CD56"™, Como mostrado por Chan et al., em 2007, as células
CD56%™ exibem telomeros mais curtos do que as células CD56™&" do sangue periférico e
linfonodos. O estudo também comprovou que as células CD56™" purificadas, cultivadas na
presenca de fibroblastos sinoviais ou de pele, podem se diferenciar em células CD564™
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Figura 11: Ilustragdo da célula Natural Killer CD56%"CD16+.
Fonte: Autoria propria. Scientific Image and Illustration Software | BioRender, acessado em 02 de
dezembro de 2024.

Essa diferenciacdo entre as subpopulacdes de NK e, consequentemente, de tipos de
receptores disponiveis para interagir com seus ligantes, destaca a complexidade do sistema
imunoldgico na resposta a processos patologicos. Sendo assim, a interagdo entre moléculas de
MICA e receptores nas células NK tém ganhado aten¢do, especialmente devido a sua
relevincia na modulagdo da resposta imune em situagdes como o desenvolvimento de
diferentes tipos de cancer.

Um dos alelos clinicamente mais importante nos estudos de MICA é o MICA-129
(rs1051792), cujo polimorfismo resulta em diferente afinidade de interagdo com o receptor
NKG2D, presente em diferentes concentracdes nas subpopulacdes de células NK, células
TCD8 e Tgd. OUNI et al. (2020) sugerem que MICA-129 poderia ser um biomarcador
genético herdado que contribui para um risco aumentado de cincer de mama em mulheres
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tunisianas devido a forte associacdo entre o gendtipo Val/Val e pacientes mais jovens que
desenvolveram a doenca. O genétipo MICA-129 Val/Val também foi associado ao grupo de
pacientes do sul do Brasil com carcinoma cervical ou neoplasia intraepitelial cervical em
relacdo ao grupo controle (VON LINSINGEM et al.,2020). H4 também diversas descobertas
que indicam uma correlacao entre os alelos classificados como MICA*A5.1, com o carcinoma
espinocelular oral (TAMAKI et al., 2007; TAMAKI et al., 2009; LAVADO-VALENZUELA
et al., 2009).

Toledo-Stuardo et al. (2021) identificaram que uma variacdo no gene MICA,
especificamente no residuo 181 (rs1131897), envolvendo a substituicao de treonina (Thr) por
arginina (Arg), estd ligada ao risco de desenvolvimento de cancer gastrico. A andlise
molecular do MICA-181 revelou que a presenga de Thr aumenta a mobilidade da proteina
MICA, facilitando a liberacdo da molécula soluvel. Isso pode fornecer insights sobre os
mecanismos de evasao imunologica utilizados pelo tumor.

Outras proteinas podem favorecer esse mecanismo de evasao imune. Recentemente
foi demonstrado que a pleckstrin-2 (PLEK?2), uma proteina adaptadora ligada a sobrevivéncia
celular, ¢ uma molécula fundamental na progressdo tumoral, promovendo a fosforilagdo de
Spl através da via phosphatidylinositol 3-kinase/Protein kinase B (PI3K-AKT). Esse
processo resulta na regulacdo positiva da expressao das metaloproteinases MT1-MMP, que,
por sua vez, facilitam a clivagem de MICA. Consequentemente, o PLEK?2 foi identificado
como um fator que suprime a vigilancia imunoldgica das células NK em pacientes com
cancer gastrico, mediada pela clivagem de MICA (MAO et al., 2023). Além disso, Pachani et
al. (2022) mostraram que os niveis de SMICA presentes nos fluidos corporais podem ser uteis
como ferramentas de diagndstico ou prognostico para avaliar a progressdo da doenga ou a
regressao de tumores. Foi observada uma forte associacdo positiva entre altos niveis
plasmaticos de SMICA e progressdo do cancer pancreatico (ONYEAGHALA et al., 2017).

Embora nenhuma relagao direta entre variantes de MICA e Doenga do Enxerto Contra
o Hospedeiro (GVHD) tenha sido observada, a presenga do genotipo MICA rs1051792 GG
(Val/Val) correlacionou-se com niveis elevados de SsMICA. Esses altos niveis de SMICA sao
fatores de risco para GvHD cronica em transplante de células tronco hematopoiéticas (HSCT)
(SIEMASZKO et al., 2024). No entanto, a presenca de anticorpos anti-MICA pode proteger,
e hd uma relacdo inversa entre os anticorpos anti-MICA e sMICA, sugerindo uma
neutralizacdo dos efeitos deletérios de SMICA (BOUKOUACI et al., 2009). Para reduzir a
incidéncia de rejeicdo em aloenxertos de 6rgdos solidos, medicamentos ou substancias que
modulam a producdo de sMICA podem ser considerados como alvos terapéuticos
(SUAREZ-ALVAREZ et al., 2006).

Diversos tipos de doencas autoimunes parecem estar relacionadas com alguns
polimorfismos dos genes MICA. A presenca do dimorfismo MICA-129 em pacientes foi
associada a espondilite anquilosante (EA), diabetes mellitus tipo I (T1DM) (RAACHE et al.,
2012), doenga inflamatéria intestinal (ZHAO et al., 2011; LOPEZ-HERNANDEZ et al.,
2010), lapus eritematoso sistémico (LES) (YOSHIDA, 2011), psoriase (SONG, KIM, LEE,
2014) e sindrome de Sjogren (CARAPITO et al., 2017). Os alelos MICA*009 do grupo
MICA*A6 foram previamente associados a um risco aumentado de desenvolvimento de artrite
reumatoide (AR) na populacdo Han, da China (WANG et al., 2019), enquanto os alelos do
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grupo MICA*A4 parecem estar relacionados a suscetibilidade a AR em populagdes de origem
europeia e japonesa (MOK et al., 2003). Estudos em varias populacdes também apontam o
MICA*007 como um alelo de risco independente para EA (ZHOU et al., 2014). Além disso,
foi observada uma correlacdo entre a homozigose para MICA*019 e altos niveis de sMICA
em pacientes tailandeses, sugerem uma relagdo entre sMICA e o desenvolvimento de EA
(WANG et al., 2021).

Em um estudo realizado pelo nosso grupo, variantes dos genes MICA e MICB foram
associadas a infec¢des sintomaticas por Sindrome Respiratoria Aguda Grave Coronavirus 2
(SARS-CoV-2) em casais discordantes. Os alelos MICA*008, MICA*019, MICB*004 ¢ a
variante rs3131639/A de MICB apresentaram alta prevaléncia em pacientes sintomaticos,
quando comparados aos seus parceiros, que foram expostos ao virus, mas nao infectados.
Essas variantes parecem estar associadas a uma expressao elevada de MICA na forma soluvel
e a uma expressdo reduzida de MICB na superficie celular (CASTELLI et al., 2021).
Interessantemente, a frequéncia dessas mesmas variantes de MICB também foram
relacionadas a gravidade da febre hemorragica da dengue (LUANGTRAKOOL et al., 2020).

Diante de diversos estudos apontando o papel de MICA e MICB na imunidade
antitumoral, anti-infecciosa e autoimune, as imunoterapias direcionadas ao eixo
MICA/B-NKG2D tém se mostrado promissoras. Essas terapias baseiam-se em restabelecer a
interacdo entre MICA, expressa nas células transformadas ou infectadas, e o receptor
NKG2D, presente em células T citotoxicas e NK, o que resulta em citotoxicidade celular
(ALBERT et al., 2017; DE MUNTER et al., 2018; XIE et al., 2019; BAO et al., 2021). A
clivagem do dominio a3 de MICA/B por proteases como ADAM10 e ADAM17 pode facilitar
a evasao imunologica (KAISER et al., 2007; WALDHAUER et al., 2008; LIU et al., 2010;
XING; FERRARI DE ANDRADE, 2020). Nesse cenario, o anticorpo monoclonal 7C6, que
inibe a clivagem de MICA/B da superficie celular, surge como uma estratégia promissora,
mantendo a molécula MICA/B nas superficies das células e favorecendo a ativagdo do
receptor NKG2D, promovendo a citotoxicidade mediada por células imunes (DE ANDRADE
etal., 2018; VERHAAR et al., 2024).

Nanocorpos especificos para MICA podem atuar como agentes terapéuticos
inovadores, preservando a presenga de MICA nas células tumorais e intensificando a
citotoxicidade via ativacdo do receptor NKG2D (VERHAAR et al., 2024). Devido ao seu
tamanho reduzido, os nanocorpos apresentam maior penetragdo nos tecidos tumorais,
possuem baixa imunogenicidade e sdo mais faceis de serem produzidos e modificados em
comparac¢do com as imunoglobulinas tradicionais (VAN DER LINDEN et al., 1999; TANHA
et al., 2001; DREIER et al., 2008; KLARENBEEK et al., 2015; KIJANKA et al., 2015;
FANG et al., 2018).

Para exercer uma maior atividade citotdxica, os nanocorpos podem ser conjugados a
agentes quimioterapicos, criando uma abordagem terapéutica que ndo apenas favorece a
permanéncia de MICA nas células tumorais, mas também eleva a especificidade e minimiza
os efeitos colaterais sistémicos, gragas a rapida eliminacao dos conjugados nao ligados ao
alvo (FU; HO, 2018; FUENTES-ANTRAS et al., 2023). Estudos mostram que nanocorpos
conjugados a inibidores de microtubulos, como o DM1, aumentam a citotoxicidade de forma
mais especifica contra células tumorais MICA+ em comparacdo com a droga isolada
(MILENIC; BRADY; BRECHBIEL, 2004; LIN et al., 2021). O desenvolvimento de terapias
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que explorem a interacdo MICA-NKG2D representa um avango significativo na busca por
tratamentos mais eficazes e especificos para o cancer (VERHAAR et al., 2024).

Considerando a dualidade das moléculas de MICA e MICB no sistema imune, 0s
diferentes contextos clinicos, as promissoras abordagens como biomarcadores ¢ alvos de
imunoterapia, estudos nessa area contribuem diretamente para a melhor compreensdo do
comportamento dessas moléculas e suas habilidades de modulagdo imune. Conhecendo os
desafios associados a padronizacdo da deteccdo dessas moléculas, principalmente em
contextos de diagndstico e rastreamento de diversas doencas, o presente estudo visou
correlacionar o perfil de expressao de RNA mensageiro e quantificacdo de moléculas MICA
e MICB na superficie de mondcitos de individuos saudéveis com alelos conhecidos.

2. HIPOTESE E RELEVANCIA DO TRABALHO
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CONCLUSOES GERAIS

A andlise molecular de MICA e MICB na superficie de mondcitos de individuos
sauddveis estimulados com LPS (200 ng/mL) por 18h mostrou que ndo houve aumento da
expressado RNA mensageiro, nem na superficie celular, nem de maneira soltivel nas células
estimuladas. Apesar disso, a divisdo dos individuos em grupos com base nos tipos de alelos e
na similaridade das proteinas codificadas permitiu a identificacdo de alguns padrdes
importantes. Dentre os grupos estudados, o grupo MICA*008 HOM, composto por individuos
homozigotos para o alelo MICA*008, apresentou alta porcentagem de mondcitos expressando
MICA na superficie celular, assim como de niveis plasméticos de isoforma solivel.
Interessantemente, grupo MICA*002 MEM apresentou uma baixa percentagem de mondcitos
positivos para MICA na superficie celular, o que pode indicar que seja facilmente clivada por
metaloproteinases na superficie de célula estudada tempo de cultivo. No contexto de MICB,
observou-se que individuos portadores do alelo MICB*004 (grupo MICB*004 SUSC)
apresentaram niveis reduzidos de MICB na superficie de mondcitos e uma maior
concentracdo de sMICB no plasma, o que pode estar associado a suscetibilidade a certas
doencas e perfil inverso foi observado no grupo MICB*002 RES. Portanto, este estudo
contribui para a melhor compreensdo se a expressio de MICA e MICB em individuos
sauddveis pode estar correlacionada ao tipo de alelo, o que possibilita avancos no
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desenvolvimento de métodos inovadores para diagnéstico, com cut-off mais acurado,
rastreamento de gravidade de doencas e até indica¢Oes para imunoterapias.
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