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RESUMO

O gene MICA (Major histocompatibility complex class | chain-related gene A)
codifica para moléculas que apresentam similaridades estruturais com os antigenos
HLA de classe |. No entanto, estas moléculas n&o se ligam a p2- microglobulina, nem
apresentam peptideos aos linfocitos T. A transcricdo destas moléculas € induzida em
condicdes de estresse celular que ocorrem predominantemente na superficie celular
de fibroblastos, células endolteliais, epitélio intestinal e em células de epitelio
tumoral. Sdo moléculas que interagem com o receptor NKG2D presente em células
NK e em linfocitos Tyd e Tap CD8+. O gene MICA esta localizado proximo ao gene
HLA-B, com o qual um forte desequilibrio de ligacdo é esperado. Seu polialelismo e
polimorfismo € bastante elevado, tendo sido descritos 61 alelos até o momento.
Neste estudo uma amostra de 204 individuos euro-brasileiros do Parand, oriundos
em sua grande maioria da cidade de Curitiba, foi investigada quanto a distribuicéo
alélica do gene MICA e seu desequilibrio de ligagdao com o gene HLA-B. Na tipagem
de ambos os genes foram empregados os métodos de PCR-SSOP e de PCR-SSP,
ambas as metodologias utilizam sondas ou oligonucleotideos iniciadores com
sequéncias dirigidas para os pontos polimérficos dos genes. Observou-se uma alta
diversidade do gene MICA em nossa amostra, sendo os alelos mais frequentes:
MICA*00801, MICA*00201, MICA*00901 e MICA*004. O hapldétipo mais comum foi
MICA*00901_B*51, além de MICA*00201_B*35 e MICA*00801_B*07. Entretanto, os
haplétipos MICA*011_B*14 e MICA*00201_B*39 sao os unicos entre os dez mais
freqlientes que apresentam um valor de A’=1,0 e p=0,000. Este é o primeiro estudo
a respeito da distribuicédo alélica do gene MICA no estado do Parana e o segundo no
Brasil. Os resultados obtidos, além de gerarem dados para estudos na area de
genética de populagdes, poderdao contribuir para os estudos funcionais e para a

imunogenética das doengas auto-imunes e dos transplantes.



1 INTRODUCAO

Os genes de classe | do Complexo Principal de Histocompatibilidade — CPH
(ou MHC do inglés — Major Histocompatibility Complex) sao responsaveis por
codificar glicoproteinas de superficie celular, que exercem a fungdo de
apresentadoras de peptideos antigénicos as células T (BJORKMAN; PARHAM,
1990). Os genes MIC (MHC class | chain-related genes) constituem uma segunda
linhagem de genes néo classicos do CPH de classe | descoberta em 1994 por dois
grupos de pesquisa independentes, um deles adotando a determinacdo PERB11
que posteriormente caiu em desuso (BAHRAM et al., 1994 e LEELAYUWAT et al.,
1994). Deste modo, a superfamilia HLA de classe | passou a ser composta pelos
genes de classe | classicos, genes de classe | ndo classicos (HLA-E, -F, -G, além de
12 pseudogenes) e pelos genes MIC (MICA, MICB e 5 pseudogenes) (HORTON et
al., 2004).

A familia MIC é composta por sete membros, MICA — MICG, dos quais
apenas MICA (MHC class | chain-related genes A) e MICB sao funcionais, sendo os
demais pseudogenes (BAHRAM, 2000; citado por HORTON et al., 2004). Pelo
isolamento de clones de cDNA foi constatado que o gene MICA localiza-se a cerca
de 46,4 kb distantes de HLA-B em diregdo ao centrbmero, tendo um comprimento
equivalente a 11,7 kb (BAHRAM et al., 1994 e MIZUKI, et al., 1997a). Assim como
as moléculas HLA (Human Leukocyte Antigen) de classe | e Il, as moléculas MICA
sdo expressas de forma codominante e s&o glicoproteinas de superficie celular de
383 aminoacidos. (BAHRAM et al.,, 1994 e MOLINERO et al., 2002). Entretanto,
diferem dos antigenos HLA de classe | por ndo estarem associadas a uma cadeia de
B2-microglobulina, nem apresentarem peptideos ligados em sua fenda (GROH et al.,
1996 e ZWIRNER; FERNANDEZ-VINA; STASTNY; 1998).

Estruturalmente a proteina apresenta trés dominios extracelulares (a1, o2,
a3), um segmento transmembrana e uma cauda citoplasmatica com um terminal
carboxila. Cada dominio extracelular é codificado por um exon (exon 2, 3 e 4),
havendo um grande intron separando o exon 1 do exon 2, e as sequéncias da cauda
citoplasmatica e 3’ ndo traduzida sdo partes de um unico exon 6 (Figura 3)
(BAHRAM et al., 1994 e BAHRAM et al., 1996). Muitos alelos diferem entre si por um



unico nucleotideo, sendo a variabilidade do gene MICA baseada em mutagdes de
ponto (PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2002). Além disso, foi verificado que a taxa de
substituicbes nucleotidicas ndo sinbnimas € superior a taxa de substituicoes
sinbnimas no exon 3, mas ndo nos exons 2 e 4. Esta observagdo sugere que a
selecdo esteja agindo a favor da manutengao do polimorfismo no exon 3, as quais
resultam em alteragdes de aminoacidos no dominio a2 da molécula MICA (ELSNER;
SCHROEDER; BLASCZYK, 2001).

A molécula MICA, cuja expressdo € induzida em condigdes de estresse
celular, sdo alvo de células Tyd Vs1, as quais sdo abundantes no epitélio intestinal
(GROH et al., 1998). Seu receptor NKG2D esta associado a proteina adaptadora de
membrana DAP10, e este complexo MICA-NKG2D pode potencializar a atividade
anti-tumoral inata das células NK (BAUER et al, 1999 e WU et al.,, 1999). O
polimorfismo observado e sua expressdo na superficie de células endoteliais
sugerem um envolvimento desta molécula em rejeigdes cronicas e agudas de
aloenxertos (ZWIRNER; DOLE; STASTNY, 1999).

Devido a pequena distancia (46 kb) que separa os genes MICA e HLA-B, é
esperado que haja um forte grau de desequilibrio de ligagdo entre alelos destes
locos. Este fato, somado ao polimorfismo observado para estes genes, tem motivado
estudos, cujo objetivo é investigar sua diversidade populacional, e as implicagcbes
deste polimorfismo em doengas autoimunes e rejeicdo de 6rgdos transplantados. A
tipagem dos genes MICA e HLA-B em uma amostra de doadores voluntarios de
medula déssea de Curitiba cadastrados no Laboratério de Imunogenética e
Histocompatibilidade da Universidade Federal do Parana fornece resultados que
esperamos possam contribuir para um melhor conhecimento da distribuicdo da
diversidade alélica e haplotipica destes genes em nossa populagdo. Estas
informagdes poderdo ser de grande relevancia em futuras investigagdes a respeito

da funcao das moléculas MICA.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE

As primeiras descobertas que levariam mais tarde ao conhecimento sobre o
que viria a ser em humanos o Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH ou
MHC, do inglés: Major Histocompatibility Complex), aconteceram na década de 30
do século XX, quando Peter Gorer e George Snell descreveram no genoma de
murinos um loco que determinava a rejeicao ou nao de tecidos transplantados entre
linhagens diferentes. Este loco foi mapeado no cromossomo 17 do camundongo e
denominado H-2 (HANSEN et al., 1993).

Cerca de duas décadas mais tarde, Jean Dausset, observou que soros de
individuos politransfundidos eram capazes de aglutinar leucécitos de outros
individuos, concluindo que as transfusdes provocavam nessas pessoas a produg¢ao
de anticorpos contra leucécitos dos seus doadores de sangue. De modo similar, em
1958, as equipes de Rose Payne e de Jon van Rood observaram,
independentemente, que mulheres multiparas produziam anticorpos contra
antigenos paternos herdados pelo embriao (AMOS, 1992).

Ainda em 1958, foi descrito por Dausset o primeiro antigeno do CPH humano,
este antigeno foi denominado “Mac”, e corresponde aos atuais antigenos HLA-A2 e
HLA-A28 (AMOS, 1991).

A partir da década de 60, varios grupos de pesquisa se interessaram pela
investigacdo do CPH, e agindo de forma cooperativa, com o objetivo de comparar
resultados de ensaios e de estabelecer padrdes de testes e de nomenclatura para
fatores do sistema HLA (do inglés: Human Leukocyte Antigens) organizaram em
1964 o primeiro Encontro Internacional de Histocompatibilidade — workshops.

Estes encontros foram marcados por grandes descobertas e avangos no
campo da Imunogenética e da Histocompatibilidade, como a descoberta da
existéncia de varios locos e da diversidade presente nestes locos. Completando em
2006 sua décima quinta edi¢do, ainda hoje trazem avangos nas técnicas de tipagem
e apresentam a descoberta de novos alelos.

O CPH esta organizado em 3 regides: regiao de classe Il, de classe Il e de

classe I, as quais se situam nesta ordem no brago curto do cromossomo 6 do



centrbmero para o teldbmero. Diversos genes situados nestas regides do CPH
codificam moléculas que participam da resposta imune. As mais amplamente
estudadas s&o aquelas codificadas pelo sistema génico HLA, cuja fungdo de
apresentar peptideos para serem reconhecidos pelas células T, faz com que se
constituam em elementos centrais da nossa imunidade adaptativa. Existem dois
tipos principais de moléculas HLA, as moléculas HLA de classe | e as de classe I,
que apresentam peptideos aos linfécitos T citotoxicos CD8" e aos linfocitos T
auxiliares CD4" , respectivamente. Localizado entre os grupos de genes de classe |
(regido de classe |) e de classe Il (regido de classe Il), situa-se um terceiro grupo de
genes denominados de classe Ill, que entre outras proteinas, codificam varios
componentes do sistema complemento, como C2 e C4 (Figura 1) (ABBAS;
LICHTMAN, 2005).

Os genes HLA em sua grande maioria sao polialélicos e polimorficos,
apresentando frequUéncias alélicas caracteristicas em diferentes populagbes ou
grupos étnicos, o que os tornam alvo de interesse em estudos na area de genética
de populagdes e em pesquisas antropoldgicas.

Além disso, as implica¢des desta diversidade na defesa do organismo contra
patdogenos, na aceitacdo versus rejeicao de transplantes e na associagdo com
diversas alteragbes autoimunes, levaram a um grande interesse pelo
sequenciamento completo da regido do genoma onde esta situado o CPH. A
sequéncia completa e 0 mapa genético deste complexo foram concluidos em 1999
pelo Consorcio Internacional de Sequenciamento do CPH, compreendendo uma
regido de 3,6 Mb situada no brago curto do cromossomo 6, banda 6p21.3. Com 224
locos génicos identificados, o CPH é a regido com maior densidade génica ja
sequenciada. Destes genes, 128 (57,1%) parecem ser expressos, sendo que O
produto protéico de cerca de 40% exerce fungdes diretamente relacionadas com o

sistema imunoldgico (The MHC sequencing consortium, 1999).



Figura 1 — Mapa do Complexo Principal de Histocompatibilidade Humano
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Recentemente uma compilagdo de diversas pesquisas em larga escala
divulgou a sequéncia completa, finalizada em 2003, de uma regiao referida como
CPH estendido, que compreende um segmento de 7,6 Mb, incluindo o original de 3,6
Mb. A nova regido, que se estende teloméricamente em relagéo a regido de classe |
e centroméricamente em relacdo a regiao de classe Il, foi definida por apresentar
principalmente na porgao telomérica sintenia em relagdo ao CPH de camundongo.
Além disso, esta regido apresenta genes similares aos genes do original CPH e que
estdo em desequilibrio de ligacdo com os genes ja conhecidos do CPH. Estes
estudos detectaram cerca de 420 locos. Dentre os genes expressos, 22%

apresentam um numero de substituigdes nucleotidicas ndo sinbnimas maior que a



média , 28% estdo associados com fungdes imunolégicas e 10% sao causadores ou

estdo associados com doengas (HORTON et al., 2004).

2.1.1 Genes de Classe | e seus Produtos Moleculares

A regiao de classe | do CPH ocupa um segmento de aproximadamente 2Mb
da porcao mais telomérica do brago curto do cromossomo 6. Neste segmento foram
identificados até 1999 mais de 60 pseudogenes e 40 genes, dentre os quais temos
os genes HLA de classe | classicos e nao classicos e os genes e pseudogenes da
familia MIC (The MHC Sequencing Consortium, 1999)

As proteinas codificadas pelos genes HLA de classe | classicos (HLA-A, HLA-
B, HL-C) tém como principal fungdo o transporte e apresentagdo de peptideos
especificos as células T CD8*, e se caracterizam pelo seu extraordinario
polimorfismo (BJORKMAN; PARHAM, 1990 e MASON; PARHAM, 1998). Por outro
lado, a fung&o dos genes HLA de classe | n&o classicos (HLA-E, HLA-F, HLA-G) nao
esta ainda totalmente esclarecida; sao poucos os alelos descritos e seus produtos
possuem expressao tecidual mais restrita, se comparados aos classicos
(GERAGHTY et al., 1990). A estrutura de uma molécula HLA de classe | consiste em
duas cadeias polipeptidicas ligadas de forma n&o covalente, a cadeia a ou pesada,
codificada por genes de classe | do CPH, associada a uma cadeia leve né&o
polimorfica de P,-microglobulina (B2m), que é codificada em um loco situado no
cromossomo 15. A cadeia pesada apresenta 3 dominios, a1, a2, a3, sendo que o
polimorfismo se concentra nos dominios a1 e a2, codificados pelos exons 2 e 3, que
formam a fenda de ligacao de peptideos (Figura 2a e 2b) (BJORKMAN et al., 1987).

Em meados da década de 90, o uso de técnicas como Blot Hybridizations,
clones de DNA complementar (cDNA) e sequénciamento, permitiu a identificacado de
uma segunda linhagem de genes nao classicos do CPH de classe | evolutivamente
conservada, a qual foi nomeada genes MIC (MHC class | chain-related genes)
(BAHRAM et al., 1994). Na mesma época outro grupo de pesquisadores identificou
independentemente esta mesma familia génica, a qual descreveu pelo nome de
PERB11 (LEELAYUWAT et al., 1994).



Entretanto, a terminologia que prevalece e é comumente utilizada, foi a
proposta pelo grupo de Thomas Spies - termo MIC. Deste modo, a superfamilia HLA
de classe | passou a ser composta pelos genes de classe | classicos (HLA-A, HLA-B,
HLA-C), genes de classe | ndo classicos (HLA-E, -F, -G, além de 12 pseudogenes) e
pelos genes e pseudogenes MIC (HORTON et al., 2004).

Figura 2a - Molécula HLA-A2 (azul)
vista de cima, com um peptideo
(vermelho) ligado em sua fenda
FONTE: Bjorkman ef al., 1987

Figura 2b - Diagrama em fitas da estrutura
de uma molécula de classe | - HLA-A2
FONTE: Bjorkman et al., 1987




2.2 O GENE MICA: ESTRUTURA, PRODUTO e FUNCAO

A procura por novas sequéncias codificadoras situadas préximas ao gene
HLA-B foi motivada pelo fato da associacao de HLA-B27 com doencas inflamatérias,
como por exemplo, espondilite anquilosante, ndo ter uma explicagao fisiolégica
plausivel. Esta investigacao levou a descoberta de uma nova familia de genes de
classe | do CPH, a familia MIC. Inicialmente foi observado que a familia génica MIC
continha pelo menos 5 membros, dentre eles MICA e MICB, posicionados na regiao
de classe | do CPH, fazendo parte de uma super familia juntamente com outros
genes, dentre eles os genes HLA de classe | (BAHRAM et al., 1994 e LEELAYUWAT
et al., 1994). Mais tarde, através de estudos de mapeamento, concluiu-se que na
verdade existem sete membros, MICA — MICG, e destes apenas MICA e MICB sao
expressos, sendo os demais pseudogenes (BAHRAM, 2000; citado por HORTON et
al., 2004).

Estudo a respeito da origem evolutiva dos genes MICA e MICB em humanos
e chimpanzés revelou que enquanto em humanos estes genes estédo intactos, em
chimpanzés eles estdo fundidos. Uma delecdo que se estende da porgdo mais
centromeérica do gene MICA até a porgao mais telomérica do gene MICB resultou na
juncdo dos segmentos restantes de cada um dos genes, constituindo o gene
denominado MICA/B em chimpanzés (FUKAMI-KOBAYASHI et al., 2005). Neste
mesmo trabalho foi feita a previsdo de quanto tempo antes dos humanos e
chimpanzés divergirem houve a duplicacédo destes genes. A analise da distancia
evolutiva entre sequéncias LINE (Long Interspersed Nuclear Element) ortdlogas das
duas espécies sugerem que a duplicagéo destes genes tenha ocorrido a cerca de 14
milhdes de anos atras. Em macaco rhesus nao foi identificado um par de genes
ortdlogos aos genes MICA e MICB humano (SEO, WALTER e GUNTHER, 2001).
Em bonobos, mas ndo em gorilas e orangotangos, também foi verificada a delegao
identificada em chimpanzés formando um gene unico MICA/B (Groot et al., 2005).

Pelo isolamento de clones de cDNA foi constatado que o gene MICA localiza-
se a cerca de 46,4 kb de distancia de HLA-B em diregdo ao centrdmero e a 70 kb de
distancia de MICB em dire¢ao ao teldbmero, ocupando um segmento de 11 722 pb. O
grau de identidade de sequéncia entre MICA e MICB ¢é de: 80, 91, 90, 98, 73 e 82%



para os exons 1 a 6, respectivamente; e de: 52, 86, 87, 97 e 83% para os introns 1 a
5, respectivamente (BAHRAM et al., 1996ab e MIZUKI, et al., 1997a).
Estruturalmente a molécula MICA apresenta trés dominios extracelulares (a1,
a2, a3), um segmento transmembrana e uma cauda citoplasmatica com um terminal
carboxila, sendo cada um destes dominios codificado por um exon assim como
ocorre para as moléculas HLA de classe |. Entretanto, a similaridade de sequéncia
dos exons 1, 2 e 3, que codificam os dominios extracelulares, é de apenas 18, 25 e
30% em relagao a sequéncia dos genes HLA de classe |. Outro aspecto particular de
MICA é a presengca de um grande intron separando os exons 1 e 2, além da
sequéncia que codifica para a cauda citoplasmatica e a extremidade 3’ ndo traduzida
serem partes de um unico exon (Figura 3) (BAHRAM et al.,, 1996a e BAHRAM e
SPIES, 1996). Em contraste os antigenos HLA de classe |, as moléculas MICA né&o
estdo associadas a uma cadeia de B,-microglobulina, nem parecem apresentar
peptideos ligados em sua fenda, fator necessario para a estabilidade das moléculas
de classe | (GROH et al., 1996 e ZWIRNER; FERNANDEZ-VINA; STASTNY; 1998).

Figura 3 - Estrutura do gene MICA

EX1 EX2 EX3 EXd EXS EX6
s M [ | I | T HIT 1
L 1 f 1 f L
70 255 288 279 138 125
/V 6340 274 587 99 2551

=l Seq. lider (= Regido conectora
CJ pom.atfa2 3 Regido transmembrana
1 bom. a3 [ cauda citoplasmatica

Valores numéricos em preto = n® de pb de exons e introns

FONTE: Imunogenetics Information System, http://imgt.cines.fr (acesso em 24/08/06)

O processamento alternativo de RNA mensageiro, como ja observado para
produtos de genes do sistema HLA, parece também ocorrer com produtos do gene
MICA e MICB. Formas soluveis de HLA-A e HLA-B sdo resultantes do
processamento alternativo do exon 5 (KRANGEL, 1986). Além destes HLA-G exibe
pelo menos sete isoformas, algumas soluveis, outras que se ancoram na membrana
celular (ISHITANI e GERAGHTY, 1992). Objetivando verificar se este tipo de
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processo ocorreria com produtos do gene MICA e MICB, foram conduzidas analises
de cDNA obtidos a partir de RNA de células de carcinoma de colon. Esta analise
revelou a existéncia de dois fragmentos de tamanhos distintos, um deles
correspondendo ao tamanho esperado do exon 1 ao 6 e o outro menor, em
decorréncia da auséncia do exon 3, o que sugeriu que esta isoforma seja decorrente
do processamento alternativo do RNA (ZOU e STASTNY, 2002). A semelhanca do
que ocorre no sistema génico HLA, as moléculas MICA s&o expressas de forma
codominante (MOLINERO et al., 2002).

As primeiras investigagdes quanto a expressdo de MICA constataram que sua
localizacdo na superficie de células do epitélio intestinal coincidia com a presenca
abundante de células T yd V51 neste sitio, e que estas interagiam com as moléculas
MICA através do reconhecimento dos dominios a1 € a2 da molécula. Além disso, de
forma similar ao que é conhecido para o gene HSP70 (Heat Shock Protein 70), a
regido que flanqueia a extremidade 5 do gene MICA apresenta um elemento de
resposta heat shock, que associado aos fatores transcricionais podera resultar no
aumento da transcricdo do RNA mensageiro MICA em células epiteliais que estejam
sob condicdes de estresse. A expressdao de MICA na superficie de células
danificadas, infectadas ou neoplasicas e seu reconhecimento pelas células T y5 V;1,
pode servir como um mecanismo de vigilancia imunolégica e de manutengédo da
homeostasia do epitélio intestinal (GROH et al., 1996 e GROH et al., 1998).

O reconhecimento das moléculas MICA por células T yd V31 através da
interagdo com os dominios a1 e a2 foi confirmado mais tarde em outro estudo.
Neste foram utilizadas moléculas recombinantes, que mesmo nao apresentando o
dominio a3, foram capazes de estimular a proliferacdo e a atividade citotoxica das
células T yd Vs1 (ZHAO et al., 2006).

Além de terem sido reconhecidas no epitélio intestinal, sua expressao
também foi observada em células epiteliais de diversos tipos de tumor como
cardiaco, pulmonar, renal, ovariano e em carcinomas de célon e prostata. Culturas
celulares de epitélios tumorais expressam quantidades grandes e intermediarias de
MICA, que podem estar relacionadas com as condigcbes de homeostasia e
crescimento do tumor. Tais evidéncias sugerem uma fungdo de imunidade inata
contra tumores (GROH et al., 1999).
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Estudo empregando a técnica de Western blot para investigar a expressao de
MICA em diversos tipos celulares detectou a presenca da proteina em monocitos,
queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais de corddo umbilical, e auséncia
destas moléculas em células T CD4", CD8" e CD19" de sangue periférico
(ZWIRNER et al., 1998). Considerando a hipotese de que diferentes linhagens
celulares poderiam ter niveis de expressao diferenciados, foram conduzidas analises
por citometria de fluxo. Foi constatado um alto nivel de moléculas MICA em células
endoteliais e fibroblastos, comparado ao baixo nivel em queratinécitos e mondcitos,
havendo possibilidade de nestas ultimas as moléculas ficarem retidas no reticulo
endoplasmatico. Varias hipoteses foram formuladas na tentativa de explicar esta
expresséo diferencial, e € provavel que esteja relacionada diretamente com a fungéo
biolégica de MICA. Sua diversidade genética e sua expressdo na superficie de
células endoteliais sugerem a participacao desta molécula na rejeigdao crénica e
aguda de aloenxertos (ZWIRNER; DOLE; STASTNY, 1999).

Foi verificada a expressdo de MICA em niveis residuais em células T CD4"
ativadas. Talvez a manutencdo das moléculas MICA no interior das células T seja
um mecanismo de protecao destas contra o ataque de células NK em situacdes de
processos inflamatérios, infecgbes virais ou processos tumorais, em que ambas
estas células sao recrutadas (MOLINERO, et al., 2006)

Através do uso de moléculas MICA soluveis, anticorpos e citometria de fluxo,
foi verificada a presenga de um receptor de superficie ligante de MICA em células T
v8, células T CD8" e em células NK (Natural Killer). Este receptor foi identificado
como sendo NKG2D (C-Type lectin-like activating immunoreceptor) associado a
proteina adaptadora de membrana DAP10, e sua interagado com MICA parece poder
potencializar a atividade anti-tumoral inata das células NK, mesmo na presencga de
moléculas HLA de classe |, além de promover respostas antigeno especificas de
células T (BAUER et al., 1999 e WU et al., 1999).

A anadlise da estrutura da molécula MICA (figura 4) revelou algumas
diferencas e singularidades destas quando comparadas as demais moléculas do
CPH de classe |. Apesar da aparente similaridade no que se refere aos dominios
extracelulares (a1, a2 e a3), dominio transmembrana e cauda citoplasmatica, as
moléculas MICA apresentam uma haste extremamente flexivel conectando a

plataforma formada pelos dominios a1/a2 e o dominio a3. Enquanto a fenda de
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ligacdo ao peptideo nas moléculas HLA de classe | é formada por duas a-hélices
paralelamente colocadas e assentadas em um assoalho de oito fitas em estrutura 8
pregueada, nas moléculas MICA sao quatro a-hélices arranjadas também sob oito
fitas B pregueadas, sendo a fenda formada tao reduzida que nao seria possivel a
ligacdo de um peptideo composto por mais de trés ou quatro residuos de
aminoacidos (LI et al, 1999).

Analises empregando métodos de cristalizagao e cristalografia, revelaram que
o complexo receptor-ligante € formado por uma molécula MICA monomérica e um
homodimero de NKG2D, em uma interagdo muito semelhante a observada entre
receptores de células Taf e moléculas HLA (Figura 5). Superficies similares de cada
mondémero de NKG2D interagem com diferentes superficies dos dominios a1 ou a2
de MICA. Esta interacdo envolve uma grande area da superficie das moléculas
envolvidas e se caracteriza por uma alta complementaridade (LI et al., 2001).

A expressado de moléculas MICA pode ser induzida em cultura de fibroblastos
infectados com citomegalovirus (CMV), e sua ligagcdo com o receptor NKG2D
aumenta significativamente a resposta de células T CD8" e de células NK anti-CMV.
Estas observagdes, juntamente com o aparente papel desempenhado na atividade
anti-tumoral ao estimular células T CD8" especificas contra antigenos tumorais,
suportam o modelo que o sistema MICA-NKG2D exerce uma fungao bioldgica na
defesa contra agentes infecciosos e em condi¢des de estresse celular (GROH et al.,
2001 e SKOV et al., 2005). A presenca de moléculas MICA nas células de tumor
podera contribuir futuramente para o desenvolvimento de vacinas anti-tumorais no
campo da imunoterapia do cancer (GROH et al., 2005).

Por outro lado foi observado que células T CD8" e células NK presentes em
tumores possuem baixa expressdo do receptor NKG2D e comprometimento
funcional. Este comprometimento da funcdo efetora destas células pode ser
decorrente da agado inibitéria de moléculas MICA e MICB soluveis derivadas de
tumores (GROH et al., 2002). A baixa expressdao de NKG2D na superficie de células
com atividade citotoxica foi correlacionada com a incidéncia e progressdo de
carcinogénese cutanea, enfatizando a importdncia deste receptor e
consequentemente de seus ligantes como marcadores da resisténcia de tumores
(OPPENHEIM et al., 2005).
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O aumento da expressdao de MICA na superficie celular de fibroblastos
isolados e infectados com CMV também foi verificada por Zou e colaboradores,
2005. Este mesmo autor um ano mais tarde observou que havia uma diminuigao
tanto na producédo de RNA mensageiro quanto das proteinas MICA em culturas de
fibroblastos, propondo que este efeito poderia ser decorrente da inibicado provocada
pelo contato celular (ZOU; FARIBA; STASTNY, 2006a).

Figura 4 — Estrutura da molécula MICA
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FONTE: LI, P. et al. Crystal Structure of the MHC Class I Homolog MIC-A, a y& T Cell Ligand.
Immunity, v. 10, p. 577-584, 1999.

Em cultura de células obtidas a partir de camundongos pré-imunizados foi
possivel verificar a proliferacdo de células T quando estas eram estimuladas
novamente com antigenos MICA. O padrdo de resposta das células T CD4"
constatado foi do tipo Th-2 (T helper 2), devido ao aumento na producao de IL-4
(Interleucina 4) por estas células. A proliferagdo de células T CD8" foi menos
intensa, mas de qualquer forma, foi detectada a atividade citotoxica destas células
contra mondécitos. Neste mesmo estudo verificou-se que a resposta das células T
expostas aos antigenos MICA era inibida na presenca de anticorpos anti-HLA de
classe | e de classe Il, sugerindo os antigenos MICA como antigenos secundarios do
CPH, os quais poderiam ativar um mecanismo de reconhecimento indireto de
peptideos derivados de MICA apresentados por moléculas do CPH (ZHANG;
STASTNY, 2006).
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Figura 5 - a) Diagrama em fitas do complexo MICA-NKG2D (vista lateral), b)
Diagrama em fitas do complexo MICA-NKG2D (vista de cima), c) Interagdo do
complexo TCR-CPH de classe | e do complexo MICA-NKG2D (direita: vista de cima
e esquerda: vista lateral)

NKG2D-A NKG2D-B

NKG2D-B

FONTE: LI, P. et al. Complex structure of the activating immunoreceptor NKG2D and its MHC class
I-like ligand MICA. Nature Immunology, v. 2, n. 5, p. 443-451, 2001.

2.2.1 Polimorfismo do gene MICA e Estudos Populacionais

Caracterizado pelo seu alto grau de polimorfismo, diferente do que
normalmente ocorre para os genes do CPH de classe | ndo classicos, 61 alelos ja
foram descritos para o gene MICA, muitos destes alelos diferem entre si em uma
unica posigdo (Tabela 2.1) (ROBINSON et al., 2001 e MARSH et al., 2002,

atualizado por Anthony Nolan Institute — acesso em 09/12/06).



Tabela 2.1 — Alelos do gene MICA
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continua

MICA

MICA

Referéncia Referéncia
*001 Bahram et al., 1994; *025 Visser et al., 1999; Yao et
Fodil et al., 1996; al., 1999
Gaudiere et al., 1997,
Visser et al., 1999
*00201 Bahram et al., 1994; *026 Visser et al., 1999
*00202 Fodil et al., 1996;
Visser et al., 1999
*004 Bahram et al., 1994; *027 Perez-Rodriguez et al.,
Fodil et al., 1996; 2001;
Visser et al., 1999 Visser et al., 1999
*005 Bahram et al., 1994; *028 Visser et al., 1999 ;
Fodil et al., 1996 Yao et al., 1999
*006 Fodil et al., 1996; *029 Perez-Rodriguez et al.,
Visser et al., 1999 2001;
Yao et al., 1999
*00701 Fodil et al., 1996; *030 Petersdorf et al., 1999
*00702 Visser et al., 1999 ;
Yao etal., 1999 ;
*00703 Quiroga et al., 2006 *031 Visser et al., 1999
*00801 Fodil et al., 1996; *032 Visser et al., 1999
*00802 Gaudiere et al., 1997,
Visser et al., 1999
*00803 Y. Mitsuishi *033 Perez-Rodriguez et al.,
2001;
Visser et al., 1999
*00804 Stewart et al., 2004 *034 Visser et al., 1999
*00901 Fodil et al., 1996; *035 Visser et al., 1999
Gaudiere et al., 1997,
Visser et al., 1999
*00902 Fodil et al., 1999; *036 Visser et al., 1999
Petersdof et al., 1999;
Visser et al., 1999;
Yao et al., 1999
*010 Fodil et al., 1996; *037 Visser et al., 1999
Gaudiere et al., 1997,
Visser et al., 1999;
Yao et al., 1999
*011 Fodil et al., 1996; *038 Visser et al., 1999
Gaudiere et al., 1997;
Visser et al., 1999
*01201 Fodil et al., 1996; *039 Visser et al., 1999
(conclusao)
*01202 Y. Mitsuishi *040 Visser et al., 1999
*013 Fodil et al., 1996 *041 Perez-Rodriguez et al.,
2001 /Y. Mitsuishi
*014 Fodil et al., 1996 *042 Y. Mitsuishi
MICA Referéncia MICA Referéncia
*015 Fodil et al.,1996 / *043 Perez-Rodriguez et al.,
A. Kimura 2001 /Y. Mitsuishi
*016 Fodil et al., 1996; *044 Y. Mitsuishi

Gaudiere et al., 1997;
Visser et al., 1999;
Yao et al., 1999
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Tabela 2.1 — Alelos do gene MICA conclusao
*017 Fodil et al., 1999; *045 Perez-Rodriguez et al.,
Perez-Rodriguez et al., 2001 /Y. Mitsuishi

2001; Petersdof et al.,

1999; Yao et al., 1999
*01801 Fodil et al., 1999; *046 Perez-Rodriguez et al.,

Perez-Rodriguez et al., 2001

2001; Petersdof et al.,

1999; Visser et al., 1999;

Yao et al., 1999

*01802 Quiroga et al., 2006 *047 Perez-Rodriguez et al.,
2002; Zhang et al., 2002
*019 Fodil et al., 1999; *048 Obuchi et al., 2001

Komatsu-Wakui et al.,
1999 ; Perez-Rodriguez et
al., 2001; Petersdof et al.,
1999; Visser et al., 1999

*020 Perez —Rodriuez et al., *049 Obuchi et al., 2001
2000

*021 Yao et al., 1999 *050 Rueda et al., 2002

*022 Visser et al., 1999; Yao et | ¥051 Quiroga et al., 2004
al., 1999

*023 Visser et al., 1999 *052 e

*024 Visser et al., 1999; Yao et | *053 Quiroga et al., 2006
al., 1999

FONTE: Robinson, J. et al. MICA Sequences 2000. Immunogenetics, v. 53, p. 150-169, 2001.
Atualizada por Anthony Nolan Institute, disponivel em: www.anthonynolan.com (acesso em 09/12/06).

As primeiras analises da sequéncia nucleotidica do gene MICA, mesmo em
uma amostra restrita em niumero de cromossomos, ja revelavam a existéncia de 16
alelos, definidos por 27 posi¢cdes polimorficas, das quais 22 sdo nao-sinbnimas
(BAHRAM et al., 1994 e FODIL et al., 1996). Atualmente as sequéncias disponiveis
dos alelos do gene MICA somam um total de 53 substituicdes nucleotidicas( /*), 39
delas sdo nao sinénimas(*/ ): 5/8 no exon 2, 15/16 no exon 3, 10/16 no exon 4, 4/5
no exon 5 e 7/8 no exon 6 (EUROPEAN BIOINFORMATIC INSTITUTE,
www.ebi.ac.uk/imgt/hla/ - acesso em 09/12/06). A diversidade observada no exon 4 é
uma caracteristica peculiar do sistema MIC, uma vez que no sistema HLA o
polimorfismo concentrado nos exons 2 e 3 ndo se compara ao encontrado no exon 4
(KATSUYAMA et al., 1999).

A taxa de substituicbes n&o sinbnimas no exon 3 é mais elevada do que a
taxa de substituigdes sinbnimas, mas o mesmo n&o foi verificado para os exons 2 e
4. Este fato sugere que o polimorfismo existente no exon 3 ndo seja decorrente da
fixacdo de mutagdes ocorrendo aleatoriamente. Tem sido proposto que mecanismos

semelhantes aos que ocorrem para os genes HLA a manutencao deste polimorfismo
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seja decorrente, dentre outros fatores, da acdo de selecéo balanceadora (PEREZ-
RODRIGUEZ et al., 2002 e ELSNER; SCHROEDER; BLASCZYK, 2001).
Comparacgdes entre diversos alelos de MICA revelaram diferencas na capacidade de
se ligar ao receptor NKG2D. Sequéncias cujo cédon 129 codifica para metionina
expressam proteinas com capacidade de 10 a 50 vezes maior de formar o complexo
com NKG2D, do que sequéncias que codificam para valina nesta mesma posicao
(STEINLE et al., 2001).

Variantes para o dominio transmenbrana da molécula MICA, codificado pelo
exon 5, apresentam diferentes numeros de repeticdes de GCTs a partir do cédon
293, o que resulta em uma sequéncia de polialaninas de tamanhos variaveis. A4,
A5, A5.1, A6, A7, A9 e A10 sao as designagdes atribuidas as variantes de acordo
com o numero de cddons GCTs repetidos (Tabela 2.2) (ROBINSON et al., 2001 e
COLLINS, 2004). No caso da variante A5.1, além das 5 repeti¢gbdes, ocorre a insergao
de uma guanina ap6és a segunda repeticdo GCT, esta insergéo resulta em um cédon
de parada na posi¢ao 304 e consequentemente em uma forma soluvel da proteina
(MIZUKI et al., 1997b).

Tabela 2.2 — Microssatélite do exon 5 e sua associagao com os alelos MICA
Nuamero de repeticdes GCT no exon 5

. Alelos MICA*
(nomenclatura da Variante)
4 (A4) 001, 00701/03, 01201, 018, 029, 043, 045, 051
5 (A5) 010, 016, 019, 027, 033, 048
5 (A5.1) —insercdo de G 00801, 00802, 00804, 023, 028, 053

apos a 22 repeticao

6 (A6) 004, 006, 009, 011, 020, 026, 047, 049
7 (A7) 050
9 (A9) 00201, 041, 046, 052
9 (A9) — delecao de G no inicio 015, 017
do exon 5
10 (A10) 020

FONTE: COLLINS, R. W. M. Human MHC class | chain related (MIC) genes: their biological function
and relevance to disease and transplantation. European Journal of Immunogenetics, Oxford, v. 31,
n. 3, p. 105-114, 2004. Atualizada pelo site www.ebi.ac.uk/imgt/hla/ (acesso em 09/12/06)

Existem variantes que apresentam sequéncias idénticas nos exons 2, 3 e 4,
que codificam para os dominios extracelulares da glicoproteina, sendo distintos
apenas pelo numero de repeticoes GCT no exon 5, como por exemplo:
MICA*00701(A4) de MICA*026(A6), MICA*00201(A9) de MICA*020(A10) e
MICA*00801(A5.1) de MICA*027(A5).
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A sequéncia de MICA*050, comumente associada a variante A7, € muito
semelhante a do alelo MICA*002, exceto pelo numero de repeticbes GCT, uma vez
que MICA*002 apresenta nove repeticbes e pela substituicdo de uma citosina por
uma timina na primeira base do cédon 337 do exon 3 (RUEDA et al.,, 2002).
MICA*002 apresenta também grande semelhanga entre os exons 2 e 3 com
MICA*017, diferindo apenas na segunda base do cddon 341 do exon 3 (G — A).
Esta similaridade de sequéncia provocou discordancias na tipificagao destes alelos
em linhagens celulares (FODIL et al., 1999; VISSER et al., 1999; KATSUYAMA et
al., 1999 e OBUCHI et al., 2001).

Os alelos MICA*015 e MICA*017 apresentam uma delecdo na extremidade
3'do exon 4, que causa uma mudanga na regidao transmembrana das proteinas
codificadas e um encurtamento da cauda citoplasmatica. Como muitos individuos
analisados sdo homozigotos para estes alelos, esta mutagdo ndo deve ser deletéria
(OBUCHI et al., 2001 e PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2002). Esta mesma delecéo ja
foi relatada como uma delecéo no inicio do exon 5, resultando na tradugéo de uma
sequéncia de polilisina, seguida por um cédon de parada, caracteristicas da variante
A9 (ROBINSON et al., 2001).

Estudo realizado com uma amostra da populagdo da Republica Tcheca para
verificar o polimorfismo do microssatélite localizado no exon 5 mostrou que a
variante mais frequente € A5.1 (59,3%), seguida por A6 e A9 (30,7% e 29,3%,
respectivamente). Nesta amostra ndo foi observado nenhum individuo A7, A8 ou
A10, e o alelo menos frequente foi A5 (20,0%) (NOVOTA et al., 2004).

Investigacdo do polimorfismo em 199 individuos, representativos da
populagao coreana, relatou MICA*008 (24,4%), MICA*010 (18,3%) e MICA*002
(17,8%) como sendo os alelos mais frequentes, em contraste com MICA*007 (3,3%)
que apresentou a frequéncia mais baixa. No mesmo estudo a analise do
microssatélite presente no exon 5 mostrou que a variante A5 € a mais comum na
populacdo seguida por A6. Foi verificada também a associacdo entre os alelos
encontrados, referentes a tipagem dos exons 2, 3 e 4 pela técnica de PCR-SSP
(polymerase chain reaction - specific sequence primer) e as variantes obtidas para o
exon 5. Esta associagao foi completa: MICA*002/A9, MICA*004/A6, MICA*007/A4,
MICA*008/A5 OU A5.1, MICA*009/A6, MICA*010/A5, MICA*012/A4 (PYO et al.,

2003). Os alelos MICA*010 e MICA*002 sao os mais comuns em tailandeses e
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possuem frequéncia equivalente a observada posteriormente em coreanos. Ainda na
populagao tailandesa foi observada a frequéncia de 8,2% para o alelo MICA*052, o
qual n&o &€ comum em nenhuma outra populagdo estudada (ROMPHRUK et al.,
2001)

Em amostra de 201 individuos afro-americanos os alelos mais frequentes
foram MICA*00201 (27%) e MICA*00801 (27%), seguidos por MICA*004 (18%)
(ZHANG et al.,, 2003). Estes mesmos alelos também sdo os mais comuns na
populacdo euro-americana, porém MICA*00801 é notavelmente mais freqiente que
os demais (ZHANG et al, 2000) Frequéncias muito similares as descritas
anteriormente foram obtidas em outro estudo realizado com 1 245 individuos euro-
americanos e 605 afro-americanos (GAO et al., 2006).

Através da analise do polimorfismo em indigenas provenientes de trés tribos
da américa do sul (Toba e Wichi — Argentina e Terena — Brasil), foi constatado um
total de 9 alelos em Toba e 5 em Wichi e Terena, sendo que os alelos mais
frequentes foram os mesmos nos trés grupos estudados (MICA*00201, MICA*027,
MICA*010). MICA*027 difere do alelo mais frequente (MICA*00801) em populagdes
de caucasianos e japoneses apenas pelo numero de repetigdes no microssatélite do
exon 5. A construgdo de um dendrograma demonstrou uma pequena distancia
genética entre as trés tribos, além de uma maior proximidade destas com
populagdes orientais do que com euro-americanos (ZHANG et al., 2002).

Estudo baseado apenas no polimorfismo dos dominios extracelulares a1, a2,
e a3, a partir de uma amostra de 200 individuos cadastrados como doadores
voluntarios de medula 6ssea em Sdo Paulo/Brasil, detectou, através da técnica de
PCR-SSP, MICA*008 (47%) como o alelo mais frequente, seguido por MICA*002
(28,5%). Como neste estudo ndo foi feita a analise do microssatélite, o alelo
MICA*008 se refere na verdade a MICA*008 ou MICA*027 e o alelo MICA*002 a
MICA*002 ou MICA*020 (MARIN et al., 2004).

E interessante notar que a alta freqiiéncia da combinacdo MICA*008/A5.1
parece ocorrer em varias populagdes. Considerando que a variante A5.1 codifica um
segmento transmembrana curto, sem cauda citoplasmatica, estudos bioquimicos e
biolégicos deste alelo serdo de fundamental importéncia (FODIL et al., 1999).

Comparando as freqliéncias das variantes para o microssatélite localizado no

exon 5 entre amostras de 127 indonésios e 250 japoneses pode-se constatar que as
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variantes A9 e A6 apresentam respectivamente, freqiéncias significativamente
maiores € menores nos indonésios comparadas as frequéncias encontradas nos
japoneses (NISHIYAMA et al., 2004).

Entre os marroquinos os alelos mais comuns sao MICA*00801, MICA*004,
MICA*009 e MICA*002, os quais comumente ocorrem em alta freqiéncia em outras
populagdes ja estudadas (PIANCATELLI et al., 2005).

A Tabela 2.3 apresenta o polimorfismo do gene MICA em algumas
populacdes. Estes trabalhos apresentam resultados obtidos por diferentes
metodologias de tipagem molecular.

A diversidade genética observada para o gene MICA torna dificil a
caracterizagdo de todos os seus alelos. Alguns métodos de genotipagem ja foram
propostos: PCR-SSP, SSOP (sequence-specific oligonucleotide probing), SSCP
(single-strand conformation polymorphism), e SBT (sequencing-based typing)
(KATSUYAMA et al., 1999; MENDOZA-RINCON et al., 1999; ZHANG et al., 2001;
COLLINS et al., 2002; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2002; REES et al., 2005 e ZOU et
al., 2006). Frequentemente sdo observadas disparidades na caracterizagdo alélica
de linhagens celulares por diferentes grupos. Algumas destas discordancias podem
ser decorrentes de variagdes existentes dentro dos introns ainda nao conhecidas, e
que possivelmente interferem na complementaridade de certos oligonucleotideos
iniciadores (SHAO et al., 2004).



Tabela 2.3 - Frequéncias alélicas (%) do gene MICA em algumas populagbes

(1

(2) Indigenas

Sul-Americanos

(3)
Afro-

@)

Euro-

(4)

®)

Alelo Brasileiros” Toba Wichi Terena Americanos”® Americanos”® Japoneses Coreanos
MICA* n=200 n=94 n=42 n=60 n=605 n=1.245 n=130 n=199
001 1,8 0,5 0 0 1,4 1,1 0 0
002 15,4 346 | 476 | 445 254 14,26 14,6 17,8
00201 15,4 NT NT NT 25,4 14,1 NT NT
00202 0 NT NT NT 0 0,16 NT NT
004 14,6 1,1 0 0 19,1 7,5 9,2 12,3
006 0,8 0 0 0 0,08 0,32 0 0
007 1,3 0 1,2 0 1,24 5,08 1,2 3,3
00701 NT NT NT NT 0,66 4.6 NT NT
00702 NT NT NT NT 0,58 0,48 NT NT
008 27,2 1,0 0 0,8 31,7 43,33 30,8 10,8
00801 NT NT NT NT 26,6 43,05 NT NT
00802 NT NT NT NT 51 0,28 NT NT
009 12,5 3,2 1,2 2,3 3,8 8,5 16,5 10,6
00901 12,5 1,6 1,2 2,3 1,7 71 NT NT
00902 0 1,6 0 0 2,1 1,4 NT NT
010 5,7 27,7 | 19,0 | 17,2 1,2 5,8 10,8 18,3
011 3,3 0,5 0 0 2,6 29 0 0
012 1,3 0 0 0 1,2 1,9 12,3 11,1
01201 NT 0 0 0 1,2 1,9 NT NT
015 2,0 0 0 0 5,6 0,2 0 0
016 2,3 0 0 0 0,17 2,3 0 0
017 0,8 0 0 0 0,6 1,1 0 NT
018 2,5 0 0 0 3,0 3,9 0 NT
019 2,3 0 0 0 0,83 1,2 3,5 NT
021 0 0 0 0 0,17 0,28 NT NT
024 0 0 0 0 0,08 0,12 NT NT
027 NT 30,9 | 31,0 | 35,2 NT NT NT 13,6
029 0,3 0 0 0 0 0 NT NT
030 0 0 0 0 0,33 0,16 NT NT
035 0 0 0 0 0 0,04 NT NT
041 0,3 0 0 0 0,5 0 NT NT
043 0,3 0 0 0 0,33 0 NT NT
044 0 0 0 0 0,08 0 NT NT
045 0 0 0 0 0,33 0,04 NT NT
046 0 0 0 0 0,25 0 NT NT
047 0 0 0 0 0 0,04 NT NT
del NT NT NT NT NT NT NT 2,3
blank 5,7 0 0 0 NI NI 1,2 0

NT nao tipado, NI ndo informado
# Microssatélite (GCT,) néo caracterizado: MICA*002 inclui MICA*020 e *023, MICA*007 inclui MICA*026 e MICA*008 inclui
MICA*027 e *048.
(1) MARIN et al., 2004; (2) ZHANG et al., 2002; (3) GAO et al., 2006; (4) KATSUYAMA et al., 1999; (5)PYO et al., 2003.
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2.3 O GENE HLA-B: ESTRUTURA, PRODUTO E FUNGAO

Os genes que codificam a cadeia pesada das moléculas HLA de classe |
apresentam uma estrutura caracteristica, na qual exons separados sédo responsaveis
por codificar cada um dos dominios do polipeptidio. O peptideo lider é codificado
pelo exon 1, os dominios extracelulares a1, a2 e a3, sdo codificados pelos exons 2
(343 pb), 3 (274 pb) e 4 (276), respectivamente; o segmento transmembrana pelo
exon 5 e a cauda citoplasmatica pelos exons 6 e 7. A regido 3’ ndo traduzida faz
parte do exon 8. A sequéncia total dos exons 1 a 8 consiste em 1089-1101
nucleotideos, e codificam para um polipeptidio de 362-366 aminoacidos (MARSH;
PARHAM; BARBER, 2000).

A estrutura das moléculas do sistema HLA de classe | consiste em duas
cadeias polipeptidicas ligadas de forma ndo covalente, a cadeia o (ou cadeia
pesada) de 44 a 47 kD e a cadeia B,-microglobulina, uma subunidade de 12 kD nao
codificada pelo CPH. Cada cadeia o esta orientada de tal forma que trés quartos de
todo o polipeptideo se estendem para o meio extracelular, um pequeno segmento
hidrofobico atravessa a membrana celular e os residuos da regido carboxiterminal
estéo localizados no citoplasma. Os segmentos aminoterminais a1 e a2 interagem
para formar uma plataforma de oito fitas em estrutura B-pregueada na quais se
apoiam duas o-hélices paralelas. Esta estrutura forma a fenda de ligacdo de
peptideos nas moléculas de classe |, sendo a regido onde se concentra o
polimorfismo da molécula devido a substituicbes nucleotidicas nos exons 2 e 3
(ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Juntamente com HLA-A, o produto codificado pelo gene HLA-B é o antigeno
de superficie celular mais investigado em testes soroldgicos pré-transplante de
orgao e tecidos, sendo expresso na superficie celular de todas as células nucleadas.
Caracterizado pelo seu alto grau de polimorfismo, até o momento € considerado o
gene mais polimérfico do genoma humano, uma vez que mais de 800 alelos ja foram

identificados (http//:www.anthonynolan.org.uk/HIG/, acesso em 26/11/06).

Os critérios e normas para identificacdo e nomenclatura dos alelos do sistema
HLA séao definidos pelo Comité de Nomenclatura do Sistema HLA, da Organizagao
Mundial de Saude (WHO Nomenclature Comitee for Factors of the HLA System). Até
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o final da década de 80, a técnica sorolégica da microlinfotoxicidade de Terasaki era
o0 padrao para a identificacdo de novas especificidades do HLA. Essas técnicas
sorologicas baseiam-se na reagdo antigeno-anticorpo, e possibilitam identificar
epitopos de proteinas HLA que se expressam nas membranas de leucdécitos. Assim,
o Comité estabeleceu que os loci da regido de classe | seriam designados por uma
letra, precedida pela sigla HLA (por exemplo: HLA-A, HLA-B e HLA-G), e as
especificidades antigénicas determinadas pela sorologia seriam indicadas por
numeros arabicos, que se seguem a designagao do locus (por exemplo: HLA-AL, -
A2, -B5) (WHO Terminology Comitee, 1984 e 1987).

Com o advento das técnicas moleculares de tipagem HLA, tornou-se possivel
determinar as sequéncias nucleotidicas codificadoras das moléculas HLA que cada
individuo apresenta, e identificar assim alelos do sistema HLA. A nomenclatura do
sistema HLA foi entdo estabelecida de forma a contemplar as duas técnicas de
tipagem. Nos casos onde a sequéncia € conhecida, deve-se assinalar a letra
correspondente ao locus do HLA com um asterisco (por exemplo: HLA-B*), ao qual
deve seguir um numero de 4 digitos, sendo que os dois primeiros referem-se a
especificidade soroldgica ou grupo alélico, e os dois ultimos ao numero da variante
alélica (MARSH et al., 2001).

Quando apds a sequéncia numérica que caracteriza o alelo houver a notagao
“N”, “L” ou “S”, refere se as sequéncias que codificam um produto com expressao ou
funcionamento nulo (“N”), proteinas de baixa expressdo (“‘L”: Low) ou proteina
secretada (“S”: Secreted). Alelos que diferem somente por substituicoes
nucleotidicas sinbnimas sao diferenciados na nomenclatura através da adicdo de
outros 2 digitos apds os 4 ja comentados. Estas diferengas ndo tém, normalmente,
nenhum significado fisiolégico, mas elas podem ser ferramentas uteis para estudos
de evolugao e de genética de populagdes (MAGOR et al., 1997).

Assim como outros genes do Sistema HLA, o gene HLA-B exerce sua
principal fungdo no sistema imune, como apresentador de peptideos antigénicos as
células T CD8", tendo também grande influéncia na sobrevida de oérgéos
transplantados, na progressao de doencgas infecciosas e na susceptibilidade a certas
doencas autoimunes (ROBINSON et al., 2003).

Embora a maioria dos locos HLA de classe | do CPH sejam relativamente

estavel no que se refere aos mecanismos de recombinagao genética, o loco HLA-B
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parece sofrer mais eventos genéticos que resultam na geracdo de novos alelos.
Para investigar o mecanismo evolutivo deste loco genético, sequéncias de 19 HLA-B
homologos de chimpanzés e bonobos foram comparadas com outras 65 sequéncias
humanas. Apesar das similaridades existentes entre chimpanzés e humanos no
exon 2, o exon 3 é pouco conservado (McADAM et al., 1994).

O polimorfismo HLA-B em grupos de amerindios € bastante limitado,
provavelmente isto seja reflexo da pequena populagao fundadora, que colonizou a
América vindo da Asia a 11.000 — 40.000 anos atras (CAVALLI-SFORZA, 1988). As
sequéncias nucleotidicas investigada em 2 tribos indigenas brasileiras culturalmente
distintas, Caingangue e Guarani, diferem das sequUéncias encontradas em
caucasoides, orientais e outras populagbdes (BELICH et al., 1992). Estes resultados,
juntamente com estudos realizados na tribo equatoriana Waorani (WATKINS et al.,
1992), sdo sugestivos de que a evolugdo do gene HLA-B apds a chegada dos
primeiros habitantes na América do Sul tenha provocado o aparecimento de novos
alelos através de recombinagdo entre alelos pré-existentes. Estes alelos novos
substituiram alguns alelos presentes na populagdo fundadora. Estas observagdes
revelam que este loco pode evoluir rapidamente em populagdes isoladas (BELICH et
al., 1992 e WATKINS et al., 1992).

Um estudo caso-controle realizado na Africa mostrou que a variante HLA-B53
e 0 haplotipo DRB1*1302/DQB1*050, estdo associados de forma independente com
a protegcdo a malaria. Estes antigenos sdo comuns na populagdo estudada, mas
raros em outros grupos raciais. Estes achados suportam a hipotese de que o
extraordinario polimorfismo dos genes do CPH tenha evoluido primeiramente pela
selegdo natural através da acédo de patdégenos (HILL et al., 1992). A sobrevida
prolongada de caucasianos portadores do virus da AIDS (Acquired
Immunodeficience Syndrome) pode ser atribuida a heterozigose completa para os
locos do sistema HLA de classe |, e/ou pela baixa frequéncia de alelos associados a
doenca, como B*35 e Cw4, observada nestes individuos (CARRINGTON et al.,
1999).

Entretanto, em outro estudo foi proposto que a associagdo previamente
encontrada com Cw4 seja consequente do desequilibrio de ligagcédo entre este alelo e
o alelo HLA-B*35. O fato da associacdo com B*35 ter sido observada tanto em

europeus quanto em africanos fortalece a evidéncia de que este alelo seja o
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responsavel por exercer um efeito na resposta imune a infecgao por HIV (Human
Immunodeficiency Virus) (GAO et al., 2001). Em estudo realizado com 375
individuos sul-africanos infectados pelo virus da AIDS, um numero significativamente
maior de respostas de células T CD8" foi restrita ao HLA-B se comparado as
moléculas HLA-A. Além deste fato, foi verificada uma maior pressdo de selecdo
imposta ao virus HIV-1 por certos alelos HLA-B do que por alelos HLA-A, indicando
que o principal foco de atividade viral seja o HLA-B (KIEPIELA et al., 2004).

Avaliando as frequéncias alélicas e haplotipicas em uma amostra de 3.500
doadores voluntarios de medula 6ssea de Curitiba/Pr, Brasil, foi detectado como
haplétipo predominante HLA-A*01_ B*08 DR*03. Considerando apenas o loco HLA-
B, o grupo alélico mais frequente na amostra total e em caucasianos foi HLA-B*35,
seguido de HLA-B*44 e B*51. Entre os individuos de origem negréide o grupo alélico
mais frequente foi HLA-B*15, concordando com dados de um estudo realizado com
populacdo da regiao nordeste, onde ha predominédncia de negrdides. Entre os
orientais avaliados no estudo o haplétipo mais encontrado foi HLA-A*33/ B*44/
DR*13 (RUIZ et al., 2005).

2.4 HAPLOTIPOS MICA_HLA-B E DESEQUILIBRIO DE LIGACAO

Devido a pequena distancia (46 kb) que separa os genes MICA e HLA-B, é
esperado que haja um forte grau de desequilibrio de ligagdo entre os alelos destes
locos. Este fato tem motivado diversos estudos objetivando investigar as
associacbes existentes. E comum o uso de amostras de linhagens de células
homozigotas e heterozigotas fornecidas pelo 10th International Histocompatibility
Workshop nestas investigagbes. Em muitos casos um mesmo alelo MICA aparece
com varios alelos HLA-B, e vice-versa: HLA-B*0702, *0801, *4001 e *4402 estao
associados com MICA*008, por outro lado HLA-B*5101 foi tipado juntamente com
MICA*006, MICA*007 e MICA*009. Entretanto para algumas variantes a associagao
€ restrita a um unico haplétipo: HLA-B*1402 com MICA*011, e HLA-B*052 com
MICA*007 (FODIL et al., 1999). Em outro estudo, no qual a tipagem HLA-B* foi
apenas em nivel de grupo alélico, o alelo mais frequente MICA*002, teve forte
associacdo com HLA-B*35, *53 e *58, e MICA*004 com HLA-B*42, *49, *51, *52 e
*07 (ZHANG et al., 2003).
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Utilizando linhagens de células do mesmo Workshop citado acima também
foram descritos os seguintes haplétipos em forte associacdo: MICA*007_HLA-B*27,
MICA*010_HLA-B*15, MICA*002 e MICA*009 com HLA-B*35 (ZHANG et al., 2000).

Objetivando estabelecer um método de tipagem alélica para o gene MICA
através da técnica de sequenciamento, Katsuyama e colaboradores investigaram
130 individuos saudaveis da populacdo japonesa. Esta mesma amostra foi entao
tipada para HLA-B* e teve a frequéncia de seus haplétipos determinada:
MICA*002_B35 (14/38) e MICA*002_B39 (12/38); MICA*004_B44 (24/24);
MICA*008A5_B61 (41/79), MICA*008A5.1_B60 (14/79) e MICA*008A5.1_B7 (16/79);
MICA*010_B62 (16/28) e MICA*010 _B46 (9/28); MICA*012_B54 (17/33)
(KATSUYAMA et al., 1999). Associagbes muito similares foram observadas na
populagdo coreana (PYO et al.,, 2003). Em relato sobre a populagdo do sudeste
asiatico (Tailandia) os desequilibrios de ligagdo mais acentuados foram verificados
para os seguintes hapldotipos: MICA*010_ HLA-B*4601; MICA*002_HLA-B*5801;
MICA*019 HLA-B*15 e MICA*052_HLA-B*13. Nesta populacao, diferentemente das
outras duas citadas acima, o alelo MICA*008 foi associado com HLA-B*27 e B*39
(ROMPHRUK et al., 2001).

Em linhagens de células homozigotas para HLA-B61 e HLA-B*5101 foram
identificados os alelos MICA*048 e MICA*00901, respectivamente (OBUCHI et al.,
2001). Em outro estudo alguns haplétipos citados anteriormente foram confirmados e
outros  foram identificados, como: MICA*027_B*40, MICA*018_B*18,
MICA*019 B*1401, MICA*017_B*5701. O alelo MICA*001 foi encontrado
exclusivamente com HLA-B*1801 (PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2002).

A presenca de uma delecao de cerca de 100 kb entre os locos MICB e HLA-B
foi identificada na populagdo japonesa e determina o chamado MICA-MICB null
haplotype (KOMATSU-WAKUI et al., 1999). Esta delecdo foi posteriormente
investigada em larga escala na populagéo asiatica confirmando os achados prévios
de uma frequéncia relativamente alta e um forte desequilibrio de ligagdo com HLA-
B*4801. A delegcdo do gene MICA, que acompanha também a falta de expresséao
MICB, nao deve ser totalmente deletéria no que se refere ao desempenho
imunoldgico do organismo, mas talvez possa ser seletivamente neutra na defesa
imune (OTA et al.,, 2000 e KOMATSU-WAKUI et al., 2001). A frequéncia elevada
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desta delegcao associada com o grupo alélico B*48 também foi observada em uma
comunidade de amerindios paraguaios.

A partir de dados obtidos no 13th International Histocompatibility Workshop foi
observado que grupos HLA-B sorologicamente relacionados, que diferem em
sequéncia nucleotidica, normalmente estdo associados as mesmas variantes de
MICA, embora existam algumas exceg¢des, como: B49 com MICA*004, enquanto
B50 aparece com MICA* 0902, e B45 também associado com MICA*0902, enquanto
seu similar sorolégico, B44, aparece com MICA*008 (B*4402) ou MICA*004
(B*4403). Isto confirma a idéia de que a similaridade sorolégica ndo € um indicativo
confiavel de relagao evolutiva. Varios alelos HLA-B, dentre eles B*35, B*38 e B*39,
estdo associados com MICA*00201 e todos os alelos HLA-B*07 e *08 com
MICA*00801. Este workshop também teve a contribuicdo de dados sobre indigenas
brasileiros, para os quais os haplétipos mais comuns sdo: MICA*002_HLA-B*3913 e
MICA*027_HLA-B*4004. Nesta mesma amostra de indigenas, semelhante ao
observado em populacdes asiaticas, foi constatada a presenca do alelo MICA null
nos trés casos tipados como B*4801 ou B*4802 (ALBERT et al, 2004). Em
amerindios provenientes de duas tribos na Argentina MICA*027 aparece associado
com B*4002, e MICA*002 com B*3503, B*3903 e B*4035 (ZHANG et al., 2002)

Em estudo representativo da populagdo marroquina, onde todos os individuos
que compunham a amostra foram tipados em nivel alélico, verificou-se a associagao
exclusiva de B*4403 e de B*4402 com MICA*004 e MICA*008, respectivamente
(PIANCATELLI et al., 2005).

A partir de uma amostra de individuos provenientes de S&o Paulo, Brasil, foi
detectado um alto grau de desequilibrio de ligacéo para varios haplétipos, alguns ja
relatados em outros estudos, mas que muitas vezes nao tiveram significancia
estatistica devido a baixa frequéncia com que apareceram. Novamente MICA*001 foi
encontrado exclusivamente com HLA-B*1801 e a maioria dos alelos HLA-B*62 com
MICA*010. Os nove casos, onde foram tipados o alelo MICA*016, houve associa¢ao
com HLA-B*35. Alguns haplétipos raros também foram descritos, como:
MICA*008_HLA-B*37 e HLA-B*72, além de MICA*010_HLA-B*52, sendo importante
citar que neste caso MICA*008 se refere a um grupo alélico ao lado de MICA*027 e
*048 (MARIN et al., 2004).
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Investigacédo da diversidade haplotipica em duas amostras de individuos afro-
americanos (uma proveniente de Boston e a outra do US National Marrow Donor
Program-NMDP) e em trés tribos nigerianas (Yoruba, Efik e Igbo) permitiu a
constatagdo de um alto grau de heterogeneidade entre estas populagdes. O
haplétipo MICA*00201_HLA-B*5301 foi o mais comum nos grupos de Boston,
Yoruba e Igbo, enquanto que nos grupos do NMDP e Efik, predominaram os
haplétipos MICA*004 _HLA-B*4201 e MICA*00801 HLA-B*1503, respectivamente.
De modo geral as frequéncias haplotipicas nas tribos Efik e Igbo foram
significativamente diferentes entre elas, bem como se comparadas aos grupos afro-
americanos. Em todas as populagdes foram observados desequilibrios de ligagcao
significativos, havendo uma concordéncia para o haplétipo MICA*00801_ HLA-
B*1503, que foi detectado em todas elas (TIAN et al., 2003).

A caracterizagdo dos haplétipos MICA HLA-B em duas populagdes norte
americanas (euro-americanos e afro-americanos) mostrou que a distribuicdo destes
difere entre os dois grupos, sendo principalmente dependente da distribuicdo dos
alelos de HLA-B. O haplétipo MICA*00801_B*0702 foi comum nos dois grupos, além
de ocorrer em diversas populagdes, no entanto MICA*00201_B*5301 foi o haplétipo
mais freqliente em afro-americanos e raro em euro-americanos. Esta diferenga se
deve ao fato de B*53 ser encontrado predominantemente em populagdes de origem
africana, embora MICA*00201 seja comum a todas as populagdes (GAO et al., 2006)

2.5 ESTUDOS DE ASSOCIACAO COM DOENGAS

O polimorfismo do gene MICA tem sido investigado em uma variedade de
doengas com associagdes previamente descritas para alelos dos genes HLA de
classe |, principalmente com alelos do HLA-B, devido a proximidade entre estes dois
locos. Entretanto, muitos destes estudos tém concentrado suas investigagbes
apenas no polimorfismo do microssatélite do exon 5 (numero de repetigdes GCT), o
qual codifica para a regidao transmembrana da molécula. Como cada uma das oito
variantes do exon 5 aparece associada a uma série de alelos MICA, muitas vezes o0s
resultados podem ser pouco informativos (STEPHENS, 2001 e COLLINS, 2004).

Em varios estudos caso-controle o alelo MICA*009/A6, que possui seis

repeticbes GCT na regido de microssatélite, tem sido encontrado com maior
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freqiéncia em pacientes da doenga de Behcet quando comparados aos controles.
MICA*009/A6 se encontra em desequilibrio de ligagdo com o alelo HLA-B*51, cuja
associagdo com a doenca de Behcet ja € bem conhecida. MICA pode estar
envolvido com a patogenia da doenga através da sua interagdo com as células NK e
T v3, e HLA-B estaria funcionando como um marcador deste gene (YABUKI et al.,
1999a; MIZUKI et al., 2000; SALVARANI et al., 2001; COHEN et al., 2002 e PICCO
et al., 2002; HUGHES et al., 2005).

O alelo MICA-A5.1 tem sido sugerido como fator genético de predisposi¢céo a
doenga celiaca independente do desequilibrio de ligagdo verificado com outros
alelos de locos HLA, que predispdem a doenga. Foi sugerido o envolvimento de
MICA-A5.1 na suscetibilidade a doenca, ou as diferentes formas de desenvolvimento
da mesma (RUEDA et al., 2003 e LOPEZ-VAZQUEZ et al., 2004). Investigando se a
ingestdo de gluten por pacientes da doenga celiaca era um fator ativador da
expressdo de MICA na mucosa intestinal, foi verificado que este pode estar
provocando uma super expressao de MICA nos estagios iniciais da doenga. A
ativacao do sistema imune através das moléculas MICA poderia levar a um processo
de autoimunidade do organismo (MARTIN-PAGOLA et al., 2004).

Na populagcéo chinesa foi verificada a associagcdo de MICA-A5.1 com a
susceptibilidade a colite ulcerativa, que assim como a doencga celiaca e a doenga de
Crohn € um tipo de inflamagéo crénica do trato gastrintestinal. Esta associagao foi
mais forte entre as pacientes do sexo feminino (DING et al., 2005). Em estudos
realizados anteriormente com amostras populacionais constituidas por japoneses e
alemaes a associacado encontrada foi com o alelo MICA-A6 (GLAS et al., 2001 e
SUGIMURA et al., 2001). No entanto, nenhuma associacdo foi encontrada em
estudo com pacientes caucasianos portadores da doenga de Crohn ou de colite
ulcerativa, em analise que incluiu o polimorfismo dos exons 2, 3, 4 e 5 (AHMAD et
al., 2002).

Existem relatos também de que a abundancia de moléculas MICA soluveis
derivadas de tecido sinovial provoca uma alteragdo na quantidade de complexos
NKG2D-MICA. Esta alteracao poderia estimular células T autoreativas e promover a
patogénese da artrite reumatdide, e de outras doengas autoimunes (GROH et al.,
2003).
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Estudos em populagéo oriental e italiana encontraram algumas variantes do
gene MICA-exon 5 com freqiéncia aumentada em pacientes de diabetes mellitus
tipo | (insulina dependente), como por exemplo: MICA-A4, A5 e A5.1
(acompanhadas de HLA-DR3 ou DR4) e MICA-A9 (GAMBELUNGHE et al., 2000;
KAWABATA et al., 2000 e LEE et al., 2000). Embora a variante A9 também ja tenha
sido descrita em associagcao negativa para a doenca, como se estivesse fornecendo
uma fungao protetora (BILBAO et al., 2003 e NIKITINA-ZAKE et al., 2004). Achados
similares foram encontrados para a doenca autoimune lupus eritematoso em
italianos. Neste caso MICA-A5 e A5.1 estavam associados positivamente com a
doenca e A9 negativamente. Considerando os genes do sistema HLA, foi
encontrada associagcdo da patologia com HLA-DR3-DQ2 e B8. A associagdo das
variantes para o exon 5 de MICA foi independente da verificada para o loco HLA
(GAMBELUNGHE et al., 2005).

Estudo caso/controle realizado na populacdo tailandesa constatou uma
frequéncia aumentada do haplétipo MICA*O08/HLA-B*13/Cw*0602 e do
MICA*010/HLA-B*4601/Cw*01 nos tipos | e Il da doenga psoriase, que juntamente
com a espondilite anquilosante e outras compdem um grupo de espondiloartropatias.
Os haplétipos MICA*008/HLA-B*13/Cw*0602 e MICA*010/HLA-B*4601/Cw*01
estiveram aumentados apenas no tipo |. Entretanto a associacdo com a doencga nao
foi mantida ao se analisar MICA*010 em individuos que n&o portavam Cw*01. Estes
dados sugerem que os haplétipos MICA*/HLA-Cw podem estar funcionando como
um marcador de um outro gene critico para a doenga (ROMPHRUK et al., 2004). Por
outro lado, estudo realizado com populagédo caucasiana demonstrou uma frequéncia
significativamente aumentada de MICA*006 entre os pacientes se comparados ao
grupo controle. Neste ultimo estudo também foi confirmada a expressdo de
moléculas MICA na camada basal da epiderme (TAY et al., 2000).

Na populacéo japonesa e européia, a variante transmembrana A4 e os alelos
MICA*007 e *010 foram encontrados em desequilibrio de ligagdo positivo com HLA-
B*27 em pacientes com espondilite anquilosante (TSUCHIYA et al., 1998 e YABUKI
et al.,, 1999b). Em outro estudo com populacdo algeriana foi constatada a
associagao do gendtipo homozigoto que codifica metionina na posi¢ado 129 com um
tipo de espondilite anquilosante juvenil (AMROUN et al., 2005). A referida posigéao,
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que parece afetar a ligagdo com o receptor NKG2D, apresenta um dimorfismo, que
determina um cédon para valina ou para metionina (STEINLE et al., 2001).

O gene MICA também ja foi sugerido como gene candidato para
susceptibilidade a alopécia aerata, fendtipo caracterizado pela perda de cabelo ou
até mesmo pélos do corpo. A genotipagem de oito microssatélites na regido do CPH
revelou uma associacado significativa de MICA-A6 e de MICA-A5.1 com varios
subtipos de alopecia (BARAHMANI, 2006).

2.6 RELEVANCIA DE MICA NA REJEICAO DE TRANSPLANTES

A rejeicdo cronica e aguda dos aloenxertos constitui a principal causa de
perda de o6rgaos transplantados. O envolvimento de anticorpos pré-formados
dirigidos contra antigenos HLA no processo de rejeigcdo hiperaguda ja é conhecido
desde a década de 60 (KISSMEYER-NIELSEN et al., 1966). De forma semelhante
sabe-se que estes anticorpos podem contribuir para o desenvolvimento de respostas
humorais mesmo em periodos mais tardios do pds-transplante, e que juntamente
com respostas celulares levam a rejeicao do tipo aguda e podem preceder a perda
cronica do enxerto.

Mais recentemente o papel e relevancia das proteinas MICA no contexto dos
transplantes também tém sido investigados. A primeira descrigdo de anticorpos
induzidos por peptideos derivados tanto de MICA quanto de MICB aconteceu em
1996, a partir de experimentos realizados com coelhos imunizados e também pela
analise com marcacéao fluorescente de diversos tipos de tecidos (LEELAYUWAT et
al., 1996).

A presenca de anticorpos anti-MICA no soro de pacientes transplantados
renais com episodios de rejeicdo aguda foi detectada. No entanto nao pbde ser
confirmado se tais anticorpos eram especificos contra os doadores (ZWIRNER et al.,
2000). Em outro estudo a grande maioria dos receptores renais com rejeigdo aguda
ou crbnica apresentou positividade para a presenga de moléculas MICA no
aloenxerto (HANKEY et al., 2002). Além disso, foi encontrada uma correlagéo
significante entre anticorpos anti-MICA presentes no periodo pré e pos transplante e
incidéncia da perda do enxerto (SUMITRAN-HOLGERSSON et al., 2002).



32

A comparagao de soros coletados durante 10 anos pos-transplante renal em
grupos de pacientes com e sem rejei¢ao cronica do enxerto, sendo ambos 0s grupos
negativos para anticorpos anti-HLA pré-formados, demonstrou uma incidéncia maior
tanto de anticorpos anti-HLA quanto anti-MICA no grupo com manifestacdo de
rejeicdao (MIZUTANI et al., 2005). Cerca de um ano mais tarde o mesmo grupo de
pesquisa conduziu outro estudo semelhante, no qual foi analisada uma unica
amostra de soro de cada paciente coletada até um ano apods a realizagdo do
transplante. Novamente os resultados sugeriram MICA como um aloantigeno capaz
de induzir a producéo de alo-anticorpos em pacientes transplantados (MIZUTANI et
al., 2006).

Anticorpos especificos contra MICA também foram detectados, juntamente
com anticorpos anti-HLA, em pacientes sensibilizados aguardando um transplante
renal, em pacientes ja transplantados e em amostras obtidas a partir de enxertos
rejeitados. Estes dados sugerem fortemente a participacdo de MICA na patogénese
da rejeicédo de 6rgaos (ZOU et al., 2006b).

Com o intuito de constatar se a compatibiidade de marcadores
microssatélites na regido do CPH é relevante na incidéncia e severidade da doenga
do enxerto versus hospedeiro decorrente do transplante de células tronco
hematopoéticas, treze microsatélites foram investigados, dentre eles o presente no
exon 5 do gene MICA. Apesar de nenhum microssatélite incluido no estudo ter sido
informativo para o prognéstico pods-transplante, futuras investigacbes poderao
determinar a existéncia de outros marcadores que auxiliem na identificacdo de

antigenos de histocompatibilidade secundarios (LI et al., 2004).
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3 OBJETIVOS

e Caracterizar os alelos do gene MICA e os grupos alélicos e/ou alelos do gene
HLA-B em uma amostra populacional de caucasianos (auto-denominados) do
estado do Parana.

e Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas destes genes na referida
populacdo, verificando se estas ultimas estdo em conformidade com o
equilibrio de Hardy-Weinberg.

e Verificar a concordancia dos resultados de tipagem do gene MICA obtidos
pela técnica de PCR-SSP e de PCR-SSOP.

e Descrever os haplétipos MICA_HLA-B e suas frequéncias.

e Analisar o desequilibrio de ligacao entre os alelos dos genes investigados.

e Comparar os resultados obtidos na nossa populacdo com dados disponiveis

na literatura a respeito de outras populacgdes.
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4 JUSTIFICATIVA

A diversidade dos genes HLA em diversas populagdes humanas, das mais
diversas etnias ou localizagbes geograficas, vem sendo caracterizada ha mais de
trés décadas. Estudos foram e ainda sdo conduzidos tanto com genes de classe |
quanto de classe I, pois o extraordinario polimorfismo destes genes os torna
bastante informativos no campo da genética de populagdes.

A descoberta da familia génica MIC aconteceu 34 anos apds a descrigdo do
primeiro antigeno HLA por Dausset em 1958. A caracterizagdo desta familia foi
resultado da motivagdo pela procura de novos genes na regidao do complexo
principal de histocompatibilidade (BAHRAM et al, 1994 e LEELAYUWAT et al.,,
1994).

Logo se notou que o gene MICA, assim como os genes classicos do sistema
HLA, apresentava um alto grau de polimorfismo, caracterizado pelos varios pontos
de substituicdes nucleotidicas resultando em sitios principalmente bialélicos. Além
disso, foi verificada a semelhanca de estrutura, no que se refere aos dominios
protéicos desta glicoproteina, em relacdo as moléculas HLA de classe |. Estes
fatores atrairam o interesse pela caracterizacdo da sua diversidade alélica em
populacdes.

Na dultima década, a variabilidade de MICA tem sido investigada em
populagdes de norte americanos caucasianos e afro-americanos, em orientais e em
alguns isolados de amerindios e tribos africanas. Paralelamente a estas pesquisas,
novos alelos foram descritos, os quais podem néo ter sido detectados em estudos
prévios, dependendo da metodologia utilizada no estudo.

No Brasil foi realizado um unico estudo relacionado a variabilidade
populacional do gene MICA na populagdo de Sao Paulo/SP (MARIN et al., 2004),
sendo assim, a distribuicdo da diversidade alélica do gene MICA na populagéo
brasileira & praticamente desconhecida. Por este fato o presente estudo enriquece
este conhecimento com dados referentes a populagdo de Curitiba, utilizando uma
amostra de caucasianos, uma vez que esta € a etnia predominante na regido. Além
disso, juntamente com futuras analises em outros segmentos étnicos da nossa
populacdo, permitira uma caracterizacdo da diversidade intra-populacional e da

miscigenagao existente.
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Compreender e explorar a variabilidade do gene MICA, bem como o seu
desequilibrio de ligagdo com o gene HLA-B sao de grande relevancia nas diversas
abordagens para estudar suas possiveis fungdes e implicagées na suscetibilidade a

doencgas, nos transplantes de 6rgéos e crescimento de tumores.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA POPULACIONAL

A amostra é constituida de 204 doadores voluntarios de medula Ossea
oriundos do estado do Parana, em sua grande maioria da cidade de Curitiba,
cadastrados no Laboratério de Imunogenética e Histocompatibilidade do
Departamento de Genética da Universidade Federal do Parana. A escolha dos
doadores foi realizada randomicamente, através da fungdo random( ) do banco de
dados PostgresSQL versao 8.1 (POSTGRESAQL, 2005). Todos os doadores se auto-
classificaram como caucasianos (euro-brasileiros) diante das opg¢des que constam

na ficha de cadastro (Anexo 1).

5.2 TECNICA DE EXTRACAO DE DNA GENOMICO

O DNA genbmico foi extraido a partir de sangue periférico, coletado em tubo
tipo Vacutainer de 5 mL contendo EDTA, pelo método de Salting Out (JOHN et al.,
1990, modificado por LAHIRI; NURNBERGER Jr., 1991). Este método desenvolve-
se essencialmente em quatro etapas:

e Obtencdo da camada de leucécitos por centrifugacdo a 5000 rpm por 20
minutos do sangue total coletado com anticoagulante EDTA.
e Lise de eritrocitos através do uso de tampao de lise de células vermelhas (Tris

+ MgCI2 + NaCl) pH 7,6.

e Precipitagcao de proteinas com NaCl 6Mol.

e Precipitacdo do DNA com etanol absoluto e hidratagcdo com H,O Mili-Q

5.2.1 Calculo da concentracdo do DNA

A concentragdo de DNA das amostras foi determinada através da leitura de
densidade dtica, utilizando-se o espectrofotdmetro GeneQuant Pro - PHARMACIA e
a concentragao de uso foi padronizada em 20ng/ul para tipagem do gene MICA e do
gene HLA-B.
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5.3 TECNICA DE TIPAGEM PCR-SSP E PCR-SSOP-LUMINEX

A metodologia de reacdo em cadeia da polimerase utilizando
oligonucleotideos iniciadores sequéncia especificos, do inglés: Polymerase Chain
Reaction-Sequence Specific Primers (PCR-SSP) é baseada no principio de que
oligonucleotideos iniciadores complementares sao utilizados de forma mais eficaz,
pela Taq polimerase recombinante, para amplificar uma sequéncia alvo do que um
iniciador sem complementaridade perfeita. Os pares de iniciadores sao delineados
para apresentar apenas correspondéncias perfeitas com um unico alelo ou grupo de
alelos. Sob condi¢des de PCR estritamente controladas, os pares de iniciadores com
perfeita complementaridade traduzem-se na amplificacdo de sequéncias alvo (ou
seja, um resultado positivo), enquanto que pares de iniciadores sem
correspondéncia nédo se traduzem em amplificagao (ou seja, um resultado negativo)
(TERASAKI et al., 1980).

A metodologia de tipagem através da reacdo em cadeia da polimerase
utilizando oligonucleotideos-sonda sequéncia-especificos, do inglés: Polymerase
Chain Reaction-Sequence Specific Oligonucleotide Probes (PCR-SSOP) utilizada
neste estudo emprega a tecnologia Luminex. Esta tecnologia consiste em um
sistema de multi-analise que trabalha com um conjunto de microesferas codificadas
por cores que representam diferentes comprimentos de onda, as quais sao
analisadas num avancgado Citometro de Fluxo. Microesferas codificadas por uma
determinada cor contém em sua superficie apenas oligonucleotideos-sonda de
mesma sequéncia, sendo assim, diferentes microesferas podem ser trabalhadas em
um unico tubo, substituindo o formato multi-pogos convencional. A metodologia
assemelha-se a técnica SSOP padrao, onde primeiramente a regido alvo do DNA é
amplificada e desnaturada, seguindo-se a hibridizagdo com sondas marcadas e de
sequéncia conhecida. No entanto, na tecnologia Luminex a regido alvo do DNA é
amplificada com o uso de oligonucleotideos iniciadores biotinilados, entdo, os
produtos marcados sao desnaturados e hibridizados em um unico tubo com as
sondas acopladas as microesferas. Por Uultimo faz-se a marcacdo com
estreptoavidina conjugada com ficoeritrina e a leitura da reagdo. Este método
também ¢é chamado de SSOP reverso devido ao fato das sondas estarem

imobilizadas em uma superficie.
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5.3.1 Tipagem do Gene MICA pela Técnica de PCR-SSP

A tipagem do gene MICA foi baseada no protocolo proposto por Collins e
colaboradores (COLLINS et al., 2002) e Rees e colaboradores (REES; DOWNING,
DARKE, 2005), com algumas modificagbes nas condicbes da PCR que
possibilitassem uma melhor sensibilidade e especificidade de algumas reacoes.
Segundo os autores os oligonucleotideos iniciadores listados nos Quadros 5.1 e 5.2
foram desenhados com base na analise das sequéncias nucleotidicas dos alelos
disponiveis na pagina http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez. Estes quadros também
trazem informacdes dos alelos alvo de cada oligonucleotideo, cuja posicao
referenciada é contada a partir do codon de inicio ATG.

A reacdo de PCR foi adaptada para 10ul de volume final, sendo que para
cada reacao foram utilizadas: 50ng de DNA, tampao 1x (Invitrogen), 1,5mM de
MgCl, (Invitrogen), 0,2uM de cada dNTP (Invitrogen), 0,5U/ul de Platinum Taq
polimerase (Invitrogen), 0,5uM dos oligonucleotideos especificos de cada reagéo e
0,08uM dos oligonucleotideos 5' (5' CAGTGCCTTCCCAACCATTCCCTTA 3') e 3'
(5" ATCCACTCACGGATTTCTGTTGTGT 3') para o controle interno da reagéo, que
reconhecem sequéncias conservadas do gene do horménio de crescimento humano
(HGH). Os ciclos da PCR foram efetuados no termociclador TECHNE TC-512. As
temperaturas e tempos de ciclagem foram: a) 94°C por 5 minutos, b) 94°C por 20
segundos, c) 63°C por 50 segundos, d) 72°C por 30 segundos e e) 4°C até a retirada
dos tubos de PCR da maquina para posterior corrida eletroforética. Os passos b, ¢, d
foram repetidos 30 vezes. Um total de 73 reagdes de amplificacdo foram realizadas
para cada amostra, as quais foram denominadas mix 1 ao 69, incluindo os mixes
12A, 12B, 15A e 19A. Algumas destas reacbes apresentaram temperatura de
anelamento ou concentragdo dos oligonucleotideos especificos distinta do descrito
anteriormente. Os detalhes referentes a cada mix de reagdo podem ser observados
na Quadro 5.3.

Um total de 17 amostras de DNA gendmico tipadas em outros laboratorios
foram utilizadas como controle positivo para validacdo das nossas reagdes de
amplificacdo. A Dra. Jennifer Pepperall do instituto Welsh Blood Service cedeu
amostras genotipadas como MICA*010/MICA*017, MICA*009/MICA*Q017 e
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MICA*017/MICA*029; a Dra. Maria Lucia Carnevalli Marin do Laboratério de
Imunologia do InCor-HC-FMUSP cedeu amostras das linhagens WS03 (MICA*017),
WS70 (MICA*015), M28 (MICA*009/MICA*015), M91 (MICA*011/MICA*029) e M115
(MICA*002, MICA*041); o Dr. Peter Stastny do Departamento de Medicina Interna da
Universidade do Texas forneceu amostras genotipadas como MICA*015/MICA*015 e
MICA*00201/MICA*017 e o Dr. Frans Claas do Departamento de Transfusao de
Sangue e Imunologia dos Transplantes da Universidade de Leiden forneceu
amostrasdas linhagens DBB (MICA*017), DEU (MICA*017), WDV (MICA*023), DKB
(MICA*028), EHM (MICA*036), LS40 (MICA*037) e LUY (MICA*049).

Quadro 5.1 - Oligonucloeotideos sense utilizados na tipagem do gene MICA

continua
Cadigo do Localizagéo CA o N
Oligonucleotideo | Exon  Posigdo 3 Sequéncia (5 3') Alelos alvo MICA
86Gb 2 86 CAgAgCCCCACAGTCTTCg 001-009, 011-024, 026-053
86C 2 86 CAgAgCCCCACAgGTCTTCC 010, 025
001, 004-010, 012, 016, 018, 019, 021,
109T 2 109 TAACCTCACggTgCTgTCCT 024-029, 031-033, 037-040, 042, 043,

045, 048, 049, 051

002,011,013-015,017,020,022,023,030,

109G 2 109 CCTCACggTgCTgTCCyg 034-036,04,044,046,047,050,052,053
004-006, 008-010, 016, 019, 024, 025,
139TG 2 39 TgTgCAgTCAgggTTTCTTg 027, 028, 031-033, 042, 048, 049, 051
139CA 2 139 gTgCAGTCAgggTTTCTCA 001, 012, 018, 021
002, 007, 011, 013, 014, 015, 017, 020,
139CG 2 139 TgTgCAGTCAgagTTTCTCg 022, 023, 026, 029, 030, 034-041, 043-
047, 050, 052, 053
146G 2 146 CAgggTTTCTCgCTgAggg 041, 047
1467 2 146 CAgggTTTCTCgCTgAggT 001-040, 042-046, 048-053

004-006, 008-010, 016, 019, 024, 025, 027,

a
176 2 176 TCAgCCCTTCCTgCgCTA 028, 031-033, 042, 044, 048, 049, 051

001, 002, 007, 011-015, 017, 018, 020-

176G 2 176 TCAGCCCTTCCTGCICTg 023, 026, 029, 030, 034-041, 043, 045-
047, 050, 052, 053

237T 2 237 CAgAAGATGTCCTgggAAAT 001-020, 022-053
2612 2 261 CATgggACAgAgAGACCAgA 001, 012, 018, 021
341A 3 341 AAggCTTgCATTCCCTCCA 001-016, 018-053
405T 3 405 AgCTCCCAgCATTTCTACTAT 00703, 00902
409° 3 409 CCAgCATTTCTACTACGATA 014,015
433G 3 433 gCTCTTCCTCTCCCAAAACY 004, 006, 009, 044, 049
001, 002, 005, 007, 008, 010-032, 034-
4397 3 439 CTCTCCCAAAACCTggAgA 043, 045-048, 050-053. Com mm na

posicdo 433: 004, 006, 009, 044, 049
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4542

3 454

ggAgACTgAggAATggACAA

002, 007, 011, 012, 014, 015, 017, 018,
020, 021, 023, 025, 026, 029, 030, 032,
034-043, 045-047, 050-052. Com mm
na posicao 442:001, 031

5202

3 520

ATTTCTTgAAggAAgATGCCA

001-010, 012-033, 035-053

520G

3 520

TCTTgAAggAAgATgCCg

011, 034

5867

3 586

AggAACTACggCgATATCTAA

001, 002, 005, 007, 011, 012, 015, 017,
018, 020, 021, 023, 025, 026, 029-032,
034, 035, 037-043, 045-047, 050-052

586G

3 586

ggAACTACggCgATATCTAg

004, 006, 008, 009, 010, 013, 014, 016,
019, 022, 024, 027, 028, 033, 036, 044,
048, 049, 053

5922

3 592

ACggCgATATCTAGAATCCA

004, 006, 009, 010, 016, 019, 022, 032,
033, 036, 044, 049

592G

3 592

ACggCgATATCTAgAATCCg

008, 013, 014, 024, 027, 028, 048, 053.
Com mm na posic¢édo 586: 001, 002,
005, 007, 011, 012, 015, 017, 018, 020,
021, 023, 025, 026, 029-031, 034, 035,
037-043, 045-047, 050-052

611G

3 611

gCgTAgTCCTgAggAgAAg

004, 014, 032, 044

611C

3 611

gCgTAgTCCTgAggAgAAC

001, 002, 005, 007-013, 015-031, 033-
043, 045-053. Com mm na posigao 592
e 595: 006

642T

4 642

gTgAATGTCACCCgCAGT

00202, 00701, 00703, 1802, 026, 045,
051

6482

4 648

gTCACCCgCAgCgAggCA

00803

663C

4 663

gCCTCAgAgggCAACATC

004, 006, 008-010, 016, 019, 022, 024,
027, 033-035, 037-039, 042, 044, 048,
049, 053

6922

4 692

gCAgggCTTCTggCTTCTA

001, 002, 007, 011-015, 017, 018, 020,
021, 023, 025, 026, 028-032, 036, 040,
041, 043, 045, 047, 050-052. Com mm
nas posigdes: 684 e 685: 004-006, 008-
010, 016, 019, 022, 024, 027, 033-035,
037-039, 042, 044, 048, 049, 053

697T

4 697

ggCTTCTggCTTCTATCCCT

001, 002, 007, 011-015, 017, 018, 020,
021, 023, 025, 026, 028-032, 036, 040,
041, 043, 045-047, 050-052

707C

4 707

CTTCTATCCCCggAATATCAC

004-006, 009, 024, 034, 038, 044, 049.
Com mm na posigao 697: 001, 002,
007, 011-015, 017, 018, 020, 021, 023,
025, 026, 028-032, 036, 040, 041, 043-
047, 050-052

10820

Intron5 10820

gAgggTCAggAgAggCCA

delF

1577~

ggCTAgTgggACATgCACAC

MICA deletion

mm= missmatch. ” alelos alvo n3o disponiveis pois a seqiiéncia do intron 5 foi descrita para o gene MICA, mas ndo para os

alelos individualmente.
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Quadro 5.2 - Oligonucloeotideos anti-sense utilizados na tipagem do gene MICA

continua

Cadigo do
Oligonucleotideo

Localizacao
Exon  Posigdo 3

Sequliéncia (5'---- 3’)

Alelos alvo MICA*

237G’ 2 237 TCTCTCTgTCCCATGTCTTg 021
337A 3 337 CAgACCCTAATCTCCTggAA 050
341C’ 3 341 CTCACAGACCCTAATCTCCC 017
383T 3 383 gTAgAAATGCTgggAgCTCT 036
409C’ 3 409 99AgAggAAgAgCTCCCC 001-013, 016-053
433C’ 3 433 TCCATTCCTCAGTCTCCAC 004, 006, 009, 044, 049
439A° 3 439 ggCACTgTCCATTCCTCAgA 033
4421 3 442 TggggCATTgTCCATTCCTT 001, 031, 040
442C 3 442 99ggCATTGTCCATTCCTC 002-030, 032-039, 041-053
004-006, 008-010, 013, 016, 019,
4540 3 454 TCTggAggACTgagaCAC 022, 024, 027, 028, 033, 044, 048,
049, 053
001, 002, 007, 011, 012, 014, 015,
, 017, 018, 020, 021, 023, 025, 026,
454T 3 454 CTCTggAggACTggggCAT 029-032, 034-043, 045-047, 050-
052
493T 3 493 CTTCCTTCAAGAAATTCCTGAT 029
536A’ 3 536 CTgCATgCATAgCgTgATAGA 012, 021, 032
536Tb 3 536 CTgCATgCATAGCGTgATAGT 001-042, 044-053
536C’ 3 536 gCATgCATAGCgTgATAGC 043
001, 002, 005, 007, 011, 012, 015,
017, 018, 020, 021, 023, 025, 026,
586T" 3 586 CTCAGGACTACGCCQgATTT 029-031, 034, 035, 037-043, 045-
047, 050-052. Com mm na posigcao
592 : 032
008, 013, 014, 024, 027, 028, 048,
, 053. Com mm na posigao 592: 004,
586C 3 586 TCAggACTACgCCggATTC 008, 009, 010, 016, 019, 022, 033,
036, 044, 049
004, 009, 010, 016, 019, 022, 032,
592T' 3 592 TTCTCCTCAggACTACGCT 033, 036, 044, 049. Com mm na
posigao 595: 006
006
595T’ 3 595 CCTgTTCTCCTCAggACTAT
001, 002, 005, 007-013, 015-031, 033-
595C’ 3 595 CCTgTTCTCCTCAggACTAC 043, 045-053. Com mm na posigéo 611:
004, 014, 032, 044
001, 002, 005-013, 015-031, 033-
611G’ 3 611 ggCCAgCgTCCgTACCTg 043, 045-053
Com mm nas posi¢des 650 e 651:
Mm642A’ 4 642 gTTgCCCTCAAAGgCCTCA 00202, 007010‘4 %0205?;, 01802, 026,
001, 002, 005, 007, 011-015, 017,
, 018, 020, 021, 023, 025, 026, 028-
663A 4 663 AgCCCTgCATgTCACggTA 032, 036, 040, 041, 043, 045-047,
050-052
004, 006, 008-010, 016, 019, 022,
663G’ 4 663 AgCCCTgCATgTCACggTg 024, 027, 033-035, 037-039, 042,
044, 048, 049, 053
692C’ 4 692 gTgTgTgATATTCCAGggAC 046
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conclusao

008, 010, 016, 019, 022, 027, 033,

707A 4 707 CCTgACgCCAggTCAgTA 035, 037, 039, 042, 048, 053
004-006, 008-010, 016, 019, 022,
113G 4 713 CCCATCCTGACGCCAGg 024, 027, 033-035, 037-039, 042,
044, 048, 049, 053
001, 002, 007, 011-015, 017, 018,
! 020, 021, 023, 025, 026, 028-032,
713C 4 713 CCCCATCCTgACgCCAgC 036, 040, 041, 043, 045-047, 050-
052
730G’ 4 730 gTgTCgTggCTCAAAGATAG 016, 039
730C’ 4 730 gTgTCgTggCTCAAAGATAC 001-015, 017-038, 040-053
810A’ 4 810 CTCTCCTCggCAAATCCTA 00802, 042
820C’ 4 820 AACCTCTgCTCCTCTCCTTC 045
001-004, 006, 007, 009, 011, 012,
014, 015, 017, 018, 020, 021, 023-
026, 028-032, 034, 036, 038, 040,
820G’ 4 820 CCTCTgCTCCTCTCCTTg 041, 043, 044, 046, 047, 049-052.
Com mm na posig¢éo 821: 005, 008,
010, 013, 016, 019, 022, 027, 033,
035, 037, 039, 042, 048, 053
005, 008, 010, 013, 016, 019, 022,
821C’ 4 821 AACCTCTGCTCCTCTCCTC 027,033,035, 037, 039, 042, 048,
001-004, 006, 007, 009, 011, 01201,
014, 015, 017, 018, 020, 021, 023-
821T 4 821 AACCTCTgCTCCTCTCCTT 026, 028-032, 034, 036, 038, 040,
041, 043-047, 049-052
834T 4 834 CCATgTAgCAggTgAACCTT 01202
880C’ 4 880 CTCACCAgGAgggCACAGC 011, 030, 047
952C’ 5 952 ATAACAAAAATAGCAGCAGCC 00801, 00802, 023, 028, 053
1002G’ 5 1002 TTCTTCTTACAACAACAGACY 00201, 015, 017, 020, 041, 046, 050
10382 5 1038 gCTTTTCTCACCTggACCA 048
1088% 6 1088 gCATCCCTgTggTCACTCA 049
delR’ 2236 TgACCCCACATTTggTCg MICA deletion

mm= missmatch

A posicao de hibridizagdo dos oligonucleotideos iniciadores nas sequéncias

nucleotidicas dos exons 2, 3 e 4 dos alelos do gene MICA estao disponiveis nos

anexos 2 e 3. O oligonucleotideo com cddigo 10820 esta localizado no intron 5, e

portanto sua posicdo ndo esta demonstrada no Anexo 2. Segundo Collins et al.,

2002, este oligonucleotideo foi desenhado e numerado de acordo com o estudo de

Bahram et al., 1996. Outros oligonucleotideos ndo apresentados nos anexos sao

delF e delR" os quais definem a presenga de uma delegcdo que inclui todo o gene

MICA.




Quadro 5.3 - Mixes de amplificagédo para identificar os alelos MICA continua
) Tamahno Cédigo do Cédigo do °C para

Mix Alelos MICA alvo fragmento | Oligonucleotideo | Oligonucleotideo P

. anelamento

(pb) Sense anti-sense
1 001 616 139CA 4421 63
2 00201/020,015,017,041,050 449 6922 1002G’ 63
3 002/020,015,017,046 1854 146T 1002G’ 63
4 002/020,015,041,046 1317 3412 1002G’ 63
5 004,044 724 611G 713G’ 63
6 004,006,009,049 637 109T 433C’ 63
7 005,013 154 707C 821C’ 63
8 005,025,028,031,032,051 1384 1762 663A’ 63
9 006 731 1762 595T 63
10 00701/026,00703,01802,045,051 1432 109T mm642A’ 61
11° 00701/026,00703,00202,01802,051 215 642T 820G’ 63
12 008, 053 (00803 fi seqiienciado) 428 663C 952C’ 63
12A 00802 265 586G 810A’ 63
128 00803 215 6482 821C’ 63
13 004,006,009,044,049 568 1762 433C’ 63
14 006,009,049 216 433G 611G’ 63
15° 004,009,044,049 202 433G 595C’ 63
15 A 00703,00902 230 405T 592T 63
16 010 679 86C 454C’ 63
17¢ 011 983 520G 880C’ 60
18 012,021 711 139CA 536A’ 63
19 012,032 545 237T 536A’ 63
19A 01202 180 697T 834T 63
20° 013,022,035,053 1608 109G 821C’ 60
21° 014 216 4092 586C’ 60
22° 015 217 4092 586T 63
23 016 770 586G 730G’ 63
24 017 516 139CG 341C’ 68
25 001,018 590 2612 536T 63
26 012,018,021 615 139CA 442C 63
27 010,016,019,022,033 854 5922 821C’ 63
o8 004,006,009,01621041 8210922,032,033,036,0 818 866 500" 63
29 004,006,009,010;10; 8210922,032,033,036,0 264 - I 63
30° 010,016,019,022,032,036,044,049 191 4392 592T 63
31 004,006,009,010,016,019,032,033,049 1423 139TG 592T’ 63
32° 021 168 109T 237G’ 63
33 022,036,044 793 109G 592T 63
34 023 1094 5862 952C’ 63
35 004,006,009,014,024,028,036,044,049 860 586G 821T’ 63
005,008,024,027,034,035,037 ,

36 038.030.042.048053 744 592G 713G 63
37 025 813 86C 586T 63
38 008,010,016,019,027,033,042,048 1466 139TG 707A’ 63
39 008,010,016,019,022,027,033,048,053 745 586G 707A 63
40 013,014,028,036 751 586G 713C’ 63
41 029 700 109T 493T’ 63
424 011,030 985 146T 880C’ 63

43



conclusao

43 031 578 1767 4427 63
44 032 673 1767 536A 63
45 033 575 176° 430A 63
46 034 814 520G 713G 60
47 035,037,039,042 746 586° 707A 63
" 002,011,013,017,020,022,023,030 500 o

034-036,041,044,046,047 050,052,053 109G 409C’
49 036 586 109G 383T 63
50 035,037,039,042 993 454° 821C’ 63

001,004-010,012,018,019,021,024-
51 | 029,031-033,037,038,040,042,043,045, 1521 109T 730C’ 63
048,049,051
002,007,011,015,017,020,023,026,029,0
30 ,
52° | 034,035,037-041,043,045,046,047, 761 139CG 586T 63
050,052

53 034,035,037,038,039,042 834 4547 663G 63

001,002,006,007,009,011,012,015,017
54 | 018.020.021.023-026,028-032,034,036, 1012 611C 821T 63

038,040,041.043,045.046,047 049-052
55 039 77 586° 730G 63
56 040 617 139CG 4427 63
57 041,047 753 146G 586T 63
58 042 850 586° 810A 63
59 043 762 86G 536C 63
60 044 607 139CG 433C 63
61 045 861 586° 820C’ 63
62 046 868 520° 692C 63
63° 030,047 985 520° 880C’ 63
64 048 1137 586G 1038A 63
65° 049 680 10820° 1088A° 63
66 Deletion 696 delF delR 63
R N T

001,002,007,011,012,014,015,017,018,0
68 021 023,026,029?(())32,034-043,045- 680 86G 4541 63
047,050-052

69 050 475 176G 337A 63

Concentragao final de oligonucleotideos iniciadores: °0,25uM, %0,5uM e *2uM. As demais reacdes tiveram concentracio
final de 1,0uM.
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As 73 reagdes de amplificagdo descritas na tabela acima n&o permitem

identificar o alelo MICA*00702, que apesar de reagir com os mixes 51, 52, 54 e 68,

nao possui uma reacado exclusiva. Os mixes 10 e 11

identificam os alelos
MICA*00701 e 00703, mas nao detectam o alelo 00702 devido a substituicdo de
uma timina por uma citosina na posi¢cao 642 deste.

E importante ressaltar que reagdes envolvendo oligonucleotideos que anelam

em sequéncias do exon 5 e 6 podem produzir bandas resultantes da amplificacdo de

outros alelos além dos descritos, uma vez que varios alelos ainda ndo possuem

estes exons sequenciados.
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A determinacdo do gendtipo de cada individuo, precedida pela eletroforese
descrita no item 5.4, depende de uma analise conjunta dos resultados obtidos nas
73 reacbdes de amplificacdo, sendo verificada a presenga ou auséncia da banda
especifica da reagédo. O conjunto das reagdes positivas e negativas foi interpretado

utilizando dois modelos de ficha de analise (Apéndice 1).

5.3.2 Tipagem do Gene MICA pela Técnica de PCR-SSOP

Além do método SSP descrito anteriormente, a caracterizacdo dos alelos do
gene MICA também foi feita pelo método de PCR-SSOP, empregando-se o Kit
LABType MICA, fabricado por One Lambda Inc. Optou-se por mais de um método de
tipagem devido ao numero reduzido de amostras controle positivo (n= 17,
representativas de apenas 8 alelos) obtido para a tipagem deste gene. Este motivo
também levou a escolha de um kit comercial, desenvolvido por uma empresa com
tradicdo em kits diagndstico para tipagem de alelos de genes do complexo principal
de histocompatibilidade.

Todos os procedimentos para o uso do Kit LABTypeMICA foram realizados de
acordo com as instrugdes do fabricante, e consistem primeiramente em uma
amplificacdo da regido do gene de interesse, sendo o produto desta amplificagéo
biotinilado. Este produto de PCR marcado é entao desnaturado e mantido na forma
de simples fita através do uso de tampdes. O produto de PCR em simples fita é
rehibridizado com oligonucleotideos-sonda sequéncia-especificos. Estas sondas
estdo conjugadas na superficie de microesferas codificadas por cores. Apds a
rehibridizagéo é feita a marcagdo com Estreptoavidina conjugada com Phycoeritrina
(SAPE). As reacdes sao lidas no citdmetro de fluxo LABScan™, o qual emprega a
tecnologia conhecida como Luminex, onde um laser de cor vermelha com
comprimento de onda de 633nm reconhece a cor da microesfera e outro laser verde
com comprimento de onda de 532nm reconhece se esta microesfera estd ou néo
marcada com SAPE, o que determina sua positividade. As andlises das tipagens sao
realizadas com o auxilio do software HLA Visual versdao 2.0 que faz a coleta de

dados e a determinagao dos alelos.
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5.3.3 Caracterizagcado do Microssatélite do Gene MICA

Todos os procedimentos de tipagem do microssatélite foram realizados pela
mestranda Liana Alves de Oliveira do mesmo Programa de Pds-Graduagao em
Genética sob orientacdo da Profa. Dra. Maria Luiza Petzl-Erler. Portanto foi um
trabalho colaborativo com o Laboratério de Genética Molecular Humana do Depto.
de Genética da UFPR, que teve como objetivo possibilitar a distingdo dos alelos que
se diferenciam apenas na regido do microssatélite.

A tipagem foi realizada com base em um método semi-automatizado, no qual
€ amplificada a regido do microssatélite por PCR com oligonucleotideos iniciadores
(primers) marcados com fluorescéncia. Os segmentos amplificados, depois de
desnaturados, sao submetidos a corrida eletroforética, juntamente com um marcador
de peso molecular, no aparelho sequenciador MegaBACE 1000, na qual sao
separados por tamanho. Os alelos sdo designados com o uso do programa
Fragment Profiler version 1.2 (GE Healthcare).

A sequéncia do oligonucleotideo iniciador sense é: cctttttttcagggaaagtgc e do
anti-sense: ccttaccatctccagaaactgc, cuja reagcao de amplificacdo gera um fragmento
de 180 a 200 pb. A cor de marcagéao utilizada no oligonucleotideo sense foi VIC -
verde. As condigdes de PCR estdo descritas na Tabela 5.1. O ciclo consiste de 3
minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 54,5°C por 30
segundos e 72°C por 1 minuto e finalizando com 72°C por 40 minutos.

Apos a amplificagdo, o produto de PCR foi diluido em agua miliQ. As
condigdes de diluigdo foram as seguintes: 2ul de produto de PCR em 8ul de agua
miliQ. Apds a diluigao, o produto de PCR foi preparado para injegdo no MegaBACE.
Uma solugado de TWEEN 20 e marcador de peso molecular ET-400 foi empregada
(GE Healthcare). Para cada amostra se adicionou 0,3ul do marcador, 6,7ul de
TWEEN 0,02X e 2ul do produto de PCR diluido. As amostras (contendo os
reagentes citados) sdo entdo desnaturadas por 3 minutos a 94°C e colocadas
diretamente no gelo para manter a desnaturacao. A injecao no MegaBACE foi feita a

3KV por 80 segundos e a corrida se com 8KV por 80 minutos.
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Tabela 5.1 - Concentragao dos reagentes na PCR.

Reagente (concentragao inicial) | Concentracéo final / Quantidade |
Oligonucleotidio iniciador 0,2uM
dNTP (2mM) 0,25mM
MgCl, (50mM) 1,5mM
Taq Pol. (5U/ul) 0,25U
Tampé&o (10X)* 1X
DNA (20ug/ml) 5ug/ml

O volume final da reagao é de 10ul.

Taq Pol. — Tag DNA Polimerase Platinum (Invitrogen)

*Tampédo da Invitrogen (20mM Tris HCI pH=8, 40mM NaCl, 2mM Sulfato de Sddio, 0,1mM DTT,
glicerol 50%).

5.3.4 Tipagem do Gene HLA-B pela Técnica de PCR-SSP

A tipagem do gene HLA-B foi realizada através do uso dos Kits Micro SSP™
Allele Specific HLA Class I, fabricado por One Lambda Inc. O emprego destes kits é
adequado para amostras que ja possuam seu grupo alélico HLA-B definido, como
ocorre no nosso caso. Todos os individuos que compdem este estudo foram tipados
previamente através dos kits LABType SSO1B (One Lambda Inc.).

Os procedimentos de tipagem foram realizados de acordo com as normas do
fabricante. Os kits SSP utilizados séo elaborados em placas para PCR de 96 pocos,
sendo que cada placa tipa de duas a seis amostras, dependendo do grupo alélico.
Esta variabilidade ocorre pelo fato de alguns grupos possuirem mais alelos do que
outros. Como os oligonucleotideos iniciadores sédo aliquotados nos pocos da placa,
existe a necessidade de um numero maior ou menor de pogos para a tipagem de
cada grupo. Cada kit acompanha além da placa de tipagem um D-Mix ao qual deve
ser acrescentada uma amostra de DNA na faixa de concentracédo de 20ng/ul
(utilizada neste estudo) a 200 ng/ul e a enzima Taq polimerase (5U/ul). Finalmente
sao distribuidos 10ul desta mistura em cada pogo da placa.

Os kits empregados neste estudo estdo descritos na Tabela 5.2. Optamos por
nao empregar kits especificos para os alelos HLA-B*13, -B*37, B*41, -B*42, -B45, -
B*48, -B*49, -B*50, -B*53, -B*55, pelo fato destes grupos aparecem uma ou poucas
vezes na nossa amostra. Além disso, em alguns casos os alelos destes grupos ja
haviam sido caracterizados no momento que o doador se cadastrou em nosso
laboratério, pois apesar do kit SSOP ser destinado a uma tipagem de baixa

resolugao (grupo alélico), algumas vezes é possivel definir o alelo através dela.
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Tabela 5.2 - Kits de tipagem para o gene HLA-B

Nome do Kit Grupo de alelos alvo Volume de D-Mix" Volume de DNA*  Volume de Taq polimerase”
LSSP105 B*51, 52,78 540 59 3,0
LSSP107 B*07 360 39 2,0
LSSP108 B*08 270 29 1,5
LSSP115 B*15 540 59 3,0
LSSP116 B*38, 39 360 39 2,0
LSSP117 B*57, 58 270 29 1,5
LSSP118 B*18 270 29 1,5
LSSP127 B*27 360 39 2,0
LSSP135 B*35 540 59 3,0
LSSP140 B*40 360 39 2,0
LSSP144 B*44 270 29 1,5

*Volumes em pl

A anadlise das tipagens, precedida pela eletroforese descrita no item 5.4, foi
realizada manualmente com o auxilio de uma folha de analise fornecida juntamente
com o kit e também através do software HLA Visual versao 2.0, que permite uma
analise combinada dos dados de tipagem obtidos pela técnica de SSOP e de SSP.
Desta forma pudemos combinar a tipagem prévia de cada doador com as tipagens
realizadas durante este estudo, o que auxiliou na determinacdo dos alelos ou

conjunto destes.

5.4 ELETROFORESE

Depois do processo de PCR, os fragmentos de DNA amplificados foram
separados por eletroforese em gel de agarose e tampao TBE 1X (Trizma base
45mM, acido borico 45mM, EDTA 0,01M em pH8,0), corados com brometo de etideo
e fotografados durante exposic¢ao a luz ultravioleta.

O volume total de 10ul dos produtos do gene MICA amplificados por PCR-
SSP foram misturados a 1ul de azul de bromofenol e separados em gel 1,2% a
100V, com tempo de corrida variando de 15 minutos a 30 minutos. Apenas os
produtos dos mixes 11, 14, 15, 21 e 22 foram separados em gel 2,5% a 150V por 5
minutos. Este ultimo procedimento também foi utilizado na eletroforese de todos os

produtos de tipagem de HLA-B, por ser o recomendado pelo fabricante. Nao foi
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adicionado azul de bromofenol aos produtos de amplificacdo de HLA-B pelo D-Mix
de reacao ja conter um corante de cor rosada. A interpretagdo dos resultados de
PCR-SSP foi baseada na presenga ou auséncia de um fragmento de DNA

amplificado visualizado no gel (Figura 6).

Figura 6 - Interpretacdo do Gel para os Kits LSSP

Reacao positiva Reacao negativa Sem Amplificagao
Pogo L ] L ] L ]
Banda do Controle Interno* ——

Banda de Tipagem Positiva = eo—

-1 71 [

* Existe um par de iniciadores de controlo interno incluido em todas as reagées da PCR. Este
par amplifica uma regido conservada do gene da (-globina humana, presente em todas as amostras
de DNA. O resultado de sua amplificacdo é a banda do controle interno, a qual é usada para
confirmar a integridade da reagdo de PCR. A banda de controle interno e a ndo incorporada ampla
banda de iniciadores atuam como marcadores de tamanho, qualquer banda visivel entre elas devera
ser considerada como banda de tipagem positiva. Na presenga de uma banda de tipagem positiva
(amplificagcdo especifica de um alelo de HLA-B), a banda do controle interno pode ser fraca ou
ausente.

Banda de Iniciadores

A posicédo da banda de controle interno (485pb) para a tipagem do gene MICA
pelo método de PCR-SSP varia de acordo com o tamanho do fragmento especifico
amplificado, podendo estar acima ou abaixo da banda de tipagem especifica.

No método de tipagem do gene MICA por PCR-SSOP a corrida eletroforética
foi realizada em gel 2,5% a 150V por 8 minutos utilizando 1,3ul do produto
amplificado. Este procedimento foi adotado a fim de constatar a qualidade da

amplificacdo das amostras, mas nao com fins de caracterizacio dos alelos.
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5.5 ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias alélicas foram obtidas por contagem direta através do pacote
de programas ARLEQUIN versdo 3 (EXCOFFIER et al., 2005), o qual realiza este

calculo pela formula:
fu =n/2N
onde
e f.: frequéncia alélica (ou frequéncia de determinado grupo alélico)
e n: frequéncia absoluta de um alelo ou grupo alélico na amostra
e N: numero de individuos na amostra. O N é multiplicado por 2 pois cada

individuo é portador de duas cépias alélicas de cada gene

Para verificar se as frequéncias genotipicas estavam em equilibrio segundo o
Teorema de Hardy-Weinberg também utilizou-se ferramentas do programa
ARLEQUIN v.3, o qual aplica 0 método de Guo e Thompson (1992). Como a fase
gamética neste estudo ndo é conhecida o teste foi realizado para cada loco
separadamente.

A diversidade génica, medida que indica a heterozigosidade esperada para

um dado loco sob equilibrio de Hardy-Weinberg, foi estimada pela formula de Nei

k

(1987): Jis ”1(1—2193)
n— i=1

onde
e n: numero de copias de cada gene na amostra
e k: numero de alelos

e pi freqliéncia observada dos i; gendtipos homozigotos na amostra

O teste de neutralidade seletiva para cada loco foi realizado de acordo com o
teste de homozigosidade de Ewens-Watterson (WATTERSON, 1978; HARTL e
CLARK, 1997) disponivel no pacote de programas ARLEQUIN v.3. Este teste é
baseado na comparagao da homozigosidade observada na amostra com a esperada
numa populagdo neutra e em equilibrio. Um algoritmo computacional (STEWART,

1977) é utilizado para simular amostras com populagdes obedecendo ao modelo de
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alelos-infinitos, com o mesmo numero de alelos e individuos existentes na amostra
estudada. Quando a homozigosidade observada na amostra € inferior a esperada
sob condicbes de neutralidade, rejeitando esta hipotese, as frequéncias alélicas
podem estar apresentando uma distribuicdo consistente com a esperada pela
selecdo balanceadora (distribuicdo mais equitativa).

As freqUéncias haplotipicas puderam ser estimadas por um método estatistico
que utiliza o algoritmo da maximizagdo da expectativa (método da maxima
verossimilhanga), como descrito por Excoffier e Slatkin (1995). Este método é
empregado pelo programa ARLEQUIN para se estimar as frequéncias haplotipicas
tomando-se como base as frequéncias alélicas de uma amostra.

A partir destes dados estimaram-se os valores de desequilibrio de ligacdo para
os locos estudados. A verificagado da ocorréncia nao aleatéria de certas combinacdes

alélicas foi realizada como proposto por Lewontin (1964), pela férmula:

Aub = Pab — PaDb
onde
e A,: valor do desequilibrio de ligagéao
e p.: frequéncia observada de um haplétipo
e p, frequéncia observada do alelo (a) de um dado locus
e p,: freqiéncia observada do alelo (b) de um outro locus

e p.pp: frequéncia esperada de um haplétipo (ab)

No entanto, um valor relativo do desequilibrio de ligagao (A’zp) € mais informativo
do que o obtido pela férmula descrita acima, pois o0 A’y traz informacéo a respeito da
magnitude do desequilibrio de ligacdo em relagdo ao maior valor que ele poderia
assumir, dadas as frequéncias dos alelos em questdo (LEWONTIN, 1964). Este

valor relativo foi calculado pelo programa ARLEQUIN através da formula

A ’ab = Aab /Aab, max

onde o valor de 4, .4 pode ter um dos dois valores:
e o maiorde (pps, (1 —pJ)(l—p), S€ Aap<O0
ou

e omenorde ((1-pJps,pa(1—p), € Aup>=0
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O A’y pode assim assumir valores no intervalo de -1,0 a +1,0, sendo que os
valores negativos indicam repulsédo entre os alelos em questdo e os positivos
indicam acoplamento. O valor zero indica auséncia de desequilibrio de ligacao, ou a
situagdo denominada por alguns autores como “equilibrio de ligagdo”. O grau de
significancia do desequilibrio de ligagdo foi avaliado através do teste exato de
Fisher, em tabelas de contingéncia 2x2.

A determinacao das diferencas e similaridades entre as frequéncias alélicas
observadas na nossa populagdo e em outros grupos populacionais foi efetuada pela
analise de tabelas de contingéncia empregando-se o programa R X C (MILLER,

1997), assumindo como significantes valores de p menores ou iguais a 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 GENE MICA

6.1.1 Tipificagcdo do Gene MICA

A definigdo dos alelos para o gene MICA dos 204 individuos que compdem a
amostra deste estudo baseou-se em uma analise conjunta dos dados obtidos a partir
do método de PCR-SSP e de PCR-SSOP. Essa estratégia se fez necessaria para
esclarecimento de tipagens ambiguas ou n&o conclusivas, que resultam na
atribuicdo de mais de dois alelos para um gendétipo. O padrédo de sondas ou
oligonucleotideos positivos na hibridizacdo ou amplificagdo podem caracterizar mais
de um gendtipo para uma mesma amostra quando alelos diferentes de MICA
compartilham a sequéncia alvo dos “oligos positivos”, considerando-se que os dois
alelos de um individuo sdo analisados simultaneamente.

Através do método de PCR-SSOP 37 (18%) tipagens tiveram um alelo
definido, sendo que para o outro os resultados sugeriram mais de uma possibilidade
alélica. Em todos estes casos foi possivel uma tipagem conclusiva através da
analise conjunta com os dados obtidos por SSP. Os casos mais comuns foram: 1)
um alelo definido como MICA*010 e o segundo podendo ser MICA*010/016/019/033;
2) um alelo definido como MICA*00201 ou MICA*00801 ou MICA*011 e o outro
podendo ser MICA*016/019/033; 3) um alelo definido como MICA*004 podendo o
individuo ser homozigoto ou heterozigoto com MICA*00901 e 4) um alelo definido
como MICA*00201 podendo o individuo ser homozigoto ou heterozigoto com
MICA*030.

Além dos 37 casos nao definidos pela analise isolada dos resultados da
técnica de SSOP, foram constatadas quatro ambiguidades nos resultados obtidos
por SSP e seis discordancias entre os resultados obtidos pelos dois métodos
empregados. Esses resultados discordantes estdo dispostos no Quadro 6.1. Dos
408 alelos que representam os 204 individuos investigados neste estudo, 361
(88,5%) apresentaram tipagens concordantes entre as técnicas. Dos 47 (11,5%)
alelos restantes 37 (9%) tiveram resultado ambiguo em SSOP, quatro (1%) tiveram

resultado ambiguo em SSP e seis (1,5%) apresentaram resultados alélicos



54

diferentes considerando-se os métodos utilizados. Nestes seis ultimos casos a
tipificagdo por SSOP foi repetida e optamos pelo resultado obtido por esta técnica, ja
que os controles positivos e negativos estavam 6timos (dentro dos valores de cut-off
definidos pelo fabricante) assegurando que o resultado estivesse correto.

O alelo mais freqiuente em nossa amostra MICA*00801 nao pode ser
diferenciado de MICA*00802 pelo método de SSP. Isto s6 foi possivel pelo método
de SSOP, onde dos 108 alelos tipados como MICA*00801/802 cinco foram definidos
como MICA*00802 por SSOP.

Apesar do método SSP utilizado nao permitir a identificagdo do alelo
MICA*00702, se este estivesse presente em nossa amostra teria sido detectado por
SSOP. No entanto todas as amostras identificadas como MICA*00701/702 por SSP
foram definidas como MICA*00701 por SSOP.

Os alelos MICA*00901 e MICA*049 sao diferenciados apenas pelo método de
SSP e nao pelo método de SSOP. Devido ao fato de MICA*049 ser um alelo raro
dentre as populagbes ja estudadas e nenhuma amostra deste estudo ter
apresentado um padrao de amplificacdo positivo para o mix 65 que define
exclusivamente este alelo, consideramos que nenhum individuo fosse portador deste
alelo.

O método de SSOP nao permite a identificagdo da auséncia do gene MICA
em heterozigose, a qual pode ocorrer devido a delegdo de cerca de 100 kb na
por¢cao mais centromérica da regido de classe | do CPH. Nos dois casos em que se
constatou a presenca da delegao em heterozigose com MICA*00201 pelo método de
SSP, a tipagem obtida por SSOP foi homozigosidade para MICA*00201, mas os
individuos foram considerados heterozigotos.

As diferengcas observadas entre as técnicas utilizadas para a tipificagcdo dos
alelos MICA*007, MICA*008 e MICA*009 (ou *049) e para a delecdo do gene MICA
nao foram consideradas como discordancias entre os dois métodos empregados,
uma vez que para cada caso claramente um dos métodos empregados nao permite

a deteccao de um alelo.



Quadro 6.1 — Disparidades na definicdo dos alelos do gene MICA
Método PCR-SSP Método PCR-SSOP Genétipo considerado

Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2
MICA*004 MICA*041 MICA*00201 | MICA*004 MICA*00201 | MICA*004
MICA*017 MICA*041 MICA*00201 | MICA*017 MICA*00201 | MICA*017
MICA*00901 | MICA*00901 MICA*00201 | MICA*004 MICA*00201 | MICA*004
MICA*01801 | MICA*01801 MICA*001 MICA*01801 | MICA*001 MICA*01801
MICA*00201 | MICA*00201 MICA*00201 | MICA*011 MICA*00201 | MICA*011
MICA*00201 | MICA*040 MICA*00201 | MICA*00201 | MICA*00201 | MICA*00201

A tipagem do microssatélite do gene MICA permitiu diferenciar aqueles alelos
que sao idénticos em suas sequéncias nucleotidicas ao longo dos exons 2 a 6,
exceto no que se refere ao numero de repeticbes GCT no exon 5. Dos 115
individuos tipados como MICA*008 ou MICA*027 por SSP e/ou SSOP, sete foram
posteriormente definidos como MICA*027, pois apresentam o alelo A5 para o
microssatélite e 108 foram definidos como MICA*008, pois apresentam o alelo A5.1.
Dentre os individuos tipados como MICA*00201 ou MICA*020 e como MICA*00701
ou MICA*026, todos foram definidos como MICA*00201 e MICA*00701 apds a
analise do microssatélite que revelou os alelos A9 e A4, respectivamente, em todos
os casos. Para haver correspondéncia com as sequéncias que caracterizam
MICA*020 e MICA*026, os alelos do microssatélite deveriam ser A10 e A6,

respectivamente.

6.1.2 Frequéncias Alélicas do Gene MICA

A Tabela 6.1 e o Grafico 6.1 apresentam os 18 alelos encontrados na amostra
de 204 individuos, auto-classificados como caucasianos, oriundos do estado do
Parana, em sua grande maioria da cidade de Curitiba. Nesta mesma tabela estao
disponiveis os dados de freqléncia absoluta e relativa para cada um dos alelos, bem
como para a delegao do gene MICA.

Dentre os alelos encontrados na amostra populacional analisada, o mais
frequente é MICA*00801 com frequéncia de 25,3% seguido por MICA*00201,
MICA*00901 e MICA*004, 17,7, 13,7 e 11,5%,

respectivamente. Alguns alelos nao atingiram freqiéncia de 1%: MICA*006,

cujas freqléncias sao

MICA*015 e MICA*021, bem como a dele¢do que caracteriza a auséncia do gene
MICA.
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Os dados referentes as frequéncias das variantes do microssatélite do gene
MICA estdo descritos na Tabela 6.2. A nomenclatura do microssatélite consiste da
letra A seguida por um numero que corresponde a quantidade de vezes que a
repeticdo GCT aparece. As variantes mais frequentes sédo A6 (30,6%) e A5.1
(26,5%), sendo que a primeira acompanha dentre outros, o terceiro e o quarto alelo,
MICA*009 e MICA*004, mais freqlientes em nossa amostra e a segunda acompanha
somente o alelo mais frequente MICA*00801, além de MICA*00802. Nenhuma
amostra foi caracterizada como A7 e como Al0, os quais estdao associados com os
alelos MICA*050 e MICA*020, respectivamente.

Para um individuo tipado como MICA*00201 e MICA*010 por ambos os
métodos (SSP e SSOP), a caracterizagdo do microssatélite definiu-o como A6 e A9,
enquanto que o esperado seria uma tipagem A5 e A9, pois o alelo MICA*010 possui
um microssatélite com cinco repetigdes GCT. Existe a possibilidade deste individuo
ser portador de um alelo ainda n&o descrito na literatura. Entretanto, a metodologia
utilizada no presente estudo ndo permite afirmar se este é ou ndo um alelo novo.
Para tanto, seria interessante realizar uma analise familial e empregar um método de
sequenciamento das amostras. Este individuo n&do estd sendo computado na
amostra de 204 componentes, na qual a analise e interpretagdo dos dados deste

estudo estdo sendo baseadas.

Tabela 6.1 — FreqUéncias alélicas do gene MICA (n=204) continua
Frequéncia

MICA* n % c
001 4 1,0 0,0051
00201 72 17,7 0,0188
004 47 11,5 0,0159
006 3 0,7 0,0042
00701 13 3,2 0,0087
00801 103 25,3 0,0215
00802 5 1,2 0,0053
00901 56 13,7 0,0175
010 29 71 0,0126
011 19 4,7 0,0101
01201 4 1,0 0,0050
015 3 0,7 0,0042
016 7 1,7 0,0065
017 7 1,7 0,0066
01801 16 3,9 0,0095
019 10 2,5 0,0074

021 1 0,2 0,0024
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Tabela 6.1 — Frealiéncias alélicas do aene MICA (n=204) conclusdo
027 7 1,7 0,0064
Delecédo 2 0,5 0,0034

Grafico 6.1 - Frequéncias alélicas do gene MICA (n=204)
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Tabela 6.2 — Frequéncias dos alelos do microssatélite do gene MICA (n=204)

Microssatélite GCT, N %

A4 38 9,3
A5.1 108 26,5
A5 53 13,0
A6 125 30,6
A9 82 20,1
Auséncia* 2 0,5

* casos em que foi constatado a delegao do gene MICA
6.2 GENE HLA-B
6.2.1 Tipificagcdo do Gene HLA-B
A tipagem do gene HLA-B foi realizada através do uso dos Kits Micro SSP™

Allele Specific HLA Class I, fabricado por One Lambda Inc. Estes kits fornecem uma

tipagem de média-alta resolugéo, desde que o grupo alélico da amostra investigada
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tenha sido determinado previamente. Sempre que possivel determinamos o alelo
(nomenclatura com 4 digitos — alta resolugdo), e nos casos em que isto nao foi
possivel, um conjunto de possiveis alelos era determinado (média resolugéo). Todos
os individuos selecionados para compor a amostra deste estudo ja possuiam o
grupo alélico de HLA-B caracterizado através do Kit LABType SSO1B (One Lambda
Inc.) que emprega o método de PCR-SSOP e a tecnologia Luminex.

Os grupos alélicos estavam bem definidos, ndo havendo ambiguidade neste
nivel de resolugédo. Para algumas amostras os resultados da tipagem por SSOP ja
traziam informagdes sobre um conjunto de alelos possiveis ou até mesmo definigdo
do alelo. Além disso, conforme descrito no tépico 5.3.4 nao foram utilizados kits SSP
para alguns grupos alélicos devido a sua baixa frequéncia em nossa amostra.

O extenso polimorfismo do gene HLA-B resulta muitas vezes numa tipagem
operacionalmente definida como ambigua, pelas diferentes possibilidades de
atribuicao alélica, dentro de um mesmo grupo alélico, para uma dada amostra
tipada. Os kits que empregam o método de SSP utilizados forneceram de modo
geral uma tipagem com nivel de resolugéo inferior ao que esperavamos. Em muitos
casos foi realizada uma analise conjunta dos resultados obtidos pelo método de SSP
com os dados prévios da tipagem por SSOP para se chegar ao mais alto nivel de
resolucao possivel para cada amostra.

A Tabela 6.4 descreve a frequéncia dos alelos de HLA-B. Alguns destes estédo
acompanhados da letra c, a qual se refere a um conjunto de alelos além do citado.
Em todos os casos o conjunto foi nomeado pelo alelo tido como mais comum ou
mais frequente daquele conjunto. O conjunto B*0702c inclui os alelos
B*0702/35/36/39/41/44 entretanto, através da analise conjunta com os resultados de
baixa-média resolu¢ao obtidos por SSOP, notamos que na maioria dos casos, do
conjunto de alelos sugerido, apenas o alelo B*0735 ¢é possivel além do B*0702. Os
alelos B*0801/22/24 fazem parte do conjunto B*0801c. Os individuos caracterizados
como B*3501c podem ser B*3501 ou B*3550/52/54/57. O mesmo tipo de ocorréncia
deve ser considerado em B*3801c, para o qual existe a possibilidade de ser
B*3809/11, e para B*3901c, que pode ser B*3926/31/32/35/38. O conjunto B*4001c
compreende aos alelos B*4001/46/48/54/55/62, o conjunto B*4402c aos alelos
B*4402/34/41/44 e o B*4403c aos alelos B*4403/36/38/39/40.
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Assim como ocorre em B*0702c, a analise conjunta dos resultados obtidos
por SSP e por SSOP permite que algumas op¢des de alelos dentro dos conjuntos
sejam descartadas em determinadas amostras, mas nao descreveremos estes
resultados individuais. Salientamos que em todos os casos o alelo mais provavel é
aquele que nomeia o conjunto, e que os demais, devido a baixa ocorréncia nao sé
em populagdes caucasdides como na maioria das populagdes, sdo conhecidos
como alelos raros e tém menor probabilidade de aparecerem na amostra
selecionada para este estudo. Para facilitar a compreensao dos resultados ndo sera
mais feita citacdo referente aos alelos raros de cada conjunto. Quando existem
apenas duas opgodes de alelos de um determinado grupo as duas s&o citadas como,
por exemplo, B*0705/06 (mesmo que B*0705 ou B*0706).

Atualmente existe mais de 100 alelos descritos para a especificidade B15, o
que torna dificil a caracterizagao alélica dentro deste grupo. Pertencem ao conjunto
nomeado como B*1501c os alelos B*1501/71/75/79N/81/82/ 92/94N/96/97 e
B*9502/04/05. Alguns dos possiveis alelos de B*1501c podem ser descartados
através da analise conjunta com os resultados obtidos por SSOP, mas estes
resultados variam para cada individuo analisado e, portanto ndo serao

apresentados.

6.2.2 Frequéncias Alélicas do Gene HLA-B

Os valores de frequéncia relativa e absoluta dos grupos e dos conjuntos ou
alelos do gene HLA-B estédo disponiveis nas Tabelas 6.3 e 6.4. As frequéncias dos
alelos e conjuntos mostradas na Tabela 6.4 sdo relativas a amostra total (n=204) e
nao a porcentagem em relagdo ao grupo que pertencem. No Gréafico 6.2 esta
descrita apenas a frequéncia dos grupos HLA-B.

Atualmente existem mais de 800 alelos HLA-B descritos. Na amostra
estudada foram detectados cerca de 60 alelos pertencentes a 27 grupos alélicos ou
especificidades de HLA-B.

Os grupos B*15 e B*44 sao os mais freqlientes na amostra populacional
representando juntos 22% (11% cada) dos alelos do loco HLA-B. Para o grupo B*15
dentre os 45 alelos encontrados 41 foram definidos, sendo que destes 12 foram

caracterizados como pertencentes ao conjunto B*1501c, e oito foram definidos como
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B*1517, representando 2,9% e 2% da frequéncia de 11% do grupo. O conjunto
B*4403c é o mais frequente do grupo B*44 seguido pelo conjunto B*4402c.

O grupo de alelos B*51 e B35* s&o o terceiro e quarto grupos mais comuns da
amostra, respectivamente. Dentro do grupo B*35 foram encontrados quatro alelos,
B*3502, B*3503, B*3504 e B*3508; além do conjunto B*3501c, que é 0 mais comum.

Considerando apenas o nivel de resolugédo alélica, o alelo mais comum é
B*5101, que totaliza 36 dos 42 alelos pertencentes ao grupo B*51. Este numero
pode ser ainda maior, uma vez que os 6 alelos restantes do grupo n&o foram
definidos.

Outros grupos bastante comuns na amostra estudada sdo B*07, B*08 e B*14,
com a maior parte de seus alelos pertencendo aos conjuntos B*0702c e B*0801c, os
quais sado os mais frequentes da amostra, além de B*4403c. Para o grupo B*14 o
alelo mais comum é B*1402, que considerando a amostra total com defini¢ao alélica
€ o0 segundo mais frequente, ficando atras apenas de B*5101.

Nos casos em que foi possivel a caracterizagéo alélica dentro do grupo B*18
os individuos foram tipados como B*1801 e para B*27 todas as 11 amostras tiveram
o alelo definido, sendo a grande maioria B*2705. Os alelos do grupo B*53 e B*57
foram tipados como B*5301 e B*5701, e dos nove alelos definidos dentro do grupo
B*58 oito foram tipados como B*5801 e apenas um como B*5802.

Foram identificados cinco alelos dentro do grupo B*39: B*3903, B*3905,
B*3906, B*3909, B*3913, além do conjunto B*3901c. Na amostra analizada, B*39
segue-se ao grupo B*15, apresentando a maior diversidade de alelos observada
dentro de um grupo alélico. No grupo B*35 foram identificados quatro alelos, além
de B*3501c, mas como oito alelos deste grupo ndo foram definidos, talvez este

apresente maior diversidade que B*39.

Tabela 6.3 — Frequéncias dos grupos alélicos do gene HLA-B (n=204)

continua
Freqliéncia

HLA-B* n % o

07 28 6,9 0,0121
08 27 6,6 0,0124
13 9 2,2 0,0073
14 26 6,4 0,0125
15 45 11,0 0,0152
18 21 5.1 0,0108

27 11 2,7 0,0079



Tabela 6.3 — Frequiéncias dos grupos alélicos do gene HLA-B (n=204)

conclusao
Frequéncia

HLA-B* n % c

35 40 9,8 0,0146
37 4 1,0 0,0049
38 10 2,5 0,0075
39 18 4.4 0,0100
40 13 3,2 0,0089
41 6 1,5 0,0060
42 5 1,2 0,0054
44 45 11,0 0,0157
45 6 1,5 0,0061
47 1 0,2 0,0024
48 3 0,7 0,0042
49 9 2,2 0,0070
50 6 1,5 0,0060
51 42 10,3 0,0157
52 8 2,0 0,0067
53 4 1,0 0,0048
55 3 0,7 0,0042
56 2 0,5 0,0035
57 7 1,7 0,0064
58 9 2,2 0,0074
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Grafico 6.2 - Frequiéncias dos grupos alélicos do gene HLA-B (n=204)
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Tabela 6.4 — FreqUéncias dos grupos, conjuntos e/ou alelos de HLA-B (n=204)

Frequéncia Frequéncia
HLA-B* n % HLA-B* n %
07 28 6,9 40 13 3,2
0702c 24 5,4 4001c 7 1,7
0705 1 0,2 4002 4 1,0
0705/06 3 0,7 4004 1 0,2
08 27 6,6 41 6 1,5
0801c 25 6,1 4101 2 0,5
13 9 2,2 4101/05/06/07 4 1,0
1302 2 0,5 42 5 1,2
1302/08 5 1,2 4201 2 0,5
14 26 6,4 4202 1 0,2
1401 6 1,5 4201/02 2 0,5
1402 20 5 44 45 11,0
15 45 11,0 4402c 19 4,2
1501c 12 2,9 4403c 24 5,9
1503 4 1,0 4405 2 0,5
1504 6 1,5 45 6 1,5
1508 1 0,2 47 1 0,2
1510 4 1,0 4701 1 0,2
1516/67 2 0,5 48 3 0,7
1517 8 2 4802 2 0,5
1518 3 0,7 49 9 2,2
1561 1 0,2 4901 6 1,5
18 21 5,1 50 6 1,5
1801 17 4,0 5001 3 0,5
27 11 2,7 5002 3 0,7
2702 2 0,5 51 42 10,3
2705 9 2,2 5101 36 8,8
35 40 9,8 52 8 2,0
3501c 14 3,4 5201 2 0,5
3502 6 1,5 5201/05 4 0,7
3503 9 2,2 5201/07 2 0,5
3504 1 0,2 53 4 1,0
3508 2 0,5 5301 4 1,0
37 4 1,0 55 3 0,7
3701/03/06 3 0,7 56 2 0,5
38 10 2,5 5601 1 0,2
3801c 6 1,5 57 7 1,7
3801/09 4 1,0 5701 7 1,7
39 18 4.4 58 9 2,2
3901c 5 1,2 5801 8 2,0
3903 1 0,2 5802 1 0,2
3905 5 1,2
3906 4 1,0
3909 1 0,2
3913 1 0,2

Linhas em cinza correspondem aos grupos HLA-B.

B*0702c = B*0702/35/36/39/41/44, B*0801c = B*0801/22/24, B*3501c = B*3501/50/52/54/57,
B*1501c = B*1501/71/75/79N/81/82/ 92/94N/96/97 e B*9502/04/05, B*3801c = B*3801/09/11,
B*3901c = B*3901/26/31/32/35/38, B*4001c = B*4001/46/48/54/55/62,

B*4402c =B*4402/34/41/44, B*4403c = B*4403/36/38/39/40
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6.3 EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG E HETEROZIGOSIDADE

O calculo do Equilibrio de Hardy-Weinberg para o gene HLA-B foi realizado
com base nos dados obtidos em baixa resolugao (grupo alélico — 2 digitos). O fato
de nem todas as amostras de cada grupo terem o mesmo nivel de informagao, ou
seja, algumas foram definidas como alelos, mas para outras apenas o grupo alélico
foi definido, provocaria desvios da real frequéncias dos alelos e dos gendtipos em
nossa amostra. Todas as amostras foram tipadas a nivel alélico para o gene MICA,
sendo assim o teste da hipétese nula do equilibrio reflete a distribuicdo de seus
genotipos em nivel alélico.

A amostra populacional de caucasianos do Parana estd em equilibrio
segundo o Teorema de Hardy-Weinberg para os dois locos analisados, MICA e HLA-
B, sendo os valores de p encontrados igual a 0,1970 e 0,2067, respectivamente.

A heterozigosidade observada para ambos os locos (MICA=81,0% e HLA-
B=88,7%) € um pouco inferior a esperada (MICA=86,4% e HLA-B=93,5%), mas os
desvios n&o sao significativos considerando-se o limite de 5%. Provavelmente este
desvio se torne ainda menor se, futuramente, novas andlises forem realizadas com

um tamanho amostral maior.

6.4 TESTE DE NEUTRALIDADE

Conforme descrito na Tabela 6.5 foi verificado um desvio significativo para o
loco HLA-B entre os valores esperado e observado de homozigosidade de acordo
com o teste de Ewens-Watterson. Neste caso foi verificado um excesso de
heterozigosidade.

Apesar da homozigosidade observada no loco MICA ser inferior a esperada
estd ndo apresenta um desvio significativo do esperado através do teste de

neutralidade seletiva de Ewens-Watterson.
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Tabela 6.5 — Teste de Neutralidade Seletiva (Ewens-Watterson)

Loco Fobs (%) Fesp (%) p
MICA 13,9 19,4 0,214
HLA-B 6,8 13,4 0,001

Fobs = indice de F observado, Feg, = indice de F esperado

6.5 FREQUENCIA DOS HAPLOTIPOS MICA_HLA-B E DESEQUILIBRIO DE
LIGACAO

A descricao dos haplétipos MICA_HLA-B inferidos neste estudo, bem como
suas frequéncias, valores de desequilibrio de ligagdo e respectivos valores de p
estdo na Tabela 6.6. Nesta tabela constam os haplétipos mais comuns (>1%) dentre
0s 63 observados em nossa amostra considerando o mais baixo nivel de resolugao
para o gene HLA-B, ou seja, os seus grupos alélicos. Os haplétipos menos comuns
ou raros nao estdo descritos, pois nestes casos o desvio padrdo € muito elevado
levando a estimativa pouco confiavel da freqliéncia dos mesmos na populagdo que
esta amostra representa.

A nomenclatura dos alelos do gene MICA adotada na tabela e no texto n&o
acompanha a designagédo do microssatélite de cada alelo, com o intuito de tornar a
leitura dos dados mais clara e simplificada.

O haplétipo mais freqiente na amostra estudada € MICA*00901 B*51,
seguido por MICA*00201_B*35 e MICA*00801_B*07. Outros haplétipos comuns s&o
MICA*004_B*44, MICA*00801_B*08 e MICA*010_B*15. Os valores de desequilibrio
entre os alelos destes haplétipos e respectivo valor de p indicam associagao entre
seus alelos, mas esta associagcédo nao € absoluta.

Outras associagbes comuns neste estudo s&o: MICA*011 B*14,
MICA*00201_B*39, MICA*00701_B*27, MICA*00201 B*38, MICA*00201_B*58 e
MICA*004_B*49, as quais apresentam um A’ = 1,0 com valor de p = 0,0000,
indicando uma associagao absoluta entre os alelos de cada haplétipo.

Os haplétipos MICA*016_B*35, MICA*017_B*57, MICA*004 B*41 e
MICA*004_B*42 nao apresentam frequéncias elevadas (<2%), mas constatou-se um

forte desequilibrio de ligagao para estas associagoes.
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Tabela 6.6 — Haplétipos MICA_HLA-B com frequéncia superior a 1% e respectivos

valores de desequilibrio de ligacao relativo (n = 204)

Frequéncia

Haplétipo n % A p
MICA*00901_B*51 36 8,7 0,8344 0,0000
MICA*00201_B*35 25 6,1 0,5446 0,0000
MICA*00801_B*07 25 6,1 0,8567 0,0000
MICA*004_B*44 24 5,9 0,4726 0,0000
MICA*00801_B*08 24 5,9 0,8514 0,0000
MICA*010_B*15 24 5,9 0,8062 0,0000
MICA*00801_B*44 20 49 0,2568 0,0017
MICA*011_B*14 19 4,6 1,0000 0,0000
MICA*00201_B*39 18 4,4 1,0000 0,0000
MICA*01801_B*18 15 3,7 0,9341 0,0000
MICA*00701_B*27 11 2,7 1,0000 0,0000
MICA*00201_B*38 10 2,5 1,0000 0,0000
MICA*00201_B*58 9 2,2 1,0000 0,0000
MICA*004_B*49 9 2,2 1,0000 0,0000
MICA*00801_B*15 9 2,2 -0,1197 0,6207
MICA*00801_B*13 8 2,0 0,8514 0,0000
MICA*00801_B*40 7 1,7 0,3826 0,0158
MICA*016_B*35 7 1,7 1,0000 0,0000
MICA*017_B*57 7 1,7 1,0000 0,0000
MICA*004_B*41 6 1,5 1,0000 0,0000
MICA*00901_B*35 6 1,5 0,0148 0,8052
MICA*019 _B*14 6 1,5 0,5728 0,0000
MICA*004_B*42 5 1,2 1,0000 0,0000
MICA*00901_B*50 5 1,2 0,8068 0,0000
MICA*010_B*52 5 1,2 0,5963 0,0000
Outros haplétipos* 25 16,8

* 25 haplotipos diferentes com freqiiéncia inferior a 1% na amostra total.
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6.5.1 Descri¢ao dos haplétipos MICA_HLA-B

Nesta sessdo descrevemos mais detalhadamente os dados obtidos no
presente trabalho, revelando, sempre que possivel, informacdes relativas ao numero
de cada combinacgédo alélica entre os genes MICA e HLA-B. Quando pertinente
também sao informados os valores de desequilibrio de ligagao e valores de p.

A maioria dos alelos B*0702c (92%) esta associada com MICA*00801 (A’ =
0,8729; p = 0,0000), sendo que a combinagcdo B*0702c e MICA*027 foi observada
em apenas dois individuos. De forma similar, B*0801c esta associado quase sempre
com MICA*00801 (A’ = 0,8932; p = 0,0000) e em apenas dois casos ele aparece
com MICA*00901 e MICA*019. MICA*00801 também foi observado com os alelos de
B*13 e com B*37.

MICA*010 esta associado com diversos alelos de B*15, como B*150lc,
B*1504, B*1508 e B*1517. Os cinco alelos MICA*010 que nao aparecem com algum
alelo do grupo B*15 estdo associados com B*5201 ou B*5201/05. Por outro lado
alelos do grupo B*15 também estdo associados com MICA*00801 e MICA*00802. O
unico alelo identificado como B*1561 parece formar haplétipo com MICA*00201.

Dos 16 alelos caracterizados como MICA*01801, 15 estdo em haplotipos com
B*18 ou B*1801, e um foi observado em associacdo com B*4402c. Todos os quatro
alelos MICA*001 mostram associacdo com B*1801, neste caso o valor de
desequilibrio € A’ = 1,0 e p = 0,0000.

Dois alelos do grupo B*27 foram encontrados em nossa amostra, B*2702
(n=2) e B*2705 (n=9), ambos estao associados com o alelo MICA*00701 (A’=1,0; p
= 0,0000).

O alelo MICA*016 apareceu em associacdo com os alelos B*3502 e B*3508.
Entretanto, o conjunto B*3501c, o mais frequiente do grupo B*35, apresentou um
forte desequilibrio de ligagdo com MICA*00201 (A’ = 0,9132 ; p = 0,0000).

Apesar de terem sido identificados neste trabalho cinco alelos distintos de
B*39 (n=18) além do conjunto B*3901c, todos parecem estar em associagcdo com o
alelo MICA*00201. Para o grupo B*38, podendo os alelos ser B*380lc ou
B*3801/09, a associagao observada também € com MICA*00201, assim como para
B*5301 (n=4), B*5801 (n=8) e B*5802 (n=1).
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Todos os alelos dos grupos B*41 (n=6), B*42 (n=5) e B*49 (n=9) estdo em
associagcao com MICA*004, este ultimo por sua vez aparece associado com diversos
alelos de HLA-B, dentre eles outra associagao forte € com B*4403c (A’ =1,0;p =
0,0000). Outro haplétipo comum na amostra considerando o grupo B*44 é
MICA*00801_B*4402c (n=18).

O alelo MICA*015, que apresenta uma frequéncia inferior a 1%, esta ligado ao
grupo B*45 (A’ = 1,0 ; p = 0,0000). Tanto MICA*017 quanto B*5701 aparecem sete
vezes na amostra estudada e para estes foi observado um desequilibrio de ligagéo
absoluto. Este mesmo tipo de correlagdo ocorre entre MICA*01201 e B*55 (n=3),
apesar de neste caso MICA*01201 aparecer uma quarta vez na amostragem e
provavelmente acompanhando o alelo B*1801.

O grupo alélico B*51 parece estar em associagcdo com diversos alelos de
MICA, mas a grande maioria (n=32) de seus alelos caracterizados como B*5101
esta associada com MICA*00901. Este, por sua vez, também esta associado com os
dois alelos de B*50 (n=6). Detectaram-se apenas trés alelos MICA*006 na amostra,

todos associados com B*5101.
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7 DISCUSSAO

O Complexo Principal de Histocompatibilidade desde sua descoberta por
Peter Gorer em camundongos em 1936 tem sido uma das regides mais estudadas
no genoma de vertebrados. No genoma humano esta regidao apresenta um elevado
numero de genes, densamente distribuidos ao longo de 3,6 Mb, ou de 7,6 Mb, se
considerarmos a regido conhecida atualmente como CPH estendido (HORTON et
al., 2004).

Em humanos, muitas vezes o CPH é referido como Sistema HLA, o qual
dentre outros compreende os genes HLA de classe | classicos, A, B e C. A
variabilidade dos antigenos HLA resultante de diferengas nucleotidicas entre os
alelos sédo decorrentes de mutagdes de ponto, eventos de conversao intragénica e
de recombinagcdo (PARHAM et al., 1997). Estes mecanismos geram um
extraordinario polialelismo e polimorfismo caracteristico dos genes HLA, ampliando a
capacidade de resposta imunolégica, em nivel individual e populacional, aos
inumeros agentes patogénicos do meio ambiente.

Os genes e pseudogenes da familia MIC, descobertos a pouco mais de uma
década (BAHRAM et al., 1994 e LEELAYUWAT et al., 1994), juntamente com os
genes de classe | classicos e nao classicos constituem a Super-familia HLA de
classe |. As semelhancgas estruturais das moléculas MICA com os antigenos HLA de
classe |, bem como o seu polimorfismo foram determinantes para que pesquisadores
iniciassem estudos sobre sua funcao e diversidade em populagdes.

Quando comparamos o gene MICA com os genes HLA classe | classicos
observamos que estes Ultimos exibem uma frequéncia maior de polimorfismo nos
exons 2 e 3 enquanto que o gene MICA apresenta um polimorfismo ao longo dos
exons 2, 3 e 4. Em HLA-A, -B e -C, mas ndo em MICA, as substituicoes
nucleotidicas tendem a ocorrer em posi¢cdes que transcrevem para residuos
envolvidos na interagdo com os peptideos (residuos da fenda de ligagao).
Provavelmente as sequéncias do exon 4 sido conservadas em decorréncia das
fungdes do dominio a3, que consistem da associagdo a p2-microglobulina e a
interacdo com o co-receptor CD8 presente nas células T. Esta associagdo com a

B2-microglobulina n&o & observada nas moléculas MICA.
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O presente trabalho é o primeiro a investigar o polimorfismo do gene MICA e
seu desequilibrio de ligagdo com alelos de HLA-B em uma populagao caucasiana do
estado do Parana. Através dos dados e informacdes obtidas esperamos enriquecer
o0 conhecimento sobre a distribuicdo da diversidade alélica e haplotipica destes
genes.

Até o momento ndo ha investigagdes sobre a distribuicdo alélica de MICA,
bem como de seu desequilibrio de ligagdo com alelos do gene HLA-B, nas
populacdes européias que tiveram maior contribuicdo na colonizacdo do estado do
Parana em meados do século 19, como, italianos, alemaes, poloneses e ucranianos.
Também nao ha estudos com amostras representativas das populagdes portuguesa
e espanhola, que iniciaram a colonizagédo da regido a partir do século 17, ou com
amerindios pertencentes as tribos Guarani e Caingangue, as quais predominam no
sul do Brasil e que ocupavam a regiao até a chegada dos primeiros imigrantes
conforme descrito no trabalho de PROBST et al., 2000.

Por este motivo ndo sera possivel neste momento comparar a distribuicdo
alélica de MICA em nossa populacdo com a distribuicido nas suas principais
populagdes fundadoras. Entretanto, comparamos a diversidade de MICA observada
em nosso estudo com os dados disponiveis na literatura, incluindo nestes um estudo
realizado com amostra representativa da populacdo de Sao Paulo (MARIN et al.,
2004), o unico, além deste, que analisou uma populagao brasileira.

Inicialmente o método empregado na tipagem do gene MICA seria apenas de
PCR-SSP baseado no protocolo proposto por Collins et al., 2002, além da utilizagao
de alguns oligonucleotideos iniciadores propostos no trabalho de Rees et al., 2005,
que complementariam o primeiro detectando os alelos MICA*00703, MICA*00803,
MICA*00902, MICA*01202 e MICA*050. Entretanto, com o intuito de aumentar a
confiabilidade dos resultados optamos por reproduzir todas as tipagens pelo método
de SSOP, através do recém lancado kit LABTypeMICA do fabricante One Lambda
Inc.

Para diversas reag¢des (mix) tinhamos duvidas da confiabilidade dos dados no
que se refere a presenca ou auséncia de bandas, pois a falta de amostras de
referéncia que nos servissem como controle positivo impedia a otimizagdo das
condicbes de PCR para cada reacdo. Conforme descrito na sessdo 6.1.1, os

resultados revelaram uma alta concordancia dos resultados, mas mais do que isto,
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que o ideal seria uma analise conjunta dos padrdes de positividade obtidos em
ambos 0os métodos, o que permitiu a resolugao de diversas ambiguidades.

Nenhum dos métodos empregados neste trabalho permite a identificagdo do
alelo MICA*00804. Optamos por ndo considerar este alelo nas analises dos
resultados obtidos, ja que o mesmo foi descrito em apenas um individuo caucasoéide
oriundo da Inglaterra (STEWART et al.,, 2004). Este alelo se diferencia de
MICA*00801 apenas pela substituicido de uma citosina por timina no nucleotideo 21
do exon 1. Outros alelos podem apresentar esta mesma substituicdo, pois até o
momento apenas os alelos MICA*004, MICA*00801 e MICA*00804 possuem 0 exon
1 sequenciado (EUROPEAN BIOINFORMATIC INSTITUTE, www.ebi.ac.uk/imgt/hla/
- acesso em 05/12/06).

A metodologia de PCR-SSP utilizada neste estudo apresenta a vantagem de
ser uma das unicas propostas na literatura que permite a detecgao da delegcado do
gene MICA.

A tipagem do gene HLA-B também foi realizada pelo método de PCR-SSP
(kits comercias da One Lambda Inc.), sendo que todas as amostras ja tinham seu(s)
grupo(s) alélico definido pelo método de SSOP (kits comerciais da One Lambda
Inc.). Novamente o ideal foi uma analise conjunta dos dados de ambas as técnicas,
mas mesmo assim sO foi possivel definir os alelos até a nomenclatura de quatro
digitos, de forma que a nomenclatura com seis ou oito digitos, que se referem as
mutagdes sindbnimas e fora da regido codificadora, ndo foi usada neste trabalho.

Em muitos casos a tipificacdo do gene HLA-B sugere mais de um alelo de um
mesmo grupo alélico HLA-B para uma dada amostra. Este fato reflete a dificuldade
de tipificacdo dos alelos deste loco com extraordinario polimorfismo, o maior
conhecido no genoma humano. Devido ao desconhecimento da configuragéo cis e
trans das substituicdes nucleotidicas presentes em um gendtipo e pelo fato dos dois
alelos serem tipados simultaneamente, é relativamente freqiente a ndo resolugao a
nivel alélico do gendtipo de um individuo.

A distribuicdo dos gendtipos de MICA na amostra populacional investigada,
embora apresente um valor de heterozigosidade um pouco inferior ao esperado,
esta de acordo com os principios do Equilibrio de Hardy-Weinberg. O mesmo fato foi

observado para o loco HLA-B.
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Neste estudo foram encontrados 18 alelos MICA dos 61 descritos na
literatura, além da delegao deste gene, numero semelhantes ao observado em afro-
americanos, euro-americanos e marroquinos. Em estudos realizados com tribos
nigerianas, populagdes amerindias, japoneses e coreanos 0 numero de alelos
detectados foi inferior, variando entre cinco e oito alelos. Deve-se considerar que,
diferentes estudos utilizam diferentes metodologias na identificacdo dos alelos, e
que nem sempre é possivel o mesmo grau de deteccdo destes. Portanto em
algumas populagdes o numero de alelos pode estar subestimado. Além disso,
alguns estudos foram realizados anteriormente a descoberta de certos alelos, o que,
dependendo do método de tipagem empregado, pode ter impedido a identificacdo
dos mesmos.

A Tabela 7.1 traz dados de frequéncia alélica do gene MICA em algumas
populagcdes e informacbes a respeito das diferengas e semelhangas destas
freqiéncias quando comparadas com os dados obtidos no presente estudo. De
qualquer forma estas informagdes também sao discutidas ao longo do texto.

Os alelos MICA*00801A5.1, MICA*00201A9 e MICA*00901A6, assim como
observado em outras populagbes de norte americanos caucasianos e japoneses
(KATSUYAMA et al.,, 1999; GAO et al., 2006; KOMATSU-WAKUI et al., 1999 e
ZHANG et al., 2000) sdo, nesta ordem, os mais frequentes e juntos correspondem a
mais de 50% da frequéncia alélica total da amostra. Nas populacdes coreanas e
tailandesas (PYO et al., 2003 e ROMPHRUK et al., 2001) estes alelos também sao
comuns. No entanto, nestas, o alelo MICA*010 é o mais freqliente, ocorrendo de
forma significativamente mais elevada do que em nossa amostra populacional.

Resultados interessantes e similares de trés estudos independentes foram
obtidos a partir da analise de trés populagdes caucasoides, duas inglesas e uma
norte-americana, nos quais a frequéncia de MICA*008 atingiu valores entre 50 e
55% do total de alelos em cada amostra, sendo ligeiramente mais comum do que em
outros estudos (PETERSDORF et al.,, 1999; AHMAD et al., 2002 e REES,
DOWNING e DARKE, 2005).



Tabela 7.1 — Frequéncias alélicas do gene MICA em algumas populagdes

Alelo (2) Indigenas (3) 3) (4) 4
MICA* Euro- M, Sul-Americanos Afro- Euro- Nigerianos - tribos (5) (6) (7)
Brasileiros | Brasileiros” | Toba  Wichi Terena | Americanos” Americanos® | Yoruba Efik Igbo | Tailandeses | Japoneses Coreanos
n=204 n=200 n=94 n=42 n=60 n=605 n=1.245 n=74 n=32 n=46 n=255 n=130 n=199
001 1,0 1,8 0,5 0 0 1,4 1,1 NI NI NI 0 0 0
002 17,7 15,4 34,6 47,6 445 25,4 14,26 33,1 17,2 42,4 17,6 14,6 17,8
00201 17,7 15,4 34,6 47,6 445 25,4 14,1 33,1 17,2 42,4 17,6 NT NT
00202 0 0 0 0 0 0 0,16 0 0 0 0 NT NT
004 11,5 14,6 1,1 0 0 19,1 7,5 27,0 21,9 13,0 3,5 9,2 12,3
006 0,7 0,8 0 0 0 0,08 0,32 0 0 0 0 0 0
007 3,2 1,3 0 1,2 0 1,24 5,08 NI NI NI 0 1,2 3,3
00701 3,2 NT 0 1,2 0 0,66 4,6 NI NI NI 0 NT NT
00702 0 NT 0 0 0 0,58 0,48 0 0 0 0 NT NT
008 26,5 27,2 1,0 0 0,8 31,7 43,33 14,2 32,8 25,0 21,4 30,8 10,8
00801 25,3 NT 1,0 0 0,8 26,6 43,05 14,2 32,8 25,0 21,4 NT NT
00802 1,2 NT 0 0 0 51 0,28 6,8 3,1 1,1 0 NT NT
009 13,7 12,5 3,2 1,2 2,3 3,8 8,5 NI NI NI 2,4 16,5 10,6
00901 13,7 12,5 1,6 1,2 2,3 1,7 7,1 NI NI NI 2,4 NT NT
00902 0 0 1,6 0 0 2,1 14 0,7 7,8 0 0 NT NT
010 71 5,7 27,7 19,0 17,2 1,2 5,8 NI NI NI 18,2 10,8 18,3
011 4,7 3,3 0,5 0 0 2,6 2,9 NI NI NI 0 0 0
012 1,0 1,3 0 0 0 1,2 1,9 NI NI NI 3,1 12,3 11,1
015 0,7 2,0 0 0 0 5,6 0,2 NI NI NI 0 0 0
016 1,7 2,3 0 0 0 0,17 2,3 NI NI NI 0,2 0 0
017 1,7 0,8 0 0 0 0,6 1,1 NI NI NI 2,2 0 NT
018 3,9 2,5 0 0 0 3,0 3,9 NI NI NI 6,1 0 NT
019 2,5 2,3 0 0 0 0,83 1,2 NI NI NI 15,3 3,5 NT
020 0 NT 0 0 0 NT NT 0 0 0 0,4 NT NT
021 0,2 0 0 0 0 0,17 0,28 NI NI NI 0 NT NT
024 0 0 0 0 0 0,08 0,12 0 0 0 0 NT NT
026 0 NT 0 0 0 NT NT 0 0 0 1,4 NT NT
027 1,7 NT 30,9 31,0 35,2 NT NT 0 0 0 NT NT 13,6
029 0 0,3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 NT NT
030 0 0 0 0 0 0,33 0,16 NI NI NI 0 NT NT
035 0 0 0 0 0 0 0,04 0 0 0 0 NT NT
041 0 0,3 0 0 0 0,5 0 2,0 3,1 9,8 0 NT NT
043 0 0,3 0 0 0 0,33 0 0 0 0 0 NT NT
044 0 0 0 0 0 0,08 0 0 0 0 0 NT NT
045 0 0 0 0 0 0,33 0,04 NI NI NI 0 NT NT
046 0 0 0 0 0 0,25 0 NI NI NI 0 NT NT
047 0 0 0 0 0 0 0,04 0 0 0 0 NT NT
052 0 NT NT NT NT 0 0 0 0 0 8,2 NT NT
Del 0,5 NT NT NT NT NT NT 0 0 0 NT NT 2,3
Blank 0 5,7 0 0 0 NI NI 0 0 0 NI 1,2 0

NT néo tipado, NI ndo informado. Em vermelho: frequiéncias alélicas que diferem significativamente da encontrada em nossa amostra (p < 0,05).
* Microssatélite (GCT,) ndo caracterizado: MICA*002 inclui MICA*020 e *023, MICA*007 inclui MICA*026, MICA*008 inclui MICA*027 e *048.
(1) MARIN et al., 2004; (2) ZHANG et al., 2002; (3) GAO et al., 2006; (4) TIAN et al., 2003; (5) ROMPHRUK et al., 2001; (6) KATSUYAMA et al., 1999; (7) PYO et al., 2003.
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Em varios estudos foi detectado o alelo MICA*019 em baixa frequéncia,
inclusive no presente estudo. Entretanto, em tailandeses este € o quarto alelo mais
frequente, representando 15% dos alelos presentes nesta populacdo (ROMPHRUK
et al., 2001). Outro alelo caracteristico nessa populagdo é MICA*052, o qual nao foi
descrito em nenhuma outra e nem neste trabalho.

O alelo MICA*00901, comum em nossa amostra, ocorre em baixa frequéncia
em afro-americanos e nigerianos, sendo nestas MICA*004 um dos alelos mais
freqUentes. Este alelo mesmo sendo relativamente comum na amostra investigada
neste trabalho, apresenta frequéncia significativamente mais baixa do que em
populacgdes negroides (TIAN et al., 2003 e GAO et al., 2006). O alelo MICA*00902,
nao detectado em nossa amostra, foi encontrado em alta frequéncia apenas em
marroquinos de origem caucasiana, onde juntamente com MICA*00801 e MICA*004
€ 0 mais comum (PIANCATELLI et al., 2005).

O alelo MICA*01201 é significativamente mais comum em orientais do que na
nossa populagdo e MICA*011, que possui uma frequéncia de quase 5% na nossa
amostra, ndo foi identificado até o momento em populagdes asiaticas.

A diversidade encontrada no presente estudo se assemelha a do estudo de
Marin et al., 2004, também conduzido em amostra brasileira, no entanto
representativa da populacdo de Sao Paulo. Nao foi observada nenhuma diferenca
significativa na frequéncia dos alelos entre os dois estudos. Os alelos MICA*029,
MICA*041 e MICA*043 detectados apenas uma vez na populagdo de Sao Paulo,
nao estido presentes na nossa amostra, por outro lado, os alelos MICA*021 e
MICA*027 identificados na nossa amostra, ndo foram encontrados na amostra de
Séao Paulo. O alelo MICA*027 pode estar ocorrendo no estudo de Marin, mas como a
analise do microssatélite ndo foi realizada neste estudo, ndo é possivel distinguir
este alelo de MICA*00801.

Os alelos de MICA que nao foram detectados no presente trabalho podem
apresentar uma baixa representatividade ou mesmo serem ausentes na populagao
que nossa amostra representa.

Devido a proximidade fisica entre os genes MICA e HLA-B seus alelos
tendem a estarem associados, embora esta associagcdo em muitos casos néo seja
absoluta. Nota-se que mais comumente um mesmo alelo MICA esta associado com

varios alelos ou grupos alélicos de HLA-B do que o contrario, pois de forma geral um
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alelo HLA-B esta associado com um ou poucos alelos MICA. Isto se torna mais
evidente se nao considerarmos os haplétipos com baixa frequéncia. Se pensarmos
que o numero de alelos HLA-B é muito mais elevado em comparagao com o numero
de alelos MICA fica facil entender esta distribuigao.

Os dois alelos de MICA predominantes em nossa amostra aparecem
associados com multiplos alelos de HLA-B. As associacbes observadas com
MICA*00801 sdo: B*0702c, B*0801lc, B*1302/08, B*1517, B*4001lc e B*4402c,
dentre outros que atingiram frequéncia inferior ou igual a 1%. Estas associagdes
também foram constatadas em populagbes asiaticas, em euro-americanos, ingleses
e marroquinos (OBUCHI et al., 2001; PYO et al., 2003; KATSUYAMA et al., 1999;
KOMATSU-WAKUI et al., 1999; ZHANG et al., 2000 e AHMAD et al., 2002). No
entanto, em asiaticos, os haplétipos mais comuns sdo MICA*00801 B*07 e
MICA*00801_B*40. Em negroéides o alelo que comumente aparece associado com
MICA*00801 é B*1503 (TIAN et al., 2003 e GAO et al., 2006), sendo este ultimo
comum em populagdes de negros africanos e americanos (GEER, TERASAKI e
GJERTSON, 1998 e BARNARDO et al., 1998). Em nossa amostra dos quatro alelos
B*1503, trés podem estar associados com MICA*00801.

O alelo B*0705/06 aparece duas vezes com MICA*00801 e uma vez com
MICA*00802, ja um alelo definido exclusivamente como B*0705 aparece com
MICA*00801. Este fato é sugestivo de que o alelo associado com MICA*00802 seja
B*0706 e os demais, associados com MICA*00801 sejam B*0705.

Para MICA*00201 as associagdes mais comuns foram observadas com:
B*3501c, B*3801c e B*3801/09, todos os alelos identificados de B*39, B*5301 e
B*5801. Em japoneses ocorre a combinagéo do alelo MICA*00201 com B*35 e B*39
(KOMATSU-WAKUI et al., 1999; KATSUYAMA et al., 1999 e OBUCHI et al., 2001);
em coreanos e em amostra populacional do nordeste da Tailandia, além destes
haplétipos, a combinagdo mais comum ocorre com o grupo B*58 (PYO et al., 2003).
A associagao com B*5301 é mais comum em afro-americanos e em populacdes de
diferentes tribos nigerianas (TIAN et al., 2003; ZHANG et al., 2003 e GAO et al.,
2006) do que em outras populagdes. Esta observagao concorda com a presenca
relativamente alta do alelo B*5301 em populagdes negréides (africanas e afro-
descendentes) (FERNANDEZ-VINA et al., 1995 e CAO et al., 2004).
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O grupo B*35 apresenta um grande numero de alelos e esta amplamente
distribuido em diversas populagdes. Na nossa amostra o hapldotipo
MICA*00201_B*35 é o segundo mais comum, sendo que dentre eles ocorre em
maior frequéncia MICA*00201_B*3501c. Em amerindios o grupo B*35 aparece como
um dos mais frequientes do loco HLA-B (PETZL-ERLER et al., 1993; BELICH et al.,
1992 e PARHAM et al., 1997), entretanto informagdes a cerca de seu desequilibrio
de ligacdo com alelos de MICA ainda sdo escassas. Na tribo argentina Toba foi
verificada a associagdo de B*3505 com MICA*00201 (ZHANG et al., 2002).

O haplétipo MICA*00901_B*5101 é o que apresenta freqiéncia mais elevada
em nossa amostra, sendo também comum em populagbes asiaticas (tailandeses,
japoneses e coreanos) e em euro-americanos. Em orientais (japoneses e coreanos)
o haplétipo MICA*00201_B*52 é igualmente frequente (KOMATSU-WAKUI et al.,
1999; KATSUYAMA et al., 1999; ROMPHRUK et al., 2001; OBUCHI et al., 2001 e
PYO et al.,, 2003). MICA*00901 também aparece associado com B*3503, e com
todos os alelos B*5001 e B*5002 da nossa amostra. Em euro e afro-americanos e
em caucasianos do Marrocos foi verificada a associacao de B*5001 e B*5002 com
MICA*00902, o qual difere de MICA*00901 apenas por uma substituicdo no exon 3
(GAO et al., 2006 e PIANCATELLI et al., 2005).

Em diversos estudos, assim como neste, foi constatada a associacado de
MICA*004 com B*4403 em frequéncia relativamente elevada. A forte associagao
verificada com B*4901, porém em baixa frequéncia, foi observada também em euro
e afro-americanos. Em nossa amostra € possivel que MICA*004 também esteja em
haplétipo com B*5101 e com B*5201 (aparecem uma vez cada na nossa amostra),
esta associacao foi evidente até o momento somente em afro-americanos (ZHANG
et al., 2003 e GAO et al.,, 2006). Em nosso estudo o alelo B*4403 na verdade
representa o conjunto B*4403c, que inclui os alelos B*4403/36/38/39/40. Entretanto,
diante dos dados de associagao verificados em outros trabalhos, acredita-se que
realmente se trate do alelo B*4403.

O grupo alélico B*15 é o grupo que possui maior diversidade no loco HLA-B.
Este grupo tem uma distribuicdo geografica ampla e varios de seus alelos
apresentam frequéncias diferenciadas entre as populagbes. Em grande parte os
alelos deste grupo identificados na nossa amostra estdo associados com MICA*010,

principalmente B*1501c e B*1504, os quais pertencem ao grupo sorologico B62. A
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associagao entre MICA*010 e B*15 foi relatada em praticamente todos os trabalhos
disponiveis até o momento, porém poucos trazem informag¢des em nivel alélico, mas
muitos deles fazem referéncia ao equivalente sorolégico B62.

Os haplétipos MICA*00801_B*44, MICA*00801_B*15 e MICA*00901_B*35
ocorrem em frequéncias proximas as esperadas sob a hipétese de equilibrio de
ligacdo. Todos estes alelos sdo comuns na nossa amostra, portanto se a associagao
entre eles estivesse de alguma forma favorecida, um numero mais elevado destes
haplétipos teria sido detectado.

Em nossa amostra o alelo B*1510, mais frequente em negros do que
caucasianos (BARNARDO et al., 1998), parece estar associado com MICA*00802.
Este haplétipo ja foi observado em populagbes de origem ou ancestralidade
negroide (TIAN et al., 2003 e GAO et al., 2006). Por outro lado o alelo B*1518, que é
mais comum em caucasoides, esta associado com MICA*019 em nossa amostra.
Em tailandeses o alelo MICA*019, que tem uma frequéncia elevada nao vista em
outras populagdes, esta associado com varios alelos do grupo B*15 (ROMPHRUK et
al., 2001). Outra associacao verificada com MICA*019 é de B*1401. O outro alelo do
grupo B*14 detectado em nossa amostra, B*1402 , esta em desequilibrio de ligagcao
absoluto com MICA*011.

O alelo MICA*027, assim como MICA*010, aparece em alta frequéncia em
japoneses, coreanos e amerindios (OTA et al., 1997; PYO et al., 2003 e ZHANG et
al., 2002), tendo sido encontrado em baixa freqiéncia em nossa amostra. Nao
podemos afirmar se este alelo realmente caracteriza tais populagbes, pois muitos
estudos nao investigaram o microssatélite presente no exon 5 do gene MICA, o qual
diferencia MICA*027 de MICA*00801. Estes achados podem significar que estes
alelos tenham sido trazidos para a América pelas popula¢des fundadoras oriundas
do leste asiatico e que sua freqiéncia esteja sendo mantida em amerindios. Estes
alelos também foram detectados em células de indigenas brasileiros tipadas no 13°
Workshop de histocompatibilidade (ALBERT et al., 2004).

Em coreanos e em tribos indigenas da Argentina (Toba e Wichi) o haplétipo
MICA*027_B*4002 esta dentre os mais frequientes (PYO et al., 2003 e ZHANG et al.,
2002). Em nossa amostra verificamos a presenga desta associagdo em baixa
frequéncia. O haplétipo MICA*010_B*52 foi somente encontrado na tribo Toba e

também no presente trabalho, sendo um individuo homozigoto para ambos os locos.
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O haploétipo MICA*01201_B*55, que ocorre em baixa freqliéncia em nossa amostra,
€ mais comum em orientais (japoneses e coreanos) do que nas demais populagdes
estudadas.

O alelo MICA*00701 esta associado com os dois alelos identificados do grupo
B*27 (B*2702 e B*2705). Este haplétipo ja foi observado em coreanos, ingleses e
em norte-americanos caucasianos (PYO et al., 2003; AHMAD et al., 2002; ZHANG et
al., 2000 e GAO et al., 2006). Em populag¢des negréides ainda nao foi descrito, o que
ja era esperado pelo fato de B*27 ser mais comum em caucasianos (GONZALEZ-
ROCES et al., 1997 e MULLER, EHNINGER e GOLDMANN, 2003).

Os haplétipos MICA*017_B*5701 e MICA*015 B*45, apesar de pouco
frequentes na amostra deste estudo, confirmam os achados de Obuchi et al., 2001,
no qual ele identificou estes alelos de MICA relatando que ambos apresentavam a
delecdo de uma guanina na extremidade 3’ do exon 4. Esta delegao resulta em uma
mudanga no quadro de leitura e consequente encurtamento da cauda
citoplasmatica. Neste mesmo trabalho Obuchi et al (2001) verificaram o desequilibrio
de ligagado com os grupos alélicos B*45 e B*57.

O alelo MICA*016 estda em associagao absoluta com o grupo B*35, mesma
associacao encontrada no estudo de Marin et al., 2004 em uma amostra proveniente
de Sao Paulo. Em nossa amostra pudemos identificar que cinco dos alelos deste
haplétipo sdo B*3502 e dois B*3508, este ultimo encontrado mais em caucaséides.

Constatamos um forte desequilibrio de ligagédo entre os alelos MICA*01801 e
MICA*001 com o alelo B*1801. Apesar destes dois alelos de MICA terem sido
observados em outras populagcdes, a maioria dos trabalhos n&o apresentam os
dados referentes aos seus haplétipos, pelo fato de ocorrerem em baixa frequéncia.
Em dois trabalhos, um com amostra representativa de tailandeses e o outro de
ingleses, foi verificado um forte desequilibrio entre os alelos MICA*01801 e B*18
(ROMPHRUK et al,, 2001 e REES et al.,, 2005). Como ambos os alelos se
diferenciam apenas por uma substituicdo no cdédon 125, talvez MICA*001 tenha se
originado a partir de MICA*01801.

O alelo MICA*006 nao foi observado em praticamente nenhuma populagao
estudada até o momento. Verificamos uma baixa ocorréncia deste alelo em nossa

amostra (apenas trés individuos) ocorrendo em associagdo com B*51. O mesmo
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achado foi relatado por outro estudo conduzido com amostra de brasileiros de Sao
Paulo (MARIN et al., 2004).

O alelo MICA*021, identificado em apenas um individuo em nossa amostra,
so foi identificado em outros dois estudos até o presente, nos quais a frequéncia
deste alelo também é baixa. Em euro e afro-americanos (GAO et al., 2006) e em
africanos (TIAN et al., 2003). O banco de dados de sequiéncias do gene MICA
disponivel na pagina eletrdbnica www.ebi.ac.uk/imgt/hla (acesso em 07/12/2006)
ainda nao traz informagdes a respeito do numero de repeticdes GCT presentes no
exon 5 desse alelo. Através da nossa tipagem concluimos que se trata de 4
repeticdes, assim como relatado no estudo de Tian et al (2003). Os gendtipos do
individuo positivo para MICA*021 sugerem que este esteja ocorrendo em haplétipo
com B*5601.

O desequilibrio de ligagao entre alelos dos genes MICA e HLA-B pode refletir
alguns aspectos da origem de certos alelos de HLA-B. Por exemplo, os alelos B*35,
B*53 e B*58 compartilham um alto grau de identidade de sequéncia e acredita-se
terem um mesmo ancestral. A associacdo desses trés alelos de HLA-B com um
mesmo alelo de MICA (MICA*00201) reforgca a hipétese de que tenham uma origem
comum (GAO et al., 2006).

A delecdo de aproximadamente 100 Kb, incluindo o gene MICA e MICB, foi
descrita em associagdo com HLA-B48 (B*4801) em individuos japoneses
(KOMATSU-WAKUI et al., 1999). Em nosso estudo duas amostras apresentam o
alelo B*48 sendo que wuma delas possui o0 seguinte gendtipo:
MICA*00201/MICA*deletion e B*5801/B*48, e a outra 0 mesmo gendtipo para MICA
e B*35/B*4802. Este achado sugere a associacéo de B*48 com a dele¢cdo do gene
MICA em nossa amostra. Esta associagao ja foi verificada ou sugerida em diversas
populacdes asiaticas (KATSUYAMA et al., 1999; OTA et al., 2000; PYO et al., 2003)
e também aparece em alta frequéncia em uma comunidade amerindia do Paraguai,
onde além da ja conhecida associagdo com B*48 foi identificada uma nova
associagdo com B*15, provavelmente resultante de recombinacédo (AIDA et al.,
2002).

A delecdo dos genes MICA e MICB e sua associagdo com B*48 parece ter
sido conservada na regido do leste asiatico, tendo até mesmo sido considerada

decorrente de selegcdo favoravel para este haplotipo. Estudos ja constataram a
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presenga da delecdo em homozigose em individuos saudaveis. Portanto, a auséncia
do gene MICA parece nao interferir no desempenho imunolégico do individuo, nem
ser essencial para a sobrevivéncia (KOMATSU-WAKUI et al., 2001).

Os alelos MICA*00801, MICA*00201, MICA*004 e MICA*00901 sdo comuns
em diversas populagdes e juntos somam mais de 60% da frequéncia alélica em
muitas delas (COLLINS, 2004). Algumas excegdes tém sido observadas, como por
exemplo, a alta frequéncia de MICA*027 em coreanos, japoneses e amerindios
(PYO et al.,, 2003; OTA et al., 1997 e ZHANG et al.,, 2002) e de MICA*019 e
MICA*052 em tailandeses da regiao nordeste (ROMPHRUK et al., 2001). Outras
diferengas marcantes sao a frequiéncia mais elevada do alelo MICA*010 e MICA*027
em asiaticos e amerindios, e do alelo MICA*012 em coreanos e japoneses.

Provavelmente o numero de alelos descritos aumente a medida que novas
populagdes ou etnias forem estudadas, mas de qualquer forma espera-se que a
distribuicao alélica nas populagdes tenda a se manter semelhante a ja observada até
0 momento.

O polimorfismo do gene MICA ao longo dos exons 2, 3 e 4 exibe uma grande
quantidade de substituicbes nao sindnimas, das quais muitas resultam em
mudancas de aminoacidos nao conservativas. Acredita-se que as diferengcas nas
sequéncias dos alelos MICA possam influenciar a interagdo destas moléculas com o
receptor NKG2D. Investigagdo a cerca do polimorfismo no cédon 129 (exon 3)
indicou que os alelos codificando para metionina nesta posicdo possuem uma
capacidade consideravelmente maior de se ligar ao receptor NKG2D do que alelos
que codificam para valina nesta mesma posi¢ao (STEINLE et al., 2001).

No presente trabalho avaliou-se que 34,3% dos alelos da amostra possuem o
cédon ATG, que traduz para metionina, e 65,7% o codon GTG, que traduz para
valina. A avaliagdo desta propor¢do em outros estudos podera trazer algum
indicativo da existéncia ou n&o de favorecimento para a prevaléncia de algum dos
dois polimorfismos. Outra substituicdo que parece afetar a afinidade com o receptor
NKG2D ocorre no cédon 156 (exon 3), onde as diferengas na segunda base desta
trinca resultam na tradugao para histidina, leucina ou arginina (HOLMES et al.,
2002). A grande maioria dos alelos codifica para histidina nesta posig¢ao, incluindo

aqueles que normalmente aparecem com freqléncia mais elevada nas populagdes.
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A elevada frequéncia em diversas populagbes de uma molécula truncada,
MICA*008, cuja insergao de uma guanina apés o coédon 294 resulta em um coédon de
parada na posigao 304 € muito intrigante (ROBINSON et al., 2001). Foi demonstrado
em modelo in vitro que o transporte desta molécula para a superficie celular, assim
como das moléculas MICA*023 e MICA*028, que também apresentam a variante
transmembrana A5.1, parece ocorrer de forma aberrante. A ancoragem incorreta
desta molécula parece alterar a ligagdo com seu receptor NKG2D, e/ou a transdugéo
de sinais intracelulares (SUEMIZU et al., 2002). Inicialmente pensou-se na
possibilidade desta proteina ndo ser ancorada na membrana e ser secretada, porém
sabe-se que ela eventualmente alcanca a superficie (BAHRAM, 2000). O que nao se
sabe ainda € se essa molécula pode ser secretada em diferentes quantidades em
situacdes de estresse celular.

A ampla distribuicdo de MICA*00801 e sua presenga em diversos haplétipos
podem indicar que este seja um alelo ancestral que apos subsequentes
recombinacbes e mutagdes de ponto gerou a diversidade alélica atual
(PETERSDOREF et al., 1999).

A alta frequéncia do alelo MICA*00801, o fato deste transcrever para uma
molécula truncada, e ainda exibir o cédon 129 para valina (menor afinidade com o
receptor), nos faz argumentar a respeito de quais fungdes esta molécula exerceu ou
estd exercendo. Talvez alguma fungdo inibitéria na forma de molécula soluvel,
bloqueando o sitio ativo do receptor NKG2D. Pode-se considerar também que
apesar da alta freqliéncia de MICA*00801 a selecdo esteja atuando a favor da
geragédo e manutengao de alelos, cujos produtos ativam o receptor NKG2D, uma vez
que a vigilancia imunoldgica ficaria favorecida nestas condigdes. Desta forma a
heterozigose de MICA*00801 com outros alelos MICA promoveria a regulagdo da
ativacado e inibicdo da atividade citotdoxica das células que expressam o receptor
NKG2D.

A seqUéncia de aminoacidos das moléculas MICA*015 e MICA*017 também
resulta em uma estrutura protéica completamente diferente das demais. Nestes
casos a regiao transmembrana apresenta uma cadeia hidrofébica longa e a
terminac&o ocorre logo no inicio da cauda citoplasmatica. Esta estrutura diferenciada
deve ter alguma relevancia na funcdo imunolégica do gene MICA. E interessante

notar que apesar de nenhum destes alelos ter sido associado com alguma desordem
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imunoldgica, o alelo HLA-B*57, em associagao com MICA*017, foi frequentemente
encontrado em individuos infectados por HIV-1 que demoram em manifestar a
imunodeficiéncia (OBUCHI et al., 2001).

Esses dados sugerem que variantes alélicas de MICA podem estar
diretamente relacionadas com a ligagdo ao NKG2D, afetando significativamente os
efeitos de ativacdo celular. Dessa forma o conhecimento da extensdo do
polimorfismo de seus alelos “refletido” tanto nos dominios extracelulares quanto na
regidao transmembrana ou cauda citoplasmatica da molécula, pode trazer
conhecimentos complementares aos estudos funcionais, para que se consiga um
melhor entendimento da relevancia bioldégica desta molécula para o sistema imune.

As localizagbes das substituigbes ao longo da sequéncia dos exons 2-4 do
gene MICA levantam a questdo de como o polimorfismo esta relacionado com a
funcdo biolégica e imune das moléculas MICA e quais forgas seletivas poderiam
atuar na geracao da diversidade destas moléculas (PETERSDOREF et al., 1999).

Os principais mecanismos de geragdo de diversidade alélica nos genes do
CPH sao mutagdes de ponto, conversédo génica e recombinagdes n&o reciprocas. As
conversdes génicas entre alelos de um mesmo loco parecem ocorrer em maior
freqiéncia que as recombinagdes intergénicas. Para HLA-B, diferentemente do
observado para HLA-A, ocorre grande similaridade inter-especifica (chimpanzés e
humanos) no dominio a1, mas n&do nos demais dominios da molécula. Este fato
reforca a hipdtese de que a recombinagéao intraloco no exon 3 dos alelos de HLA-B
serve como fonte de motivos polimoérficos na geragcao de novos alelos, e a maior
conservagao no exon 2 pode estar relacionada com fungdes estruturais do dominio
a1l (McADAM et al., 1994).

Acredita-se que um dos mecanismos responsaveis pela manutencdo do
polimorfismo e diversidade dos genes HLA seja a selegdo sobredominante, na qual
o heterozigoto tem maior adaptabilidade que os homozigotos (HUGHES e NEI, 1989;
TAKAHATA, SATTA e KLEIN, 1992 e MEYER e THOMSON, 2001). Este mesmo
processo seletivo de favorecimento do heterozigoto, tem sido proposto como
responsavel pela manutencédo da variacao alélica e diversidade observada no loco
MICA (ELSNER, SCHROEDER e BLASCZYK, 2001). Esta pressao seletiva atuando

em genes HLA fica clara se considerarmos a funcdo destas moléculas como
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apresentadoras de antigenos, permitindo que um maior numero de peptideos
antigénicos distintos seja reconhecido e assim apresentado as células T.

Até o momento nenhum estudo esclarece qual a relevancia do polimorfismo
observado para o gene MICA em relagao a fungao do seu produto proteico. Elsner et
al (2001) propde que as moléculas MICA interajam com ligantes nao peptidicos de
forma nao covalente através de uma fenda rasa formada entre os dominios a1 e a2.
Esta hipdtese é reforgada pelo fato das células Tyd, que expressam o receptor
NKG2D, serem capazes de reconhecer antigenos nao peptidicos. Neste mesmo
trabalho Elsner et al sugere que a heterozigosidade observada para o gene MICA
seja decorrente de selecdo sobredominante e que seja vantajosa para a interagao
com os ligantes nao peptidicos.

Em nossa amostra a distribuicdo das frequéncias alélicas de MICA esta em
conformidade com o esperado pela hipdtese de neutralidade seletiva, onde as
variagdes dentro de uma populagdo sao decorrentes de mutagdes neutras e deriva
genética. Achados similares foram relatados por GAO et al., 2006, que empregou o
método de sequenciamento na tipagem de MICA. Em nosso estudo a metodologia
de tipagem empregada ndo permite a deteccao de alelos novos que podem estar
ocorrendo em baixa freqiéncia em nossa amostra. Entretanto, se alelos raros
estiverem presentes em nossa amostra, a distribuicdo das frequéncias alélicas
apresentara um desvio ainda maior do esperado sob efeito de selecédo balanceadora
(alelos com freqUéncias intermediarias e similares), reforcando a hipétese de
neutralidade.

Entretanto, mesmo para genes HLA nem sempre € possivel demonstrar
estatisticamente um desvio da neutralidade. Em muitas amostras populacionais a
significancia estatistica depende do numero de alelos considerado, em outras uma
possivel explicagdo para a aceitagao da hipétese nula € que a deriva genética ou
algum fator n&o seletivo estaria contrabalangando os efeitos da selegéo
balanceadora (RENQUIN et al., 2001).

A taxa de substituicbes nao sinbnimas nos genes HLA, principalmente no sitio
de ligagao dos peptideos antigénicos, supera a taxa de substituigdes sinbnimas, o
que €& uma forte evidéncia da atuacdo de selecdo balanceadora (TAKAHATA,
SATTA e KLEIN, 1992 e MEYER E THOMSON, 2001). Achados similares foram

relatados para o gene MICA, no qual foi constatado um excesso de substituicbes
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nao sindnimas no exon 3, as quais provavelmente resultam em um aumento da
variabilidade funcionalmente relevante (ELSNER, SCHROEDER, e BLASCZYK,
2001).

O papel biolégico das moléculas MICA ainda n&o nos permite compreender
qual o significado do polimorfismo observado neste loco. Enquanto os genes HLA de
classe | acumulam mais substituicdes nucleotidicas nos exons 2 e 3 (em sitios que
transcrevem para residuos envolvidos na ligagdo de peptideos) os residuos
polimoérficos de MICA estdo posicionados na margem exterior do que seria uma
fenda de ligagao, distribuidos tanto em pontos que parecem interagir com o receptor
quanto em sitios que parecem distantes desta interagcao (HOLMES et al., 2002).

A possibilidade de neutralidade seletiva ou de selegdo balanceadora ainda
deixa em aberto as razdes que explicariam o polimorfismo do gene MICA. Seria este
mantido por deriva genética e pela influéncia de ondas migratdrias, ou existem alelos
sendo favorecidos, enquanto outros apresentam o mesmo valor adaptativo?

O fato de a molécula MICA ser expressa na superficie de células endoteliais e
reconhecida por anticorpos especificos sugere, que ela possa ser alvo no processo
de rejeicdo, funcionando como um aloantigeno secundario. No contexto dos
transplantes alguns estudos tém investigado a relevancia do polimorfismo do gene
MICA como aloantigenos de histocompatibilidade, os quais desencadeariam um
processo de resposta imune ao aloenxerto.

A presenga de anticorpos anti-MICA foi verificada no soro de pacientes
transplantados renais, principalmente apos episédios de rejeicao aguda (ZWIRNER
et al., 2000 e SUMITRAN-HOLGERSSON et al., 2002). Em outro trabalho foi
verificado que as moléculas MICA sao alvo para a citotoxicidade mediada por
complemento, sugerindo um alto potencial imunogénico para esta molécula (ZOU et
al., 2006b). Outros ensaios verificaram a presenca de moléculas MICA e MICB em
biopsias de enxertos renais diagnosticados com rejeigdo aguda ou com necrose
tubular (HANKEY et al., 2002). A maior incidéncia de anticorpos anti-HLA e anti-
MICA em pacientes que apresentaram rejeicdo crbnica do aloenxerto se
comparados com pacientes sem rejeicdo também sugere o envolvimento desta
molécula na perda dos aloenxertos (MIZUTANI et al., 2005).

De forma semelhante, o polimorfismo de MICA poderia ser relevante no

transplante de medula 6ssea, pois, apesar da forte presenca de desequilibrio de
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ligacao entre MICA e HLA-B, observamos que uma mesma especificidade HLA-B
pode estar associada a diferentes moléculas MICA. Além disso, a tipagem HLA de
classe | pré-transplante é realizada apenas em baixa resolugdo o que acentua a
possibilidade de em transplantes entre individuos n&o aparentados diferentes alelos
de um mesmo grupo HLA-B estarem sendo “utilizados” e consequentemente
diferentes alelos de MICA. Um exemplo bem evidente em nossa amostra sao os
alelos B*4402c e B*4403c, ambos comuns, onde o primeiro aparece associado com
MICA*008 e o segundo com MICA*004.

A presenga dessas moléculas no epitélio intestinal, um dos principais sitios
acometidos na doenca do enxerto versus hospedeiro, refor¢a a idéia de um possivel
envolvimento de MICA no desenvolvimento desta doenca.

Ainda no contexto do transplante de células tronco hematopoéticas, foi
demonstrado que células NK do doador podem exercer um efeito citotdéxico anti-
leucemia decorrente da disparidade entre moléculas HLA do receptor e receptores
KIR do doador (GIEBEL et al.,, 2003). Este mesmo efeito benéfico anti-células
tumorais mediado por células NK ja havia sido verificado em pacientes de leucemia
mieldide crénica que receberam transplante HLA idéntico, mas neste caso o
mecanismo de ativacao das células NK n&o foi esclarecido (JIANG et al., 1997).
Mais tarde foi proposto que a presenca de moléculas MICA soluveis no soro de
pacientes transplantados poderia bloquear o receptor NKG2D na superficie das
células NK inibindo sua atividade citotdéxica contra as células leucémicas
(SCONOCCHIA et al., 2005).

Moléculas MICA expressas na superficie celular parecem ativar células NK e
promover a atividade citotéxica das mesmas, por outro lado estas moléculas na
forma soluvel podem bloquear a ativagdo do receptor NKG2D inibindo a
citotoxicidade inerente das células NK. Esta ultima situagdo pode ser deletéria nos
processos anti-tumorais ou até mesmo em situagdes de infecgdo viral. Mesmo as
moléculas ancoradas na superficie celular exibem variabilidade em sua estrutura
e/ou posicionamento na membrana, como comentado anteriormente, e desta forma
provavelmente ndo interagem com a mesma intensidade com o receptor, ou seja, 0
polimorfismo funcional parece trazer consequéncias para o sistema de defesa

imunoldgico do organismo.
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E possivel que um balanco entre a ativacao e inibigao das células NK através
da interacdo de MICA-NKG2D seja importante na manutengao da homeostasia do
organismo. Altera¢des na expressao das moléculas MICA soluveis e/ou de superficie
celular talvez resultem em uma ativacdo ou inibicdo exacerbada das células NK
levando a progressao de tumores e infecgdes ou até mesmo ao desenvolvimento de

doencgas auto-imunes.
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8 CONCLUSOES

A definicdo alélica de genes com alto grau de polimorfismo como MICA e
HLA-B, exige muitas vezes a aplicagdo de mais de um método de tipagem
para a resolugdo das ambiguidades. A concordancia entre os métodos SSOP
e SSP empregados nao foi absoluta, mas foi elevada (88,5%).

Os alelos mais freqlientes na amostra de euro-brasileiros paranaenses séo:
MICA*00801, MICA*00201, MICA*00901 e MICA*004, que juntos somam
mais de 68% dos alelos da amostra.

De modo geral as populagbes mundiais, assim como aquela representada
neste estudo, exibem n&do mais do que 20 alelos MICA, dos quais poucos ja
representam mais de 50% dos alelos nas amostragens populacionais.

Ambos os genes, MICA e HLA-B, estdo em conformidade com o Equilibrio de
Hardy-Weinberg e apresentam uma alta diversidade.

Conforme esperado pelo efeito de selegdo balanceadora sobre o gene HLA-
B, este ndo esta em conformidade com a hipotese de neutralidade seletiva.
Por outro lado, os dados obtidos a partir da amostra investigada indicam que
a distribuicdo alélica do gene MICA esta de acordo com o esperado pelo
modelo de alelos infinitos. E necessaria a realizagdo de outros estudos para
confirmar este achado e entender a sua causa.

Cerca de 50 hapldtipos distintos foram inferidos neste estudo, muitos
reforcando a idéia do forte desequilibrio de ligacdo entre os genes MICA e
HLA-B. Mais comumente ocorrem diferentes alelos de HLA-B com um mesmo
alelo de MICA, do que a relagao inversa.

O estudo populacional do gene MICA e seu desequilibrio de ligagao

com o gene HLA-B fornece informagdes relevantes para a compreensao da sua

diversidade e distribuicdo. Com a obtencio destes resultados esperamos que este

trabalho seja informativo para outros estudos populacionais e também para grupos

de pesquisa que objetivam investigar o significado funcional do polimorfismo do
gene MICA.
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APENDICE 1: FICHAS DE ANALISE PARA TIPAGEM DOS ALELOS DO GENE
MICA



Modelo 1
MIX MICA* size
1 001 616
2 00201/020,015,017,041,050,00202 449
3 00201/020,015,017,046,00202 1854
4 00201/020,015,041,046,00202 1317
5 004,044 724
6 004,006,00901~02,049 637
7 005,013 154
8 005,025,028,031,032,051 1384
9 006 731
10 00701/026,00703,01802,045,051 1432
11 00701/026,00703,00202,01802,051 215
12 00801~02, 053, 00803 428
12A 00802 265
12B 00803 215
13 004,006,00901~02,044,049 568
14 006,00901~02,049 216
15 004,00901~02,044,049 202
15A 00703,00902 230
16 010 679
17 011 983
18 012,021 711
19 012,032 545
19A 01202 180
20 013,022,035,053 1608
21 014 216
22 015 217
23 016 770
24 017 516
25 001,018 590
26 012,018,021 615
27 010,016,019,022,033 854
28 | 004,006,009,016,019,022,032,033,036,044,049 | 818
29 1 004,006,009,010,019,022,032,033,036,044,049 | 764
30 010,016,019,022,032,036,044.049 191
31 004,006,009,010,016,019,032,033,049 1423
32 021 168
33 022,036,044 793
34 023 1094
35 004,006,009,014,024,028,036,044,049 860
36 005,008,024,027,034,035,037,038,039,042,048 744
053
37 025 813
38 008,010,016,019,027,033,042,048 1466
39 008,010,016,019,022,027,033,048,053 745
40 013,014,028,036 751
41 029 700
42 011,030 985
43 031 578
44 032 673
45 033 575
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46 034 814
47 035,037,039,042 746
48 002,011,013,017,020,022,023,030,034,035,036 609
,041,044,046,047,050,052,053
49 036 586
50 035,037,039,042 993
51 001,004-010,012,018,019,021,024-029,031- 1521
033,037,038,040,042,043,045, 048,049,051
59 002,007,011,015,017,020,023,026,029,030,034 761
,035,037-041,043,045,046,047,050,052
53 034,035,037,038,039,042 834
001,002,006,007,009,011,012,015,017,
54 018,020,021,023-026,028-032,034,036, 1012
038,040,041,043,045,046,047,049-052
55 039 771
56 040 617
57 041,047 753
58 042 850
59 043 762
60 044 607
61 045 861
62 046 868
63 030,047 985
64 048 1137
65 049 680
66 Deletion 696
valine (MICA*008)
67 004-006,008-010,013,016,019,022,024,027, 529
028,033,044,048049053
methionine (MICA*002)
68 | 001,002,007,011,012,014,015,017,018,020,021 | 680
023,026,029-032,034-043,045-047,050-052
69 050 475

Alelos mostrados em verde possuem missmatch com um dos oligonucleotideos do mix.
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Alelos mostrados em vermelho ndo possuem a sequéncia da regido de anelamento de pelo menos

um dos oligonucleotideos disponivel em http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla
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Mlicadio20]
Mlical0202
Mlizalod
Mica00s
MlicaQoG
Mlica0Tol 26
Mlical0vos
MlicaQoS0t o2
Mlical0S0s
Mlizalo301

Micadidan2

Mlical

Mlicali

Mlizali2i

Micali202

M3 2]

Mlicalid

Plica0is T
A

-=g =i

Mlicalig

Mlicali?

Mlicals

MicaliE02

Mlicalia

Mlizal21

Mlicad22

Mlicad23

Mlicalz2d

Plica2s ||
Mica02T005ME

PelicaD 2 ||
Mlizal23

Mlicadisd

M2 I
Mical32

Mlicaliss

Micalsd

Mlical3s

Mlizalse

Mlical3T

Micaldss

Mlicalis3

Mizald0

Pelica04 | W |

Mlicald2

| N |
Mlicald 3

Mica04d || Il s EN
Pelica0l45 ||
Mlicalds |

Mlizal4 T

Mical4S -
Mlical45 || | I f

Mlica deletion - .
Mica0s0

Mlicall51 H N I: I
Mlicali5e I

Pelicals s || || H B

Quadriculas marcadas em verde: o alelo correspondente possui missmatch com um dos oligonucleotideos do mix.
Quadriculas marcadas em vermelho: o alelo correspondente ndo possui seqiiéncia da regido de anelamento de um dos oligonucleotideos do mix disponivel em http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla
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ANEXO 1: FICHA DE CADASTRO DE DOADOR VOLUNTARIO DE MEDULA
OSSEA
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- =

. Estado do Parand
5 Secretaria de Estado da Saiide AMOSTRA N* Oﬁ%mm

—_— Instituto de Savide do Parand
. Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parand
I REGISTRO BRASILEIRO DE DOADORES VOLUNTARIOS DE MEDULA OSSEA - REDOME l
o FAVOR PREENCHER PREFERENCIALMENTE EM LETRAS '© FORMA, OU LEG! -« .
IDENTIFICACAO
Nome:
R.G: Idade: Data de Nascimento: / /
Estado Civil: Sexo:F( ) M( ) Peso: Altura: ABO: Rh:
Fumante: SIM( ) NAO( )
ENDERECO RESIDENCIAL
Rua/Av. : N°. Ap.:
Bairro: Cidade: UF:
CEP: Fone:
ENDERECO COMERCIAL

Rua/Av. : Ne. Ap. :
Bairro: Cidade: UF: CEP;
Profissdo: Bome:
Nome e telefone de duas pessoas para contato, caso haja dificuldades para encontri-lo:
Nome: Fone:
Nome: Fone:
Qual o grupo racial que vocé se colocaria? (H4 tipos de antigenos HLA mais comuns em alguns grupos que outros).
( )Caucasiano/Branco ( )Mulato ( )Cafuso ( )Negro ( )Oriental ( ) Outros

TERMO DE CONSENTIMENTO
Eu, , abaixo assinado(a)

¢ acima qualificado(a), pelo presente instrumento CONSINTO que os meus dados cadastrais, o resultado de minha tipagem HLA ¢ os
outros resultados de exames de Histocompatibilidade Imunogenética sejam incluidos no REGISTRO BRASILEIRO DE
DOADORES VOLUNTARIOS DE MEDULA m-mmmmmoﬁoa Imunogenética do Instituto
Nacional de Cancer — INCA, do Ministério da Saide. A amostra coletada nesta ocasiio poderd ser utilizada em possiveis testes
genéticos futuros, desde que de maneira sigilosa.

Nesta data, recebi as orientagbes sobre o que € o transplante de medula dssea e o transplante de células precursoras e estou ciente
de que: d

O candidato a doador de medula Gssea e/ou tecidos hematopoéticos deve encontrar-se em bom estado de saode.

Na oportunidade de ser selecionado, o doador deverd passar por exames clinicos e laboratoriais que alestem a inexisténcia de
doengas, especialmente as infectocontagiosas.

Na oportunidade de ser selecionado para doagéio de medula dssea, o doador passara por internagiio hospitalar (hospital/dia) sendo
necessdrio submeter-se a procedimento sob anestesia geral para retirada de niio mais que 10% de sua medula osses ) procedimento
consiste em pungiio dssea pela regifio glitea (4 a 8 pungdes). A medula do doador é espontaneamente restaurads ¢m poucas semanas.

Na oportunidade de ser selecionaldo para doagio de precursores hematopoéticos, apés utilizar por via subcutanca uma medicagio
estimulante de células hematopoéticas. O doador serd submetido a procedimento semelhante a doaglio de sanguc sendo este realizado
em caréter ambulatorial, néio sendo para isso necessarios os procedimentos mencionados no segundo item deste Termo

Os riscos para os doadores de medula éssea e/ou tecidos hematopoéticos ¢ praticamente inexistente. Nos casos de doagio de medula
éssea, devido ao procedimento de pungio ¢ comum haver queixa de dor discreta no local da pungio.

Tenho também ciéncia do propésito a que se destina o referi .o Registro e meu cadastramento nele.

Proponho-me assim a ser um eventual doador de medula « : ca ou de células precursoras, sabendo que me € reservado o direito da
decisfio final para a doagiio, mantendo-se a condigiio de sigilo acima especificada.

CURITIBA , de de
Nome legivel : Assinatura :
TESTEMUNHAS:
Nome legivel : Assinatura :

Nome legivel : Assinatura :
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ANEXO 2: POSICIONAMENTO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS SENSE NAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS DOS EXONS 2, 3 e
4 DOS ALELOS DO GENE MICA



MICA*001
MICA*00201
MICA*00202
MICA*004
MICA*005
MICA*006
MICA*00701
MICA*00702
MICA*00703
MICA*00801
MICA*00802
MICA*00803
MICA*00901
MICA*00902
MICA*010
MICA*011
MICA*01201
MICA*01202
MICA*013
MICA*014
MICA*015
MICA*016
MICA*017
MICA*01801
MICA*01802
MICA*019
MICA*020
MICA*021
MICA*022
MICA*023
MICA*024
MICA*025
MICA*026
MICA*027
MICA*028
MICA*029
MICA*030
MICA*031
MICA*032
MICA*033
MICA*034

Oligonucleotideos sense (5'--- 3") posicionados no exon 2 do gene MICA

80 90 100

110

120

AGCCCCACAG TCTTCGTTAT AACCTCACGG TGCTGTCCTG GGATGGATCT

130 140

C TGAGGT]

150 160 170
ACAT CTGGATGGTC AGCCCTTCCT
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MICA*035 oo e e G- —————-——- < - S o= ——mmmmmmem o
MICA*036 ~  ——mmmmmom mmmmmmmee mee o G- ——mmmmm - -t
MICA*037 oo o e e i
MICA*¥038 oo e i
MICA*039 oo oo e o o e i
MICA*040 oo e e e
MICA*041l oo e e G- —=------- — - e
MICA*042 oo e TG- —=mmm—fmmm —mmmm— e
MICA*043 oo oo o o o e i
MICA*044 oo e e G- —----—--- e
MICA*045 oo o e
MICA*046 ~ —ommmmmmmm e G- ————————- e
o G- ——-mm—— - e Gr=== ==mmmmmme e oo
MICA*048 oo o e e e TG ———mmmmmmm -
MICA¥049 oo e s TG —=mmmmmmmm —mmm -
MICA*050 —ommmommmm e G- ——-—————- S e s
MICA*051 oo oo oo oo e e e oo TG ———mmmmmm -
MICA*052 —ommmmmom oo e G- ——mmmmm - m e e
MICA*053  —ommmmmmm e o G- —---———-—- S s e
180 190 200 210 220 230 240 250 260 270
MICA*001 GCGCTGTGAC AGGCAGAAAT GCAGGGCAAA GCCCCAGGGA CAGTGGGCAG AAGATGTCCT GGGAAATAAG ACATGGGACA GAGAGACCAG AGACTTGACA
MICA*00201 =~ —ommm oo o oo e e e e e e o G-—mmm--m-
MICA*00202 - mmmmm oo o e e G---mm--—-
MICA*004 o Ammmm oo o e e G--mmm--—-
MICA¥005 oo Ammm o oo e G--mm---—-
MICA*006 oo Ammm o oo e e G--—m---—-
MICA*00701 ~ —mmmm oo oo o e e e e e G-—mmm--m-
MICA*00702 oo mmmmm oo o e e G--mmm--—-
MICA*¥00703 oo mmm o o G--mm---—-
MICA*0080L oo Ammm o oo o e G--—m---—-
MICA*00802 ~  ——m— Ao oo e e e e e e G-—mmm-m-
MICA*00803 ~  ——Ammmm mmmmm oo o e G---mm--—-
MICA*00901 o Ammm o oo G--mm---m-
MICA*00902 oo Ammm o oo e e e G-——mm-—-
MICA*010 oo Ao oo e e e e e e o G--mmm--m-
MICA*011 oo mmmm o o e e e G--mmm--—-
MEICA*01201 oo e e
MICA*01202 oo mmmm e oo e e
MICA*013 oo mmmo o oo e e e e e e o G-
MICA*014 oo e e e G--—mm--—-
MICA*015 oo e G--mm---m-
MICA*016 oo Ammm o oo e e G-——m---—-
MICA*017 oo mmmm o oo e e e e e e o G-
MICA*01801 =~ oo mmmmm oo o e
MICAX¥01802 oo mmmm oo e
MICA*019 oo Ammm o oo e e G--—m—--—-

MICAX020 oo oommmm e e e e e
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MICA*021  mmmmmmmmmm e e e e e e Comm mmmmmm e
MICA*022 oo e o e e G-mmmm -
MICA*023 oo oo e o e e Gmmm -
MICA*024 o Ammm e oo o e e G-
MICA*025 o fmmm e s e e e G-mmmm oo
MICA*026  —mmmmmmmm o mmm e o e G-mmmm -
MICA*027 o Ammmm oo o e e Gmmm -
MICA*028 o Ammmm oo o e s G-
MICA*029 mmmmmmm e e e e G-mmmm oo
MICA*030 mommmmmmme o o e e e G-mmmm -
MICA*031 A mmm o o e e e Gmmm -
MICA*032 A mmm e o e e G-mmmm -
MICA*033 o mm e s e e G-mmmm oo
MICA*034 oo e e e e e G-mmmm -
MICA*035 oo oo e o e e Gmmm -
MICA*036 oo mmmmmm oo o e s G-mmmm -
MICA*037  mmmmmmm e e e G-mmmm oo
MICA*038  momm oo o o e e G-mmmm -
MICA*039 oo oo e o e e Gmmm -
MICA*040 oo oo o e e G-
MICA*041 mmmmmmm e e e G-mmmm oo
MICA*042 oo m e e e e G-mmmm -
MICA*043 oo oo e e e Gmmm -
MICA*044 oo o e s G-
MICA*045 oo o e e G-
MICA*046  —ommmmmmm e m e o G-mmmm oo
MICA*047 oo oo o e e G-—mmm -
MICA*048 o Ammmm oo o e e Gmmm -
MICA*049 oo o e e G-
MICA*050  mmmmmmm e e e e G-mmmm oo
MICA*051 o fmmm e o o e e G-mmmm -
MICA*052 oo oo e o e e G-
MICA*053 oo oo o o e e G-

Legenda: cédigo dos oligonucleotideos
86G

86C

109T

109G

139TG

146T

146G
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237T
261=

Oligonucleotideos sense (5'--- 3°) posicionados no exon 3 do gene MICA

330 340 350 360 370 380 390 400 410 420
MICA*001 AAGGCTTG CATTCCCTCC AGGAGATTAG GGTCTGTGAG ATCCATGAAG ACAACAGCAC CAGGAGCTCC CAGCATTTCT ACTACGATGG GGAGCTCTTC
MICA*00201 == mmmmmm mmmmm oo e e e e e
MICA*00202 —mmmmm o mmmm e e e
MICA*004  mmmmmmmm oo e e e e e e e
MICA*005 ~ mmmmmmmm oo e e e e e e e
MICA*006 ~ —mmm oo s e e e e e e
MICA*00701 ~ —ommmm oo oo oo o e e e e e
MICA*00702 —mmmmm o mmmm oo e e s e e
MICA*00703 ~ —=====m= mooomomoos oo oooooooo S —oooooooo oo - -
T To oo R e e N
MICA*00802 == —mmmmm mmm oo e e e e e e
MICA*00803 ~ —ommmm oo oo e e e e
MICA*00901 ~  ——mmmmmm oo e e e e o e e
MICA*00902 =~ —=——-mmm mmmmmmmm o e o o s I - -
MICA*010  momm oo mmm oo e e e e
MICA*OL11  mmmmmmm e oo e e e e
MICA*01201 —mmmmmmm s e e e e e e e
MICA*01202  —ommmmmm mmmmm oo e e e e e
MICA*013  momm oo oo e e e e e e
MICA*014 commmm e oo e e e e e A= mmmmmmmmeo
MICA*015 mmmmmm e o e e e e e e
MICA*016  momm oo oo e e e e e e
MICA*017  —mmmmmmm oo O e i e IE SR
MICA*01801 ~ —mmmmm o —mmm oo e o e e
MICA*01802 ~ ——mmmmmm oo e e e e e e e
MICA*019  mmmmmm o oo e e e e e
MICA*020  mommmm o oo e e e e e
MICA*021  —mmmmm o oo e e e
MICA*022 oo o e e e
MICA*023  mmmmmm e o e e e e e e e
MICA*024  cmmmmm o oo e e e e e
MICA*025 comm oo oo e e e e e
MICA*026 —mmm oo e e e e e
MICA*027 = mmmmmm e o e e e e e e e
MICA*028 momm oo oo e e e e e
MICA*029  momm oo oo e e e e e e
MICA*030  —omm oo e e e e e
MICA*03L mmmmmmmm o e e e e e e e
MICA*032  momm oo oo e e e
MICA*033  comm oo oo e e e e e e
MICA*034 oo e e e e e
MICA*035 ~  —mmmmmmm e e e e e e e e



MICA*036
MICA*037
MICA*038
MICA*039
MICA*040
MICA*041
MICA*042
MICA*043
MICA*044
MICA*045
MICA*046
MICA*047
MICA*048
MICA*049
MICA*050
MICA*051
MICA*052
MICA*053

MICA*001
MICA*00201
MICA*00202
MICA*004
MICA*005
MICA*006
MICA*00701
MICA*00702
MICA*00703
MICA*00801
MICA*00802
MICA*00803
MICA*00901
MICA*00902
MICA*010
MICA*011
MICA*01201
MICA*01202
MICA*013
MICA*014
MICA*015
MICA*016
MICA*017
MICA*01801
MICA*01802
MICA*019
MICA*020
MICA*021

430 440

OO

OOOOOO

OO

OOHOOOO

460 470 480 490 500 510 520

TGCCCC AGTCCTCCAG AGCTCAGACC TTGGCCATGA ACGTCAGGAA TTTCTTGAAG GAAGATGCCA
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MICA*022
MICA*023
MICA*024
MICA*025
MICA*026
MICA*027
MICA*028
MICA*029
MICA*030
MICA*031
MICA*032
MICA*033
MICA*034
MICA*035
MICA*036
MICA*037
MICA*038
MICA*039
MICA*040
MICA*041
MICA*042
MICA*043
MICA*044
MICA*045
MICA*046
MICA*047
MICA*048
MICA*049
MICA*050
MICA*051
MICA*052
MICA*053

MICA*001

MICA*00201
MICA*00202
MICA*004

MICA*005

MICA*006

MICA*00701
MICA*00702
MICA*00703
MICA*00801
MICA*00802
MICA*00803
MICA*00901
MICA*00902

530 540 550 560 570 580

118

590 600 610 620

TGAAGACCAA GACACACTAT CACGCTATGC ATGCAGACTG CCTGCAGGAA CTACGGCGAT ATCTAAAATC CGGCGTAGTC CTGAGGAGAA CAG



MICA*010
MICA*011
MICA*01201
MICA*01202
MICA*013
MICA*014
MICA*015
MICA*016
MICA*017
MICA*01801
MICA*01802
MICA*019
MICA*020
MICA*021
MICA*022
MICA*023
MICA*024
MICA*025
MICA*026
MICA*027
MICA*028
MICA*029
MICA*030
MICA*031
MICA*032
MICA*033
MICA*034
MICA*035
MICA*036
MICA*037
MICA*038
MICA*039
MICA*040
MICA*041
MICA*042
MICA*043
MICA*044
MICA*045
MICA*046
MICA*047
MICA*048
MICA*049
MICA*050
MICA*051
MICA*052
MICA*053

_________________________________________________________________ Gommm mAmm e e
_______________ T o oo o el
_______________ T o e
_________________________________________________________________ Gom e e e
_________________________________________________________________ [ R ¢ S
_________________________________________________________________ Go——— —A———mmmm— mmmmm——e
_________________________________________________________________ Go—m—— A mmmm— mmmmm—m
_______________ (O )
_________________________________________________________________ Gomm— A — e e
_________________________________________________________________ S
_________________________________________________________________ S
_________________________________________________________________ S
--------------- T e e EE——— o e G-
_________________________________________________________________ Go—ooe AV ___
_________________________________________________________________ Go——— A — e mmmmm—m
_______________ Gommm e e e el o ) .
————————————————————————————————————————————————————————————————— G=—oe A = G-
_________________________________________________________________ Gommm e ___
_________________________________________________________________ Go——o A\ ___
_________________________________________________________________ e
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Legenda: cédigo dos oligonucleotideos
341A

409A

4547
520A
5206
586A
5866
592A
592G_|
611C
6116



MICA*001
MICA*00201
MICA*00202
MICA*004
MICA*005
MICA*006
MICA*00701
MICA*00702
MICA*00703
MICA*00801
MICA*00802
MICA*00803
MICA*00901
MICA*00902
MICA*010
MICA*011
MICA*01201
MICA*01202
MICA*013
MICA*014
MICA*015
MICA*016
MICA*017
MICA*01801
MICA*01802
MICA*019
MICA*020
MICA*021
MICA*022
MICA*023
MICA*024
MICA*025
MICA*026
MICA*027
MICA*028
MICA*029
MICA*030
MICA*031
MICA*032
MICA*033
MICA*034
MICA*035
MICA*036

Oligonucleotideos sense (5'--- 37) posicionados no exon 4 do gene MICA

620 630 640 650 660 670
TGCCCCC CATGGTGAAT GTCACCCGCA GCGAGGCCTC AGAGGGCAAC ATTACCGTGA CAT
____________________________ N
____________________________ O
____________________________ S

680

690

700 710
GGA ATATCACACT

SN o FE R S
S o F N
R o J R
———=Ce=——————— F—
S o S T-—-
S o To—-
———e——————————
S o J R
———e———————— S
———=C=== =—===== g
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MICA*037 ~  mmmmmmm e e e G e O e C

MICA*038 e e e e (s e o OA s e O
MICA*039 mmmmmmm e e (s e CA s e C

MICA*040 mmmmmm e e s e e
MICA*041 e e e e e e e B e
1o o i S Y e — C-mm —————- T---
MICA*043 mmmmme e e e e e
MICA*044 cmmmmmm e e s e OA s e C--m —momom1-—-
MICA*045 cmmmmmm e LR et
MICA*046  mmmmmm e e e e e el e e e EE
MICA*047  mmmmmmm e e e s L e e
MICA*048 mmmmmmm mmmmmeeee e (s e O e Comm —ooe- T---
oo 1 I S s e ——— C-mm —m————i-—-
MICA*050 mmmmmmm e e e e - e
MICA*051  mmmmmmm e o L
MICA*052 mmmmmmm e e s L e e
o1 % R T e — C-—- —————- T---

Legenda: cédigo dos oligonucleotideos
642T
648D

697T
707C
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ANEXO 3: POSICIONAMENTO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS ANTI-SENSE NAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS DOS
EXONS 2,3,4,5¢ 6 DOS ALELOS DO GENE MICA



MICA*001
MICA*00201
MICA*00202
MICA*004
MICA*005
MICA*006
MICA*00701
MICA*00702
MICA*00703
MICA*00801
MICA*00802
MICA*00803
MICA*00901
MICA*00902
MICA*010
MICA*011
MICA*01201
MICA*01202
MICA*013
MICA*014
MICA*015
MICA*016
MICA*017
MICA*01801
MICA*01802
MICA*019
MICA*020
MICA*021
MICA*022
MICA*023
MICA*024
MICA*025
MICA*026
MICA*027
MICA*028
MICA*029
MICA*030
MICA*031
MICA*032
MICA*033
MICA*034
MICA*035
MICA*036

Oligonucleotideos anti-sense (5°--- 3°) posicionados no exon 2 do gene MICA

180 190 200 210 220 230 240 250 260
GCGCTGTGAC AGGCAGAAAT GCAGGGCAAA GCCCCAGGGA CAGTGGGCAG AAGATGTCCT GGGAAATAAG ACATGGGACA GAGAGACCAG A

270
GACTTGACA
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MICA*037  mmmmmmm e e e e e O
MICA*038  mmmmmmmmo e o o e e O
MICA*039 oo oo o e e G-——m—-—-
MICA*040 mmmmmm oo oo e e G-
MICA*041 mmmmmmm e e e e e O
MICA*042 ———m- A m o e e O
MICA*043 oo oo e e e G- —-
MICA*044  ———e- Ao o e e G-
MICA*045 oo e e e O
MICA*046 oo oo m e e O
MICA*047 oo oo o e e G-—mm—-—-
MICA*048 ————- Ao o e G-
MICA*049 ———m- A m o o e O
MICA*050 mommmmmmm e o o e e O
MICA*051 ———m- Ao o o e e e G-——m—-—-
MICA*052 oo oo o e s G-
MICA*053  mmmmmmm e o e e e O

Legenda: cédigo dos oligonucleotideos

237G



MICA*001
MICA*00201
MICA*00202
MICA*004
MICA*005
MICA*006
MICA*00701
MICA*00702
MICA*00703
MICA*00801
MICA*00802
MICA*00803
MICA*00901
MICA*00902
MICA*010
MICA*011
MICA*01201
MICA*01202
MICA*013
MICA*014
MICA*015
MICA*016
MICA*017
MICA*01801
MICA*01802
MICA*019
MICA*020
MICA*021
MICA*022
MICA*023
MICA*024
MICA*025
MICA*026
MICA*027
MICA*028
MICA*029
MICA*030
MICA*031
MICA*032
MICA*033
MICA*034
MICA*035
MICA*036

Oligonucleotideos anti-sense (5'--- 37) posicionados no exon 3 do gene MICA

330 340 350 360 370 380 390 400 410 420
GCTTG CATTCCCTCC AGGAGATTAG GGTCTGTGAG ATCCATGAAG ACAACAGCAC CAGGAGCTCC CAGCATTTCT ACTACGATGG GGAGCTCTTC
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MICA*037
MICA*038
MICA*039
MICA*040
MICA*041
MICA*042
MICA*043
MICA*044
MICA*045
MICA*046
MICA*047
MICA*048
MICA*049
MICA*050
MICA*051
MICA*052
MICA*053

MICA*001
MICA*00201
MICA*00202
MICA*004
MICA*005
MICA*006
MICA*00701
MICA*00702
MICA*00703
MICA*00801
MICA*00802
MICA*00803
MICA*00901
MICA*00902
MICA*010
MICA*011
MICA*01201
MICA*01202
MICA*013
MICA*014
MICA*015
MICA*016
MICA*017
MICA*01801
MICA*01802
MICA*019
MICA*020
MICA*021
MICA*022

430 440

450

CTCTCCCAAA ACCTGGAGAC TAAGGAATGG ACA

[P}

@

OO

OOOULLLOLOOLOOLOLOLOWwWw

480 490 500 510 520
CTCAGACC TTGGCCATGA ACGTCAGGAA TTTCTTGAAG GAAGATGCCA
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MICA*023
MICA*024
MICA*025
MICA*026
MICA*027
MICA*028
MICA*029
MICA*030
MICA*031
MICA*032
MICA*033
MICA*034
MICA*035
MICA*036
MICA*037
MICA*038
MICA*039
MICA*040
MICA*041
MICA*042
MICA*043
MICA*044
MICA*045
MICA*046
MICA*047
MICA*048
MICA*049
MICA*050
MICA*051
MICA*052
MICA*053

MICA*001
MICA*00201
MICA*00202
MICA*004
MICA*005
MICA*006
MICA*00701
MICA*00702
MICA*00703
MICA*00801
MICA*00802
MICA*00803
MICA*00901
MICA*00902
MICA*010

530

540

550

560

570

580

590

600

610
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MICA*011
MICA*01201
MICA*01202
MICA*013
MICA*014
MICA*015
MICA*016
MICA*017
MICA*01801
MICA*01802
MICA*019
MICA*020
MICA*021
MICA*022
MICA*023
MICA*024
MICA*025
MICA*026
MICA*027
MICA*028
MICA*029
MICA*030
MICA*031
MICA*032
MICA*033
MICA*034
MICA*035
MICA*036
MICA*037
MICA*038
MICA*039
MICA*040
MICA*041
MICA*042
MICA*043
MICA*044
MICA*045
MICA*046
MICA*047
MICA*048
MICA*049
MICA*050
MICA*051
MICA*052
MICA*053

129



130

Legenda: cédigo dos oligonucleotideos
337*
341C
383T
409C

4394
4421



MICA*001
MICA*00201
MICA*00202
MICA*004
MICA*005
MICA*006
MICA*00701
MICA*00702
MICA*00703
MICA*00801
MICA*00802
MICA*00803
MICA*00901
MICA*00902
MICA*010
MICA*011
MICA*01201
MICA*01202
MICA*013
MICA*014
MICA*015
MICA*016
MICA*017
MICA*01801
MICA*01802
MICA*019
MICA*020
MICA*021
MICA*022
MICA*023
MICA*024
MICA*025
MICA*026
MICA*027
MICA*028
MICA*029
MICA*030
MICA*031
MICA*032
MICA*033
MICA*034
MICA*035
MICA*036

Oligonucleotideos anti-sense (5°--- 3°) posicionados no exon 4 do gene MICA

620 630 640 650 660
TGCCCCC CATGGTGAAT GTCACCCGCA GCGAGGCCTC AGAGGGCAAC AT
____________________________ D
____________________________ D
____________________________ T
__________________________________ A-e
____________________________ D
____________________________ D

670 680 690 700 710
TCTGGCTTC TATCCCTGGA ATATCACACT

Comm mmmmmm
~~CA-—mmm —mmmee G ——
Commmmmm mmmmmmmmem oo CA-——== —mmme G —
Commmmmm mmmmmmmmem o CA-——m= —mmee (O
Commmmmm mmmmmmmmm oo CA-——== —omoe Comm —mmm-
Commmmmm mmmmmmmmm o CA-——== —omon Comm —mmm-
Commmmmm mmmmmmmmm o CA=——== —mmon G —
Commmmmm mmmmmmmmee o CA-——== ——mmmm G-
Commmmmm mmmmmmmmem oo CA-——m= —mmme (R
S CA-——== —mmmmm Comm —mmm -
Commmmmm mmmmmmmmee o CA-——== —mmmmm Comm —mmm -
Commmmmm mmmmmmmmm o CA=——== —omen Comm —mmmm-
Commmmmm mmmmmmmmem o CA-——m= —mmme O
Commmmmm mmmmmmmmee o CA-——== —mmmmm Comm —mmmm-
Commmmmm mmmmmmmmem o CA-——== —mmme (O
Commmmmm mmmmmmmmm o CA-——== —mmon G-
Commmmmm mmmmmmmmm o CA-——== —mmon Comm —mmm-
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MICA*037
MICA*038
MICA*039
MICA*040
MICA*041
MICA*042
MICA*043
MICA*044
MICA*045
MICA*046
MICA*047
MICA*048
MICA*049
MICA*050
MICA*051
MICA*052
MICA*053

MICA*001
MICA*00201
MICA*00202
MICA*004
MICA*005
MICA*006
MICA*00701
MICA*00702
MICA*00703
MICA*00801
MICA*00802
MICA*00803
MICA*00901
MICA*00902
MICA*010
MICA*011
MICA*01201
MICA*01202
MICA*013
MICA*014
MICA*015
MICA*016
MICA*017
MICA*01801
MICA*01802
MICA*019
MICA*020
MICA*021
MICA*022

720

-------------------------------------- . o
-------------------------------------- . o
—————————————————————————————————————— 7.V o
-------------------------------------- 7.V o
-------------------------------------- g . o
_________________ O e
________________________________________________ T
-------------------------------------- O . VS o
-------------------------------------- .\ o
_________________ O e
-------------------------------------- . o

730 740 750 760 770 780 790 800 810

GAGCTGGCGT CAGGATGGGG TATCTTTGAG CCACGACACC CAGCAGTGGG GGGATGTCCT GCCTGATGGG AATGGAACCT ACCAGACCTG GGTGGCCACC
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MICA*023
MICA*024
MICA*025
MICA*026
MICA*027
MICA*028
MICA*029
MICA*030
MICA*031
MICA*032
MICA*033
MICA*034
MICA*035
MICA*036
MICA*037
MICA*038
MICA*039
MICA*040
MICA*041
MICA*042
MICA*043
MICA*044
MICA*045
MICA*046
MICA*047
MICA*048
MICA*049
MICA*050
MICA*051
MICA*052
MICA*053

MICA*001
MICA*00201
MICA*00202
MICA*004
MICA*005
MICA*006
MICA*00701
MICA*00702
MICA*00703
MICA*00801
MICA*00802
MICA*00803
MICA*00901
MICA*00902
MICA*010

__¢ _______________ {_ _________________________________________________________________________________

| e

I

| e I

Y e — ] o e

| e S

820 830 840 850 860 870 880 890 900

AGGATTTGC TTC ACCTGCTACA TGGAACACAG CGGGAATCAC AGCACTCACC CTGTGCCCTC TG
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MICA*011
MICA*01201
MICA*01202
MICA*013
MICA*014
MICA*015
MICA*016
MICA*017
MICA*01801
MICA*01802
MICA*019
MICA*020
MICA*021
MICA*022
MICA*023
MICA*024
MICA*025
MICA*026
MICA*027
MICA*028
MICA*029
MICA*030
MICA*031
MICA*032
MICA*033
MICA*034
MICA*035
MICA*036
MICA*037
MICA*038
MICA*039
MICA*040
MICA*041
MICA*042
MICA*043
MICA*044
MICA*045
MICA*046
MICA*047
MICA*048
MICA*049
MICA*050
MICA*051
MICA*052
MICA*053
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Legenda: cédigo dos oligonucleotideos
mm642A°

663G’
692C°

713G |
713C
730G
730C’

w200
e

gg_g:j'uéo estd marcado na sequiéncia. Equivale a regido marcada para o oligonucleotideo 821C", entretanto somente para os alelos que néo estdo marcados para o 821C".



MICA*001
MICA*00201
MICA*00202
MICA*004
MICA*005
MICA*006
MICA*00701
MICA*00702
MICA*00703
MICA*00801
MICA*00802
MICA*00803
MICA*00901
MICA*00902
MICA*010
MICA*011
MICA*01201
MICA*01202
MICA*013
MICA*014
MICA*015
MICA*016
MICA*017
MICA*01801
MICA*01802
MICA*019
MICA*020
MICA*021
MICA*022
MICA*023
MICA*024
MICA*025
MICA*026
MICA*027
MICA*028
MICA*029
MICA*030
MICA*031
MICA*032
MICA*033
MICA*034
MICA*035
MICA*036
MICA*037

Oligonucleotideos anti-sense (5°--- 3°) posicionados no exon 5 do gene MICA

900 910 920 930 940 950

GGAAAGTG CTGGTGCTTC AGAGTCATTG GCAGACATTC CATGTTTCTG CTGTTGCTGC T.GCTGCT

960 970 980 990
ATT TTTGTTATTA TTATTTTCTA TGTCCGTTGT

*okk
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MICA*038
MICA*039
MICA*040
MICA*041
MICA*042
MICA*043
MICA*044
MICA*045
MICA*046
MICA*047
MICA*048
MICA*049
MICA*050
MICA*051
MICA*052
MICA*053

MICA*001
MICA*00201
MICA*00202
MICA*004
MICA*005
MICA*006
MICA*00701
MICA*00702
MICA*00703
MICA*00801
MICA*00802
MICA*00803
MICA*00901
MICA*00902
MICA*010
MICA*011
MICA*01201
MICA*01202
MICA*013
MICA*014
MICA*015
MICA*016
MICA*017
MICA*01801
MICA*01802
MICA*019
MICA*020
MICA*021
MICA*022

1000 1010 1020
TGTAAGAAGA AAACATCAGC TGCAGAGGGT CCAG

* JFRAKAA ...

* i
e e JR— GCTGCTGCTGCTGCT . . -

*
R GCTGCTGCTGCTGCT . . -
-------------------------------- GCTGCT . e e eeeeeens
-------------------------------- (o P
-------------------------------- GCTGCT. oo
-------------------------------- GCTGCTGCT . . eo.. .
e GCTGCTGCTGCTGCT . . -
-------------------------- [c—ctey S

KKKk
*k*k
E
_______________________ ComeTeome e
E
___________________________ g P
E
_______________________ ComeTeome e
___________________________ g P
_______________________ ComeTeomm e
——————————————————————— CA--T----—-
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MICA*023 ————-
MICA*024
MICA*025
MICA*026 = ——mmmmmmmm e e
MICA*027 mmmmmmmmem e o
MICA*028  ————-
MICA*029 = —mmmmmmme e e e
MICA*030
MICA*031
MICA*032
MICA*033 = mmmmmmmmem e e
MICA*034
MICA*035
MICA*036
MICA*037
MICA*038
MICA*039
MICA*040
MICA*041 = ——mmmmmmmm mmmmm e e o
MICA*042
MICA*043 = ——mmmmmmem e o
MICA*044
MICA*045 = —mmmmmmme e e e
MICA*046 = ————mmmmmm e o
MICA*047 = —mmmmmmmem e e
MICA*048 = ———mmmmmmm e e T--= =
MICA*049 ——mmmmem e e e
MICA*050 = ——mmmmmmem oo e
MICA*051 = —mmmmmmmem e e
MICA*052 = —mmmmmmmem e o
MICA*053 = ——mmmmmeem e e

Legenda: cédigo dos oligonucleotideos
952C™
1002G™
1038A°



MICA*001
MICA*00201
MICA*00202
MICA*004
MICA*005
MICA*006
MICA*00701
MICA*00702
MICA*00703
MICA*00801
MICA*00802
MICA*00803
MICA*00804
MICA*00901
MICA*00902
MICA*010
MICA*011
MICA*01201
MICA*01202
MICA*013
MICA*014
MICA*015
MICA*016
MICA*017
MICA*01801
MICA*01802
MICA*019
MICA*020
MICA*021
MICA*022
MICA*023
MICA*024
MICA*025
MICA*026
MICA*027
MICA*028
MICA*029
MICA*030
MICA*031
MICA*032
MICA*033
MICA*034

Oligonucleotideos anti-sense (5°--- 3°) posicionados no exon 6 do gene MICA

1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
AGCTCG TGAGCCTGCA GGTCCTGGAT CAACACCCAG TTGGGACGAG TGACCACAGG GATGCCACAC AGCTCGGATT TCAGCCTCTG ATGTCAGATC

o C--
o el C--
o el C--
o C--
o el C--
e C--
o C--
o C--
[ J R —

o el C--
Gommmm ————
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MICA*035
MICA*036
MICA*037
MICA*038
MICA*039
MICA*040
MICA*041
MICA*042
MICA*043
MICA*044
MICA*045
MICA*046
MICA*047
MICA*048
MICA*049
MICA*050
MICA*051
MICA*052
MICA*053

Legenda:

1088A~

coédigo dos oligonucleotideos
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