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RESUMO

Os genes MICA e MICB pertencem ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
humano, considerada a regido mais polimorfica do genoma. Codificam proteinas glicosiladas
fixadas a membrana, que sdo semelhantes as moléculas de MHC-I, porém nao se associam a
B2-microglobulina nem apresentam antigenos. MICA e MICB sao ligantes do receptor
ativador NKG2D, expresso em células natural killer (NK) e linfécitos TCDS. Apds essa
interacdo, a resposta imune citolitica mediada por NKG2D sera ativada contra células
infectadas por virus e células tumorais. No entanto, MICA/B podem ocorrer em duas
isoformas: ancoradas a superficie celular ou como moléculas soluveis (sMICA/B) liberadas
no citosol. A versdo solivel pode ocorrer devido a polimorfismos que impedem a traducao da
porcdo transmembrana ou por acdo de metaloproteinases. Enquanto a isoforma de membrana
ativa a citotoxicidade celular de NK e TCD8+, o contrario ocorre para a isoforma solavel.
Diversos contextos clinicos apresentam MICA/ MICB como protagonistas na sua
fisiopatologia, como rejeicao de transplantes, doencas autoimunes, infecgdes por patdégenos
intracelulares, neoplasias malignas e até¢ disfungdes gestacionais. Considerando a dualidade
da interagdo dessas moléculas com o sistema imune, o objetivo deste projeto foi avaliar o
impacto de polimorfismos frequentes em MICA e MICB e sua funcionalidade molecular.
Avaliamos a diversidade desses dois genes via sequenciamento de segunda geracdo e um
pipeline de bioinformatica especifico para andlise de genes do MHC humano. Selecionamos
19 amostras com genotipos de interesse (que codificam diferentes isoformas de MICA/B)
para o cultivo de mondcitos sem estimulo ou estimulado com LPS e perdxido de hidrogénio
(H202) por 18 horas e armazenamento do sobrenadante para avaliacdo de sMICA/sMICB
por ELISA de alta sensibilidade. A ancestralidade das amostras foi majoritariamente
europeia. O alelo MICA*008:01, cujo polimorfismo induz a produgdao de MICA soluvel, foi,
de fato, correlacionado com maior producdo de sMICA em individuos homozigotos. No
entanto, nao houve diferenca estatistica na quantificacdo de MICA entre os sobrenadantes de
cultura com e sem estimulos.Maiores niveis de sMICB tém sido associados ao alelo
MICB*004:01, porém nenhuma significancia estatistica foi encontrada em plasma e
sobrenadante celular entre grupos de individuos portadores desse alelo ou ndo. A relacio
entre a produgdo dessas proteinas soluveis plasmaticas e de sobrenadante celular com os
alelos foi realizada pela primeira vez com amostras brasileiras. Uma vez que MICA e MICB
sao alvos de pesquisa em diversas condi¢des clinicas, esses resultados podem contribuir
diretamente para um melhor entendimento da funcionalidade dessas moléculas soluveis de
maneira alelo-especifica. Portanto, esses dados contribuirdo para a ampliagdo do banco de
dados desses genes, que poderdo ser usados para aprimoramento de diagndsticos,
rastreamento de doengas e imunoterapias.

Palavras-chave: MICA, MICB, mondcitos, NGS, MICA/B soluvel.



ABSTRACT

The MICA and MICB genes belong to the major histocompatibility complex (MHC), human,
considered the most polymorphic region of the genome. They encode glycosylated proteins
fixed to the membrane, which are similar to MHC-I molecules, but do not associate with
B2-microglobulin nor present antigens. MICA and MICB are ligands for the activating
receptor NKG2D, expressed on natural killer (NK) cells and TCD8+ lymphocytes. Following
this interaction, the NKG2D-mediated cytolytic immune response will be activated against
virus-infected cells and tumor cells. However, MICA/B can occur in two isoforms: anchored
to the cell surface or as soluble molecules released into the cytosol. The soluble version may
occur due to polymorphisms that prevent the translation of the transmembrane portion or due
to the action of metalloproteinases. While the membrane isoform activates the cellular
cytotoxicity of NK and TCD8+, the opposite occurs for the soluble isoform. Several clinical
contexts present MICA/MICB as protagonists in their pathophysiology, such as transplant
rejection, autoimmune diseases, infections caused by intracellular pathogens, malignant
cancer and even gestational dysfunctions. Considering the duality of the interaction of these
molecules with the immune system, the objective of this project was to evaluate the impact of
frequent polymorphisms in MICA and MICB and their molecular functionality. We assessed
the diversity of these two genes via second-generation sequencing and a specific
bioinformatics pipeline for analysis of human MHC genes. We selected 19 samples with
genotypes of interest (encoding different isoforms of MICA/B) for culturing monocytes
without stimulation or stimulated with LPS and hydrogen peroxide (H202) for 18 hours and
storing the supernatant for evaluation of sMICA/ sMICB by high sensitivity ELISA. The
ancestry of the samples was mostly European. The MICA*008:01 allele, whose
polymorphism induces the production of soluble MICA, was, in fact, correlated with greater
sMICA production in homozygous individuals. However, there was no difference statistically
in the concentration of SMICA in culture supernatants with and without stimuli. Higher levels
of sMICB have been associated with the MICB*004:01 allele, however no statistical
significance was found in plasma and cell supernatant between groups of individuals carrying
this allele or not. The relationship of these soluble plasma and cell supernatant proteins with
the alleles of each one was carried out for the first time with Brazilian samples. Since MICA
and MICB molecules are targets of research in several clinical conditions, these results can
directly contribute to a better understanding of the functionality of these soluble molecules in
an allele-specific manner. Therefore, these data will contribute to expanding the database of
these genes, which can be used to improve diagnoses, disease tracking and immunotherapies.

Keywords: MICA, MICB, monocytes, NGS, soluble MICA/B.
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1. INTRODUCAO

A importancia dos mecanismos de regulagdo génica de genes que modulam o sistema
imunologico, tém se tornado cada vez maior na literatura cientifica, pois relacionam a
influéncia das variantes genéticas nesses genes em diversas situacodes clinicas, como doengas
infecciosas, doengas neoplasicas, transplantes, doengas autoimunes e problemas na gestagao
(AL-ABDALLAH et al., 2020; BOWDEN et al., 2021; CARAPITO et al., 2022; LUO et al.,
2019; REN et al., 2022; SUTOH et al., 2022; TCHACROME et al., 2022). As respostas
imunoldgicas estdo intrinsecamente ligadas ao reconhecimento de padrdes moleculares
antigénicos, ocorrendo por meio da resposta imune inata ou da apresentacdo de peptideos as
células imunocompetentes (COX et al., 2024; MAHMUD et al., 2024). Nesse contexto, o
entendimento dos genes que regulam essas respostas oferece perspectivas significativas para
avangos nos campos de diagndstico, terapia e desenvolvimento de vacinas. Essa compreensao
do maquindrio imunogenético proporciona oportunidades promissoras para aprimorar a
precisdao dos diagnosticos, desenvolver terapias mais eficazes e criar vacinas mais robustas e
seguras.

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do inglés Major
Histocompatibility Complex), no cromossomo 6 humano, em 6p21.3, contém diversos genes
relacionados com o sistema imune (BRUIJINESTEIJN, 2023). Entre os mais conhecidos,
estdo os genes HLA, que codificam antigenos de histocompatibilidade expressos nas
superficies celulares e também presentes na circulagdo sob a forma de antigenos soluveis ou
mediadores de comunicagdo celular (KAMAL; KERNDT; LAPPIN, 2024; LIBLAU et al.,
2024; NORDQUIST; JAMIL, 2024).

Os genes HLA classicos de classe I (HLA-A, -B, -C) codificam moléculas expressas
em todas as células nucleadas (DENDROU et al.,, 2018). Sua fungdo principal ¢ a
apresentacdo de peptideos intracelulares, como os virais, para os linfocitos T citotoxicos
(TCD8+) (DENDROU et al., 2018; LE BOUTEILLER, 2017). Os genes HLA-E, -F e -G
codificam moléculas ndo-classicas de histocompatibilidade de classe I, assim chamadas
porque nao tém expressdo constitutiva em todas as células nucleadas e sua fun¢do principal
ndo ¢ a apresentagdo de antigenos, mas modulacdo da funcdo de células do sistema imune
(LE BOUTEILLER, 2017).

Os genes HLA de classe I (HLA-DRA, HLA-DRBI, HLA-DQAI, HLA-DQBI, por
exemplo) codificam moléculas expressas nas superficies de células apresentadoras de
antigenos, tendo como func¢do principal apresentar peptideos derivados do meio extracelular
aos linfécitos TCD4 (BARTON et al., 2023; LE BOUTEILLER, 2017). As moléculas do
MHC de classe I sdo formadas por uma cadeia de al, a2 e a3 associada a proteina
B2-microglobulina (codificada fora da regido do MHC), enquanto a de MHC-II possui 2
cadeias com as regides al, a2 e 1, B2, conforme representado na figura 1 (LJUNGGREN;
KARRE, 1990; HORTON et al., 2004).
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Figura 1. Representacdo das moléculas de MHC classe I, composta pelos dominios al, a2 e a3
associados a Bf2-microglobulina, contendo apenas uma regido transmembrana e cauda citoplasmatica;
e de classe II composta pelos dominios al, a2, B1, B2, duas regides transmembrana ¢ cauda
citoplasmatica.

Fonte: Elaboracdo propria a partir de recursos da plataforma especializada na criagdo de imagens
Biorender (2023).

A imunidade inata tem papel fundamental na resposta imunologica, em que moléculas
e células atuam no combate a infeccdes logo apds a contaminagdo, garantindo protecdo
durante o periodo inicial do reconhecimento de antigenos (DEMARIA et al., 2019). Por outro
lado, na resposta imune adaptativa, ¢ necessario que haja apresentacao antigénica através das
moléculas de HLA-I e II aos linfocitos TCD8 e TCD4, respectivamente (ARNETH, 2021); e
junto com o auxilio do mecanismo inato, que ira acarretar no desenvolvimento de uma
memoria imunoldgica que pode eliminar rapidamente um patdégeno especifico caso ocorram
infec¢des subsequentes (ARNETH, 2021; DEMARIA et al., 2019). De modo geral, grande
parte das moléculas do MHC apresentam um papel fundamental na resposta imune
adaptativa. Contudo, existem genes localizados na regido do MHC classe I que atuam na
resposta imune inata, como o MICA e MICB (KLOSS et al., 2008).

Os genes MIC (do inglés, Major Histocompatibility Complex Class I Chain-Related)
foram descritos pela primeira vez em 1994 em dois trabalhos independentes (BAHRAM et
al., 1994; LEELAYUWAT et al., 1994). Os genes MICA e MICB estdo localizados no MHC
humano, com distancias de 46,4 kb e 110 kb do HLA-B, respectivamente (BAHRAM et al.,
1994; MIZUKI et al., 1997). Conforme apresentado na figura 2, outros genes da familia MIC
também foram descritos, como o MICC, MICD, MICE, MICF e MICG; contudo,
caracterizados como pseudogenes devido a mutacdes e delecdes, sendo MICA e MICB os
unicos funcionais (BAHRAM et al., 1996; BAHRAM; Sies, 1996; BAHRAM, 2000).
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Figura 2. Grupo de genes MIC composto pelos genes MICA/B/C/D/E/F/G, separado pelas cores azul
(genes funcionais) e laranja (pseudogenes); em verde, o gene HLA-B.

Fonte: Elaboragdo propria a partir de recursos da plataforma especializada na criagdo de imagens
Biorender (2023).

Os genes MICA e MICB codificam polipeptideos de aproximadamente 383
aminoacidos (BAHRAM, 2000, BAHRAM et al., 1996; BAHRAM; Spies, 1996;
SCHMIEDEL; MANDELBOIM, 2018). As moléculas de MICA e¢ MICB (MICA/B)
apresentam 3 dominios extracelulares: al, a2 e a3 (codificados pelos éxons 2, 3 ¢ 4,
respectivamente), além de uma regido transmembrana (éxon 5) e uma cauda citoplasmatica
(éxon 6) (figura 3), semelhante as moléculas codificadas por outros genes da regiao do MHC
de Classe | (BAHRAM et al., 1994; KLUSSMEIER et al., 2020). Porém, diferentemente das
moléculas HLA-I, MICA/B nao se ligam a proteina ,-microglobulina ¢ ndo apresentam
antigenos aos linfocitos (GROH et al., 1996).

15



1 Molécula MICA/MICBE

al
Regido
transmembrana
Cauda
Citoplasmatica
2 Gene MICB

SUTR Ew:n|n 2 Exﬂ|n 4 Exc-ln 6
Exon 1 Exon 3 Exon 5 JUTR

Figura 3. A) Representacdo das moléculas de MICA e MICB composta pelos dominios al, a2 e a3,
regido transmembrana e cauda citoplasmatica. B) Representacdo do gene MICB em que o éxon 1
codifica o peptideo lider; éxons 2, 3 e 4 codificam os dominios al, a2 e a3, respectivamente; éxon 5
codifica a regido transmembrana e éxon 6, a cauda citoplasmatica.

Fonte: Elaboragdo propria a partir de recursos da plataforma especializada na criagdo de imagens
Biorender (2023).

Essas moléculas sdo encontradas ancoradas na membrana plasmatica de células
epiteliais, fibroblastos, queratindcitos e monocitos (BAHRAM et al., 1994; ZWIRNER;
FERNANDEZ-VINA; STASTNY, 1998; GROH et al., 1999). No entanto, todas as células,
com excecao das cerebrais, t€m a expressao de MICA e MICB aumentada quando ocorre um
estresse celular, apesar do tempo para a expressdo dessas moléculas variar conforme a via
pela qual a célula foi estressada, como exemplo as vias AMP, ATM, MAPK, UPR, NF-kB,
PI3K/Akt e HIF-la (BAHRAM, 2000; GROH et al., 1996). Sao moléculas altamente
expressas em diversos tipos de células tumorais, como cancer gastrico, colorretal e leucemia
mieloide aguda (ESPINOZA et al., 2021; ALVES DA SILVA et al., 2022; MAO et al., 2023).

No entanto, MICA/B pode apresentar a isoforma soluvel devido a agdo de
metaloproteinases na regido transmembrana da molécula, como ADAMI17 e ADAMIS
(GROH et al., 2002; SALIH; RAMMENSEE; STEINLE, 2002), ou devido a polimorfismos
do gene MICA que impedem a tradugdo do dominio transmembrana. Essa isoforma solavel é
liberada em exossomos (MIZUKI et al., 1997).

Uma importante regido de microssatélite, STR (do inglés, short tandem repeat), esta
presente no éxon 5 do gene MICA, que codifica o dominio transmembrana (MICA-STR).
Dessa maneira, os alelos podem ser classificados de acordo com o niimero de repetigdes de
GCT (codifica Alanina), desde a presenca de 4 até 10 Alaninas: MICA-A4, MICA-AS,
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MICA-A6, MICA-A7, MICA-AS, MICA- A9, MICA-A10 e MICA-AS.1 (MIZUKI et al.,
1997; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2000; CHOY; PHIPPS, 2010). Os alelos classificados
como AS5.1 contém uma insercdo de guanina (GGTC) apds a segunda repeti¢ao, relacionada
ao polimorfismo rs67841474 (Posicao: 31412383), que ocasiona mudanca do quadro de
leitura ¢ a um cdédon de parada prematuro na regido transmembranar, resultando em uma
molécula truncada (MIZUKI et al.,, 1997, BAHRAM, 2000). Os alelos MICA AS5.1 sao
clinicamente importantes devido a um polimorfismo que afeta sua funcionalidade, resultando
na auséncia de aminoacidos hidrofobicos na regido transmembrana. Essas moléculas podem
ancorar-se a superficie celular através de uma ancora glicosilfosfatidilinositol (GPI) ou serem
liberadas como soluveis por exossomos. Além disso, devido a sua proximidade com o sitio de
clivagem da ADAMI17, sdo facilmente liberadas na circulagdo, resultando em altas
concentragcdoes de MICA soluvel (sMICA) (ASHIRU et al., 2013; CHITADZE et al., 2013a,
2013b; CHEN; GYLLENSTEN, 2014).

De acordo com o banco de dados IMGT/HLA (versao 3.54 2023-10), ha 531 alelos
descritos para o gene MICA e 245 alelos para MICB. Alguns estudos demonstram associagdo
do polimorfismo de MICB rs3132468 com o risco da sindrome do choque da dengue nas
populagdes da Indonésia e de Taiwan (FARIDAH et al.,, 2023). Estudos como o de
Visentainer et al. (2008), abordam a importancia de polimorfismos de genes reguladores,
incluindo MICB, em transplante de medula d6ssea. A relevancia desse gene em contextos
clinicos tem se destacado também em estudos com esclerose multipla (EM), assim como a
expressdo e retengdo do alelo MICB*002, que codifica MICB ligado a membrana, junto com
certas funcionalidades de HLA-B (VEJBAESYA et al., 2015) parece possuir uma vantagem
protetiva significativa contra o desenvolvimento de febre hemorragica da dengue na dengue
secundaria (LUANGTRAKOOL et al., 2020).

As moléculas de MICA e MICB interagem com os receptores ativadores de proteinas
transmembrana da familia NKG2D, os quais sdo semelhantes a lectinas de tipo C, presentes
em células citotoxicas como as células NK, células T y6 e células T CD8+ (BAUER et al.,
1999). A interagdo de NKG2D com essas moléculas sinalizadoras de estresse celular
MICA/B desencadeia uma sinalizagdo intracelular, que resulta em liberagdo de granulos
perforinas e granzimas, ocasionando a citotoxicidade sobre a célula-alvo (BILLADEAU et
al., 2003). As moléculas soluveis de MICA/B mantém a interagdo com o0s receptores
NKG2D, contudo, os receptores serdo internalizados ou ocupados com essa interacao
molecular, podendo inibir a atividade das células NK e, assim, levar célula-alvo a um
mecanismo de escape da resposta imunologica (BAUER et al., 1999; GROH et al., 2002; DU
etal., 2019).

Viarios estudos apontam a clivagem de MICA da superficie celular como um eficiente
mecanismo de escape da resposta imune (A PACHANI et al., 2022; KSHERSAGAR et al.,
2022; WANG et al., 2023). A expressdo dos ligantes do NKG2D, aqui incluindo MICA e
MICB, ¢ cuidadosamente regulada por meio de uma variedade de mecanismos, incluindo
processos epigenéticos, transcricionais, splicing alternativo, e regulacdo pos-transcricional,
como a influéncia de microRNAs (KIM et al., 2006; STERN-GINOSSAR et al., 2008; TAN;
HEINEMANN et al., 2012; SPILLANE; MAHER, 2023). Além disso, a localizagcdo das
proteinas, seja no citoplasma ou na superficie celular, e a liberacdo de formas soluveis, que
podem ocorrer por meio de clivagem ou na forma de exossomos, também sdo fatores
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controladores (ARALI et al., 2021; MORIMOTO et al., 2023). Acredita-se que essa regulagao
rigorosa da expressao dos ligantes de NKG2D seja essencial para evitar respostas autoimunes
indesejadas (GUERRA; LANIER, 2020).

Mao et al. (2023) demonstraram que a pleckstrin-2 (PLEK2), uma molécula
conhecida por desempenhar um papel critico na progressdo tumoral, atua promovendo a
fosforilagdo de Spl por meio da via PI3K-AKT. Esse mecanismo resulta na regulacio
positiva da expressao de metaloproteinases MT1-MMP, que por sua vez promovem a
clivagem de MICA. Assim, o PLEK?2 foi identificado como o responsavel por suprimir a
vigilancia imunologica das células NK em pacientes com cancer gastrico, por meio dessa
clivagem de MICA.

Em pacientes diagnosticados com hepatocarcinoma, foram observados niveis
elevados de MICA soluvel, resultando em um tempo de vida significativamente menor para
esses pacientes em comparagdo com aqueles com niveis mais baixos de sSMICA (LUO et al.,
2020). MICB soluvel (sMICB) foi encontrado em maior quantidade em soro de individuos
com diferentes tumores malignos em comparacdo com os de individuos saudaveis
(HOLDENRIEDER et al., 2006). Além disso, niveis séricos de sMICB aumentaram entre a
pré-infecgdo e a doenga aguda de criangas com infecgdes primarias sintomaticas pelo virus da
dengue na Asia (LIBRATY et al., 2014).

Niveis séricos aumentados de MICA também foram observados em individuos com
doenca grave associados a infecgdes pelo SARS-CoV-2 (FARZAD et al., 2022). Também ja
foi relatado a presenca de altos niveis de SMICA em individuos com infarto agudo do
miocérdio em relagdo a individuos saudaveis (FU; SHI; YAO, 2016), abrindo a possibilidade
dessa molécula ser um novo marcador para o diagndstico precoce da doenga.

O papel complexo do sistema MICA/sMICA no lupus eritematoso sistémico (LES)
também tem sido alvo de estudos que descrevem concentragoes de SMICA aumentadas em
individuos com LES em comparagao com individuos saudaveis (HERVIER et al., 2021). Por
outro lado, a molécula de superficie de MICA ¢ regulada positivamente em resposta a alguns
estimulos do lipus e desencadeia a ativagdo das células NK, sugerindo a necessidade de um
controle rigido in vivo desse eixo (PEREZ-FERRO et al., 2019).

Em trabalho recente, Castelli et al. (2021) detectaram variantes de MICA e MICB
associadas com infec¢des sintomaticas de SARS-CoV-2 em casais discordantes. Os alelos
MICA*008, MICA*019, MICB*004 ¢ a variante rs3131639/A foram altamente frequentes
em pacientes sintomaticos comparados ao companheiro exposto ao virus e nao infectado.
Essas variantes parecem estar relacionadas a uma alta expressao de MICA soluvel e a baixa
expressao de MICB na superficie celular. Interessantemente, a frequéncia dessas variantes de
MICB também foram associadas com febre hemorragica da dengue e a gravidade da doenca
(LUANGTRAKOOL et al., 2020). Em pacientes diagnosticados com tuberculose na
populacdo chinesa, foi encontrada uma alta frequéncia do alelo MICB*008, em comparagao
ao grupo controle (CHEN et al., 2019). No entanto o alelo mais frequente em pacientes
brasileiros portadores de tuberculose foi o MICA*008 (A5.1), assim como no grupo controle,
demonstrando que ndo houve associacao alelo-especifica (SOUZA et al., 2012). No mesmo
estudo foi verificado uma associa¢ao negativa do haplotipo MICA*018 e HLA-B*18 com a
tuberculose.
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Outro olhar de interesse clinico é a forca de interacdo entre MICA/B e NKG2D. E
bem descrito na literatura que o dimorfismo MICA-129 (ID: rs1051792; Posigao: 31411200),
que ocorre devido a uma troca de valina (Val) por metionina (Met) no residuo 129 da proteina
MICA, no dominio a2, influencia diretamente na sinalizacdo de NKG2D (STEINLE et al.,
2001; RISTI; BICALHO, 2017). As moléculas de MICA contendo uma metionina na
posicao 129 (MICA-129 Met) foram caracterizadas com afinidade de 10 a 50 vezes maior
para se ligar a NKG2D do que MICA-129 Val (STEINLE et al., 2001; RISTI; BICALHO,
2017). No entanto, MICA-129 Val possui niveis de sMICA muito maiores, pois, apesar de
serem expressos em baixos niveis na superficie celular devido a uma alta retengao
intracelular, sdo altamente suscetiveis a clivagem proteolitica da molécula (ISERNHAGEN et
al., 2016; MICHITA et al., 2018).

O polimorfismo MICA-129 vem sendo constantemente investigado em estudos sobre
tumores malignos (ZINGONI et al., 2018; OUNI et al., 2020), infecgcdes por patogenos
(PATEL et al., 2020), aborto espontaneo recorrente (VON LINSINGEN et al., 2018), bem
como doengas autoimunes, como artrite reumatéide (AR) (ACHOUR et al., 2014;
MARIASELVAM et al.,, 2018; IWASZKO et al., 2020), lapus eritematoso sist€émico
(YOSHIDA et al., 2011), diabetes tipo I (RAACHE et al., 2012) e até mesmo na eficacia de
produtos biologicos anti-TNF em o tratamento da AR (IWASZKO et al., 2020). Este
polimorfismo foi sugerido como um biomarcador genético herdado que contribui para um
risco aumentado de cancer da mama em mulheres da Tunisia (OUNI et al., 2020). A presenca
de MICA-129 Val/Val foi associada a niveis significativamente mais elevados de SsMICA e a
progressdo do mieloma maultiplo, sugerindo fortemente o uso de SMICA como marcador
progndstico da doenca (ZINGONI et al., 2018).

Recentemente, Toledo-Stuardo et al. (2021) demonstraram que um dimorfismo em
MICA no residuo 181 (ID: rs1131897; Posicdo: 31411357), com troca de treonina (Thr) por
arginina (Arg), estd associado com risco para cancer gastrico. Essa mudanca define a
diferenca entre alelo MICA*004 (Arg) dos alelo MICA*009/049 (Thr), sendo que o genotipo
Thr/Thr foi mais frequente nos pacientes. A analise molecular do MICA-181 mostrou que a
presenca de Thr proporciona maior mobilidade a proteina de MICA do que a Arg na mesma
posi¢do, favorecendo a liberagdo da molécula soluvel. Isso poderia explicar, pelo menos em
parte, alguns mecanismos de evasdo imunoldgica desenvolvidos pelo tumor.

Além dos diversos polimorfismos clinicamente relevantes ja descritos na literatura, a
avaliagdo dos estudos genéticos também podem considerar a possibilidade de delecdes
parciais ou totais nos genes em analise. Foi observada uma delecao completa do gene MICA
(MICA-del), juntamente com um c6édon de parada (TGA) no éxon 3 de MICB (MICBOO9N),
que estd em desequilibrio de ligagdio com o alelo HLA-B denominado B48:01
(KOMATSU-WAKUI et al., 1999, 2001). Em ambos os casos, tanto MICA-del quanto
MICB*009N, as proteinas nao sao produzidas (OTA et al., 2000). As associacdes de doengas
relacionadas a esses polimorfismos ainda ndao sdo claras. No entanto, muitos estudos
negligenciam essas dele¢des ou utilizam estratégias de amplificacdo parcial de exons para
definir os alelos, o que compromete a detec¢dao precisa da frequéncia real das delecdes na

populagdo estudada.
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As informagdes acima acerca de MICA e MICB demonstram a importancia desses
genes para diversos contextos clinicos de pesquisa basica e aplicada. Levando em
considera¢do a dificuldade de padronizacdo na detec¢do dessas moléculas soluveis, frente a
diagnésticos e rastreamento de diversas doencas, o presente estudo detalha os alelos MICA e
MICB mais prevalentes em amostras testadas. Foi entdo verificado se ha dele¢des totais ou
parciais desses genes para a correlacdo com proteinas soliveis no sobrenadante de cultura
monocitica e no plasma de individuos com geno6tipos de interesse.
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4. CONCLUSOES GERAIS

Esse trabalho utilizou amplificagdes dos genes completos de MICA e MICB para
realizar sequenciamento de NGS e, através de pipeline especifico de bioinformatica,
caracterizamos os alelos mais frequentes encontrados em uma determinada populacdo
brasileira altamente miscigenada, com alta prevaléncia de ancestralidade européia,
determinada por marcadores SNP 34-plex.

Também observamos a auséncia de delecoes do gene MICA para correta
determinagdo das frequéncias. Os alelos de MICA e MICB mais frequentes nessa populacao,
foram MICA*008, *009, *002, *004 para MICA; e MICB*005, *002, *004 para MICB. O
dimorfismo MICA-129 Val foi o mais frequente, indicando predominancia fraca de MICA
com os receptores ativatorios NKG2D. Mais de 70% das amostras apresentam polimorfismo
MICA-181 (Thr/Arg), que pode estar envolvida na alteracdo de mobilidade das moléculas,
dificultando a interagdo com os receptores.

As concentragdes de MICA soluvel em plasma foi significativamente maior para o
grupo homozigoto para o MICA*008:01 (AS5.1), quando comparado ao grupo de moléculas
completas, conforme esperado. Quando avaliado os niveis soluveis de MICA em plasma,
levando em consideracdo o dimorfismo MICA-129, observamos que individuos com o
genoOtipo Val/Val obteve, significativamente, niveis maiores de MICA soluvel quando
comparado aos individuos com o gendtipo Met/Val. No entanto, a analise do sobrenadante de
cultura ndo demonstrou significancia estatistica em nenhuma metodologia aplicada neste
estudo. J4 os niveis de sSMICB, apesar de ndo apresentarem diferenca estatistica, apresentam
um discreto aumento no grupo de susceptibilidade em relagdo ao grupo de protecdo, porém
isso ndo foi observado na cultura celular.

Portanto, as correlacdes entre os alelos descritos e a produ¢do de moléculas soluveis
encontradas no plasma e sobrenadante de mondcitos, podem abrir caminhos para novos
métodos de diagnosticos, rastreamento de doencgas, incompatibilidade de enxertos e até
imunoterapias antitumorais.
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