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“Un enfant si je veux, quand je veux”
Mais “quand je veux, je peux?”
Sylvie Epelboin



RESUMO

As moléculas soluveis MIC (sMIC) dos genes relacionados as cadeias MHC
de
classe | (MICA e MICB) sao constitutivamente transcritas na placenta humana
durante uma gravidez normal, e uma desregulagao nessa produgéo de sMIC na
decidua pode resultar em abortos recorrentes espontaneos (ARE), podendo estar
associada ao polimorfismo dos genes MICA e MICB. O processo reprodutivo em
mamiferos esta relacionado a cooperagao entre as células Natural Killer uterinas
(uNK) maternas e as células do trofoblasto fetal. O feto € considerado um enxerto
semi-alogénico, uma vez que metade de sua composi¢gao genética é do pai,
portanto, existem mecanismos imunoldgicos que evitam a rejei¢cao do feto pela méae.
Os genes MICA e MICB estao localizados dentro da regido MHC de classe | no
cromossomo 6 e sao polimoérficos, embora a relevancia funcional e implicagdes
desse polimorfismo n&o sejam bem compreendidas. As proteinas MIC sao ligantes
dos receptores NKG2D e receptores de células Tys (TCRys). NKG2D sé&o receptores
ativadores presentes na superficie das células NK, T CD8+e Tys e a sua interacao
com seus ligantes pode desencadear uma atividade citolitica e a produgao de
citocinas. A interacdo de MIC com NKG2D foi proposta como um sistema que
participa na vigilancia imune a tumores epiteliais. Acredita-se que os tumores
possam escapar da imunidade mediada por MIC-NKG2D pela liberagao de
moléculas sMIC, impedindo o funcionamento das células efetoras. Foi sugerido que
esse mecanismo de hipo-regulacédo do NKG2D, a partir da liberagdo de sMIC, em
tumores seja similar ao que ocorra durante uma gravidez bem sucedida, como um
escape fetal ao sistema imune materno. Portanto, MIC tem sido associado ao estado
de imunotoleréncia durante a gravidez, e falhas nesse mecanismo podem resultar
em ARE. O presente trabalho teve como objetivo avaliar se o polimorfismo dos
genes MICA e MICB esta associado ao ARE, comparando-se as frequéncias alélicas
e haplotipicas de MICA e MICB entre 70 casais pacientes com ARE e 65 casais
controles com pelo menos duas gestagbes bem sucedidas, todos do sul do Brasil. A
tipagem do gene MICA foi feita pela técnica PCR-SSOP e PCR-SSP, a ultima
utilizada para resolver ambiguidades genotipicas encontradas com a técnica
PCRSSOP,
e para o gene MICB a tipagem foi feita pela técnica PCR-SSP. Foi
encontrada uma associacgao significativa entre alelo MICA*004 e o ARE, sendo que
0s casais cujas mulheres portam esse alelo, e seus respectivos parceiros néo,
recebem um efeito protetor de MICA*004 contra o ARE, em cerca de 3 vezes mais
que casais contendo outras combinagdes alélicas MICA. Porém, o compartilhamento
do alelo MICA*004 entre os cOnjuges aumenta o risco ao ARE em cerca de 8 vezes.
Os alelos MICA*001 e MICB*003 indicaram uma tendéncia em estarem mais
presentes em individuos controles que pacientes, enquanto o alelo MICA*011
demonstrou um efeito contrario, apesar das diferencas ndo terem sido significativas
(0,10 > p > 0,05). Possivelmente proteinas sMICA*004 sejam mais eficientes na
hipo-regulagdo de NKG2D que outras proteinas MICA, desde que o pai e a mée n&o
compartilhem o alelo MICA*004, e, portanto, a manipulagao da via MIC-NKG2D pode



se tornar um alvo para o desenvolvimento de imunoterapias para o sucesso
gestacional.

Palavras-Chave: Aborto Recorrente espontéaneo; MICA; MICB.



ABSTRACT

The class | chain-related genes (MICA and MICB) soluble molecules (sMIC)
are constitutively transcribed at the human placenta during normal pregnancy and a
sMIC production deregulation can result in recurrent spontaneous abortions (RSA)
and it may be associated with MICA and MICB genes polymorphisms. The
reproductive process in mammals is related to cooperation between the maternal
uterine Natural Killer cells (UNK) and the fetal trophoblast cells. The fetus is
considered a semi-allograft, since half of its genetic composition is from its father,
therefore, there are immune mechanisms that prevent the fetus rejection by the
mother. The MICA and MICB genes are located within the MHC class | region of
chromosome 6 and they are polymorphic, although the relevance and implications of
this functional polymorphism are not well understood. The MIC proteins are ligands
for NKG2D receptors and Tys cell receptor (TCRys). NKG2D activating receptors are
presents on the NK, T CD8+and Tys cells surface, and the interaction with its ligands
can trigger a cytolytic activity and the cytokines production. The MIC - NKG2D
interaction was proposed as a system that participates in the immune surveillance of
epithelial tumors. It is believed that the tumors can escape of immunity mediated
MIC-NKG2D by the release of sMIC molecules, preventing the effector cells function.
It was suggested that the NKG2D downregulation mechanism because of the tumor’s
cells sMIC release is similar to that which occurs during successful pregnancy, as an
fetal escape to the maternal immune system. Therefore, MIC has been linked to the
immunotolerant state during pregnancy, and this mechanism failure can result in
RSA. This study aimed to evaluate whether the MICA and MICB genes
polymorphism are associated with RSA, comparing the MICA and MICB allelic and
haplotypic frequencies between 70 patients couples with RSA and 65 controls
couples with at least two successful pregnancies, all from the south of Brazil. The
MICA gene typing was performed by PCR-SSOP and PCR-SSP techniques, the
latter used to resolve genotypic ambiguities found with the PCR-SSOP, and the
MICB gene typing was done by the PCR-SSP. We found a significant effect of the
MICA*004 allele and RSA, once that women whose have this allele, and their
partners don’t, receive a protective effect of MICA*004 against RSA, at around 3
times more than couples with other allelic MICA combinations. However, the
MICA*004 share between spouses increases the risk to ARE in about 8 times. The
MICA*001 and MICB*003 alleles seem to be more present in control individuals than
in patients, while the MICA*011 allele showed a contrary effect, despite the
differences were not significant (0.10 > p > 0.05). Possibly, sMICA*004 proteins are
more efficient in the NKG2D downregulation that other sMICA proteins, since father
and mother did not share MICA*004 allele, and therefore the MIC-NKG2D
mechanism management may become a target for development of immunotherapies
for gestational success.

Keywords: Recurrent spontaneous miscarriage; MICA; MICB.
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TCR — Receptores de Células T (T-cell Receptor)

Th1 — Linfécitos T auxiliares do tipo 1 (T-Helper Type 1 Lymphocytes)

Th2 — Linfécitos T auxiliares do tipo 2 (T-Helper Type 2 Lymphocytes)

TLR — Toll-like receptors

ucC — Cromatina n&o relacionada (Unrelated Chromatin)

uNK — Célula Natural Killer uterina (Uterine Natural Killer)

ULBP — Proteinas ligantes de UL-16

UTR — Regiao nao traduzida (Untranslated Region)

Vv — Dominio variavel

WHO — Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization)

ZAG — Glicoproteinal a-2ligada ao zinco (AZGP-1)
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1 INTRODUGAO

A gravidez em mamiferos € um fend6meno imunoldgico, no qual o feto ndo é
rejeitado devido a varios mecanismos associados com modificagdes do estado
imune da mae.

Varios componentes celulares e moleculares que participam da resposta
imune podem influenciar no insucesso reprodutivo em humanos. Muitos desses
fatores sdo estudados sob uma perspectiva imunolégica e identificados por analises
imunoldgicas de anticorpos e/ou antigenos. Porém, estudos de imunologia
juntamente com métodos moleculares podem proporcionar melhor reprodutibilidade,
fidedignidade e precisao, além de permitir aos pesquisadores averiguarem como a
expresséo de determinados genes pode afetar a reproducgao.

Verificagbes de genes expressos aberrantemente em pacientes com
abortamento recorrente espontaneo (ARE) podem ajudar no progndstico de gravidez
de alto risco de aborto, permitindo um possivel tratamento para esses casos.

Mecanismos imunogenéticos associados a reprodugdo em mamiferos,
incluindo humanos, ja foram descritos, e a descoberta de outros componentes
relacionados ao Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) de classe |
envolvidos na reprodugao, os gene MICA e MICB, levam a necessidade de se
desenvolver um estudo caso-controle de ARE envolvendo esses locos.

Os genes MHC de classe | codificam glicoproteinas de superficie celular, que
exercem a fungcdo de apresentadoras de peptideos antigénicos as células T. Os
genes MIC (genes relacionados a cadeias MHC de classe |) constituem uma
segunda linhagem de genes nao classicos do MHC de classe | descoberta em 1994
por dois grupos de pesquisa independentes, um deles adotando a denominagao
PERB11 que posteriormente caiu em desuso (BAHRAM et al., 1994; LEELAYUWAT
et al., 1994). Deste modo, a superfamilia HLA de classe | passou a ser composta
pelos genes de classe | classicos, genes de classe | nao classicos (dentre eles, HLA-
E, -F, -G, HFE, além de 12 pseudogenes) e pelos genes MIC (MICA, MICB e 5
pseudogenes) (HORTON et al., 2004).

As células Natural Killer (NK) compdéem a populagao linféide dominante na
decidua desde os primeiros estagios da gravidez (DOSIOU e GIUDICE, 2005). Sua
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presenca e seu contato direto com o trofoblasto conferem as células NK um papel
crucial na gravidez (CLARK et al., 1996). Além disso, essas células expressam o
receptor NKG2D, um dos receptores que interagem com MICA e MICB (RAULET,
20003).

Foi descoberto um mecanismo de escape ao sistema imune, desempenhado
por células tumorais, através da interagcao de moléculas soluveis MICA e MICB com
seu receptor NKG2D de membrana das células NK e de células T. A averiguacao da
presenca de proteinas MIC soluveis expressas pela placenta humana permite uma
analogia entre um suposto escape fetal ao sistema imune materno em uma gravidez
bem sucedida e esse mesmo mecanismo em tumores.

Portanto, o insucesso na reprodu¢do humana, como abortamentos
recorrentes espontaneos, pode estar diretamente relacionado a alguma falha nesse
mecanismo de escape, englobando os genes MICA e MICB, em casais envolvidos
em ARE.

O presente trabalho pretende investigar a existéncia de uma relagdo entre o
polimorfismo dos genes MICA e MICB e o ARE, tendo como hipotese o fato de que
as combinagdes entre alguns alelos paternos e maternos podem conferir
predisposi¢cao ao aborto enquanto outras podem atribuir protecao.

Devida a grande diversidade alélica dos genes MICA e MICB, pouco estudada
em populagdes brasileiras, investigacbes sobre o polimorfismo desses genes em
casais brasileiros com ARE podem contribuir para o conhecimento dessa afecgao e
para a perspectiva do desenvolvimento de imunoterapias que resultem no sucesso

reprodutivo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ABORTAMENTO ESPONTANEO

Muitos estudos tém demonstrado que varios processos celulares de
regulagcado genética, imunoldgica, metabdlica, vascular e enddcrina sdo necessarios
para a manutengédo de uma gravidez normal.

A regulagdo anormal desses processos pode causar abortos espontaneos,
que se referem a perda da gravidez antes da vigésima semana de gestacdo, na
auséncia de procedimentos médicos ou cirurgicos que interrompem uma gravidez
(GRIEBEL et al., 2005). Da-se o nome de natimorto ao feto que morre apos a
vigésima semana de gestagdo, distinguindo essa ocorréncia dos nascidos vivos e
dos abortos espontaneos (Geary et al., 1997).

O abortamento espontaneo é a complicagdo mais comum de uma gravidez
(BAEK, 2004), ocorrendo em 10-15% das concepg¢des humanas (TULPPALA e
YLIKORKALA, 1999), podendo essa taxa ser mais alta, aproximadamente 30%, visto
que muitos abortos ocorrem espontaneamente antes da mulher reconhecer que esta
gravida (MOORE, 1994; GRIEBEL et al., 2005). Além disso, em mulheres com idade
superior a 40 anos o numero de abortos pode atingir 41% (TULPPALA e
YLIKORKALA, 1999).

Existem varios fatores de risco para os abortos espontaneos, como idade
materna avancada, uso de alcool e de outras drogas, infeccbes maternas,
anormalidades uterinas, aberragbes cromossémicas, entre outros (GRIEBEL et al.,
2005). As aberracbes cromossdmicas ocorrem em 49% dos abortos espontaneos,
sendo que as trissomias sao as principais anomalias encontradas (52%), seguidas
por poliploidias das quais as triploidias sao responsaveis por cerca de 20% dos
abortos e 6% sao causados por tetraploidias, monossomia do X (13%) e menos
frequentemente aberragbes cromossdmicas estruturais (pouco mais que 3%)
(GUERRA, 1988; GODDIJN e LESCHOT, 2000).

Para propdsitos clinicos, os abortamentos espontaneos normalmente sao
divididos em sete subcategorias: aborto completo, quando todos os produtos de

concepgao sao expelidos sem a necessidade de intervengdo médica ou cirurgica;
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aborto incompleto, no qual alguns produtos de concepgao nao sao eliminados, como
partes do feto, placenta ou membranas; aborto inevitavel, em que ha dilatacdo do
cérvix, porém o concepto ndo € expelido; aborto ausente, em que ocorre o
falecimento do feto, mas nenhuma atividade uterina elimina os produtos de
concepcao; aborto séptico, um aborto espontdneo causado por infeccdes intra-
uterinas; ameaga de aborto, quando a gravidez passa por complicagdes com
sangramentos antes da vigésima semana de gestagcdo; aborto recorrente
espontaneo, quando ocorrem trés ou mais perdas consecutivas da gravidez
(GRIEBEL et al., 2005). H4 na literatura quem considere RSA quando 2 ou mais
abortamentos espontaneos ocorrem (COULAM,1986), sendo essa a definicdo
adotada para o presente trabalho.

O abortamento recorrente espontaneo (ARE) ocorre em aproximadamente 2-
5% das gestantes (COULAM et al., 1997), sendo essa uma frequéncia mais alta do
que a esperada ao acaso, uma vez que a chance de um aborto espontaneo ocorrer
€ proxima de 15%, portanto a probabilidade de um casal sofrer dois abortos
consecutivos seria de (15%)? ou 2,25% e trés perdas consecutivas poderiam ocorrer
em (15%)° ou 0,34% dos casais, considerando-se a independéncia dos eventos.

Uma vez que o ARE ocorre mais freqliientemente do que se espera, varios
estudos tém sido desenvolvidos a fim de identificar fatores que podem causa-lo.
Dentre esses fatores ja foram relatados aberragbes cromossémicas, em 4-6% dos
ARE (GODDIJN e LESCHOT, 2000), malformagao congénita do utero, disfungdes
enddcrinas (RAI et al., 2000), disturbios imunolégicos (JABLONOWSKA et al., 2002),
infecgcdes (GILES, 2003), anormalidades metabodlicas e homeostaticas (COUMANS
et al., 1999) e outros fatores desconhecidos (BAEK et al., 2002), esses em 40-60%
dos ARE (DARMOCHWAL-KOLARZ et al., 2002).

A partir da identificagcdo das causas e mecanismos tolerancia para perdas
recorrentes de embrides “normais” os pesquisadores esperam encontrar
mecanismos para prevenir a perda de todos os embrides cujo cariétipo € normal
(CLARK et al., 2001).
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2.2 CONSIDERACOES IMUNOGENETICAS E COMPLEXO PRINCIPAL DE
HISTOCOMPATIBILIDADE (MHC)

A imunogenética estuda o impacto das variagbes genéticas de genes
envolvidos com o sistema imune em determinadas condi¢gdes clinicas, como
doencas auto-imunes, transplantes, doengas infecciosas e processo reprodutivo.

As respostas imunoldgicas dependem da habilidade do sistema imune
reconhecer moléculas estranhas, os antigenos, normalmente de patégenos
potenciais ou proteinas préprias alteradas, e entdo organizar rea¢des apropriadas
para eliminar a fonte dos antigenos.

Os linfécitos T possuem os receptores de células T (TCR) que reconhecem
antigenos apresentados pelas células apresentadores de antigenos (APCs). A
capacidade das APCs apresentarem antigenos as células T € devida a presenga de
proteinas especializadas codificadas por genes presentes no complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) (ALAM et al., 1996).

Inicialmente as proteinas do MHC foram identificadas como os principais
antigenos reconhecidos durante o processo de rejeicdo a transplantes, que
normalmente ocorre quando enxertos sao transplantados entre individuos da mesma
especie (alo-enxerto) ou de espécies diferentes (xeno-enxerto) (ZINKERNAGEL e
DOHERTY, 1979 apud ALBERTS et al., 2002). Na década de 50, experimentos com
transplante de pele entre camundongos de linhagens genéticas diferentes
demonstraram que a rejeicdo a enxertos € uma resposta imune adaptativa do
receptor contra antigenos estranhos a ele, presentes na superficie das células
transplantadas (ZINKERNAGEL e DOHERTY, 1979 apud ALBERTS et al., 2002).

O MHC foi, entao, identificado como uma regido cromossdmica, cujos genes
codificam os produtos responsaveis pela rejeicao de transplantes entre linhagens de
camundongos endogamicos (ZINKERNAGEL e DOHERTY, 1979 apud ALBERTS et
al., 2002). Os genes responsaveis pelo reconhecimento de um enxerto como
semelhante ou diferente do seu receptor foram chamados de genes de
histocompatibilidade, e a regido cromossémica onde esses genes localizam-se foi

denominada complexo principal de histocompatibilidade (McDEVITT, 2000).
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Durante quase 20 anos apdés a descoberta do MHC, sua unica funcao
documentada foi a rejeigcdo a transplantes, porém os transplantes sabidamente nao
S0 processos naturais dos organismos e, portanto, ndo havia nenhuma razao obvia
para que esse conjunto de genes fosse preservado no processo evolutivo. Nas
décadas de 60 e 70 foi descoberto que os genes do MHC eram fundamentais para
todas as respostas imunoldgicas contra antigenos protéicos, uma vez que codificam
moléculas MHC que tém habilidade de ligar e apresentar peptideos derivados de
varias proteinas antigénicas (ABBAS e LICHTMAN, 2005).

O MHC foi identificado em uma extensa regidao do cromossomo 6 humano
(fig.1), normalmente com genes altamente polimérficos, considerando-se
polimorfismo a coexisténcia de fenotipos discretos em um grupo reprodutivo, tal que
o alelo mais frequente ndo ultrapassa a frequéncia de 99% (FUTUYMA, 1992).

O MHC recebe nomes distintos em diferentes espécies, como H2 em
camundongos, RT1 em ratos, ChLA em chimpanzés, RhLA no macaco Rhesus,
BoLA no gado domeéstico, B em aves de criagdo, etc. (RAMMENSEE, BACHMANN e
STEVANOVIC, 1997). Porém novas designacdes do MHC de diferentes espécies
foram propostas, excetuando-se HLA e H2 e, ao invés da antiga denominagao do
MHC que denotava apenas o0 nome comum das espécies, 0S novos nomes levam
em conta o género (as primeiras duas letras) e a espécie (terceira e quarta letras)
(RAMMENSEE, BACHMANN e STEVANOVIC, 1997).

Os genes do MHC sao expressos de forma co-dominante em cada individuo e
sao funcionalmente, estruturalmente e evolutivamente relacionados uns aos outros
(RAMMENSEE, BACHMANN e STEVANOVIC, 1997). Até pouco tempo conhecia-se
uma extensdo ocupada pelos genes do MHC no DNA humano de 3800 kb no brago
curto do cromossomo 6 (p21.3) (fig.1) (RAMMENSEE, BACHMANN e
STEVANOVIC, 1997), mas Bahram (2000) descreve a dispersdo de genes
relacionados ao MHC-I em outros cromossomos além do cromossomo 6 (fig.2).
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O MHC compreende genes codificadores de glicoproteinas de membrana que
sdo receptores peptidicos especializados. Os fragmentos de proteinas antigénicas
ligam-se a esses receptores e, deste modo os produtos dos genes pertencentes ao
MHC s&o aqueles que desempenham alguma fungédo imunolégica (VAN DEN BERG
e RAND, 2003).

Ao mesmo tempo em que sao receptores de peptideos, as moléculas MHC
sdo componentes integrais dos ligantes que a maioria das células T reconhece, pois
os TCR s&o especificos para complexos de peptideos antigénicos e moléculas MHC
do proprio organismo (McDEVITT, 2000).

Basicamente a funcdo das moléculas MHC ¢é apresentar determinadas
proteinas presentes na célula, permitindo ao sistema imune inspecionar a condigao
geral da célula e, se necessario, desencadear uma resposta imune adaptativa
(RAMMENSEE, BACHMANN e STEVANOVIC, 1997).

Existem duas classes de moléculas MHC que diferem entre si em estrutura e
funcdo. As moléculas MHC de classe | s&o expressas na maioria das células
nucleadas de mamiferos, enquanto as moléculas MHC de classe |l sdo encontradas
apenas em alguns poucos tipos celulares, dos quais os mais importantes sao as
células B, macrofagos, células dendriticas e epitélio timico (RAMMENSEE,
BACHMANN e STEVANOVIC, 1997). Duas grandes familias génicas codificam dois
diferentes tipos de moléculas MHC (fig.3) que s&o funcionalmente especializadas em
exibir peptideos antigénicos a linfocitos T CD8" (moléculas de classe |) ou a
linfocitos T CD4" (moléculas MHC de classe Il) (RAMMENSEE, BACHMANN e
STEVANOVIC, 1997).

Cada molécula MHC consiste em uma fenda extracelular que liga os
peptideos antigénicos, seguida de dominios semelhantes a imunoglobulinas (lgs), e
esta ancorada na membrana celular por meio de dominios transmembranicos e
citoplasmaticos (McDEVITT, 2000) (figs.3 e 4). Os dominios que formam a fenda de
ligacdo sdo denominados dominios G (G para groove ou fenda). Os aminoacidos
polimdrficos das moléculas MHC estao localizados na fenda de ligacao de peptideos
e proximos a ela (ABBAS e LICHTMAN, 2005).
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FIGURA 03 — ESTRUTURA DAS PROTEINAS MHC DE CLASSE | E DE CLASSE I
FONTE: ALBERTS et al., 2002. adaptado

NOTA: (A) Proteina MHC de Classe |: Dominios a4, 0, € a3 da cadeia a, codificados por
diferentes éxons. Cadeia polipeptidica B>-microglobulina ndo codificada pelo MHC, ligada
ndo covalentemente a cadeia a. Ig = imunoglobulina. (B) Proteina MHC de Classe II:
Dominios a; e a, da cadeia a e B4 e B, da cadeia B. As duas cadeias sdo codificadas por
genes do MHC.
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A resposta imune adaptativa pode ser estimulada pela interacédo entre
peptideos antigénicos ligados as moléculas MHC com o TCR (TIENG et al., 2002;
ABBAS e LICHTMAN, 2005). As moléculas MHC de classe | sdo heterodimeros
constituidos por uma cadeia a (peso molecular de 44 a 47 kDa), com dominios a4, oy
e a3, uma subunidade B2-microglobulina (peso molecular de 12kDa) codificada por
um gene do cromossomo 15, que interage de forma n&o covalente com o dominio a3
(figs. 3A; 4A e 4B) (ALBERTS et al.,, 2002; ABBAS e LICHTMAN, 2005). Os
dominios a4, az e as sdo codificados por éxons diferentes dos genes do MHC-I,
sendo que os dominios a4 € ay (dominios G) formam a fenda de ligagao do peptideo
e o dominio az € semelhante a regido constante das Ig (regido C de Igs) (LEFRANC
et al., 2005). A molécula de classe Il totalmente montada é um heterodimero, ligado
a um peptideo antigénico, e consiste em uma cadeia a (32 a 34kDa), com dominios
a1 (dominio G) e az (dominio semelhante a C), uma cadeia B (29 a 32kDa) que
possui dominios B4 (dominio G) e B2 (dominio semelhante a C) (fig. 3B), sendo
ambas codificadas por genes do MHC-II (ABBAS e LICHTMAN, 2005). Os dominios
a1 e By formam a fenda de ligagdo do peptideo e os dominios a, e B2 sé&o
semelhantes a Igs. Essas moléculas apresentam peptideos de 10 a 30 aminoacidos,
sendo o comprimento ideal para a fenda 12 a 18 aminoéacidos, para linfocitos T CD4"
(CRESSWELL, 1994; ABBAS e LICHTMAN, 2005), enquanto que as glicoproteinas
do MHC-I exibem cadeias peptidicas de 8 a 11 aminoacidos a células citotoxicas T
CD8" (TOWNSEND e BODMER, 1989; ABBAS e LICHTMAN, 2005). A ligagéo dos
co-receptores CD4 e CD8 dos linfocitos T CD4+ e T CD8+ ocorre, respectivamente,
com os dominios az (classe I) e B2 (classe Il) das moléculas MHC.

Os genes MHC - | e aqueles que codificam moléculas relacionadas as
moléculas MHC de classe | encontram-se dispersos no genoma humano, nos
cromossomos 6, 1, 7, 19 e 20, como mostrado na figura 02 (BAHRAM, 2000).
Tradicionalmente s&o divididos em classicos (ou de classe la) e ndo classicos,
esses, subdivididos por alguns autores em |Ib (HLA-E, -F, -G), Ic (MICA, MICB, HFE)
e |d (CD1, FcRn, ZAG) (BAHRAM, 2000). As moléculas de classe la (HLA-A, -B e C)
sdo amplamente expressas, altamente polimoérficas e associadas a f,-microglobulina

(B2m), enquanto as nédo-classicas variam em numero de polimorfismos e local de
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expressdo, € muitos locos nao-classicos sao pseudogenes (RAMMENSEE,
BACHMANN e STEVANOVIC, 1997; BAHRAM, 2000).

Varios locos de classe | estdo mapeados na extremidade telomérica do braco
curto do cromossomo 6, sendo o HLA-A um dos locos mais teloméricos
(RAMMENSEE, BACHMANN e STEVANOVIC, 1997). A regido HLA de classe |
estende-se em aproximadamente 1800 kb e a regido HLA de classe Il estende-se
em pelo menos 800 kb e consiste em trés principais sub-regides denominadas DP,
DQ e DR, arranjadas nessa ordem na direcdo do centrdmero ao telémero
(RAMMENSEE, BACHMANN e STEVANOVIC, 1997). Entre os locos de classe | no
lado telomérico e os locos de classe |l no sitio centromérico do complexo HLA, existe
uma “ilha” de cromatina ndo relacionada (UC) que €& ocupada por genes que
desempenham outras funcgdes, principalmente no sistema imune e por outros que
ainda nao foram caracterizados funcionalmente (RAMMENSEE, BACHMANN e
STEVANOVIC, 1997; JANEWAY et al., 2001; ABBAS e LICHTMAN, 2005). Nessa
regido estdo presentes os locos que codificam proteinas do complemento como
Fator B (Bf), C2, C4A e C4B, genes codificadores das citocinas: fator de necrose
tumoral (TNF) e linfotoxinas (LTA e LTB), o gene da enzima 21-hidroxilase (CYP
21B), que esta envolvida com a sintese de esterdides, pelo gene que codifica a
enzima citocromo P-450 e por alguns genes de proteinas de choque térmico (HS)
(RAMMENSEE, BACHMANN e STEVANOVIC, 1997; JANEWAY et al., 2001;
ABBAS e LICHTMAN, 2005). Esses locos sao denominados como regidao de “classe
lI” (RAMMENSEE, BACHMANN e STEVANOVIC, 1997).

O conhecimento da especificidade alélica de peptideos MHC pode ser
aplicado em varios métodos de manipulagdo da resposta imune contra infecgoes,
tumores malignos e transplantes, doengas auto-imunes e outros casos
imunopatolégicos (RAMMENSEE, BACHMANN e STEVANOVIC, 1997) como a
imunogenética da reproducgao.

A interacdo entre fatores imunoldgicos e genéticos pode ser crucial para o
sucesso da reprodugdo humana. Varios estudos em humanos sugerem que o
insucesso na reprodugdao muitas vezes € influenciado por fatores imunoldgicos ou
por genes que codificam esses fatores e por mecanismos que regulam a expressao
de genes do sistema imune (CHOUDHURY e KNAPP, 2001).
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Muitos trabalhos mostram que os processos bioldgicos que participam na
manutencdo de uma gravidez estavel sdo controlados por uma sequéncia de
expressdo génica diferenciada (BAEK, 2004). Foram identificados varios genes
envolvidos em ARE, sendo eles mais ou menos expressos na vilosidade coridnica de
pacientes com ARE do que em mulheres com gravidez normal (BAEK et al., 2002).
Esses genes sao relacionados a imunossupressao, angiogénese, apoptose e outros
grupos génicos (BAEK, 2004).

As moléculas MHC desempenham fungdes criticas na gravidez, podendo
influenciar o desenvolvimento gameético, clivagens embrionarias, formacéo do
blastocisto e do trofoblasto, implantagcdo, desenvolvimento e sobrevivéncia fetal
(CHOUDHURY e KNAPP, 2001). Muitos estudos tém demonstrado que alguns

genes ou moléculas MHC estédo envolvidos em ARE.

2.2.1 Genes MICA e MICB

Os locos da familia MIC (genes relacionados a cadeias MHC de classe )
estdo entre os ultimos identificados dentro do MHC de classe | (BAHRAM et al.,
1994), e correspondem aos locos MICA, MICB, MICC, MICD, MICE, MICF e MICG
(fig.5). As proteinas MICA e MICB pertencem a superfamilia MHC (MhcSF) pois
apresentam dois dominios semelhantes a G (que formam a fenda de ligagdo do
peptideo), e a superfamilia das imunoglobulinas (IgSF), devido ao dominio
semelhante a C das imunoglobulinas (BAHRAM, 2000).

Membros dessa familia de genes e pseudogenes estdo espalhados pela
regido MHC de classe | (FODIL et al., 1996). MICA e MICB codificam glicoproteinas
funcionais, enquanto MICC-G séao pseudogenes (BAHRAM, 2000). MICA, localizado
no brago curto do cromossomo 6 (6p21.3) (fig.1), encontra-se a apenas 46,5kb de
HLA-B em dire¢cdo ao centrobmero e MICB a 83kb nessa mesma diregdo de MICA,
sendo, portanto, esses trés genes ligados (figs.5 e 6) (BAHRAM, 2000). Os locos
MICC, MICD e MICE localizam-se proximamente aos genes HLA-E, -A e -F,
respectivamente. MICG ¢é flanqueado pelos genes HLA-G e HLA-F e MICF foi
identificado a 24kb em diregcdo ao centromero de HLA-G (BAHRAM, 2000) (fig.5).
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FIGURA 05 — GENES E PSEUDOGENES DA FAMILIA MIC AO LONGO DA REGIAO DE CLASSE |
DO MHC HUMANO

FONTE: BAHRAM, 2000 (extraido de SHIINA et al., 1999).

NOTA: A estrutura génica de todos os locos esta realcada em retangulos. L: lider; TM:
transmembranico; Cyt.: cadeia citoplasmatica; UT: ndo traduzida
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FIGURA 06 — LOCALIZAGAO DE MICA E MICB EM COSMIDEOS CLONADOS
FONTE: BAHRAM et al., 1994

NOTA: As caixas sombreadas em preto na primeira linha correspondem aos genes. Caixas
abertas denominadas 15 e 17 indicam pequenos fragmentos de genes semelhantes aos de
classe |, contidos nos fragmentos de restricdo gerados pelas enzimas de restricdo Xba | e Pst | de
1,5 e 1,7 Kb, respectivamente. As setas mostram a orientagéo transcricional dos genes. Apenas
cosmideos relevantes de uma série contigua foram mostrados (R9A, R5A, K7A, M32A)
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Assim como a familia dos genes MHC de classe | evoluiu de duplicagdes
sequenciais, alguns trabalhos demonstram que os segmentos a montante de todos
os membros dos locos MIC (exceto MICC) apresentam sequéncias homologas por
identidade, em distancias maiores que 15kb (BAHRAM et al.,, 1994; BAHRAM,
2000). Provavelmente um gene MIC primordial originou-se de um gene prototipico
de classe | antes da evolugao da familia dos genes MHC de classe |, levando as
varias diferencas entre MIC e MHC-I, apesar de algumas similaridades que foram
conservadas (BAHRAM et al., 1994; BAHRAM, 2000). Essa hipotese € apoiada pela
conservagao das sequéncias relacionadas ao MIC n&do apenas em primatas como
também em varias espécies de mamiferos filogeneticamente distantes (bovinos,
suinos, caprinos, caninos...), (BAHRAM et al., 1994).

A organizagdo incomum dos genes MICA e MICB, sua expressao mais
restrita, seus elementos de controle transcricional distintos e as caracteristicas da
sequéncia de aminoacidos dos seus produtos indicam que as cadeias MICA e MICB
evoluiram para uma fungao diferente, porém relacionada a das cadeias MHC de
classe | (BAHRAM et al., 1994; BAHRAM, 2000).

As glicoproteinas MICA e MICB sao estruturadas de forma semelhante as
moléculas MHC-I (BAHRAM, 2000), apresentando algumas diferengas. MICA e
MICB s&o grandes genes de 11722 e 12930 pb, respectivamente, comparados a
média de 3,5-kb dos genes HLA-A a HLA-G (BAHRAM et al., 1996). MICA e MICB
possuem grandes introns de 6840 e 7352 pb, respectivamente (em comparacéo a
introns com menos de 200 pb em genes HLA-A a HLA-G), que separam os dois
primeiros éxons (BAHRAM et al., 1994) (figs.7 e 8). O primeiro éxon de MICA e o
primeiro de MICB codificam uma sequéncia lider, os segundo, terceiro e quarto
éxons codificam as sequéncias de dominios externos a-1, a-2 (semelhantes aos
dominios G de moléculas MHC-I) e a-3 (semelhante ao dominio C de Igs),
respectivamente, o quinto éxon codifica um segmento transmembranico, e a cauda
citoplasmatica e as sequéncias 3’'UTR (regido nao traduzida) sdo fusionadas no
ultimo éxon (BAHRAM et al., 1994; ANDO et al., 1997) figs.7, 8 € 9). Os genes
MICA e MICB estdo em orientagdo forward enquanto HLA-B encontra-se em
orientacdo reverse, de acordo com o conceito de orientagcdo do IMGT (LEFRANC e
FRANCE, 2007).
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FIGURA 07 — REPRESENTACAO DOS DOMINIOS DA CADEIA a1 DE MICA E COMPARACAO
COM OS DOMINIOS DA CADEIA a1 DE HLA-A
FONTE: Adaptado de FRIGOUL e LEFRANC, 2005
NOTA: = G a-1: Dominio a-1, semelhante a G; = G a-2: Dominio a-2, semelhante a G; = C a-3:

Dominio a-3, semelhante a C; G a-1: Dominio a-1 G; G a-2: Dominio a-2 G; EX: éxons;
Comprimento dos dominios estdo em numero de aminoacidos (numeros dentro dos retangulos).

L al a2 a3 TM CY/3'UT
— H8—A MicA
L CY3'UT
2 kb
L HH—H—HO MHC-I

FIGURA 08 — ORGANIZAGAO EXON-INTRON DE MICA E COMPARAGCAO COM A ESTRUTURA
DE GENES MHC DE CLASSE |

FONTE: BAHRAM et al., 1994
NOTA: Caixas sombreadas em preto indicam os éxons. L: sequéncia lider; a1 — a3: sequéncias de

dominio extracelular; TM: segmento transmembranico; CY: cadeia citoplasmatica; 3’'UT: seqiéncia
nao traduzida na extremidade 3’;
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FIGURA 09 — COMPARACAO DA ORGANIZAGAO EXON-INTRON DOS GENES MICA, MICB
E HLA-A

FONTE: Adaptado de FRIGOUL e LEFRANC., 2005; LEFRANC e FRANCE, 2007

NOTA: As cores da legenda indicam os produtos codificados pelos éxons de mesma cor. Os
comprimentos dos introns e éxons estdo indicados em pares de base (pb); introns indicados
com Il ndo estdo em escala; Em MICA e MICB os éxons 2 e 3 codificam os dominios a-2 e a-3
semelhantes ao dominio G das moléculas MHC-I, respectivamente. O éxon 4 codifica o dominio
a-3 (semelhante ao dominio C das Igs). Em MICA, o comprimento do éxon 5 depende do
polimorfismo do microssatélite desse éxon (132 a 150pb), que codifica a regido
transmembrénica; O comprimento de 138pb para o éxon 5 (46 aminoacidos) corresponde aos
alelos A6.
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O gene MICA é transcrito em um mRNA de 1382pb que possui uma unica

ORF (matriz de leitura aberta) de 1149pb, a qual da origem a um polipeptidio

precursor de 383 aminoacidos, podendo esse comprimento variar no numero de

repeticbes de alanina dentro do segmento transmembranico (BAHRAM et al., 1994;
FRIGOUL e LEFRANC, 2005). A proteina madura possui entre 360 e 366

aminoacidos e uma massa molecular de aproximadamente 43kDa, dependendo do

polimorfismo na regido de microssatélite do segmento transmembréanico (BAHRAM
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et al.,, 1994; FRIGOUL e LEFRANC, 2005). Como comparagao, os genes MHC-I
classicos possuem uma ORF de aproximadamente 1100pb e codificam uma cadeia
polipeptidica de aproximadamente 360 aminoacidos (BAHRAM, 2000). A proteina
MICA madura contém trés dominios extracelulares (a1 — a3) que precedem o
segmento ancora de membrana, e um segmento citoplasmatico relativamente curto
(42 aminoacidos) que parece direcionar a molécula a superficie baso-lateral de
células epiteliais polarizadas (BAHRAM, 2000).

A molécula MICA apresenta uma unica cadeia transmembranica assim como
citoplasmatica, apresenta uma ponte dissulfeto a mais (entre as cisteinas 35 e 40)
que as moléculas MHC-la, as quais apresentam duas pontes dissulfeto entre
cisteinas, e apresenta oito sitios potenciais de glicosilacdo N-ligados (BAHRAM et
al., 1994). Residuos especificos implicados na ligagdo do co-receptor CD8 nas
moléculas MHC de classe | sdo ausentes em MICA (BAHRAM et al., 1994). MICA é
uma proteina de superficie de membrana altamente glicosilada, podendo atingir uma
massa de 65-75 kDa, dependendo do nivel de glicosilagdo, n&o € associada a 3om,
€ independente de transportador associado com o processamento de antigeno
(TAP), sendo conformacionalmente estavel na auséncia de ligantes peptidicos de
MHC-I (GROH et al.,, 1996), diferentemente das moléculas HLA de classe |.
Algumas das cadeias de aminoacidos conhecidas por interagir com pequenos
peptideos, tipicas das moléculas de classe |, sdo preservadas na molécula MICA, o
que sugere essa molécula poderia ter a capacidade de se associar a esse tipo de
ligante, porém a angulacdo de sua fenda é imprépria para a ligagado de peptideos
(BAHRAM et al., 1994), uma vez que forma um &angulo de quase 90° com a
membrana. Além disso, € possivel que moléculas ndo peptidicas se liguem a
glicoproteina MICA (BAHRAM et al., 1994).

O gene MICB foi menos estudado que MICA, porém ha evidéncias de que sua
proteina apresenta uma massa molecular de 43kDa, parece nao estar ligado a 3om,
ser independente de TAP e ndo apresentar residuos especificos implicados na
ligacdo do co-receptor CD8. O produto transcricional de MICB possui 2376pb, com
uma ORF de mesmo tamanho que a de MICA e compartilha uma similaridade de
83% dos aminoacidos da molécula MICA (BAHRAM, 2000).
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Ambos os genes MICA e MICB compartilham apenas uma média de 21%,
19% e 34% de identidade com os dominios extracelulares a1, a2 e a3,
respectivamente, dos outros genes MHC-I, enquanto que outros locos MHC-I
compartilham aproximadamente 70% de homologia uns com os outros para esses
dominios (BAHRAM, 2000). Comparando-se com os dominios de MHC-la, o dominio
a3 distingue-se pela auséncia de um sitio de ligagao do co-receptor CD8, como dito
anteriormente, o dominio a1 € ligeiramente mais curto (85 aminoacidos ao inves de
90) e o dominio a2 é levemente maior (96 aminoacidos ao invés de 92) (BAHRAM,
2000).

Entre MICA e MICB existe uma grande regido de microssatélite com
repeticdes TA que parece representar um potencial hot spot de recombinagao entre
alelos MICA e MICB (ANDO et al.,, 1997), embora ainda exista um conhecimento
fragmentado a respeito de desequilibrio de ligagdo entre alelos desses genes
(BAHRAM, 2000).

MICB possui uma sequéncia 3'UTR de 1kb adicional em relagdo a MICA, mas
ndo se sabe se existe alguma significancia em nivel transcricional-traducional dessa
singularidade, e, além disso, MICB possui 5 sitios de glicosilagdo N-ligados, ao invés
de oito (BAHRAM, 2000).

Uma divergéncia notavel entre os genes MICA e MICB é a presenga de uma
curta sequéncia repetida em tandem (STR) codificante presente no éxon 5 que
codifica 0 dominio transmembrananico de MICA e ausente em MICB (BAHRAM,
2000).

Essa STR no gene MICA é constituida por trincas de nucleotideos GCT
(MIZUKI et al., 1997) que codificam o aminoacido alanina. Com base no numero de
repeticbes de alanina, os alelos sdo nomeados (para alanina) como A4, A5, A6, A9
(MIZUKI et al., 1997), A7 (RUEDA et al., 2002), A8 (GAMBELUNGHE et al., 2006),
A10 (PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2000) e A5.1, que difere de A5 pela inser¢cao de
um nucleotideo guanina na trinca GCT (GGCT), levando a uma mudanga da matriz
de leitura que causa um codon de término prematuro dentro do éxon que codifica o
dominio transmembranico (BAHRAM, 2000). Esses alelos A5.1 originam uma
glicoproteina truncada de 35-40kDa que eventualmente chega a superficie celular,

provavelmente ndo no seu sitio fisiologico (BAHRAM, 2000).
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O loco MICB apresenta 30 alelos, e para o loco MICA foram identificados 61
alelos (ANTHONY NOLAN RESEARCH INSTITUTE, 2007). Varios desses alelos
foram nomeados por BAHRAM (2000) como MICAOO01 até MICAO054 pela ordem de
identificacdo, dentre os quais, 47 codificam glicoproteinas distintas (BAHRAM,
2000). A nomenclatura oficial considerada pelo comité de nomenclatura da World
Health Organization -WHO esta listada no quadro 1. O alelo mais frequente,
possivelmente em nivel mundial, € o alelo MICA*00801 do qual o segmento
transmembranico é definido por STR 5.1. (FODIL et al., 1999).

A maior parte da diversidade alélica de MICA provavelmente é devida a
mutag¢des de ponto seguidas por recombinagdo, uma vez que muitos desses alelos
diferem um do outro por um unico nucleotideo. Os alelos conhecidos até 1996 s&o
definidos por um total de 40 substituicbes nucleotidicas, 30 das quais sdo nao
sinbnimas: 5 de 8 no dominio a-1, 15 de 16 em a-2 e 10 de 16 em a-3 (FODIL, et al.,
1996) (quadro 2).

MICB parece ser menos polimoérfico que MICA, embora ele tenha sido
também menos explorado (BAHRAM, 2000), o que pode ser um motivo para um
menor numero de alelos MICB serem conhecidos. Dos 30 alelos identificados
(quadro 3), 16 sdo denominados por Bahram (2000) de MICB001 — MICB016, 13 dos
quais divergem pela sua sequéncia de aminoacidos. Os alelos MICB foram definidos
por um total de 15 substituigdes nucleotidicas (dentro da regido extracelular), 12 das
quais sdo nao-sinénimas, sendo elas 5 de 5 no dominio a1, 3 de 3 no dominio a2 e 4
de 7 em a3 (ANDO et al.,, 1997), sendo que esses dados nao levam em
consideragao os alelos descritos posteriormente a 1997 (quadro 4). O trabalho de
Ando e colaboradores (1997) documentou um alelo nulo de MICB, denominado por
eles MICB010 (MICB*009N - WHOQO) que carrega um cédon de término em seu
dominio a2 e esse alelo € ligado a uma delegdo genémica de 100kb que inclui o
gene MICA mais telomérico. Essa delegéo vista em associagdo com o alelo HLA-
B*4801 por Komatsu-Wakui e colaboradores (1999),e posteriormente ficou
constatado que mais da metade dos individuos que apresentam haplétipos contendo
o alelo HLA-B*4801 apresentam auséncia do componente MICA-MICB (BAHRAM,
2000).
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Nomenclatura | Qutras designagées Acessos Origem étnica
WHO conhecida
AF085059 ,AF085060 ,AF085061 ,AFQ
MICA*001 MICA001, PERB11.1- 85062 , AF336085 , AF336085, Caucaséide
18.2 AL845443 , 114848 , L294, U56940 ,
U69965
AF085043 , AF085044 , AF085045 ,
MICA*0201 MICA002 AF085046 , AF336063 , AF336064 , Caucaséide
AF336083 , AF336084 , U56941
MICA*0202 MICA-BEE AF011877 , AF011878 , AF011879 Desconhecida
MICA*004 MICA001, MICA004 AF085031 , AF085032 , AF085033, Negra,
AF085034 , U56943 , X92841 caucasoide
MICA*005 MICA005 u56944 Desconhecida
AF085023 , AF085024 , AF085025 ,
MICA*006 MICA006 AF085026 , AF336065 , AF336066 , Caucasdide
U56945
MICA*00701 MICA007 AF085047 , AF085048 , AF085049 , Caucaséide
AF085050 , U56946
MICA*00702 MICA-CEB AF011880, AF011881 , AF011882, Caucaséide
Y 16805
MICA*00703 U181 AJ580806 Caucasdide
AF085015 ,AF085016 ,AF085017
MICAQ008, PERB11.1- AF085018 ,AF336067 ,AF336068 ,AL6 Caucasodide, Hispanica
MICA*00801 60.3, PERB11.1-47.1, 69854 ,AY603357 L29409 L29411 U56
PERB11.1-44.1, 947 U69624 U69625 U69628 U69967
PERB11.1-8.1, U69970 U69976 U69977
PERB11.
AF011883 , AF011884 , AF011885,
MICA*00802 MICA-AN23 AF106650 , AF106651 , AF106652 Negra, caucaséide,
AJ250499 , AJ250500 , Y16809 Hispanica, oriental
MICA*00803 silent MICA-C AF106653 , AF106654 , AF106655 Negra
MICA*00804 PGF-MICA AL645933 Caucasdide
AF085019 , AF085020 , AF085021 ,
MICA*00901 MICAO009, PERB11.1- AF085022 , AF336069 , AF336070 , Amerindia,
52.1 U56948 , U69626 , U69971 caucasoide,
oriental

QUADRO 01 — DESIGNAGOES DOS 61 ALELOS MICA (CONTINUA)

FONTE: adaptado de LEFRANC e FRANCE, 2007
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AF011886 , AF011887 , AF011888 ,

MICA*00902 MICA-AFC AF079419 , AF079420 , AF079421 , Caucasodide
AF097406 , AY029762 , AY029763 ,
Y 16803
MICA*010 MICAO010, PERB11.1- AF085055 , AF085056 , AF085057 , Amerindia,
62.1, PERB11.1-46.1 AF085058 , AF336071 , AF336072, caucasobide,
L29408 , U56949 , U69629 , U69969 , oriental
U69974 , Y16801
AF085035 , AF085036 , AF085037 ,
MICA*011 MICAO011, PERB11.1- AF085038 , AF336073 , AF336074 , Caucasoide
65.1 U56950 , U69630 , U69975
MICA*01201 MICAO012, PERB11.1- AF336081 , AF336082 , U56951 , Oriental
54 .1 U69627 , U69972
MICA*01202 silent MICA-A AF106647 , AF106648 , AF106649 Desconhecida
MICA*013 MICAO013 U56952 Caucasoide
MICA*014 MICAO014 U56953 Caucasobide
AF136157 , AF136158 , AF136159 ,
MICA*015 MICAO015 AF264738 , AF264739 , AF264740 , Negra
U56954
AF085027 , AF085028 , AF085029 ,
MICA*016 MICAO016, PERB11.1- AF085030 , AF336075 , AF336076 , Caucasodide
35.1 U56955 , U69623 , U69966 , Y16802
AF079413 , AF079414 , AF079415 ,
MICA*017 MICA-KMCE AF097403 , AF264735 , AF264736 , Caucasoide, oriental
AF264737 , AJ250803 , Y16810
AF011874 , AF011875, AF011876 ,
AF079425 , AF079426 , AF079427 , Caucasoide, oriental
MICA*01801 MICA-GKIT AF093116 , AF097404 , AF336077 ,
AF336078 , AJ250805 , BC016929 ,
Y 16806
MICA*01802 u180 AJ580805 Caucasodide
AB015600 , AF011835, AF011836 ,
MICA*019 MICA-DPCA AF011837 , AF079416 , AF079417 , Amerindia,
AF079418 , AF093113 , AF097405 , caucasobide,
AF336079 , AF336080 , AJ250804 oriental, llhas do
Pacifico
MICA*020 MICA-002new AJ249394 Caucasoide
MICA*021 MICAO021, MUC-17 Y18110 Caucasodide

QUADRO 01 — DESIGNAGOES DOS 61 ALELOS MICA (CONTINUAGAO)

FONTE: adaptado de LEFRANC e FRANCE, 2007
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MICA*022 MICA-BGA AF011856 , AF011857 , AF011858 , Caucasoide, oriental
Y 16804
MICA*023 MICA-BEBC AF085039 , AF085040 , AF085041 , Caucasoéide
AF085042
AF011832, AF011833 , AF011834 ,
MICA*024 MICA-AAC Y16807 Caucasoéide
Oriental
MICA*025 MICA-DEB AF011853, AF011854 , AF011855,
Y16808
MICA*026 MICA-CEED AF085051 , AF085052 , AF085053 , Caucasoéide
AF085054
MICA*027 MICA-AN21 AF085011 , AF085012 , AF085013 , Caucasoéide
AF085014 , AJ250802
MICA*028 MICA-AABC AF011829, AF011830, AF011831, Caucasodide
AF093115, Y18111
MICA*029 MICA-AN27 AJ250503 , AJ250504 , Y18112 Desconhecida
MICA*030 MICA-KWHT AF079422 , AF079423 , AF079424 Negra
MICA*031 MICA-AIB AF011838 , AF011839 , AF011840 Desconhecida
MICA*032 MICA-AKB AF011841, AF011842 , AF011843 Desconhecida
MICA*033 MICA-AN24 AF011844 , AF011845 , AF011846 , Ilhas do Pacifico
AF093114 , AJ250505
MICA*034 MICA-BCC AF011847 , AF011848 , AF011849 Caucasoéide
MICA*035 MICA-BEA AF011850, AF011851 , AF011852 Desconhecida
MICA*036 MICA-BHB AF011859, AF011860 , AF011861 Caucasoéide
Caucasoide,
MICA*037 MICA-CEA AF011862 , AF011863 , AF011864 Aborigenas

australianos
QUADRO 01 - DESIGNACOES DOS 61 ALELOS MICA (CONTINUACAO)

FONTE: adaptado de LEFRANC e FRANCE, 2007
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MICA*038 MICA-CEC AF011865, AF011866 , AF011867 Caucasodide

MICA*039 MICA-CEF AF011868 , AF011869 , AF011870 Caucasoéide

MICA*040 MICA-CIB AF011871 , AF011872 , AF011873 Desconhecida

MICA*041 MICA-AN25 AF106632 , AF106633 , AF106634 , Negra
AJ271789

MICA*042 MICA-newB allele2. AF106635 , AF106636 , AF106637 Desconhecida

MICA*043 MICA-AN32 AF106638 , AF106639 , AF106640 , Negra
AJ250990 , AJ250991

MICA*044 MICA-newD AF106641 , AF106642 , AF106643 Negra

MICA*045 MICA-AN30 AF106644 , AF106645 , AF106646 , Negra, mestigo
AJ250506 , AJ250507

MICA*046 MICA-AN28 AJ250501 , AJ250502 Negra

MICA*047 MICA-AN#COYA3408 AF286732 , AJ295250 , AJ295251 Amerindia,

Caucasobide

MICA*048 MICA AF264741 , AF264742 , AF264743 Oriental

MICA*049 HLA01498 AF264744 , AF264746 , AF264747 Caucasoide

MICA*050 MICA-GR AY095537 Caucasodide

MICA*051 MICA-G367 AJ563426 Caucasobide

MICA*052 MHC class | related AY748458 , AY748459 , AY748460 , Desconhecida

gene MICA, exons 2, 3, | AY748461
4and 5
MICA*053 uo44 AJ871399 Desconhecida

QUADRO 01 — DESIGNAGOES DOS 61 ALELOS MICA (CONCLUSAO)

FONTE: adaptado de LEFRANC e FRANCE, 2007
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Posigoes Coddons Aminoacidos
Exon 2 (a1) (5 de 8)
6 CGT —»CCT Arg — Pro
14 TGG — GGG Trp — Gly
23 CTC - CTT Leu — Leu
24 ACT —» GCT Thr — Ala
26 GTA -GGA Val — Gly
36 TGT — TAT Cis — Tyr
56 AAT — AAC Asn — Asn
64 AGA — AGG Arg — Arg
Exon 3 (a2) (15 de 16)
91 CAG — CGG GIn — Arg
105 AGG — AAG Arg — Lis
112 TAC —TAT Tyr — Tyr
114 GGG — CGG Gly — Arg
122 CTG - GTG Leu — Val
124 ACT —» TCT Thr — Ser
125 AAG — GAG Lys — Glu
129 ATG - GTG Met — Val
142 GTC — ATC Val — lle
151 ATG - GTG Met — Val
156 CAC — CTC His — Leu
156 CAC — CGC His — Arg
173 AAA — GAA Lys — Glu
175 GGC — AGC Gly — Ser
176 GTA — ATA Val — lle
181 ATA — AGA Thr — Arg
Exon 4 (a3) (10 de 16)
191 AGC — AGT Ser — Ser
193 GCC — GCA Ala — Ala
198 ATT — ATC lle — lle
205 TCT —» TCC Ser — Ser
206 GGC — AGC Gly — Ser
210 TGG — CGG Trp — Arg
213 ACS — ATA Thr — lle
215 AGC — ACC Ser — Thr
221 GTA — CTA Val — Leu
247 ACC — ACT Thr — Thr
251 CAA — GAA Gln — Glu
251 CAA — CGA GIn — Arg
255 CAG — CAA GIn — GIn
256 AGG — AGT Arg — Ser
268 AGC — GGC Ser — Gly
271 CCT - GCT Pro — Ala
Exon 5 (regido trsmeanmbrénica)
293 (GCT) 456,910 (Ala) 4,56,9,10

295

GCT — GGCT

(Ala)2 término em 310

QUADRO 02 - VARIAGAO NUCLEOTIDICA DE MICA

FONTE: BAHRAM, 2000 adaptado

NOTA: As posigcdes se referem aos residuos de aminoacidos. NUmeros em parénteses correspondem
a taxa de substituicdes ndo sindnimas do total de substituicdes. Numeros subescritos apds GCT e Ala
indicam o numero de repeti¢des do triplet ou do aminoacido, respectivamente.
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Nomenclatura Outras designagdes Acesso Origem étnica
WHO conhecida
MICB*001 MICB-001 X91625 Desconhecida
AB003602;AB003603;
MICB*020101 MICB0103101;MICB0103102; AB003612;AF021222; | Negra, caucasoide, oriental

MICB-002; allele 2

U65416;U95729

MICB*020102 MICB MCF CR753864 Caucasoide
AB003606;AB003
MICB*003 MICB0105; MICB003; 616; Caucasoide
PERB11.2; allele 3 CR753820;U6997
8; U95730
MICB*0040101 MICBO007; MICB0104; allele 7 AB003605; Caucasoide, oriental
AB003615;
AL663061;
Uo95734
MICB*0040102 | MICB APD CR7828288 Desconhecida
MICB*0050101 MICBO005; allele 5; MICB*00501 | U95732 Caucasoide
AB003609;AB003

MICB*0050201

MICB004; MICB01021; MICB-
003; allele 4

599;AF021223;BX
001040, U95731

Caucasoide, oriental

MICB*0050202 | MICB BX927320 Caucasoide

MICB*0050203 | MICB SSTO BX005469 Caucasoide

MICB*0050204 | MICB EF051519 Caucasoide

MICB*00503 MICB01022 AB003600; Caucasoide, oriental
AB003610

MICB*00504 MICB01023 AB003601; Amerindios
AB003611

MICB*006 MICBO0OG; allele 6 u95733 Amerindia

QUADRO 03 — DESIGNAGOES DOS 30 ALELOS MICB (CONTINUA)

FONTE: adaptado de LEFRANC e FRANCE, 2007
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MICB*007 MICB0103103 AB003604; Oriental
AB003614
AB003607;AB003
MICB*008 MICB0106; MICB-001; 617;AF021221;AJ Caucasoide
MICB0106v 251158;AJ251159
;AL662866
MICB*009N MICB0107N AB003608; Oriental
AB003618
MICB*010 MICB-004 AF021224 Caucasoide
MICB*011 MICB-005 AF021225 Caucasoide
MICB*012 MICB-006 AF021226 Caucasoide
MICB*013 MICB-01022v AJ251160; Caucasoide
AJ251161
AJ251156;AJ2511
MICB*014 MICB0103101v; 57;AJ606912;AJ6 Caucasoide
MICBH0180101; MICBH022 06913;AJ606914
MICB*015 MICB; MICB-0114 AJ563706 Desconhecida
MICB*016 MICBH0160101; MICBH020 AJ606906;AJ6069 Desconhecida
07;AJ606908
MICB*017 MICBH0170101; MICBHO021 AJ606909; Desconhecida
AJ606910;AJ6069
11
MICB*018 MICBH0190101; MICBHO023 AJ606915; Desconhecida
AJ606916;
AJ606917
MICB*019 MICBH0200101;MICBH024 AJ606918; Desconhecida
AJ606919;
AJ606920
MICB*020 MICBH0210101; MICBH025 AJ606921; Desconhecida
AJ606922;
AJ606923
MICB*021N MICBHO0140101N; MICBHO18N | AJ606926; Desconhecida
AJ606927;
AJ606928
MICB*022 MICBH0150101; MICBH019 AJ606929; Desconhecida
AJ606930;
AJ606931

QUADRO 03 — DESIGNAGOES DOS 30 ALELOS MICB (CONCLUSAO)

FONTE: adaptado de LEFRANC e FRANCE, 2007




Posicao Cédon Aminoacido
Exon 2 (a1) (5 de 5)
16 GAA — GCA Glu — Gly
45 CCC —» CAC Pro — His
52 GAT — AAT Asp — Asn
57 AAG — GAG Lys — Glu
82 GAC — GGC Asp — Gly
Exon 3 (a2) (3 de 3)
98 ATC - ATG lle - Met
113 GAT — AAT Asp — Asn
170 CGA->TGA Arg — Parada
Exon 4 (a3) (4 de 7)
189 ACC — ATC Thr — lle
192 GAG — AAG Glu — Lys
210 CGG — CGA Arg — Arg
243 ACC — ACG Thr — Thr
256 AGG — AAG Arg — Lys
267 CAC — CAT His — His
268 GGC — AGC Gly — Ser
Exon 5 (transmembranica)
277 CGC — GTG Ala — Val

QUADRO 04 - VARIAGAO NUCLEOTIDICA DE MICB
FONTE: BAHRAM, 2000.

NOTA: As posigdes se referem aos residuos de aminoacidos. Numeros em parénteses correspondem
a taxa de substituicdes n&o sindnimas do total de substituicdes.

Em sua regido promotora, MICA e MICB apresentam uma significante
homologia por identidade com os promotores de genes de proteinas de choque
térmico, apresentando nessa regido elementos de resposta de choque térmico ou
heat shock (HRE) que sdo comuns a varios genes induzidos por estresse. Dessa
forma, os genes MICA e MICB podem sinalizar um estresse celular e evocar
respostas imunes (GROH et al., 1996).

Os genes MICA e MICB sdo conservados na maioria dos mamiferos,
entretanto ndo foram encontrados homologos em camundongos (BAHRAM, 2000).
Porém, no trabalho de KASAHARA e colaboradores (2002) foi identificada em
camundongos, uma familia de genes localizados fora do MHC, préxima a regiao do
complexo de receptores leucocitarios (LRC) no cromossomo 7. Esses genes foram
denominados Mill 1 e Mill 2, codificam glicoproteinas de membrana, apresentam a
organizagao dos dominios semelhante a das moléculas MHC-| e esses genes estao
proximamente relacionados aos genes MICA e MICB. Da mesma forma que nao

foram detectados ortdlogos MICA e MICB em camundongos, nao foram identificados
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ortodlogos Mill 1 e Mill 2 em humanos. Além disso, assim como a familia MIC, Mill tem
uma distribuicao tecidual restrita, o que permitiria a hipétese de que a familia MILL
em roedores seria homologa a familia MIC em humanos (KASAHARA et al., 2002).
Mas essa hipotese pode conflitar com alguns dados que demonstraram a auséncia
de HRE na regido promotora de Mill 1 e Mill 2, que a transcricdo de MICA e MICB
sao induzidas pelo estresse celular, diferentemente do que acontece com a familia
MILL, que MILL 1 e MILL 2 sdo pouco polimérficos e que as duas familias, MIC e
MILL podem coexistir em outras espécies como em cavalos (KASAHARA et al,
2002). Analises filogenéticas indicam que MILL1 e MILL2 estdo mais proximamente
relacionados a MICA e MICB que com outros membros de genes MHC de classe |
(KASAHARA et al., 2002).

Os genes MICA e MICB séo transcritos em baixos niveis em linhagens de
células epiteliais do intestino e do timo, em células endoteliais e fibroblastos, mas
nao sao transcritos em células B, células T e mondcitos e ndo sao induzidos por
intérferon y (IFN-y) (GROH et al., 1996; BAHRAM, 2000). MICA e MICB séao
frequentemente expressos em tumores epiteliais, incluindo pulmao, mama, rim,
ovario, préstata e carcinomas de colon (GROH et al., 1999).

MICA e MICB interagem com dois diferentes imunorreceptores, y/d (Vo1)
TCR, e NKG2D, presentes em células NK e células T (BAHRAM, 2000).

O TCRys € um heterodimero ligado por pontes dissulfeto e expresso numa
pequena populagcdo de células T negativas para o receptor a3, mas associado a
CD3 e proteinas ¢ (ABBAS e LICHTMAN, 2005). As cadeias y e d do TCR consistem
em regides V (variavel) e C (constante), semelhantes a Igs, conectadas e com
regides de dobradica, segmentos transmembranicos hidrofébicos e uma curta cauda
citoplasmatica, muito similar as cadeias a e 3 (ABBAS e LICHTMAN, 2005). Esses
receptores sdo mais semelhantes a Igs que os TCRy (BAHRAM, 2000). A maioria
das células Ts ndo expressa CD4 ou CD8, e varias atividades biolégicas descritas
para as células T,s também séo caracteristicas das células Tqg, incluindo a secrecéo
de citocinas e a lise de células-alvo (ABBAS e LICHTMAN, 2005). As células que
expressam o TCRys pertencem a uma linhagem distinta das células Tqg restritas ao
MHC, e normalmente ndo excedem os 5% nos diferentes tecidos (ABBAS e

LICHTMAN, 2005), mas essa propor¢cao aumenta significativamente nas superficies
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epiteliais, nos sitios de inflamacdo e infecgdbes causadas por alguns
microorganismos (GIACOMELLI et al., 2001).

Diferentes subtipos de células Ts podem se desenvolver durante a ontogenia,
apresentando distintas regides V, mas ndo se sabe se esses subtipos apresentam
funcdes diferentes, apesar da regidao V distinta sugerir que os subtipos podem ser
especificos para ligantes distintos (ABBAS e LICHTMAN, 2005). Basicamente esses
linfcitos pertencem a dois grupos, a maioria expressando a cadeia V32 e a minoria
expressando V61 (GIACOMELLI et al., 2001). As células T,s sdo abundantes no
tecido epitelial de varias espécies como camundongos e aves, mas em humanos
somente 10% dos linfocitos intra-epiteliais expressam o receptor TCRys (ABBAS e
LICHTMAN, 2005). As células T, ndo reconhecem os antigenos peptidicos
associados as moléculas MHC classicas e ndo sao restritas ao MHC, ao invés,
reconhecem uma grande variedade de compostos, variando de pequenas moléculas
ligadas a fosfatos até grandes proteinas, alquilaminas e glicolipideos (BAHRAM,
2000), que podem ser apresentados por moléculas similares as da classe | do MHC,
ou seja, uma apresentagao nao classica de moléculas normalmente encontradas nas
micobactérias e em outros microorganismos (BAHRAM, 2000). Outras células Ts
reconhecem antigenos protéicos e nao protéicos que ndo necessitam de
processamento por parte das APCs. A diversidade limitada das células T,s em
muitos tecidos sugere que os ligantes desses receptores sdao bem conservados
(BAHRAM, 2000).

As células NK sao consideradas linfécitos “ndo-especificos”, uma vez que séo
capazes de matar células transformadas e infectadas sem a necessidade de
sensibilizagao prévia (O'CONNOR, HART e GARDINER, 2005). Mas na realidade,
as células NK apresentam uma especificidade bem definida e em algumas vezes
bastante sutil, apresentando um complexo sistema de receptores (O'CONNOR,
HART e GARDINER, 2005). A fungéo efetora mais bem caracterizada de células NK
€ a citotoxicidade (O'CONNOR, HART e GARDINER, 2005), e em humanos, essas
células lisam eficientemente células anormais que tanto carecem da expresséao
quanto expressam quantidades inadequadas de moléculas HLA-I (BIASSONI et al.,
2000). O reconhecimento de alvos apropriados € a primeira etapa fundamental do

processo de ativagao da citotoxicidade, portanto as células NK possuem receptores
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ativadores convencionais, apesar de expressarem constitutivamente receptores
inibidores (O'CONNOR, HART e GARDINER, 2005). Os receptores inibidores
regulam a atividade das células NK interrompendo a sinalizagao intracelular quando
moléculas MHC-| sdo devidamente expressas (KELLEY, WALTER e TROWSDALE,
2005). Os receptores ativadores, alguns dos quais possuem ligantes que nao séo
moléculas MHC-I, iniciam as respostas das células NK contra células infectadas por
virus, bactérias ou parasitas, contra células tumorais ou ainda contra outras células
alteradas que apresentam moléculas MHC-| hiporreguladas (KELLEY, WALTER e
TROWSDALE, 2005). Geralmente os receptores inibidores apresentam em sua
cauda citoplasmatica motivos inibidores baseados em tirosina (ITIM), enquanto os
receptores ativadores possuem residuos carregados que facilitam a associacéo de
moléculas adaptadoras que contém motivos ativadores baseados em tirosina
(ITAM), como a DAP12 (LANIER, 2001).

Em humanos, os genes que codificam os receptores de células NK sao
arranjados em dois principais grupos: complexo de receptores leucocitarios (LRC),
localizado no brago curto do cromossomo 19 (19q13.4), e complexo de assassinas
naturais (NKC), localizado no brago longo do cromossomo 12 (12p13.1) (KELLEY,
WALTER e TROWSDALE, 2005). O LRC compreende 45 genes, sendo 30
membros da IgSF agrupados em familias génicas altamente relacionadas: familia
dos receptores semelhantes a Igs de células NK (KIRs), familia dos receptores
semelhantes a Igs de leucécitos (LIRs ou LILRs ou ILTs) e a familia dos receptores
semelhantes a Igs associados a leucdcitos (LAIRs) (KELLEY, WALTER e
TROWSDALE, 2005). O NKC abrange genes com estrutura gendmica altamente
relacionada, organizados em familias génicas que codificam proteinas
transmembréanicas do tipo Il, semelhantes a lectina do tipo C, alguns dos quais séo
expressos apenas em células NK (TROWSDALE et al., 2001). Dentre os varios
genes que codificam moléculas de membrana, principalmente de células NK, estéo
KLRA1 (da familia Ly49) que codifica uma molécula ndo funcional em humanos,
KLRB1A expresso, em humanos, em células NK e linfécitos T, genes KLRC que
codificam moléculas da familia NKG2, KLRD1 que codifica a molécula invariante
CD9%4, KLRF1, ausente em camundongos KLRG1 e KLRK1 que codifica a molécula
NKG2D, pertencente a familia do NKG2 (KELLEY, WALTER e TROWSDALE, 2005).
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As moléculas da familia NKG2, sendo a familia génica KLRC, s&o dimeros
ligados a molécula CD94, na superficie celular (KELLEY, WALTER e TROWSDALE,
2005). KLRC1 e KLRC2 codificam receptores inibidores (NKG2A, NKG2B e KLRL1)
e ativadores (NKG2C, NKG2E (gene KLRC3) e NKG2H), sendo NKG2B, NKG2E e
NKG2H produtos de splicing alternativo (KELLEY, WALTER e TROWSDALE, 2005).
Quando os receptores inibidores e ativadores sdo co-expressos na superficie celular,
as moléculas inibidoras parecem ser funcionalmente dominantes, o que pode estar
relacionado ao fato de possuirem maior afinidade de ligacdo (VALES-GOMEZ,
1999). A familia NKG2 contém também um receptor NKG2F, codificado pelo gene
KLRC4, que possui residuos carregados na regiao transmembranica, um dominio
semelhante a ITIM e nenhum dominio semelhante a lectina do tipo C, mas a fungao
dessa molécula é desconhecida (KELLEY, WALTER e TROWSDALE, 2005).
NKG2D ¢é distantemente relacionado aos outros membros da familia NKG2, e ndo se
associa a CD94, sendo expresso como homodimero (BOTTINO et al., 2005).

NKG2D €& um imunorreceptor ativador transmembranico pertencente a
superfamilia das lectinas do tipo-2, o qual contém um residuo transmembranico
carregado que permite a interagdo com moléculas adaptadoras (como a DAP10 ou
KAP10) (BIASSONI et al., 2000; RAULET, 2003). A expressao de NKG2D nao é
restrita as células NK, sendo expresso também em células TCD8 45, células Tys,
NKT e células T NK1.1" (de camundongos, em humanos néo foi identificado) e
algumas células mieldides (BIASSONI et al., 2000; RAULET, 2003), sendo que em
células NK é um dos receptores mais comumente encontrados (BAUER et al., 1999).
Os niveis de expressdo de NKG2D aumentam pela exposicdo a IL-15
(SUTHERLAND et al., 2002).

NKG2D reconhece os ligantes MICA (fig.10), MICB, e a familia de proteinas-
ligantes de UL-16 (ULBP) (RAULET, 2003; KELLEY, WALTER e TROWSDALE,
2005). As estruturas dos complexos ligados a NKG2D indicam que esse receptor se
liga diagonalmente sobre as hélices a-1 e a-2 dos ligantes (RAULET, 2003).

Homodimeros NKG2D formam complexos estaveis com as moléculas MICA e
MICB em solugdo, demonstrando que ndo sdo necessarios outros componentes
para facilitar a interagdo entre receptor-ligante, e, além disso a glicosiliagdo de MICA

ndo é essencial, mas aumenta a formagao do complexo (STEINLE et al., 2001).
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A ligacao de moléculas a NKG2D é um estimulo suficiente para ativar a
citdlise e a producgao de citocinas por células NK, e promove também um aumento
ou um sinal co-estimulatério para a ativacdo de células TCD8" e provavelmente de
outras células T (RAULET, 2003). A ligacdo com NKG2D permite que as células NK
matem células alteradas que expressam niveis normais de moléculas HLA,
superando os sinais inibitérios (O’'CONNOR, HART e GARDINER, 2005).

Os ligantes de NKG2D normalmente s&o pouco expressos por células
normais, mas sao hiperregulados em células transformadas, infectadas por virus, em
alguns casos estressadas, como em tumores (RAULET, 2003) e em condigdes auto-
imunes (GROH et al., 2003).

B NKG2D-A

NKG2D-B

FIGURA 10 - ESTRUTURA DO COMPLEXO NKG2D E MICA
FONTE: Ll et al., 2001.

NOTA: A - Vista lateral e B - vista de cima do complexo MICA e o homodimero NKG2D, representado
em estrutura de fita. Os dominios a1, a2 e a3 de MICA estao coloridos em verde claro, vermelho e
verde escuro, respectivamente. O monémero NKG2D-A esta representado em azul e NKG2D-B em
violeta.
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A interacao entre NKG2D e MICA ou MICB pode aumentar potencialmente
muitas respostas inatas anti-tumorais de células NK e de células T antigeno-
especificas (BAUER et al., 1999). MICA-NKG2D pode participar de processos
inflamatoérios aumentando a produgdo de IFN-y por células NK, podendo também
promover um sinal co-estimulatério a células T especificas para um auto-antigeno
(TIENG et al.,, 2002). Portanto, MICA e MICB s&o moléculas MHC de classe |
induzidas por estresse que se ligam a receptores NKG2D, principalmente de células
NK, e essa ligagdo, sobretudo de MICA, estimula as células NK, TCD8" e algumas
celulas Tys.

Varios estudos mostram evidéncias de ligagdo entre varias doengas e os
alelos MICA, como diabetes tipo-l (SANJEEVI et al.,, 2002), artrite reumatoide
(MARTINEZ et al., 2001), psoriase (CHOI et al., 2000), varias neoplasias, como
cancer cervical (GHADERI et al.,, 2001) e cancer de mama (GROH et al., 1999),
doenga de Behget (MIZUKI et al., 1997), doenca auto-imune de Addison
(GAMBELUNGHE et al., 1999) entre outras.

Conjuntamente, os estudos indicam que os MICs s&o candidatos evidentes a
locos de histocompatibilidade (BAHRAM, 2000) e que existe uma grande relevancia
de estudos de MICA e MICB nos processos imunes e em transplantes (BAHRAM et
al., 1994). O foco nas moléculas MIC deve ser voltado para a biologia do contato de
MICA/B com as células NK e T,s na expressao in vivo das moléculas induzidas por
estresse tanto em respostas anti-infecciosas como em anti-tumorais, no
envolvimento da sua diversidade em diferentes patologias, assim como em
transplantes de medula éssea e de érgaos sélidos (BAHRAM, 2000), o que pode ser

expandido para um foco nas respostas imunolégicas da reproducgao.

2.3 MICA E MICB NO ABORTAMENTO RECORRENTE ESPONTANEO

A gravidez em mamiferos € um fenébmeno imunoldgico, no qual o feto néo é
rejeitado devido a varios mecanismos associados com modificagdes do estado
imune da mae. Enquanto o feto tem que elaborar mecanismos para escapar do
ataque do sistema imune materno para sua sobrevivéncia, a mae tem que preservar
a sua competéncia imune durante a gravidez (JSTENSEN e VILLIGER, 2002).
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A imunidade adaptativa e a inata materna séo temporariamente tolerantes aos
antigenos de histocompatibilidade fetal durante a gestacdo em mamiferos (SACKS,
SARGENT e REDMAN, 1999).

Existem varias moléculas MHC-| relacionadas a essa tolerancia. Durante a
gravidez, células T maternas adquirem um estado transitorio de tolerancia especifica
a alo-antigenos paternos (TAFURI et al., 1995), porém varios estudos indicam que o
processo inflamatério € um pré-requisito necessario tanto para uma implantacao
normal quanto para a gravidez (CHRISTIANSEN et al.,2006). Quando a inflamacgao
torna-se excessiva pode causar varias complicacdes, como reabsorcao fetal e
abortamento, e quando se torna deficiente pode ocasionar outras complicagdes,
como retardamento do crescimento fetal intrauterino (CHRISTIANSEN et al., 2006).

O principal local de contato direto entre as células derivadas do feto e as
células imuno-competentes maternas €& a interface materno-fetal no utero,
principalmente no local de implantagcdo, nas artérias maternas e no espaco
interviloso (CHRISTIANSEN, 1996). O proprio concepto ndo fica em contato direto
com os tecidos uterinos, mas as células epiteliais derivadas do feto, o trofoblasto,
invade a mucosa uterina, denominada decidua (fig.11), formando a placenta
(MINCHEVA-NILSSON et al., 2006). Existem duas interfaces estruturais na placenta,
sendo uma entre o trofoblasto extraviloso e a decidua e a outra entre o
sinciciotrofoblasto (STB) e o sangue materno (MINCHEVA-NILSSON, et al., 2006)
(fig.12). Os fatores genéticos que regulam as interagdes entre os diferentes tipos de
células nas interfaces materno-fetais e a contribuicdo relativa dos genomas materno

e zigotico sao pouco compreendidos.
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FIGURA 11 — TECIDO UTERINO E INVASAO DO TROFOBLASTO

FONTE: MOORE, 1994. adaptado.

NOTA: A — llustragdo de uma secgéo diagramatica frontal do Utero e trompas uterinas; B — Maior aumento da area delineada
em A, mostrando endométrio € miométrio, C — Maior aumento da area delineada em B, mostrando a penetragdo do
sinciciotrofoblasto no epitélio endometrial, apds o trofoblasto se prender ao epitélio pelo pélo embrionario do blastocisto. O
sinciciotrofoblasto comegou a invadir o estroma endometrial ou tecido conjuntivo; D — Corte de um blastocisto parcialmente
implantado no endométrio (por volta do 8° dia). Apds a rapida proliferagéo do trofoblasto e desenvolvimento do saco coribnico,
os arranjos anatébmicos necessarios as trocas fisioldgicas entre a mae e o embrido ja estdo estabelecidos (inicio da 42 semana)
e por volta da oitava semana a placenta se desenvolve a partir do saco coriénico fetal e uma pequena por¢do do endométrio
(n&o mostrado). E — Invasao do trofoblasto no tecido uterino: representagcdo em 3D das etapas representadas nas letras C e D
(ainda sem a cavidade amnidtica).
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FIGURA 12 — AS DUAS COMUNICAGCOES IMUNOLOGICAS ENTRE A MAE E O FETO
DURANTE A REPRODUGAO HUMANA

FONTE: SARGENT et al., 2006 adaptado.

NOTA: Durante a gravidez humana existem duas comunica¢gdes materno-fetais imunolégicas que
sdo separadas espacialmente e, em parte, temporalmente. A — no inicio da gravidez a interface 1 &
dominante e compreende interagdes locais na decidua entre as células do sistema imune materno,
incluindo células NK uterinas (uNK), linfocitos T (L), macréfagos (M) e células dendriticas (DC) e o
citotrofoblasto extraviloso invasor (Tx), entre grandes células do estroma (S) e artérias espirais
(SPA; ndo esta em escala). A interface 1 praticamente desaparece completamente no terceiro
trimestre com regresséo do trofoblasto invasor e degeneracao de linfécitos associados a decidua.
B — A secunda interface (interface 2), separada anatomicamente é entre células imunes maternas
circulantes, incluindo linfécitos T (L), células NK (NK), mondcitos (Mo) e células dendriticas (DC), e
o sinciotrofoblasto que forma a superficie vilosa da placenta hemocorial, uma interagdo envolvendo
respostas imunes sistémicas. A interface 2 é ativada com o principio da circulagdo uteroplacental
na 8-9 semana de gravidez, e aumenta com o crescimento placentario até ser a principal
comunicacdo materno-fetal até o fim da gravidez. O sinciciotrofoblasto também libera
microparticulas do sinciciotrofoblasto (STBM) na circulagdo como parte da mudanga e arranjo
normais da superficie placentaria. C — STBMs séao liberados diretamente no sangue materno onde
circulam por todo corpo (extensao da interface 2) e continuam interagindo com células do sistema
imune materno além de células endoteliais (E).
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As células imuno-competentes maternas com as quais as células
trofoblasticas tém contato estdo presentes no sangue periférico materno e na
decidua. Espera-se, portanto, que a maioria das reagdes imunes importantes para
sobrevivéncia fetal ocorra entre essas células (CHRISTIANSEN, 1996; SACKS,
SARGENT e REDMAN, 1999).

A tolerancia as células fetais € muito complexa e abrange varios mecanismos
que modulam o sistema imune materno em nivel local e sistémico (MINCHEVA-
NILSSON, et al., 2006). Sendo assim, os antigenos e outros marcadores
imunoldgicos expressos pelas células da interface materno-fetal sdo de grande
interesse.

Apesar de existirem poucas bases cientificas para a teoria de que ARE pode
ser uma consequéncia de rejeicdo imune, semelhante a que ocorre em transplantes,
por reagdes alo-imunes contra antigenos HLA paternos presentes no feto, ha
evidéncias consideraveis de que as células NK deciduais tém um papel importante
na implantagdo, na invasdo inicial do trofoblasto e na patogénese de ARE
(CHRISTIANSEN, 1996).

As células NK constituem a populacdo de leucécitos predominante no
endométrio no momento da implantagcdo e no inicio da gravidez (DOSIOU e
GIUDICE, 2005), com cerca de 50 a 90% da populagdo leucocitaria presente na
decidua, onde células B e T s&o raras (PAHRAM, 2004).

Ha dois tipos de células NK de sangue periférico, um com baixa expressao de
CD56, especializado em citélise e outro com alta expressao de CD56 que favorece a
secregao de citocinas (PAHRAM, 2004).

Durante a gravidez as células NK uterinas (UNK) sdo encontradas em grande
proximidade ao local de implantacdo e em intenso contato com o trofoblasto
extraviloso (DOSIOU e GIUDICE, 2005). O aumento dessas células no inicio da
gravidez, sua dependéncia hormonal e sua forte proximidade ao trofoblasto sugerem
que as uNKs possuem um importante papel na regulagdo da resposta imune
materna ao alo-enxerto fetal, controlando o crescimento e invaséo do trofoblasto e o
desenvolvimento placentario durante a gravidez humana (DOSIOU e GIUDICE,
2005).
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As células uNK expressam altos niveis de CD56, e essas uNK CD16
CD56""" parecem ser os principais reguladores do nivel apropriado da reagdo
inflamatoria, secretando varias citocinas (CHRISTIANSEN et al.,, 2006). Os
fragmentos trofoblasticos e células apoptoticas provavelmente estimulam a produgéo
de citocinas inflamatérias pelas células uNK, que parecem também sofrer influéncia
da progesterona (CHRISTIANSEN et al., 2006).

A regulagdo do balango de citocinas inflamatorias (Th1) e antiinflamatorias
(Th2), que se modifica com o avango da gestagédo, determinara o resultado da
gravidez (CHRISTIANSEN et al., 2006). As citocinas Th1 criam um microambiente
propicio para a implantacdo do trofoblasto nos tecidos maternos, ativando fatores
angiogénicos e de crescimento, mudando em numero e em CcOmpoSiCao 0S
leucécitos endometriais, reconstruindo a matriz extracelular, ativando células
endometriais e estromais. Apds o periodo peri-implantacional um perfil imunolégico
Th2 é predominante e induz um estado de imunotolerancia materna. Além disso, no
momento do parto, prematuro ou ndo, citocinas Th1 passam a ter novamente grande
importancia (WILCZYNSKI, 2005).

A decidua uterina secreta proteinas soluveis capazes de inibir respostas
imunes mediadas por células maternas, protegendo potencialmente o feto de uma
rejeicdo imune materna durante uma gravidez normal (KAMARAINEN et al., 1996).

Devido a alta capacidade de proliferacéo e invasao das células do trofoblasto
ao penetrarem na decidua e na vascularizacdo uterina para formagao da placenta,
essa pode ser comparada a um tumor, uma vez que suas células usam mecanismos
moleculares similares para crescimento e migracdo (MINCHEVA-NILSSON et al.,
2006).

Foi descrito um mecanismo de escape ao sistema imune em tumores
baseado na interagdo de MICA e MICB com seu receptor NKG2D (RAULET, 2003).
Alguns estudos demonstraram que a forma soluvel da proteina MIC (sMIC) é
liberada de alguns tipos de tumores no soro de pacientes com cancer e afeta a
funcdo de NKG2D agindo como um inibidor competitivo que bloqueia o
reconhecimento das moléculas MIC ligadas a membrana, hiporregulando assim a
expressdo de NKG2D de membrana em células NK e células T (GROH et al., 2002;
SALIH et al., 2002).
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Em analogia a esses tipos de tumores, as moléculas sMIC presentes no soro
de mulheres gravidas sao capazes de hiporregular a expressdao de NKG2D de
superficie em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) (MINCHEVA-
NILSSON et al., 2006). Portanto, as moléculas MICA e MICB est&o envolvidas ndo
sO no aumento da citotoxicidade como também na supressao da resposta citotoxica.

Diferentemente do mecanismo de escape ao sistema imune exercido por
células tumorais, na gravidez os ligantes MIC e receptores NKG2D s&o provenientes
de dois individuos diferentes.

Células trofoblasticas isoladas no inicio da gravidez expressam mRNAs de
MICA e MICB (MINCHEVA-NILSSON et al., 2006). As moléculas MIC sao
constitutivamente transcritas na placenta humana durante uma gravidez normal e
moléculas sMIC sao liberadas a partir de placentas transplantadas para um meio
artificial e cultivadas in vitro (MINCHEVA-NILSSON et al., 2006). Além disso, nos
tecidos envolvidos com o processo reprodutivo, a expressao de proteinas MIC é
restrita ao sinciciotrofoblasto (STB), ndo sendo expressas no citotrofoblasto (CTB), e
elas existem na forma intramembrana nas superficies apical e basal das células e
como microvesiculas em vacuolos citoplasmaticos (MINCHEVA-NILSSON et al.,
2006).

A expresséo dos receptores NKG2D na superficie celular € significativamente
hiporregulada em PBMC de mulheres gravidas e elevados niveis de moléculas sMIC
estdo presentes no soro e sao capazes de hiporregular receptores NKG2D
impedindo a funcao citotéxica das PBMC de individuos saudaveis (MINCHEVA-
NILSSON et al., 2006).

A expressao de moléculas MIC na superficie celular em STB expde a unidade
feto-placental ao ataque de linfocitos T citotdxicos maternos, porém, as moléculas
sMIC presentes no soro de mulheres gravidas hiporregulam a expressao de NKG2D
na superficie de PBMC promovendo o escape ao sistema imune materno por parte
do feto. Entretanto, a forma como o sistema MIC/NKG2D funciona em abortamentos

€ desconhecida sendo, portanto, uma area do conhecimento a ser explorada.
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3 OBJETIVOS:

3.1

OBJETIVO GERAL:

Investigar a existéncia de associagao entre polimorfismos dos locos MICA e
MICB com a predisposicdo a ARE de casais brasileiros em um estudo caso-

controle.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Proceder a tipagem dos genes MICA e MICB em nivel alélico em 70 casais
brasileiros com ARE de causas desconhecidas e em 65 casais brasileiros

férteis, que tenham tido pelo menos dois filhos, como amostra controle;
Calcular as frequéncias alélicas e haplotipicas dos genes MICA e MICB;

Calcular o desequilibrio de ligagao entre os locos MICA e MICB em ambas as

amostras.

Verificar a relagao entre a diversidade dos genes MICA e MICB e o ARE pelo
aborto repetitivo através da analise de associagcdo entre esses genes e o
ARE.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Esse trabalho é constituido por duas amostras, sendo uma amostra paciente
e a outra controle.

A amostra paciente foi composta por 70 casais que tiveram abortos
recorrentes espontdneos de causa desconhecida (aqui considerado como pelo
menos dois abortamentos espontaneos ocorridos até a vigésima semana do periodo
gestacional) e é predominantemente do grupo étnico caucasoéide. Esses casais nao
sdo consanguineos, e as mullheres ndo tém registros de gestagdes bem sucedidas,
infeccbes, doengas auto-imunes, assim como alteragdes hormonais, ginecolégicas,
anatémicas ou cromossdmicas.

A amostra controle foi constituida por 65 casais que nao pertencem as
mesmas familias da amostra paciente e ndo possuem consanguinidade entre si.
Esses casais apresentam pelo menos duas gestagdes bem sucedidas, sao
saudaveis e nao possuem registros de abortos espontaneos. Esses casais
pertencem ao mesmo grupo étnico, etario e apresentam o mesmo nivel sécio-
econdmico da amostra paciente.

Os casais pacientes foram atendidos na Unidade de Genética Médica e
Reproducao Humana do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana e
na Clinica Genetika — Centro de Aconselhamento e Laboratério de Genética, na
cidade de Curitiba, no periodo compreendido entre os anos de 1997 e 2005.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas (Anexo 1),
e 0s casais da amostra paciente e da amostra controle assinaram um termo de
consentimento informado (Anexo 2) para participacdo no estudo e para a coleta de

amostras sanguineas.
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4.2 EXTRAGAO DO DNA GENOMICO

Dez mililitros (10 mL) de sangue periférico foram coletados de cada individuo,
através de puncao venosa, em tubos estéreis tipo vacutainer com EDTA para coleta
sanguinea. Essas amostras foram centrifugadas para obtengcdo da camada de
leucdcitos da qual foi extraido o DNA pela técnica de salting-out (JOHN et al., 1990,
modificado por LAHIRI e NURNBERGER, 1991). Esse método desenvolve-se
essencialmente em cinco etapas:

e Obtencdo da camada de leucdcitos por centrifugagcdo do sangue total

coletado com anticoagulante EDTA.
e Lise de eritrocitos através do uso de tampdo de lise de células vermelhas
(RCLB 1X) pH 7,6.

e Quebra da membrana nuclear com SDS a 20% e remogao de enzimas como
DNases e RNases por meio de proteinase K e tampao da proteinase K.

e Precipitacdo de proteinas com NaCl 6M.

e Precipitacdo do DNA com etanol absoluto.

4.2.1 Calculo da concentracdo do DNA

A concentracdo de DNA das amostras foi determinada através da leitura de
densidade dética (DO), utilizando-se o espectrofotbmetro GeneQuant Pro -
PHARMACIA e a concentragdo de uso foi padronizada em 20ng/ul para tipagem do
gene MICA por SSO e SSP e de MICB por SSP.

4.3 TIPAGEM DO GENE MICA PELA TECNICA PCR-SSOP

Para a maioria das metodologias baseadas em DNA, o processo de PCR é
usado apenas como um passo de amplificacdo para obter o DNA alvo necessario.
Posteriormente, o processo de tipagem de HLA e MICA/B requer um passo de poés-
amplificagdo para discriminar entre os varios alelos (por exemplo, RFLP, SSOP,
tipagem reversa por SSO-DNA...) (ONE LAMBDA, INC, 2004).
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Para a caracterizagdo dos alelos do gene MICA foi empregado o método de
tipagem da reacdo em cadeia da polimerase utilizando-se sondas de
oligonucleotideos sequéncia-especificos, do inglés: Polymerase Chain Reaction-
Sequence Specific Oligonucleotide Probes (PCR-SSOP), através do Kit LABType
MICA, fabricado por One Lambda Inc. Esse método utiliza a tecnologia Luminex® em
seu método de tipagem reversa por SSO-DNA. Essa tecnologia consiste em um
sistema de multi-analise que trabalha com um conjunto de microesferas codificadas
por cores de diferentes comprimentos de onda, as quais sdo analisadas num
avancgado Fluorimetro de Fluxo. Microesferas codificadas por uma determinada cor
conttm em sua superficie apenas sondas de oligonucleotideos de mesma
sequéncia, sendo assim, diferentes microesferas podem ser usadas em um unico
tubo, substituindo o formato convencional de multi-pogos.

Todos os procedimentos para o uso do Kit LABTypeMICA foram realizados de
acordo com as instrugbes do fabricante. A metodologia se assemelha ao SSOP
padrdo, na qual primeiramente a regidao alvo do DNA é amplificada por PCR na
regido do gene de interesse, no entanto, na tecnologia Luminex a regido alvo do
DNA é amplificada com o uso de oligonucleotideos iniciadores biotinilados. Para a
PCR, o kit LABTypeMICA acompanha um D-mix, contendo as solugdes necessarias
para a reacdo (tampdo, MgCl;, dNTPs) e uma solugdo contendo os
oligonucleotideos iniciadores especificos para hibridizagdo com os éxons 2, 3,4 e 5
e a PCR é realizada no Termociclador Perkin-Elmer 9600.

Cada produto de PCR marcado foi desnaturado, mantido na forma de fita
simples através do uso de tampdes. O produto de PCR em fita simples foi re-
hibridizado as sondas complementares de DNA (sondas de oligonucleotideos
sequéncia-especificos) conjugadas com as microesferas fluorescentes. Apds o
processo de lavagem das microesferas, o DNA biotinilado (proveniente da amostra)
foi marcado com conjugado de R-Ficoeritrina/Estreptoavidina (SAPE). A leitura das
reacdes foi realizada utilizando-se um fluorimetro de fluxo (LABScan™ 100), o qual
emprega a tecnologia Luminex, em que um laser de cor vermelha com comprimento
de onda de 633nm reconhece a cor da microesfera e outro laser, de cor verde, com

comprimento de onda de 532nm reconhece a intensidade da fluorescéncia emitida
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pela Ficoeritrina presente na superficie de cada microesfera, identificando se a
mesma estava ou ndo marcada com SAPE, determinando assim a sua positividade.
As tipagens foram realizadas com auxilio do software HLA Visual, verséo 2.0
que faz a coleta de dados e a determinacéo dos alelos. O programa considera a
combinacao de microesferas hibridizadas com o DNA amplificado para determinar
cada alelo, tendo um padrdao de quais e da percentagem de microesferas que
hibridizam em cada alelo. Quando uma microesfera que deveria ter hibridizacao
negativa € contada acima do cutoff padrdo de um determinado alelo, porém a
combinagdo com as outras microesferas indicam que a tipagem seria esse
determinado alelo, o resultado é apresentado tendo essa microesfera como falso-
positiva (FP). O contrario acontece quando uma microesfera € hibridizada em menor
quantidade do que ocorre em individuos controles, utilizados pelo programa, para
um determinado alelo (microesfera abaixo do cutoff padrdo), sendo que a
combinagdao com as outras microesferas sugerem que o individuo seria portador
desse determinado alelo. Nesse caso, a tipagem é dada sendo indicado que a
microesfera é falso-negativa (FN). A figura 13 exemplifica uma tipagem sem
microesferas FP ou FN (quadros A e B da figura 13) e uma tipagem com uma

microesfera FN (quadros C e D da figura 13).

4.4 TIPAGEM DOS GENES MICA E MICB PELA TECNICA PCR-SSP

A metodologia de reacdo em cadeia da polimerase utilizando oligonucleotideos
iniciadores sequéncia-especificos, do inglés: Polymerase Chain Reaction-Sequence
Specific Primers (PCR-SSP) baseia-se no principio de que oligonucleotideos
iniciadores apresentam complementaridade completa ou quase completa com uma
sequéncia de DNA alvo, e utiliza a Taqg DNA polimerase recombinante, para
amplificar essa sequéncia (ONE LAMBDA, INC., 2004). Os pares de
oligonucleotideos s&o concebidos para apresentar apenas correspondéncias
perfeitas com um unico alelo ou grupo de alelos. Sob condicdes de PCR
estritamente controladas, os pares de oligonucleotideos permitem a amplificagdo de

sequéncias alvos (ou seja, um resultado positivo), enquanto que pares de
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oligonucleotideos sem correspondéncia nao resultam em amplificacdo (ou seja, um
resultado negativo) (ONE LAMBDA, INC., 2004).
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FONTE: A Autora (2008).

NOTA: Os quadros A e C contém a representagdo grafica da microesfera indicada no quadro B e D, respectivamente
(numero referente a bead circulado em rosa), em individuos negativos e positivos para essa microesfera, utilizados como
controle pelo programa. Barras abaixo da linha vermelha (cutoff) nos quadros A e C sdo de individuos negativos para
essa microesfera, barras azuis acima do cutoff sdo de individuos positivas para essa microesfera. Nos quadros B e D,
cada barra verde representa uma microesfera diferente, barras brancas representam microesferas que hibridizam em
regides controles (presentes em todos os alelos) e a barra vermelha representa a microesfera cujo numero esta circulado
em rosa. As linhas vermelha e azul nos graficos dos quadros A, B e C marcam o cutoff padronizado (limite da
percentagem de microesferas hibridizadas), e a linha azul do quadro D marca um cutoff alterado pelo pesquisador, para
uma percentagem menor. No quadro B a microesfera demonstrada (bead 7) é positiva, uma vez que a percentagem de
microesferas 7 que hibridizaram no gene MICA do individuo em questéo ultrapassa o valor do cutoff (30%), excedendo
70% de hibridizag&o. Ja no quadro D, a microesfera 48 apresentou menos de 30% de hibridizacdo, podendo ser negativa
ou falso-negativa (FN). Entretanto, individuos controles do quadro C, negativos para essa microesfera, apresentam menos
que 1% de hibridizacdo, sugerindo que a microesfera 48 é positiva, apesar de ter hibridizado menos (~12%) que o padrao
(30%) no gene MICA do individuo em questdo. Portanto, a linha do cutoff foi reduzida para considerar a microesfera 48
FN como positiva.
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Apos o processo de PCR, os fragmentos de DNA amplificados foram
separados por eletroforese em gel de agarose e tampao TBE 1X (Trizma base
45mM, acido boérico 45mM, EDTA 0,01M em pH 8,0) e visualizados por coloragéo
com brometo de etidio durante exposicéo a luz ultravioleta.

A reagao de PCR foi feita para 10ul de volume final, sendo que para cada
reacao foram utilizados: 20ng de DNA, tampéao 1x (Invitrogen), 1,5mM de MgCl,
(Invitrogen), 0,2mM 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 reagao, que
reconhecem sequéncias conservadas do gene do hormoénio de crescimento (GH). As
ciclagens sédo efetuadas no termociclador Perkin-Elmer 9600. 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 €) 4°C até a retirada dos tubos de PCR
do termociclador para posterior corrida eletroforética. Os passos b, ¢, d foram
repetidos 30 vezes. Os oligonucleotideos sense e anti-sense de MICA e MICB estao
listados nos quadros 5 e 6, respectivamente.

O volume total de 10ul dos produtos dos genes MICA ou MICB amplificados
por PCR-SSP foi misturado a 1ul de azul de bromofenol e separado em gel de
agarose 1,0 a 1,2% a 100V, ou 2,5% a 150 V, com tempo de corrida variando de 5 a
20 minutos. A interpretacao dos resultados de PCR-SSP baseia-se na presencga ou
auséncia de um fragmento de DNA amplificado especifico. Dado que a amplificagéo
durante a reagao de PCR pode ser influenciada adversamente por varios fatores
(erros de pipetagem, DNA de qualidade deficiente, presenca de inibidores etc.),
existe um par de oligonucleotideos de controle interno incluido em todas as reacdes
de PCR. O par de oligonucleotideos de controle amplifica uma regido conservada do
gene do GH, que esta presente em todas as amostras de DNA, e é usado para

confirmar a integridade da reacao de PCR. (Fig 14).
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Reacdo positiva Reacgdo negativa Sem amplificacdo

Pogo —1 — —1

Banda de controle interno —

Banda de tipagem positiva see—
Banda de oligonucleotideos

FIGURA 14 — INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS DO GEL DE ELETROFORESE
FONTE: ONE LAMBDA INC., 2004 adaptado.

NOTA: A banda de controle interno e a ampla banda de oligonucleotideos iniciadores nao
incorporados atuam como marcadores de tamanho. Qualquer banda visivel entre os dois
marcadores de tamanho devera ser considerada como banda de tipagem positiva. Na presencga de
uma banda de tipagem positiva (amplificagdo especifica de um alelo de MICA ou MICB), a banda
do controle interno pode ser fraca ou ausente.

As tipagens dos genes MICA e MICB foram baseadas no protocolo proposto
por Collins e colaboradores (2002) com algumas modificagdes nas condi¢gdes da
PCR que possibilitaram uma melhor sensibilidade e especificidade de algumas
reagdes. Segundo os autores, os oligonucleotideos iniciadores listados nos quadros
5, 6 foram desenhados com base na analise das sequéncias nucleotidicas dos
alelos disponiveis na pagina http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez. Como outros alelos
foram descritos ap6s 2002, outros oligonucleotideos iniciadores foram desenhados

nesse trabalho para amplificar os novos alelos e estio listados nos quadros 5 e 6.

OLIGONUCLEOTIDEOS SENSE MICA

Cddigo do Localizacéo Do A ' Alelos alvo MICA*
. ; Posicéo 3 Sequéncia (5'---- 3’)
Oligonucleotideo Exon
001-009, 011-024, 026-053
86Gb 2 86 CAgAgCCCCACAgGTCTTCg
010, 025
86C 2 86 CAgAgCCCCACAgGTCTTCC

001, 004-010, 012, 016,
109T 2 109 TAACCTCACggTgCTgTCCT 018, 019, 021, 024-029,
031-033, 037-040, 042,
043, 045, 048, 049, 051

QUADRO 05 - SEQUENCIAS DE OLIGONUCLEOTIDEOS DE MICA (CONTINUA)
FONTE: RIBAS, 2007.

. # ~ . s . . oA . . . .
NOTA: mm= missmatch; alelos alvo ndo disponiveis pois a sequiéncia do intron 5 foi descrita para
0 gene MICA, mas nao para os alelos individualmente.
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109G

109

CCTCACggTgCTgTCCg

002,011,013-015, 017,
020, 022, 023, 030, 034-

036,
04,044,046,047,050,052,0
53
004-006, 008-010, 016,
019, 024, 025, 027, 028,
139TG 39 TgTgCAgTCAgggTTTCTTg 031-033, 042, 048, 049,
051
139CA 139 gTgCAgTCAgggTTTCTCA | 001, 012, 018, 021
002, 007, 011, 013, 014,
015, 017, 020, 022, 023,
139CG 139 TgTgCAgTCAgggTTTCTCg 026, 029, 030, 034-041.
043.047, 050, 052, 053
146G 146 CAgggTTTCTCGCTgAggg | 041, 047
146T 146 CAgggTTTCTCGCTgAggT | 001-040, 042-046, 048-053
004-006, 008-010, 016, 019,
. 024, 025, 027, 028, 031-033,
176 176 TCAGCCCTTCCTOgCTA | ot 0 (00 (2001
001, 002, 007, 011-015,
176G 176 TCAGCCCTTCCTgCgCTg | 07 008 00 o oe.
029, 030, 034-041. 043,
045.047, 050, 052, 053
237T 237 CAGAAGATGTCCTgggAAAT | 001-020,022-053
2618 261 CATgggACAGAGAGACCAgA | 001, 012, 018, 021
341A 341 AAggCTTgCATTCCCTCCA | 001-016, 018-053
405T 405 AgCTCCCAgCATTTCTACTAT | 00703, 00902
409°
409 CCAGCATTTCTACTACGATA | 014,015
433G 433 gCTCTTCCTCTCCCAAAACG | 004, 006, 009, 044, 049

QUADRO 05 - SEQUENCIAS DE OLIGONUCLEOTIDEOS DE MICA (CONTINUAGAO)

FONTE: RIBAS, 2007.

. # ~ . e . . oA . . . 0
NOTA: mm= missmatch; alelos alvo nao disponiveis pois a seqliéncia do intron 5 foi descrita para
0 gene MICA, mas n&o para os alelos individualmente.
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4392

439

CTCTCCCAAAACCTggAgA

001, 002, 005, 007, 008,
010-032, 034-043, 045-
048, 050-053. Com mm na
posigdo 433: 004, 006, 009,
044, 049

4542

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
posigédo 442:001, 031

5202

520

ATTTCTTgAAggAAgATgCCA

001-010, 012-033, 035-053

520G

520

TCTTgAAggAAgATgCCg

011, 034

5862

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

586

ggAACTACggCgATATCTAg

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

5922

592

ACggCgATATCTAgAATCCA

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

592G

592

ACggCgATATCTAgAATCCg

008, 013, 014, 024, 027,
028, 048, 053. Com mm na
posigao 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

611

gCgTAgTCCTgAggAgAAg

004, 014, 032, 044

611C

611

gCgTAgTCCTgAggAgAAC

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

642T

642

gTgAATgTCACCCgCAgT

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

6482

648

gTCACCCgCAgCgAggCA

00803

QUADRO 05 - SEQUENCIAS DE OLIGONUCLEOTIDEOS DE MICA (CONTINUAGAO)

FONTE: RIBAS, 2007.

. # ~ . s . . oA . . . .
NOTA: mm= missmatch; alelos alvo ndo disponiveis pois a sequéncia do intron 5 foi descrita para
o0 gene MICA, mas né&o para os alelos individualmente.




72

004, 006, 008-010, 0186,
019, 022, 024, 027, 033-
663C 4 663 gCCTCAgAgggCAACATC 035, 037.039, 042, 044,
048, 049, 053
001, 002, 007, 011-015,
017, 018, 020, 021, 023,
6922 4 692 gCAgggCTTCTggCTTCTA 025, 026, 028.032, 036,
040, 041, 043, 045, 047,
050-052. Com mm nas
posicdes: 684 e 685: 004-
006, 008-010, 016, 019,
022, 024, 027, 033-035,
037-039, 042, 044, 048,
049, 053
001, 002, 007, 011-015,
017, 018, 020, 021, 023,
697T 4 697 99CTTCTggCTTCTATCCCT | o2 006’ 028.032, 036,
040, 041, 043, 045-047,
050-052
004-006, 009, 024, 034,
038, 044, 049. Com mm na
707C 4 707 CTTCTATCCCCggAATATCAC posica0 697: 001, 002,
007, 011-015, 017, 018,
020, 021, 023, 025, 026,
028-032, 036, 040, 041,
043-047, 050-052
10820a# Intron 5 10820 gAgggTCAggAgAggCCA
delF 1577+ 9gCTAGTgggACATGCACAC | Delegdo de MICA
OLIGONUCLEOTIDEOS ANTI-SENSE MICA
Codigo do Localizagéo o A , Alelos alvo MICA*
. go ac ¢ Posicao 3 Sequéncia (5'---- 3’)
Oligonucleotideo Exon
' 021
2316 2 237 TCTCTCTGTCCCATGTCTTg
337A’ 3 337 CAgACCCTAATCTCCTggAA | 050
341C’ 3 341 CTCACAgACCCTAATCTCCC | 017
383T’ 3 383 gTAgAAATgCTgggAgCTCT 036
409C’ 3 409 9gAgAggAAgAgCTCCCC 001-013, 016-053

QUADRO 05 - SEQUENCIAS DE OLIGONUCLEOTIDEOS DE MICA (CONTINUAGAO)
FONTE: RIBAS, 2007.

. # ~ . ré . . FLRN . . . .
NOTA: mm= missmatch; alelos alvo ndo disponiveis pois a seqliéncia do intron 5 foi descrita para
o gene MICA, mas n&o para os alelos individualmente.
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433C’ 433 TCCATTCCTCAgGTCTCCAC 004, 006, 009, 044, 049
439A° 439 ggCACTgTCCATTCCTCAgA 033
4421 442 TggggCATTgTCCATTCCTT 001, 031, 040
002-030, 032-039, 041-053
442C 442 ggggCATTgTCCATTCCTC
004-006, 008-010, 013, 016,
454C’ 454 TCTggAggACTggggCAC 019, 022, 024, 027, 028, 033,
044, 048, 049, 053
001, 002, 007, 011, 012, 014,
454T 454 CTCTggAggACTggggCAT 015, 017, 018, 020, 021, 023,
025, 026, 029-032, 034-043,
045-047, 050-052
493T’ 493 CTTCCTTCAAgAAATTCCTQAT | 029
536A 536 CTgCATgCATAgCgTgATAgA | 012,021, 032
536Tb 536 CTgCATgCATAgCgTgATAgT | 001-042, 044-053
536C’ 536 gCATgCATAgCgTgATAgC 043
001, 002, 005, 007, 011, 012,
586T 586 CTCAggACTACgCCggATTT 015, 017, 018, 020, 021, 023,
025, 026, 029-031, 034, 035,
037-043, 045-047, 050-052.
Com mm na posicédo 592 : 032
008, 013, 014, 024, 027, 028,
586C’ 586 TCAggACTACgCCggATTC 048, 053. Com mm na posigao
592: 004, 006, 009, 010, 016,
019, 022, 033, 036, 044, 049
004, 009, 010, 016, 019, 022,
592T 592 TTCTCCTCAggACTACGCT 032, 033, 036, 044, 049. Com
mm na posi¢do 595: 006
595T 595 CCTgTTCTCCTCAggACTAT 006
001, 002, 005, 007-013, 015-031,
595C’ 595 CCTgTTCTCCTCAggACTAC 033-043, 045-053. Com mm na
posigdo 611: 004, 014, 032, 044
001, 002, 005-013, 015-031,
611G’ 611 ggCCAgCgTCCgTACCTg 033-043, 045-053

QUADRO 05 - SEQUENCIAS DE OLIGONUCLEOTIDEOS DE MICA (CONTINUAGAO)

FONTE: RIBAS, 2007.

. # ~ . s . . oA . . . .
NOTA: mm= missmatch; alelos alvo ndo disponiveis pois a sequiéncia do intron 5 foi descrita para
0 gene MICA, mas nao para os alelos individualmente.
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Com mm nas posigdes 650 e

Mm642A’ 4 642 gTTgCCCTCAAAGgCCTCA | 651: 00202, 00701, 00703,
01802, 026, 045, 051
001, 002, 005, 007, 011-015,
663A’ 4 663 AgCCCTgCATgTCACggTA | 017, 018, 020, 021, 023, 025,
026, 028-032, 036, 040, 041,
043, 045-047, 050-052
004, 006, 008-010, 016, 019,
663G’ 4 663 AgCCCTgCATgTCACggTg | 022, 024, 027, 033-035, 037-
039, 042, 044, 048, 049, 053
692C’ 4 692 gTgTgTgATATTCCAgggAC | 046
008, 010, 016, 019, 022, 027,
707A 4 707 CCTgACGCCAggTCAgTA 033, 035, 036’5%39’ 042, 048,
004-006, 008-010, 016, 019,
713G’ 4 713 CCCATCCTGACGCCAgg 022, 024, 027, 033-035, 037-
039, 042, 044, 048, 049, 053
001, 002, 007, 011-015, 017,
018, 020, 021, 023, 025, 026,
713C’ 4 713 CCCCATCCTgACgCCAgC 028-032, 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, 041, 043, 044,
820G’ 4 820 CCTCTgCTCCTCTCCTTg 046, 047, 049-052. Com mm
na posigao 821: 005, 008,
010, 013, 016, 019, 022, 027,
033, 035, 037, 039, 042, 048,
053
005, 008, 010, 013, 016, 019,
821C’ 4 821 AACCTCTgCTCCTCTCCTC | 022,027, 033, 035, 037, 039,
042, 048, 053
001-004, 006, 007, 009, 011,
01201, 014, 015, 017, 018,
821T 4 821 AACCTCTgCTCCTCTCCTT | 020, 021, 023-026, 028-032,
034, 036, 038, 040, 041, 043-
047, 049-052
834T 4 834 CCATgTAgCAggTgAACCTT 01202
880C’ 4 880 CTCACCAgAgggCACAgC 011, 030, 047
952C’ 5 952 ATAACAAAAATAgCAgCAgCcC | 00801,00802, 023, 028, 053
00201, 015, 017, 020, 041,
1002G’ 5 1002 TTCTTCTTACAACAACAGACY 046, 050
1038% 5 1038 gCTTTTCTCACCTggACCA 048
1088% 6 1088 gCATCCCTgTggTCACTCA 049
delR’ 2236* TgACCCCACATTTggTCg MICA deletion

QUADRO 05 - SEQUENCIAS DE OLIGONUCLEOTIDEOS DE MICA (CONCLUSAO)

FONTE: RIBAS, 2007.

. # ~ . ra . . o . . . .
NOTA: mm= missmatch; alelos alvo ndo disponiveis pois a seqiiéncia do intron 5 foi descrita para
o gene MICA, mas n&o para os alelos individualmente.
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OLIGONUCLEOTIDEOS SENSE MICB

Cddigo do Localizac&o Cx o . Alelos alvo

. : Posigéo 3 Seqliéncia (5'---- 3

Oligonucleotideo Exon ¢ q ( ) MICB*
98T 2 98T CCCACAGTCTTC GTTACAACCTCAT todos
116 G 2 116 G TGG TGC TGT CCC AGG ATG G -001a
116 A 2 116 A TGG TGC TGT CCC AGG ATG A 001
203 A 2 203 A AGA AAC GCA GGG CAA AGC A 011
203C 2 203 C GAA ACG CAG GGC AAA GCC 0112
263G 2 263 G TGG GAC ACA GAG ACC GAG GG 022
314G 2 314G GAG GAC CCT GAC TCA TAT CAA GGG 012
314 A 2 314 A GGA GGA CCC TGA CTC ATA TCA AGG A 0122
552 G 3 552 G* GAC ACA CTA TCG CGC TAT GCA G todos
577C 3 577C GAC TGC CTG CAG AAA CTACAG C -009N?

20101; 2012;
406 A 3 406 A GGC TCC CGG CAT TTC TAC TAC A 007; 008;
014;015; 018;
020; 022

643 A 4 643 A ATG GTG AAT GTC ACC TGC AGC A 006;015
643 G 4 643 G ATG GTG AAT GTC ACC TGC AGC G -(006;015)
798 G 4 798 G TGG GAA TGG AAC CTA CCA GAC G 0504

OLIGONUCLEOTIDEOS ANTI-SENSE MICB

5di Localizaga C oo A, , Alel lvo MICB*
. Codigo d(,) ocalizagao Posicdo 3 Seqliéncia (5’---- 3’) elos alvo MIC
Oligonucleotideo Exon
223 T 2 223T CAG GTC TTA GCT CCC AGG ACATT 40101;40102; 20

QUADRO 06 — SEQUENCIAS DE OLIGONUCLEOTIDEOS DE MICB (CONTINUA)
FONTE: adaptado de COLLINS et al., 2002.

NOTA:

&: compartilham homologia com alelos MICA.
®: foi incluido um mismatch no nt 13 do primer 635 G para prevenir falso-positivo na tipagem de

MICB.
- : Exceto o alelo.
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223 C 223 C CAG GTC TTAGCT CCC AGG AC -(40101;40102;20)
238C 238 C GGT CTC TGT GTC CCA GGT CTC 20101; 20102; 7; 8; 14;
15; 16; 19; 22
1; 3; 40101; 40102;
50101;50201;50202;
238 T 238 T GGT CTC TGT GTC CCA GGT CTT 50203; 503; 504; 6; 9N;
10; 11; 12; 3;17; 18; 20;
21N;
303 A 303A° CCTCCTTTCTGG TCC TTG ATATGA -17
GT
303G 303G CTT TCT GGT CCT TGA TAT GAG G 17
363 C 363 C TGG TGC TGC TGT CTT CAT GC 8
363G 363 G CTG GTG CTG CTG TCT TCATGG -8
1; 3; 40101; 40102;
50101; 50201; 50202;
406 C 406 C GGA GAG GAA GAG CTC CCC ATC 50203; 503; 504; 6; 9N;
10; 11; 12; 13; 16;17;
19; 21N;
552 C 552 C TTC TGC AGG CAG TCT GCC todos
577 A 577 A GCC ACC CCG GATTTC AGA TAT CA 9N
635 A 635 A TCT GAGACC TCGCTG CAG A 3; 9N
635 G 635 G CCT CTG AGA CCT CGT TGC AGG -(3; 9N) b
643 C 643 C TGA TGT TGC CCT CTG AGA CCT C -(6; 15)
699 T 699 T TGA CGC CAG GTC AGT GTG ATATTT 503; 13; 16
707 G 707 G CCT GAC GCC AGG TCA GTG todos
836 T 836 T TGT GTT CCA TGT AGC AGG TGA ACT 007
870 G 870 G GGC ACA GGG TGA GTG CCG -50101
871 T 871 T GGG CAC AGG GTG AGT GCT 13; 14; 15; 16
871C 871C GGG CAC AGG GTG AGT GCC -(13;14;15;16)

QUADRO 06 — SEQUENCIAS DE OLIGONUCLEOTIDEOS DE MICB (CONCLUSAO)
FONTE: adaptado de COLLINS et al., 2002.

NOTA:

4. compartilham homologia com alelos MICA.

®: foi incluido um mismatch no nt 15 do primer 635 G para prevenir falso-positivo na tipagem de

MICB.

- : Exceto os alelos.
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As reacdes de amplificacao por SSP para MICA foram organizadas em mixes
para discriminagao dos diferentes alelos desse gene (quadro 7). Esses mixes foram
modificados segundo Ribas (2007), sendo que alguns deles possuem controles
positivos para validagéo das reagdes. Devido a grande dificuldade de se conseguir
esses controles, alguns mixes ndo o0s possuem, mas ainda assim serao
considerados nas analises. A SSP para o gene MICA foi realizada somente nos
casos de ambiguidade pela SSOP. De acordo com as ambiguidades foi feita uma
listagem de alelos ambiguos para determinagdo do mix a ser usado na SSP. Alguns
mixes apresentaram temperaturas de anelamento ou concentracdo dos
oligonucleotideos especificos distinta da descrita anteriormente.

O quadro 8 foi adaptado de COLLINS e colaboradores (2002), incluindo-se
iniciadores para novos alelos e representa os mixes de oligonucleotideos sense e
anti-sense para identificacdo dos alelos de MICB. O worksheet para MICB esta

representado no quadro 9.

' Tamahno _ Cadigo dg _ Cadigo dg °C para
Mix Alelos MICA alvo fragmento | Oligonucleotideo Ollgongcleotldeo anelamento
(pb) Sense anti-sense
1 001 616 139CA 44217 63
2 00201/020,015,017,041,050 449 692A 1002G’ 63
3 002/020,015,017,046 1854 146T 1002G’ 63
4 002/020,015,041,046 1317 341A 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 176A 663A’ 63
9 006 731 176A 595T 63
10 00701/026,00703,01802,045,051 1432 109T mm642A’ 61
Th 00701/026,00703,00202,01802,051 215 642T 820G’ 63
12 008, 053 (00803 i seqiienciado) 428 663C 952C’ 63
12A 00802 265 586G 810A’ 63
12B 00803 215 648A 821C’ 63
13 004,006,009,044,049 568 176A 433C’ 63
14 006,009,049 216 433G 611G’ 63
15 © 004,009,044,049 202 433G 595C’ 63
15A 00703,00902 230 405T 592T 63
16 010 679 86C 454C 63
17 d 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 d 013,022,035,053 1608 109G 821C’ 60

QUADRO 07 - MIXES DE OLIGONUCLEOTIDEOS SENSE E ANTISENSE USADOS PARA
IDENTIFICAR OS ALELOS MICA (CONTINUA)

FONTE: RIBAS, 2007.

d
NOTA: Concentragéo final de oligonucleotideos iniciadores: C0,25pM, 0,5uM e eZpM. As demais
reagdes tiveram concentragao final de 1,0uM.
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21 ¢ 014 216 409A 586C 60
2 © 015 217 409A 586T 63
23 016 770 586G 730G 63
24 017 516 139CG 341C 68
25 001,018 590 261A 5367 63
26 012,018,021 615 139CA 442C 63
27 010,016,019,022,033 854 592A 821C 63
28 004,006,009,016,019,022,032,033,036,044,049 | 818 86G 5927 63
29 004,006,009,010,019,022,032,033,036,044,049 | 764 592A 730C 63
30 010,016,019,022,032,036,044,049 191 439A 5027 63
31 004,006,009,010,016,019,032,033,049 1423 139TG 5027 63
32 021 168 100T 237G 63
33 022,036,044 793 109G 5027 63
34 023 1094 586A 952C 63
35 004,006,009,014,024,028,036,044,049 860 586G 8217 63
36 005’%%88’,%%,%3172’,%3%8533?'037 744 592G 713G 63
37 025 813 86C 586T 63
38 008,010,016,019,027,033,042,048 1466 139TG 7078 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 100T 493T 63
42 011,030 985 146T 880C’ 65
43 031 578 176A 4427 63
44 032 673 176A 536A° 63
45 033 575 176A 439A 63
46 034 814 520G 713G 60
47 035,037,039,042 746 586A 7078 63
O 253 o A AT N
49 036 586 109G 3837 63
50 035,037,039,042 993 454A 821C 63
PR T R
| e e | e | w
53 034,035,037,038,039,042 834 454A 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
55 039 771 586A 730G 63
56 040 617 139CG 4427 63
57 041,047 753 146G 5861 63
58 042 850 586A 810A 63
59 043 762 86G 536C 63
60 044 607 139CG 433C 63
61 045 861 586A 820C 63

QUADRO 07 - MIXES DE OLIGONUCLEOTIDEOS SENSE E ANTISENSE USADOS PARA

IDENTIFICAR OS ALELOS MICA (CONTINUAGAO)

FONTE: RIBAS, 2007. )
NOTA: Concentragdo final de oligonucleotideos iniciadores: 0,25uM, 0,5uM e 2uM. As demais

reagdes tiveram concentragao final de 1,0uM.
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62 046 868 520A 692C° 63
630 030,047 985 520A 880C’ 63
64 048 1137 586G 10387 63
65 C 049 680 10820A 10887 63
66 Deletion 696 delF delR 63
004-006, 008-010,013,016,019,022,024 ,
67 027.028,033,044,048, 049, 053 529 237 454C 63
001,002,007,011,012,014,015,017,018,020
68 021, 023.026,029-032,034-043, 045047 050- 680 86G 454T 63
052
69 050 475 176G 337A 63

QUADRO 07 - MIXES DE OLIGONUCLEOTIDEOS SENSE E ANTISENSE USADOS PARA

IDENTIFICAR OS ALELOS MICA (CONCLUSAO)

FONTE: RIBAS, 2007.

d
NOTA: Concentracdo final de oligonucleotideos iniciadores: C0,25|JM, 0,5uM e e2pM. As demais
reagdes tiveram concentracgao final de 1,0uM.

Mix Alelos MICB alvo Tamahno Cédigo do Cadigo do Oligonucleotideo °C para
fragmento Oligonucleotideo anti-sense anelamento
(pb) Sense
1 001 225 116 A 303 A 58,6
2 001; 003; 0040101; 0040102; 180 98T 238 T 55,1
0050101; 0050201; 0050202;
0050203; 00503; 00504; 006;
009N; 010; 011; 012; 013;
017; 018; 020; 021N
3 0020101; 0020102; 007; 008; 180 98T 238 C 56
014; 015; 016; 019; 022
4 00503; 013; 016 652 577C 699 T 58,4
52 013; 014; 015; 016 948 552 G 871 T 60,6
6 0040101; 0040102; 020 167 98T 223 T 58,6
7 003 587 577C 635 A 58,3
8 008 558 116 G 363 C 60
9 009N 792 98T 577 A 59
10 011 512 203 A 406 C 59
1 012 546 314G 552 C 59,3
12 006; 015 264 643 A 870G 62
13 0020101; 0020102; 007; 008; 185 406 A 552 C 59
014; 015; 018; 020; 022

14 022 597 263 G 552 C 61
15 00504 112 798 G 871C 61,8
16 007 1066 406 A 836 T 59
17 -008 576 98T 363G 58,6
18 -011 1300 203 C 707 G 58,4
19 -012; -013; -014; -015; -016 1356 314 A 871C 62
20 -006; -015 725 552 G 643 C 58,6
21 -001; -017 229 116 G 303 A 60
22 -009N; -013; -014; -015; -016 822 577C 871C 61,8
23 -0040101; -0040102; -020 167 98T 223C 58,8
24 -003; -009N 1339 98T 635G 59,6
25 -0050101 266 643 G 870G 62

QUADRO 08 — MIXES DE OLIGONUCLEOTIDEOS SENSE E ANTISENSE USADOS PARA
IDENTIFICAR OS ALELOS MICB

FONTE: adaptado de COLLINS et al., 2002.

NOTA: Todas as misturas de oligonucleotideos foram preparadas combinando-se os
oligonucleotideos sense e anti-sense em uma concentragéao final de 1uM, exceto quando indicado
(0,25uM®).
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MICB MIX |1 R 3|4 |56 |7 89 [10]11] 12| 13| 14| 15| 16| 17| 18| 19| 20| 21| 22| 23| 24

25

001

0020101

0020102

003

0040101

0040102

0050101

0050201

0050202

0050203

00503

00504

006

007

008

009N

010

011

012

013

014

015

016

017

018

019

020

021N

022

QUADRO 09 — WORKSHEET DE MICB
FONTE: A AUTORA (2008)

4.5 ANALISE ESTATISTICA

4.5.1 Frequéncias alélicas e haplotipicas

As frequéncias alélicas e genotipicas foram obtidas por contagem direta
através do pacote de programas ARLEQUIN versao 3.0 (EXCOFFIER et al., 2005), o
qual realiza este calculo pela formula:

Fa = n/2N

Onde:

Fa: frequéncia alélica (ou de determinado grupo alélico)

n: frequéncia absoluta de um alelo ou grupo alélico na amostra

N: numero de individuos na amostra. O N €& multiplicado por 2 pois cada

individuo é portador de duas cépias de cada gene.
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Para verificar se as frequéncias genotipicas encontram-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg foi utilizado o programa ARLEQUIN versdo 3.0, que emprega o
método de Guo e Thompson (1992).

As frequéncias haplotipicas foram estimadas pelo método de maxima
verossimilhanga que utiliza o algoritmo EM (maximizagdo de expectativa), descrito
por Excoffier e Slatkin (1995), que faz parte do conjunto de programas disponiveis
no pacote ARLEQUIN. Para a comparacao de frequéncias e teste do equilibrio de
Hardy- Weinberg foi utilizado o teste do X?. A partir dos dados de freqiiéncias, foram
estimados os valores de desequilibrio de ligagao para os locos estudados, mediante
a utilizacdo do programa ARLEQUIN. A verificagdo da ocorréncia nao aleatoria de
certas combinagdes alélicas foi realizada como proposto por Lewontin (1964), pela
férmula:

Aab = Pab — PaPob

Onde:

Agp: valor do desequilibrio de ligagao

Pab: frequéncia observada de um haplétipo

pa: frequéncia observada do alelo (a) de um dado loco

Pb: frequéncia observada do alelo (b) de um outro loco

PaPb: frequéncia esperada de um haplétipo (ab)

Porém, um valor relativo do desequilibrio de ligagao (A’ab) € mais informativo
do que o obtido pela formula descrita acima, pois o0 A’ab traz informagao a respeito
da magnitude do desequilibrio de ligagdo 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:

N'ab = Dab | Dab, Max

onde o valor de Agp, max pode ter um dos dois valores:

o maior de (papPo, (1 - Pa) (1 - Pv)), s€ Aap <0

ou

o menor de ((1 — pa) Pb, Pa(1 —pp)), se Aab =0
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O A’ pode assim assumir valores no intervalo de —1,0 a +1,0, sendo que os
valores negativos indicam repulsdo entre os alelos em questdo e os positivos
indicam acoplamento. O valor zero indica auséncia de desequilibrio de ligagdo. O
grau de significancia do desequilibrio de ligagao foi avaliado através do teste exato
de Fisher, em tabelas de contingéncia 2 x 2.

A diversidade génica, medida que indica a heterozigosidade esperada para
um dado loco sob equilibrio de Hardy-Weinberg, foi estimada pelo programa
ARLEQUIN, pela formula de Nei (1987):

noL
a->p,)
n—1 oy

H=

onde:
n: numero de cépias de cada gene na amostra
k: numero de alelos

p %: freqliéncia observada os is gendtipos homozigotos na amostra

As comparagdes entre os grupos amostrais Paciente e Controle das
freqUéncias alélicas, haplotipicas e de homozigotos foram feitas utilizando-se tabelas
de contingéncia L X C, do programa BioEstat — Aplicacbes Estatisticas nas areas
das Ciéncias Biomédicas (AYRES et al., 2005).

Os casais pacientes e controles foram agrupados em quatro grupos, dentro
de cada amostra estudada: S ¢ S J: Quando a mulher e 0 homem sao portadores
do alelo/haplétipo em questdo; S ¢ N J&: Quando apenas a mulher porta o
alelo/haplétipo em questdo; N @ S J: Quando apenas o homem possui o
alelo/haplétipo em questdo; N @ N J&: Quando o casal ndo apresenta o
alelo/haplotipo em questéao.

Foi realizado o teste de contingéncia, em uma tabela 4 x 2, com grau de
liberdade igual a 3, para verificar se existe diferenca entre os tipos de casais de cada
amostra (Controle x Paciente) para cada alelo e haplétipo. Os alelos/haplétipos,
cujos resultados foram significativos, foram examinados em tabelas L X C,
comparando-se cada tipo de casal das duas amostras separadamente.

As frequéncias dos alelos em cada tipo de casal foram calculadas por

contagem direta e o teste do X? foi utilizado para verificagdo da existéncia de
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diferencgas estatisticamente significativas entre as freqiéncias alélicas de cada grupo
de casal das amostras Paciente e Controle.

As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas (indicando
associagao) nos casos em que p <0,05. A corregdo de Yates foi aplicada quando
necessario, de acordo com as frequéncias observadas dentro de cada classe
utilizada no teste de contingéncia.

Nos casos em que a diferenca entre as frequéncias alélicas ou haplotipicas
de pacientes e controles apresentaram significancia estatistica, foi calculado “Odds
Ratio” (“OR” ou razao de probabilidades) (WOLF,1955), através da férmula:

OR= (AxD) / (BxC)
Onde:

A, B, C e D sao os valores correspondentes as letras do quadro 10:

Pacientes | Controles

Positivo para o
. A B
fator pesquisado

Negativo para o
g P C D

fator pesquisado

QUADRO 10 — VALORES PARA CALCULO DE ODDS RATIO
FONTE: WOLF, 1955

O valor da OR, em analises de associacdo, é considerado como sinédnimo do
valor de risco relativo (RR), que exprime quantas vezes a caracteristica € mais
frequente entre os portadores de um determinado fator comparando-se com
individuos sem o fator (SVEJGAARD et al., 1974).

Nos casos em que o valor de alguma das células (A, B, C ou D) foi 0, foi
realizada a corregao de Haldane, cuja férmula é:
RR=[(A+1/2).(D+1/2)I(B+1/2).(C+1/2)] (SVEJGAARD e RYDER, 1994).

Valores de OR acima de 1 indicam que o fator esta associado a uma maior
probabilidade de se desenvolver o ARE; valores abaixo de 1, a uma menor

probabilidade.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZAGCAO DAS AMOSTRAS

Foi extraido o DNA genbmico de individuos pacientes e controles, que
possuiam amostras de sangue periférico estocadas, a partir das células leucocitarias
do sangue periférico pela técnica de salting-out.

As amostras de DNA dos casais pacientes e controles, congeladas a uma
temperatura de -20°C, foram selecionadas apés a quantificagcdo da concentragao de
DNA, verificagcdo da qualidade das amostras (baixa taxa de impureza) analisada
através da leitura da DO, e detecgcao da quantidade de amostra disponivel.

Todas as amostras selecionadas foram diluidas em agua ultra-pura para uma
concentragao final de 20ng/ul (solugao uso).

Com a finalidade de aumentar o numero amostral de pacientes e controles
disponiveis no LIGH, foi realizado um levantamento dos dados de casais com
abortamento espontaneo de repeticao, atendidos pela Clinica Genetika — Centro de
Aconselhamento e Laboratério de Genética — conforme caracterizacdo descrita
anteriormente. Esse levantamento resultou em uma lista de 106 casais com ARE,
dos quais todos os residentes no estado do Parana (85,9%) foram contactados para
a certificacdo de que estavam realmente incluidos no grupo amostral desejado e
para um convite de participagado do Projeto de Pesquisa “Detec¢do de Marcadores
Moleculares Relevantes no Progndstico e Aceitagdo do Alo-enxerto”.

Aproximadamente 60% desses casais foram eliminados da amostra Paciente
deste projeto, pelo fato de terem tido, felizmente, pelo menos uma gravidez bem
sucedida entre o tempo em que compareceram a Clinica Genetika e a contactacao
pelos pesquisadores do LIGH. Dentre os demais casais a maioria ndo concordou em
participar do projeto por motivos psicoldgicos, sociais e éticos sofridos e relatados
por eles, o que é inteiramente compreensivel devido ao desgaste emocional
decorrente da frustragdo em apds inumeras tentativas, ndo conseguirem ter a
satisfacdo do nascimento de um filho. Ainda assim, desse grupo que
satisfatoriamente se enquadrou nos critérios adotados para a amostra Paciente, 6

casais concordaram em participar da pesquisa.
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Somando-se as amostras incluidas no estudo o n amostral do grupo de
pacientes foi de 70 casais (140 individuos) e de 65 casais controles (130 individuos).
A idade média dos casais, ao terem o primeiro aborto detectado, foi de 27
anos para as mulheres e 25 anos para os homens; o numero médio de abortos
espontaneos de repeticao foi de 3,56 (TABELA 1). Entre os casais controles, a idade
média, ao terem o primeiro filho, foi de 23 anos para as mulheres e de 25 anos para

os homens; o numero médio de filhos desses casais foi 3,24 (TABELA 1).

TABELA 1 — IDADE MEDIA DOS CASAIS CONTROLES E PACIENTES AO TEREM O PRIMEIRO
FILHO (CONTROLES) OU O PRIMEIRO ABORTO (PACIENTES) E AO TEREM O ULTIMO FILHO
(CONTROLES) OU O ULTIMO ABORTO RELATADO (PACIENTES); NUMERO MEDIO DE FILHOS
(CONTROLES) OU ABORTOS (PACIENTES). (Pacientes n = 140; Controles: n = 130)

Controles Pacientes
Dados dos casais Mulheres | Homens | Mulheres | Homens
Idade média ao ter o primeiro filho/aborto 23,35 25,18 27,22 25,44
Idade média ao ter o ultimo filho/aborto 29,5 31,58 31,67 29,75
Namero médio de filhos/abortos 3,24 3,56

FONTE: A autora (2008).

5.2 TIPAGEM DO GENE MICA

5.2.1 Técnica PCR-SSOP

Foi utilizada a técnica PCR-SSOP para tipagem do gene MICA de todos os
individuos.

A PCR foi feita utilizando-se oligonucleotideos iniciadores biotinilados e D-mix
provenientes do kit LABTypeMICA e a DNA polimerase Taq platinum. Os ciclos de
desnaturacao, hibridizagdo e anelamento no termociclador duraram em média uma
hora e meia.

Para verificar se as amostras foram amplificadas satisfatoriamente, foram
feitos géis de agarose 2,5% para corrida eletroforética, que duraram 08 minutos
cada uma. Amplificacbes bem sucedidas resultaram em um gel no qual cada

amostra apresenta 3 bandas, correspondentes ao éxon 2, éxon 3 e éxons 4 e 5 do
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gene MICA. A quarta banda verificada corresponde aos oligonucleotideos e outros
produtos nao incorporados a reacgao. A foto de um gel no qual todas as amostras

amplificaram satisfatoriamente esta representada na figura 15.

& |
|

=
-
-
—

FIGURA 15 — GEL DE AGAROSE A 2,5% CORADO COM BROMETO DE ETIDEO DE 40
INDIVIDUOS DA AMOSTRA PACIENTE, APLICADOS EM CINCO FILEIRAS

FONTE: A autora (2008).

NOTA: Seta preta indica a primeira banda, correspondente a regido amplificada dos éxons 4 e 5; Seta
vermelha indica a segunda banda, referente a regido amplificada do éxon 3; seta azul mostra a
terceira banda, representando a regido amplificada do éxon 2. Seta verde indica uma banda mais
fraca, que pode significar uma menor concentragéo de produtos amplificados dos éxons 4 e 5.

As amostras amplificadas de maneira satisfatéria foram hibridizadas com as
microesferas contendo as sondas de oligonucleotideos, marcadas com SAPE e a
leitura foi feita no fluorimetro de fluxo LABScan™ 100. Cada procedimento de
desnaturagdo, neutralizacdo e hibridizacdo de 40 amostras ocorreu em
aproximadamente 3 horas e a leitura no fluorimetro em cerca de meia hora. Para
cada reacdo de hibridizacado foi utilizado 1ul de amostra, porém para as amostras
que amplificaram mais fracamente (exemplificadas pela amostra indicada pela seta
verde na figura 15), foi utilizado 1 yl a mais de produto de amplificacdo. As tipagens
foram determinadas com auxilio do software HLA Visual, vers&o 2.0.

Varias amostras apresentaram problemas na PCR, amplificando apenas as

regides correspondentes a duas bandas (a primeira e a segunda ou a segunda e a
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terceira) ou nado amplificaram nada, conforme exemplificado na figura 16. As
amostras que tiveram apenas duas bandas detectadas passaram para a etapa de
hibridizacdo, sendo analisadas posteriormente. Dessas, as que apresentaram uma

tipagem definida pelo software foram refeitas para confirmacgéo dos resultados.

FIGURA 16 — GEL DE AGAROSE A 2,5% CORADO COM BROMETO DE ETIDEO DE 40
INDIVIDUOS DA AMOSTRA PACIENTE, APLICADOS EM CINCO FILEIRAS, APRESENTANDO
PROBLEMAS NA AMPLIFICACAO

FONTE: A autora (2008)

NOTA: Seta azul indica uma amostra ndo amplificada; Marca verde mostra amplificagdo de apenas os
segmentos correspondentes as bandas 1 e 2 (regido do éxon 2 ndo amplificada — terceira banda);
Marca vermelha indica amplificacdo somente dos fragmentos correspondentes as bandas 2 e 3, e a
nao amplificagcao da regido correspondente aos éxons 4 e 5 — primeira banda.

Algumas tipagens (2 individuos do grupo Controle e 2 individuos do grupo
Paciente) foram determinadas pelo programa considerando-se algumas
microesferas como falso-positivas (FP) ou falso-negativas (FN). Todas as
microesferas que apresentaram hibridizagdo FN ou FP foram analisadas
detalhadamente para a certificacdo de que eram realmente falsas. Entretanto, as
amostras que apresentaram tais resultados foram reanalizadas apés nova PCR,
hibridizagdo e leitura no fluorimetro. O programa de analises chegou aos mesmos
resultados fornecidos na andlise anterior, com as mesmas microesferas falso-
positivas ou falso-negativas, portanto, essas tipagens foram consideradas como

verdadeiras.
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A maioria das tipagens para os alelos MICA apresentou ambiguidade pela
técnica SSOP, como esperado, sendo que apenas 19 dos 130 individuos controles e
23 dos 140 individuos pacientes obtiveram os dois alelos definidos. Os alelos que
apresentaram ambiguidade foram representados por letras que consideram todas as

possibilidades alélicas para aquele gendétipo, conforme o quadro 11.

Representagido | Ambigiiidade MICA*
MICA*A 01201 ou 01202 ou 021
MICA*B 00701 ou 026

MICA*C 00901 ou 049 ou 004
MICA*D 016 ou 019 ou 033

MICA*E 00701 ou 026 ou 045
MICA*F 016 ou 019

MICA*G 00201 ou 020 ou 030 ou 052
MICA*H 030 ou 052

MICA*| 023 ou 052

MICA*J 010 ou 016 ou 019 ou 033
MICA*L 00702 ou 029

MICA*M Homozigotos ou delegao MICA
MICA*X 00901 ou 049

MICA*Y 027 ou 008

MICA*Z 00201 ou 020

QUADRO 11 — REPRESENTAGCAO POR LETRAS DAS POSSIBILIDADES ALELICAS DO GENE
MICA CONSIDERADAS DURANTE AS TIPAGENS GENOTIPICAS

FONTE: A autora (2008).

5.2.2 Técnica PCR-SSP

A partir das ambiguidades detectadas para o gene MICA pela técnica PCR-
SSOP, as amostras que apresentaram as mesmas ambiguidades foram agrupadas
para a realizagdo da tipagem por SSP, cujos mixes de amplificacdo para identificar
os alelos MICA foram definidos conforme a necessidade apresentada pela analise

dos alelos ambiguos (quadro 12).
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Ambigiiidade | Mixes Ambigiiidade | Mixes
MICA*A 19 MICA*G 4
19A 42
32 Microssatélite ®
MICA*B Microssatélite® | MICA*H 42
MICA*C 14 MICA*| 34
65 MICA*J 16
MICA*D 23 23
29 28
30 30
45 45
MICA*E 61 MICA*L 41
Microssatélite® | MICA*M 66
MICA*F 23 MICA*X 65
29 MICA*Y Microssatélite ®
51 MICA*Z Microssatélite ®

QUADRO 12 — MIXES UTILIZADOS PARA SOLUCIONAR AS AMBIGUIDADES GERADAS PELA
TECNICA PCR-SSOP

FONTE: A autora (2008).

NOTA: ® Na auséncia de algum mix para solucionar ambiglidades, analises dos microssatélites
poderao fornecer uma tipagem unica.

A ambiguidade MICA*A envolve os alelos MICA*01201, MICA*01202 e
MICA*021. O mix 32 separa o alelo MICA*021 dos outros dois. O mix 19 amplifica os
alelos MICA*012 e ndo o alelo MICA*021, portanto esse mix foi utilizado para
confirmacdo dos resultados fornecidos pelo mix 32. O mix 19A foi usado para
deteccdo do alelo MICA*01202, quando a amplificagdo com o mix 32 foi negativa e
com o mix 19, positiva.

Os alelos MICA*00701 (A4) e MICA*026 (A6) sao diferenciados apenas por
analise dos microssatélites, portanto nenhum mix seria capaz de solucionar essa
ambiguidade (MICA*B). A ambiglidade MICA*E (alelos MICA*00701, MICA*026 ou
MICA*045), porém, pdde ser parcialmente resolvida com a utilizacdo do mix 61, que
resulta em amplificagdo para individuos que apresentam o alelo MICA*045. Sendo o
resultado da amplificacdo por esse mix, positiva, os alelos MICA*026 e MICA*00701
foram descartados como possiveis gendtipos. No caso da amplificagéo ser negativa,
apenas analises de microssatélites podem resolver a ambiguidade.

Os alelos MICA*00901, MICA*049 ou MICA*004 apareceram em ambiguidade

(ambiguidade MICA*C) apenas quando o alelo no cromossomo homdlogo era o
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MICA*004. Essa ambiguidade pdde ser resolvida utilizando-se o mix 14, que possui
controle positivo, e amplifica apenas os alelos MICA*009 e MICA*049, eliminando-se
assim a possibilidade de homozigose para o alelo MICA*004. A razao pela qual n&o
se utilizou um mix para deteccdo do alelo MICA*004 ¢ o fato do outro alelo desses
gendtipos ser MICA*004. Quando o resultado da amplificagédo do mix 14 foi positivo,
foi usado o mix 65 na tentativa de separar MICA*009 e MICA*049.

A discriminagao dos alelos MICA*033, MICA*016 e MICA*019 (ambiguidade
MICA*D) foi feita utilizando-se os mixes 23, 29, 30 e 45. O mix 29 resulta na
amplificacdo dos alelos MICA*033 e MICA*019, esses podendo ser distinguidos um
do outro se utilizando o mix 45 que amplifica o alelo MICA*033. O mix 30 separa os
alelos MICA*016 e MICA*019 do alelo MICA*033, aqueles podendo ser
discriminados através do mix 23, que amplifica apenas um segmento do alelo
MICA*016. Nenhum desses mix tem como alelo alvo o alelo do cromossomo
homologo dos gendtipos que possuem a ambiguidade MICA*D.

O mix 23 permite a detecgéo do alelo MICA*016 e foi aplicado para resolver a
ambiguidade denominada MICA*F, separando os alelos MICA*016 e MICA*019. No
caso da ndo amplificacdo correspondente ao alelo MICA*016 por esse mix, 0 mix 29
foi utilizado para a amplificagao do alelo MICA*019, confirmando a tipagem, no caso
do outro alelo do mesmo individuo ndo ser um dos alelos amplificados por esse mix.
Os mixes que discriminam os alelos MICA*019 e MICA*016 (29 e 51) amplificam
também regides correspondentes aos alelos MICA*009 e MICA*049. Como alguns
genotipos que possuem a ambiguidade MICA*F também possuem um dos alelos
MICA*009 ou MICA*049 no cromossomo homologo, esses mixes ndo puderam ser
usados, uma vez que promoveriam a amplificagdo de algum segmento. Portanto,
apenas para confirmag¢ao, um dos mixes 27 ou 30, cujos alelos alvos sdo MICA*016
e MICA*019, foram aplicados no caso da amplificacdo com o mix 23 ter sido
negativa.

Para a ambiguidade MICA*Z ndo ha nenhum mix que possa distinguir os
alelos MICA*020 (A10) e MICA*00201 (A9). Apenas anadlises de microssatélite
diferenciarao os dois alelos. A ambiglidade MICA*G que envolve esses dois alelos
além dos alelos MICA*030 ou MICA*052 pdde ser parcialmente resolvida através do
mix 42, o qual amplifica os alelos MICA*011 e MICA*030. Como os gendtipos que
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acompanham essa ambiguidade ndao possuem o alelo MICA*011, esse mix pdde ser
utilizado satisfatoriamente. Nao ha mix para se detectar o alelo MICA*052, portanto,
quando a reagdo com o mix 42 foi negativa, o mix 04 foi aplicado para separar os
alelos MICA*020 e MICA*000201 do alelo MICA*052. Analises dos microssatélites
poderao separar o alelo MICA*020 do alelo MICA*00201.

A ambiglidade MICA*H ocorre entre os alelos MICA*052 e MICA*030 e foi
solucionada pelo mix 42, que amplifica o alelo MICA*030, apesar desse n&o
apresentar controle positivo.

A ambiguidade MICA*l (alelos MICA*023 ou MICA*052) foi resolvida com a
utilizagcao do mix 34 que amplifica apenas o alelo MICA*023.

Os alelos MICA*010, MICA*016, MICA*019 e MICA*033 (ambiguidade J)
foram separados através da utilizagao de 5 mixes. O mix 28 foi utilizado para separar
os alelos MICA*016, MICA*019 e MICA*033 do alelo MICA*010. No caso da né&o
amplificacdo com a utilizagdo desse mix, o mix 16 foi utilizado para confirmar a
presenca do alelo MICA*010. O mix 23 foi utilizado para a detecgdo do alelo
MICA*016 e o0 mix 45 para a amplificagao do alelo MICA*033. Quando todos esses
mixes resultaram na ndo amplificagao, a tipagem considerada foi a presenca do alelo
MICA*019. O mix 30 foi utilizado para confirmacéo dos resultados obtidos pela
amplificagdo pelo mix 45, quando esse foi negativo, uma vez que os alelos
MICA*010, MICA*016 e MICA*019 sdo amplificados com o mix 30, diferentemente
do alelo MICA*033.

O mix 41 foi utilizado para separar os alelos MICA*029 e MICA*00702 de
individuos com a ambiguidade L. Esse mix promove a amplificagdo do alelo 029.

A diferenga entre os alelos MICA*049 e MICA*00901 esta no éxon 6, néo
detectada pela técnica SSOP. Os mixes 30 e 65 amplificam o alelo MICA*049, sendo
o ultimo mix especifico para MICA*049. O mix 30 amplifica outros alelos, dentre eles
MICA*010, MICA*016 e MICA*019 que estao presentes em varios dos gendtipos que
apresentaram a ambiguidade MICA*X (MICA*00901 e MICA*049). Portanto, esse
mix nao foi utilizado na resolugdo dessa ambiguidade para esses individuos. O mix
65 foi aplicado, apesar de nado possuir um controle positivo. Nenhum individuo

apresenta o alelo MICA*049.
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Individuos tipados como homozigotos pela técnica SSOP, foram enquadrados
na ambiguidade MICA*M, uma vez que esses individuos podem ter em um
cromossomo a delegdo do gene MICA e no outro um alelo MICA detectado pela
SSOP. O mix 66 amplifica uma regido caracteristica da delecdo desse gene, e
portanto, foi utilizado para confirmar se os individuos com a ambiglidade MICA*M
eram realmente homozigotos, ndo amplificando assim nenhum segmento. Nenhum
individuo apresenta a delecdo de MICA no presente estudo.

Os alelos MICA*00801 e MICA*00804 sao diferenciados do alelo MICA*027
apenas por analise de microssatélite, portanto a ambiglidade MICA*Y (MICA*008 e
MICA*027) sera solucionada por analises de microssatélites.

Individuos portadores dos alelos MICA*00801 ou MICA*00804 foram
considerados como tendo o alelo MICA*008, uma vez que o produto funcional
desses alelos € o mesmo.

Para as ambiguidades MICA*B, MICA*Y e MICA*Z, identificadas diretamente
pelo software HLA Visual, ou obtidas apds resolugcdo parcial das ambiguidades
MICA*E e MICA*G, analises dos microssatélites serao feitas por Liana Oliveira, do
laboratério de Imunogenética da Universidade Federal do Parana, coordenado pela
professora Dra. Maria Luiza Petzl-Erler. A analise sera realizada por um método
semi-automatizado, no qual € amplificada a regido do microssatélite por PCR com
oligonulclotideos inciadores marcados com fluorescéncia. Os segmentos, depois de
desnaturados, sao submetidos a corrida eletroforética, juntamente com um marcador
de peso molecular, no aparelho sequienciador MegaBACE 1000, no qual sao
separados por tamanho. Os alelos sdo designados com o uso do programa
Fragment Profiler version 1.2 (GE Healthcare).

Pelos estudos de genética de populagbes existentes sobre a populagéao
brasileira para esse loco, o alelo MICA*00201 apareceu em todas as amostras com
ambiguidades do tipo MICA*Z, permitindo a inferéncia de que os individuos com a
ambiguidade MICA*Z desse estudo possuem esse alelo e n&o o alelo MICA*020, da
mesma forma que individuos com a ambiguidade MICA*B provavelmente possuem o
alelo MICA*00701 ao invés do MICA*026 (RIBAS, 2007). A ambiglidade MICA*Y,
nao é suficiente para se inferir que os individuos podem ser considerados como
tendo o alelo MICA*008 e ndo MICA*027, porque, apesar do alelo MICA*008 ser
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mais de 5 vezes mais frequente que MICA*027 (RIBAS, 2007), foram encontrados
individuos tipados para MICA*027 no presente estudo.

Até as analises dos microssatélites confirmarem as inferéncias feitas acima,
os alelos envolvidos com as ambiguidades MICA*B, MICA*Y e MICA*Z seréo

designados por esses nomes.

5.2.3 Frequéncias alélicas do gene MICA

Dos 61 alelos MICA ja descritos, foram observados 22 alelos na amostra
Paciente e 18 alelos na amostra Controle deste estudo, todos listados com suas
respectivas frequéncias em cada amostra no grafico 1.

Nos grupos de pacientes e de controles o alelo mais frequentemente
encontrado foi o alelo MICA*008, incluindo todos os individuos que possuem o alelo
MICA*00801 ou o alelo MICA*00804, com uma frequéncia de 19,29% em pacientes
e 24,61% nos controles.

Com uma frequéncia de 16,07% em pacientes e 15,00% em controles o alelo
MICA*Z teve a segunda frequiéncia mais alta em ambas as amostras, seguido pelos
alelos MICA*009 e MICA*004, com frequéncias de 12,5% em pacientes e 13,85%
em controles, e 14,29% em pacientes e 10,38% nos controles, respectivamente.

Os alelos MICA*007, MICA*00802 e MICA*019 foram encontrados em apenas
um individuo no grupo Controle, cada um, sendo os alelos mais raros nessa
amostra. Nos pacientes, os alelos MICA*001, MICA*005, MICA*015 e MICA*024
foram os alelos mais raros, encontrados também em apenas um individuo dessa
amostra, cada um.

Cinco alelos estao presentes na amostra Paciente e ausentes na amostra
Controle (alelos MICA*005, MICA*015, MICA*024, MICA*030 e MICA*052), e o alelo
MICA*007 foi encontrado apenas em um individuo da amostra Controle e nenhum
da amostra Paciente. Porém, essas diferencas ndo sado estatisticamente
significativas.

Nao houve diferenca estatistica significativa entre as frequéncias alélicas dos
grupos amostrais, poréem as letras minusculas diferentes no grafico 1, dos alelos

MICA*001 e MICA*011, destacam que seus respectivos alelos possuem um p value
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(0,0571 e 0,0792, respectivamente) proximo ao limite da margem de confianga
considerado. Os resultados foram considerados significativamente diferentes quando
p<0,05.
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GRAFICO 1 — FREQUENCIAS ALELICAS DO GENE MICA EM PACIENTES (n = 140) COM ARE E
EM CONTROLES (n = 130)

FONTE: A autora (2008)

NOTA: Letras minusculas diferentes representam um valor de p proximo a margem de confianga,
porém nao significativo [p = 0,0571 (alelo MICA*001) e 0,0792 (alelo MICA*011)]. Para os demais
alelos p > 0,10. Significativo: p < 0,05.

5.3 TIPAGEM DO GENE MICB

5.3.1 Técnica PCR-SSP

Todos os individuos foram tipados pela técnica PCR-SSP para identificagao
dos alelos do gene MICB. Todos os mixes foram aplicados em todos os individuos e
cada alelo foi identificado a partir das combinagdes dos mixes demonstrados no
worksheet do quadro 09.
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Dos 30 alelos ja identificados para o gene MICB, foram encontrados 7 nas
amostras Paciente e Controle (alelos MICB*001, MICB*00201, MICB*003,
MICB*00503, MICB*008, MICB*011 e MICB*019).

Todos os individuos que amplificaram com o mix 1, possuem o alelo
MICB*001, uma vez que esse mix amplifica apenas esse alelo. Os outros mixes
foram feitos para confirmacéao do resultado.

Os alelos MICB*0020101 e MICB*0020102 foram agrupados em
MICB*00201, identificado a partir da amplificacdo com os mixes 3, 13, 17 a 25.

O alelo MICB*003 possui um mix especifico (mix 7), e assim, como para o
alelo MICB*001 os demais mixes foram testados com o objetivo de confirmar o
resultado obtido com o mix 7.

Os alelos MICB*00503 e MICB*019 ndo possuem um mix especifico, portanto
a combinagao da amplificagdo com os mixes 2, 4 e 17 a 25 (alelo MICB*00503) e 3 e
17 a 25 (alelo MICB*019) permitiu a identificacao desses alelos.

Os mixes 8 e 11 amplificam apenas os alelos MICB*008 e MICB*011,
respectivamente, portanto todos os individuos que apresentaram amplificacdo com
esses mixes foram considerados como tendo esses alelos, e os outros mixes foram
aplicados para confirmacgéao dos resultados.

O quadro 13 exemplifica a interpretacdo de resultados das tipagens para o

gene MICB de seis individuos.
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Mixes: | 11 2[3][4(5/6|7]8[9]10]11[12[13|14[15]16[17[18]19[20]21 (22|23 |24 |25

Individuo RPFO1

Alelo MICB* | 0020101

Alelo MICB* | 0020102

Alelo MICB* | 00503

Individuo 1PF

Alelo MICB* | 001

Alelo MICB* | 00503

Individuo 41PF

Alelo MICB* | 003

Alelo MICB* | 008

Individuo 74CM

Alelo MICB* | 0020101

Alelo MICB* | 0020102

Alelo MICB* | 011

Individuo 259CF

Alelo MICB* | 003

Alelo MICB* | 011

Individuo 71CM

Alelo MICB* | 019

Alelo MICB* | 019

QUADRO 13 — WORKSHEET DE INTERPRETACAO DE SEIS GENOTIPOS DO GENE MICB
FONTE: A autora (2008)

NOTA: Individuo Paciente RPF01: Mixes 2 a 4, 13 e 17 a 25 resultaram em amplificacdo. A Unica
possibilidade de tipagem foi MICB*00201 / MICB*00503, cujos padrbes de tipagem estdo
demonstrados nas trés linhas abaixo da linha “Individuo RPF01”; Individuo paciente 1PF: Mixes 1,2,4,
17 a 25 resultaram em amplificagdo. A Unica possibilidade de tipagem foi MICB*001 / MICB*00503,
cujos padrdes de tipagem estdo demonstrados nas duas linhas abaixo da linha “Individuo 1PF”;
Individuo Paciente 41PF: Mixes 2, 3, 7, 8, 13, 17 a 25 resultaram em amplificacdo. A Unica
possibilidade de tipagem foi MICB*003 / MICB*008, cujos padrbes de tipagem estdo demonstrados
nas duas linhas abaixo da linha “Individuo 41PF”; Individuo Controle 74CM: Mixes 2, 3, 10, 13, 17 a
25 resultaram em amplificagdo. A Unica possibilidade de tipagem foi MICB*00201 / MICB*011, cujos
padrdes de tipagem estao demonstrados nas trés linhas abaixo da linha “Individuo 74CM”; Individuo
Controle 259CF: Mixes 2, 7, 10 resultaram em amplificagdo. A Unica possibilidade de tipagem foi
MICB*003 / MICB*011, cujos padrdes de tipagem estdo demonstrados nas duas linhas abaixo da
linha “Individuo 259CF”. Individuo Controle 71CM: Mixes 2, 17 a 25 resultaram em amplificagdo. A
Unica possibilidade de tipagem foi MICB*019 / MICB*019 cujos padrdes de tipagem estao

demonstrados nas duas linhas abaixo da linha “Individuo 71CM”.
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5.3.2 Frequéncias alélicas do gene MICB

O alelo MICB*00503 apresentou a maior frequéncia nas duas amostras, com
frequéncia de 37,10% na amostra Paciente e 38,10% na amostra Controle.

Os alelos MICB*00201 e MICB*019 apareceram com frequéncias de 19,20%
e 16,90% na amostra Controle, respectivamente, e 18,2% e 15,00% na amostra
Paciente, respectivamente. O alelo MICB*007 foi o menos frequente nas amostras
Controle (0,77%) e paciente (2,1%). As freqiéncias dos alelos do gene MICB nos
grupos de pacientes e de controles ndao apresentaram diferencas estatisticas
significativas entre elas, porém o alelo MICB*003 possui uma frequéncia maior no
grupo dos individuos controles, com valor de p (p = 0,0677) préximo ao limite da
margem de confianga considerada (p < 0,05). Os alelos encontrados e suas

respectivas frequéncias estdo demonstradas no grafico 2.
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GRAFICO 2 — FREQUENCIAS ALELICAS DO GENE MICB EM PACIENTES (n = 140) COM ARE E EM
CONTROLES (n = 130)

FONTE: A autora (2008).

NOTA: Nao ha diferenca estatistica significativa entre as frequiéncias alélicas dos grupos amostrais, porém
as letras minusculas diferentes destacam que seu respectivo alelo possui um valor de p (p = 0,0677) préximo
ao limite da margem de confianca. Para as comparagdes quanto aos demais alelos p > 0,10. Significativo:
p=<0,05.
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5.4 EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG E HETEROZIGOSIDADE

Para o loco MICA foi realizado o teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (HW),
considerando-se os 19 alelos encontrados e os 3 grupos alélicos MICA*B, MICA*Y,
MICA*Z, demonstrados no grafico 01.

Para esse loco, ambas as amostras Paciente e Controle estdo em equilibrio
segundo o teorema de HW (p = 0,8548 e p = 0,0709, respectivamente), apesar de
no grupo controle o valor de p estar préximo ao limite da margem de confianga
adotado (p < 0,05 é significativo).

O numero de homozigotos observados na amostra Controle (5,38%) € inferior
ao esperado (12,56%), porém a heterozigosidade observada (94,61%) nao é
significativamente diferente da esperada (87,44%). A heterozigosidade observada na
amostra Paciente (88,57%) foi muito préxima a esperada (87,37%), e dentre os
individuos pacientes, 11,43% sao homozigotos, sendo a percentagem esperada de
homozigotos de 11,25%.

Na amostra  Controle, o0s genodtipos  MICA*008/MICA*008 e
MICA*009/MICA*009 apresentaram frequéncia de 1,5% cada um, sendo esses, 0s
genotipos homozigotos mais frequentes encontrados nessa amostra. 3,6% dos
individuos pacientes sdo homozigotos para o alelo MICA*004 e a mesma
percentagem € homozigota para o alelo MICA*008 , sendo esses 0s genotipos mais
freqUentes dentre todos os homozigotos do grupo Paciente (tabela 02).

TABELA 02 — FREQUENCIAS DOS ALELOS MICA EM HOMOZIGOSE EM PACIENTES COM ARE E EM
CONTROLES

PACIENTES|CONTROLES

Alelo Frq. Frq. p

MICA*001 0 0,008 0,9704
MICA*004 0,036 0,008 0,251
MICA*008 0,036 0,015 0,5047
MICA*016 0,007 0,000 0,9704
MICA*027 0,007 0,000 0,9704
MICA*052 0,007 0,000 0,9704
MICA*009 0,014 0,015 0,6676
MICA*Z 0,007 0,008 0,5108
TOTAL 0,114 0,054 0,1189

FONTE: A autora (2008).
NOTA: Os resultados foram considerados significativamente diferentes quando p < 0,05. n = 130
(controles); n =140 (pacientes).
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As amostras Paciente e Controle também se encontram em equilibrio de HW
para o gene MICB, sendo o valor de p = 0,4708 e 0,3145, respectivamente. A
heterozigosidade observada para esse loco foi de 85,00% e a esperada de 78,67%,
na amostra Paciente. Dentre os individuos controles, a heterozigosidade observada
foi de 83,08% e a esperada 77,34%.

Dos 16,92% individuos homozigotos observados na amostra Controle
(esperado 22,66%), 10,8% s&o homozigotos para o alelo mais frequente
(MICB*00503), e na amostra Paciente, dos 17,10% individuos homozigotos
observados (esperado 15,00%), 11,4% também sdo homozigotos para o alelo
MICB*00503 (tabela 03).

TABELA 03 - FREQUENCIAS DOS ALELOS MICB EM HOMOZIGOSE EM PACIENTES COM ARE E
EM CONTROLES

PACIENTES CONTROLES

Alelo Frq. Frq. b

MICB*001 0,007 0,008 0,511
MICB*00201 0,021 0,031 0,921
MICB*003 0,000 0,000 0,935
MICB*00503 0,114 0,108 0,983
MICB*007 0,000 0,000 0,933
MICB*008 0,000 0,000 0,856
MICB*011 0,000 0,000 0,871
MICB*019 0,029 0,023 0,563
TOTAL 0,171 0,169 0,909

FONTE: A autora (2008)

NOTA: Significativo: p < 0,05. n = 130 (controles); n = 140.

5.5 FREQUENCIAS HAPLOTIPICAS MICA_MICB

Foram observados 36 haplétipos MICA_MICB na amostra Paciente e 31 na
amostra Controle, todos demonstrados no grafico 03, com suas respectivas
frequéncias observadas.

O haplétipo MICA*009 MICB*008 foi observado com maior freqiéncia na
amostra Paciente (9,3%), enquanto na amostra Controle apenas 5,0% dos

individuos possuem esse haplétipo. Apesar da diferenca nédo ser estatisticamente
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significativa, o p encontrado foi de 0,0675, proximo ao limite da margem de

confianga (p<0,05).
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GRAFICO 03 - FREQUENCIAS HAPLOTIPICAS DE PACIENTES COM ARE E DE INDIVIDUOS CONTROLES
FONTE: A autora (2008)
NOTA: Letras minusculas ¢ e d, indicam que ha diferenga estatistica significativa apenas para o haplotipo
MICA*004_MICB*007, p = 0,0198; Nao ha diferenga estatistica significativa entre as demais freqiéncias
haplotipicas dos grupos amostrais, porém as letras minisculas diferentes destacam que seu respectivo haplétipo
possui um valor de p proximo ao limite da margem de confiangca (MICA*001_MICB*00503: p = 0,0571;
MICA*011_MICB*00503: p = 0,0792; MICA*009_MICB*003: p = 0,0965; MICA*009_MICB*00503: p = 0,0814;
MICA*009_MICB*008: p = 0,0675). Para os demais haplétipos p > 0,10. Os resultados foram considerados

significativamente diferentes quando p < 0,05.

No grupo dos individuos controles, o haplétipo mais frequente foi
MICA*008_MICB*001, encontrado em 6,9% dos individuos, uma percentagem
proxima a encontrada nos individuos pacientes (5,0%) (p = 0,4304).

Na amostra Paciente os haplétipos menos freqliientemente encontrados
(frequéncia de 0,4%) foram MICA*005_MICB*00201, MICA*024_MICB*00503,
MICA*01201_MICB*007, MICA*015 MICB*011, MICA*052_MICB*011 e
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MICA*001_MICB*00503, o ultimo apresentando um valor de p de 0,0571, préximo
ao limite da margem de confianga adotado (p < 0,05), quando comparadas as
frequéncias desse haplotipo entre os dois grupos amostrais. Na amostra Controle os
haplétipos MICA*006_MICB*001, MICA*007_MICB*019, MICA*00802_MICB*00201
e MICA*019 MICB*00201 foram os menos frequentes, aparecendo em 0,4% dos
individuos.

Além do haplétipo MICA*001_MICB*00503, (oS haplotipos
MICA*009 MICB*00503 e MICA*009 MICB*003 também foram mais frequentes nos
individuos controles do que nos pacientes (4,2% e 4,6% nos individuos controles,
respectivamente e 1,4% e 1,8% nos individuos pacientes, respectivamente), sendo o
valor de p = 0,0814 e 0,0965, respectivamente, porém n&o significativos. Ja a
situacdo oposta foi observada para os haplétipos MICA*009 MICB*008, como
descrito anteriormente, e MICA*011_MICB*00503, sendo esse ultimo observado com
frequéncia de 7,1% nos pacientes e 3,5% nos controles (p = 0,0792), uma diferenca
que néo é significativa, porém o valor de p € préximo ao limite de 0,05, considerado
significativo.

Apenas o haplétipo MICA*004 _MICB*007 apresentou frequéncia diferente na
amostra Controle da Paciente, com significancia estatistica (p = 0,0198). Esse

haplétipo foi mais frequente nos pacientes (4,3%) que nos controles (0,8%).

5.6 DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE OS GENES MICA E MICB

Foram estimados os valores do parédmetro de desequilibrio de ligagdo D
(medida de frequéncia das combinag¢des de dois locos em relagdo ao esperado pelo
acaso) e o parametro de desequilibrio de ligagado relativo D’ (A’)(valor de D
padronizado pelo valor maximo que ele pode ter). A significAncia da associagéao
entre os dois locos foi calculada utilizando-se tabelas de contingéncia. Observou-se
que MICA e MICB estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg e em forte desequilibrio
de ligacao.

Dos 36 hapldtipos observados nos pacientes, 20 possuem alelos que estao
em desequilibrio de ligagdo, como demonstrado na tabela 04 e dos 31 haplétipos

observados no grupo Controle, 17 contém alelos em desequilibrio de ligac&o (tabela
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05). Nas tabelas de desequilibrio de ligacdo, foram considerados os alelos em
associagao ou em repulsdo, dos quais os valores de A’ foram entre -0,5 e-
1,0 ou entre 0,5 e 1,0, sendo p < 0,05. Os alelos em associacdo sdo aqueles que
estdo presentes no mesmo haplétipo mais vezes do que o esperado ao acaso (valor
de A’ entre 1,0 e 0,5), e os alelos em repulsdo nao se encontram juntos no mesmo
haplétipo, mais frequentemente do que o esperado casualmente (valor de A’ entre -
1,0 e -0,5).

Dos haplétipos com frequéncia maior que 1,0% nas amostras Paciente e
Controle, 15 possuem alelos que estdo em forte desequilibrio de ligagdo, como
demonstrado nas tabelas 04 e 05.

Apesar do alelo MICA*004 ter sido encontrado em associagdo com os alelos
MICB*00201, MICB*00503, MICB*007 e MICB*011, sendo o valor de p significativo
para todos nas duas amostras, A’ foi maior que 0,5 (ou menor que -0,5) apenas
quando MICA*004 estava associado com MICB*007, nos pacientes, e com
MICB*007, MICB*00503 e MICB*011 nos controles. Nas duas amostras o alelo
MICA*004 apareceu em repulsdao com o alelo MICB*00503 porém apenas para o
grupo Controle A’< -0,5 (A’ = -0,5106), sendo A’ nos individuos pacientes igual a -
0,4635.

MICA*006 sempre esta associado ao alelo MICB*001, nos pacientes, porém
nos controles a associagao entre esses alelos n&o foi significativa (p = 0,0824) e a
frequéncia desse haplétipo € menor que 0,5% nos controles.

O alelo MICA*008 foi encontrado em associagdo com varios alelos do gene
MICB, porém apresentou associagao significativa (em desequilibrio de ligagdo) com
MICB*001 nas amostras Paciente e Controle.

O alelos MICA*010, MICA*011, MICA*01801 e MICA*B estao em associagao
absoluta com o alelo MICB*00503 (p = 0,000), nas duas amostras, enquanto que
MICA*009 foi encontrado em repulsdo com esse mesmo alelo nos individuos
pacientes (A’ =-0,6934) e controles (A’ = -0,1925), ndo sendo o ultimo demonstrado
na tabela 05, porque A’ < 0,5.

O alelo MICA*016 esta em associagao absoluta com o alelo MICB*019 para
os individuos pacientes e controles, e o alelo MICA*027 esta associado com o alelo

MICB*019 apenas no grupo Controle, ndo sendo significativo na amostra Paciente
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deste estudo (p = 0,18), a qual apresentou frequéncia de 1,1% desse haplétipo
contra 3,5% nos controles.

MICA*017, MICA*019 e MICA*Y estdo em associagcdo absoluta com o alelo
MICB*00201 entre os pacientes e controles. O alelo MICA*027 esta associado com o
alelo MICB*011, com A’ =0,6817, na amostra Paciente, porém entre os controles,
A’ foi menor que 0,5, apesar de p ter sido significativo (p = 0,00) .

O alelo MICA*009 esta em desequilibrio de ligagdo com os alelos MICB*003 e
MICB*008, significativamente, nos dois grupos amostrais, porém a primeira
associacdo nao foi demonstrada na tabela 04 pelo fato de nos pacientes, A’ ser
menor que 0,5. MICA*009 e MICB*008 estdo em associagao absoluta nos dois
grupos.

TABELA 04 - HAPLOTIPOS MICA_MICB EM DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO NA AMOSTRA PACIENTE,
QUANDO A'>0,50U A'<-0,5.

Haplétipo Frq. A' p
MICA*004 _ MICB*007 0,043 0,9102 0,0000
MICA*005 _ MICB*00201 0,004 -1,0000 0,0320
MICA*006 _ MICB*001 0,011 1,0000 0,0000
MICA*008 _ MICB*001 0,050 0,6737 0,0000
MICA*00802 _ MICB*00201 0,007 1,0000 0,0024
MICA*010 _ MICB*00503 0,043 1,0000 0,0000
MICA*011 _ MICB*00503 0,071 1,0000 0,0000
MICA*01201 _ MICB*00503 0,025 0,8007 0,0029
MICA*015 _ MICB*011 0,004 1,0000 0,0000
MICA*016 _ MICB*019 0,029 1,0000 0,0000
MICA*017 _ MICB*00201 0,018 1,0000 0,0000
MICA*01801 _ MICB*00503 0,029 1,0000 0,0000
MICA*019 _ MICB*00201 0,021 1,0000 0,0000
MICA*027 _ MICB*011 0,025 0,6817 0,0000
MICA*030 _ MICB*019 0,007 1,0000 0,0000
MICA*052  MICB*001 0,007 0,6423 0,0000
MICA*B _ MICB*00503 0,036 1,0000 0,0000
MICA*009 _ MICB*00503 0,014 -0,6934 0,0000
MICA*009 _ MICB*008 0,093 1,0000 0,0000
MICA*Y  MICB*00201 0,018 1,0000 0,0000

FONTE: A autora (2008)

NOTA: Significativo: p <0,05. n =140
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TABELA 05 - HAPLOTIPOS MICA_MICB EM DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO NA AMOSTRA
CONTROLE QUANDO A'>0,50U A'<-0,5.

HAPLOTIPOS Frq. N p
MICA*001 _ MICB*00503 0,027  1,0000 0,0006
MICA*004 _ MICB*00503 0,020 -0,5106 0,0287
MICA*004 _ MICB*007 0,008  1,0000 0,0000
MICA*004 _ MICB*011 0,038 0,6279  0,0000
MICA*008 _ MICB*001 0,069 0,9305 0,0000
MICA*010 _ MICB*00503 0,042  1,0000 0,0000
MICA*011 _ MICB*00503 0,035 1,0000 0,0000
MICA*01201 _ MICB*00503 0,031 1,0000 0,0002
MICA*016 _ MICB*019 0,027  1,0000 0,0000
MICA*017 _ MICB*00201 0,023 11,0000 0,0000
MICA*01801 _ MICB*00503 0,042  1,0000 0,0000
MICA*019_MICB*00201 0,004  1,0000 0,0405
MICA*027 _ MICB*019 0,035 0,5698  0,0000
MICA*B _ MICB*00503 0,023 1,0000 0,0015
MICA*009 _ MICB*003 0,046 0,6129  0,0000
MICA*009 _ MICB*008 0,050  1,0000  0,0000
MICA*Y _ MICB*00201 0,035 11,0000  0,0000

FONTE: A autora (2008)

NOTA: Os resultados foram considerados significativamente diferentes quando p < 0,05. n =130

5.7 ASSOCIACAO ENTRE A DIVERSIDADE DOS GENES MICA E MICB E O
ABORTAMENTO RECORRENTE

5.7.1 Frequéncias dos tipos de casais com ARE e controles em relagao a presenca

e auséncia dos alelos MICA e MICB

Foi feita a contagem da presenga ou auséncia de todos os alelos dos genes
MICA e MICB nos casais pacientes com ARE e nos casais controles. Os casais
foram divididos em quatro grupos: Presenga do alelo na mulher e no homem (S ¢ S
4 ); Presenca do alelo na mulher e auséncia no homem (S @ N &), Auséncia do
alelo na mulher e presenga no homem (N @ S &); Auséncia do alelo na mulher e no
homem (N @ N &).

Para verificar se existiu alguma diferenca estatistica significativa entre as
frequéncias dos casais em relagdo a presencga e auséncia dos alelos MICA e MICB
foi feito um teste de contingéncia em uma tabela 4 x 2. Quando existiu diferenca

estatistica significativa, cada grupo de casal foi comparado entre amostras Paciente
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e Controle, separadamente, em tabelas L x C. Nao ha diferenga estatistica
significativa entre os casais para a maioria dos alelos do gene MICA e para todos do
gene MICB, como demonstrado nas tabelas 06 (MICA) e 07 (MICB), que mostram os
valores de p referentes as comparagdes dos alelos que foram encontrados em todos
0s grupos de casais. As frequéncias dos casais em relagdo a presenga e auséncia
dos alelos MICA e MICB podem ser vistas nos graficos 4 (MICA) e 5 (MICB).

TABELA 06 — VALOR DE p CALCULADO PARA COMPARAGAO DAS EREQUENCIAS DOS
QUATRO TIPOS DE CASAIS PACIENTES E CONTROLES EM RELACAO A PRESENGA OU
AUSENCIA DOS PRINCIPAIS ALELOS DE MICA (TABELA DE CONTINGENCIA4 X 2-G.L. =3)

Alelo p

MICA*004 0,0277
MICA*008 0,1358
MICA*011 0,1720
MICA*027 0,1846
MICA*B 0,9533
MICA*009 0,6165
MICA*Z 0,6424

FONTE: A autora (2008)
NOTA: Significativo: p < 0,05. n = 140 (pacientes) e n = 130 (controles)

TABELA 07 — VALOR DE p CALCULADO PARA COMPARAGAO DAS F_REQUENCIAS DOS
QUATRO TIPOS DE CASAIS PACIENTES E CONTROLES EM RELACAO A PRESENCA OU
AUSENCIA DOS PRINCIPAIS ALELOS DE MICB (TABELA DE CONTINGENCIA 4 X 2 - G.L. = 3)

Alelo P

MICB*001 0,3612
MICB*0020

1 0,6268
MICB*003 0,1980
MICB*0050

3 0,8746
MICB*008 0,2068
MICB*011 0,9977

MICB*019 0,9183

FONTE: A autora (2008)

NOTA: Significativo: p < 0,05. n = 70 (casais pacientes) e n = 65 (casais controles)
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GRAFICO 04 — FREQUENCIAS DOS QUATRO TIPOS DE CASAIS PACIENTES E CONTROLES EM
RELACAO A PRESENCA OU AUSENCIA DOS PRINCIPAIS ALELOS DE MICA

FONTE: A autora (2008)

NOTA: Foram demonstrados apenas os alelos presentes nos quatro grupos de casais de pelo menos uma das
amostras; Pacientes: Casais com ARE; Controles: Casais com pelo menos duas gravidez bem sucedidas; S ¢ S J&:
Mulheres e homens apresentam o alelo; S @ N J: Apenas as mulheres apresentam o alelo; N @ S &: Apenas os
homens apresentam o alelo; N 2 N &: Nem homens nem mulheres apresentam o alelo. As letras minlsculas diferentes
significam que a diferenga entre a frequéncia do alelo MICA*004 no grupo de casal indicado no grafico é
estatisticamente significativa (p = 0,02). Os resultados foram considerados significativamente diferentes quando p <
0,05. n =70 (casais pacientes) e n = 65 (casais controles)
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GRAFICO 05 - FREQUENCIAS DOS QUATRO TIPOS DE CASAIS PACIENTES E CONTROLES EM
RELAGAO A PRESENCA OU AUSENCIA DOS PRINCIPAIS ALELOS DE MICB

FONTE: A autora (2008)

NOTA: Foram demonstrados apenas os alelos presentes nos quatro grupos de casais; Pacientes: Casais
com ARE; Controles: Casais com pelo menos duas gravidezes bem sucedidas; S @ S §: Mulheres e homens
apresentam o alelo; S @ N J: Apenas as mulheres apresentam o alelo; N @ S &: Apenas os homens
apresentam o alelo; N @ N &: Nem homens nem mulheres apresentam o alelo. Ndo houve diferenga
significativa entre as freqliéncias alélicas de cada grupo de casais controles e dos casais pacientes.
Significativo: p < 0,05. Casais pacientes n = 70 casais; Casais controles n = 65 casais

98,57% dos casais com ARE era do tipo N @ N & para os alelos MICA*001,
MICA*005, MICA*015 e MICA*024, sendo essa percentagem encontrada para cada
um desses alelos. Mais de 90% desses casais também foram classificados como N
Q@ N & em relagdo a cada um dos seuintes alelos: MICA*006, MICA*00802,
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MICA*1201, MICA*016, MICA*017, MICA*1801, MICA*019, MICA*027, MICA*030,
MICA*052 e MICA*Y.

Os dados obtidos para os casais Controle foram semelhantes aos
encontrados para os pacientes, sendo que dos alelos listados acima, apenas no
caso de MICA*016 e MICA*017 foram encontrados casais N @ N & em percentagens
menores que 90%, porém as diferengcas nao foram significativas.

8,6% dos casais pacientes foram classificados como S ¢ N & para o alelo
MICA*B; 5,7% N @ S & para esse mesmo alelo, e 85,7% sdo N ¢ N &, enquanto nos
controles 4,6% dos casais sdo S ¢ N &, a mesma percentagem N @ S & e 90,77%
N @ N & (diferengas nao significativas). Ja para o alelo MICA*010, 8,6% dos casais
pacientes sd3o S ¢ N &' e a mesma percentagem N @ S &, portanto, 82,86% sdo N ¢
N J. Entre os casais controles, 10,77% sdo S Y N3, 3,08% N2 S 3 e 85,15% N @
N &, ndo sendo essas diferencas estatisticamente significativas.

O alelo MICA*008 foi observado no homem e na mulher de cada casal
26,15% das vezes nos casais controles e 44,29% nos pacientes, sendo essas
diferengas nao significativas. O grupo S @ S & apresenta percentagem de 14,29% e
24,62% nas amostras Paciente e Controle, respectivamente, enquanto o grupo S ¢
N &, 18,57% e 20,00%, respectivamente e o grupo N @ S & 22,86% e 29,23%,
respectivamente. Nenhuma dessas diferengas é estatisticamente significante.

Casais N 2 N & para o alelo MICA*011 sdo 74,29% no grupo Paciente e
86,15% no controle, enquanto os grupos S Y N &, NS & eS 2 S & séo 10,77%,
3,08% e 0% na amostra Controle, respectivamente e 12,86%, 10,00% e 2,86%,
respectivamente entre os Pacientes (diferengas nao significativas).

Para os alelos MICA*009 e MICA*Z, as diferengas entre os dois grupos
amostrais também nao foi estatisticamente significativa, sendo para o primeiro alelo,
N @ N d: 57,14% (pacientes) e 53,85% (controles), S ¢ N J: 17,14% (pacientes) e
16,92% (controles), N @ S &: 21,43% (pacientes) e 23,08% (controles) e S @ S J:
4,29% (pacientes) e 6,15% (controles). Para o alelo MICA*Z 48,57% dos pacientes e
55,38% dos controles sado N @ N &, S @ N Jd: 25,71% (pacientes) e 16,92%
(controles), N @ S J: 14,29% (pacientes) e 13,85% (controles) e S ¢ S J: 11,43%

(pacientes) e 13,85% (controles).
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Apenas o alelo MICA*004 do grupo S ¢ N & apresentou diferenga estatistica
significativa entre os grupos amostrais (p = 0,0277). Em 23,08% dos casais
controles, as mulheres possuem o alelo MICA*004 enquanto os homens ndo o
portam, porém, nos pacientes apenas 8,57% dos casais demonstram esse perfil. Os
parceiros dessas mulheres ndo apresentam nenhum alelo MICA especifico
(portanto, casais N @ S & ndo apresentaram nenhum resultado estatisticamente
significativo), sendo encontrados os alelos MICA*008, MICA*010, MICA*01201 entre
outros, nos homens.

A partir do calculo de Odds Ratio pode-se dizer que os casais dos quais as
mulheres possuem o alelo MICA*004 e os seus respectivos parceiros possuem
qualquer outro alelo MICA, exceto o MICA*004, tém 3,2 vezes menos chances de
sofrerem um aborto recorrente de repeticdo que casais com outros alelos MICA (p =
0,037). A tabela 08 mostra os resultados do teste de Odds Ratio.

TABELA 08 — FREQUENCIA ABSOLUTA DE CASAIS CONTROLES E PACIENTES S @ N 4 E
VALOR DE ODDS RATIO

casais‘s 2 N & pacientes ‘S 2 N & controles

Mulheres com MICA*004 6 15
Mulheres sem MICA*004 64 50
odds ratio (p) 3,200
p 0,037
IC 95% 1,158 < u < 8,843

FONTE: A autora (2007)
NOTA: IC = Intervalo de Confianga; p < 0,05 foi considerado significativo. N = 70 casais pacientes e
65 casais controles

Para o gene MICB nenhum alelo foi mais ou menos frequente de forma
significativa em um dos grupos de casais nas amostras Controle ou Paciente.

Nas duas amostras o alelo MICB*007 foi o menos frequente entre os casais
controles (grupos N 2 N & foram 96,92%) e o segundo menos freqiliente nos casais
pacientes (grupos N @ N & foram 81,43%).

Os alelos MICB*003 e MICB*011 também nao foram muito frequentes nas
duas amostras, sendo os grupos N @ N & 75,38% e 78,46%, respectivamente, na

amostra Controle e 87,14% e 78,57, respectivamente, na amostra Paciente.
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O alelo MICB*001 foi encontrado em 1,43% nos casais S ¢ S &, 8,57% nos
casais S @ N &, 14,29% nos casais N @ S & e 75,71% nos casais N @ N &, da
amostra Paciente. Entre os controles esses grupos de casais foram encontrados
respectivamente com frequéncias de 1,54%, 16,92%, 7,69% e 73,85%.

Para o alelo MICB*00201, os casais N @ N & foram 12,31% (controles) e
7,14% (pacientes), S ¢ N J: 20,00% (controles) e 27,14% (pacientes), N ¢ S J:
26,15% (controles) e 27,14% (pacientes) e S ¢ S J: 41,54% (controles) e 38,57%
(pacientes).

As percentagens observadas para o alelo MICB*00503, foram: N @ N J:
13,87% (controles) e 14,29% (pacientes), S @ N J: 23,08% (controles) e 28,57%
(pacientes), N @ S J: 18,46% (controles) e 18,57% (pacientes) e S Q@ S J: 44,61%
(controles) e 38,57% (pacientes).

Para os alelos MICB*008 e MICB*019, a distribuicao de frequéncias entre os
casais foi, respectivamente, N ¢ N J: 67,14% e 50,00% (controles) e 80,00% e
47,69% (pacientes), S @ N J: 12,86% e 21,43% (controles) e 9,23% e 18,46%
(pacientes), N @ S 3: 15,71% e 20,00% (controles) e 10,77% e 23,08% (pacientes) e
S QS J:4,23% e 8,57% (controles) e 0,00% e 10,77% (pacientes).

5.7.2 Frequéncias haplotipicas MICA_MICB de casais com ARE e de casais

controles

Os haploétipos encontrados em cada grupo de casais das amostras Controle e
Paciente tiveram frequéncias semelhantes, ndo sendo significativas as diferencas
observadas (tabela 08).

O grafico 6 mostra as frequéncias relativas dos haplétipos os quais foram
encontrados nos quatro tipos de casais classificados neste estudo, nas amostras
Controle e Paciente.

Na amostra Paciente, o haplétipo MICA*009 MICB*008 foi o mais frequente
no grupo de casais S @ S &, com freqiiéncia de 4,3%, porém ndo houve nenhum
casal controle do tipo S @ S & para esse haplétipo (diferengas ndo significativas).
Esse grupo de casais da amostra Controle apresentou os haplotipos
MICA*008 MICB*00503 e MICA*Z_MICB*00503 mais frequentemente que os outros
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haplétipos, com frequiéncia de 3,1% cada um, contra 1,4%, cada um, na amostra
Paciente.

O grupo de casais pacientes S @ N J& possui o haplétipo
MICA*011_MICB*00503 mais amiudadamente que os outros haplétipos (12,90%),
sendo a freqliéncia desse haploétipo nos controles S @ N & de 10,80%. Entre os
controles, o haplétipo encontrado mais reiteradamente, presente na mulher e
ausente no homem, foi MICA*008_ MICB*001, cuja frequéncia foi de 18,50%, e nos
pacientes, esse mesmo haplétipo teve frequéncia de 7,1% (n&o significativo).

Ja o haplétipo MICA*009 MICB*008 foi 0 que mais apareceu no padrao de
casais pacientes N @ S &, sendo a sua freqliéncia de 15,70% e nos controles de
10,80%, diferenca também n&o significativa. Nos controles, os haplétipos
MICA*008 MICB*00201 e MICA*008_MICB*001 foram os mais frequentes de todos
os casais N @ S &, com frequéncia de 15,40% cada um, e nos pacientes de 10,00%
e 5,70%, respectivamente.

O haplétipo MICA*Z_MICB*00201 foi o menos encontrado entre os casais
pacientes e controles, sendo que 88,60% dos casais pacientes e 90,80% dos casais

controles foram classificados como N @ N J.
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GRAFICO 06 — FREQUENCIAS DOS PRINCIPAIS HAPLOTIPOS DOS CASAIS PACIENTES
COM ARE E CASAIS CONTROLES

FONTE: A autora (2007)
NOTA: Nao houve diferenca significativa entre as frequéncias haplotipicas de cada grupo de
casais controles e dos casais pacientes. Os resultados foram considerados significativamente

diferentes quando p < 0,05. Casais pacientes n = 70 casais; Casais controles n =65 casais

TABELA 09 - p CALCULADO PARA COMPARAGAO DAS FREQUENCIAS DOS PRINCIPAIS
HAPLOTIPOS ENTRE AMOSTRAS PACIENTE E CONTROLE (TABELA DE CONTINGENCIA 4 X 2 -

G.L.3)
Haplétipos p

MICA*004 _ MICB*00201 0.4941
MICA*008 _ MICB*001 0.2315
MICA*008 _ MICB*00201 0.5209
MICA*008 _ MICB*00503 0.2323
MICA*011 _ MICB*00503 0.1720
MICA*009 _ MICB*008 0.2068
MICA*Z _ MICB*019 0.4127
MICA*Z _ MICB*00201 0.2793
MICA*Z _ MICB*00503 0.9063

FONTE: A autora (2007)
NOTA: Nao houve diferenca significativa entre as frequiéncias haplotipicas de cada grupo

de casais controles e dos casais pacientes. Os resultados foram considerados
significativamente diferentes quando p < 0,05. Casais pacientes n = 70 casais; Casais

controles n =65 casais
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5.7.3 Homozigotos para os genes MICA e/ou MICB

7,14% do total de individuos pacientes sdo homozigotos para os genes MICA
e MICB, enquanto 3,08% do total de individuos controles sdo assim. Apesar do
numero de individuos duplo heterozigoto ser maior entre os pacientes, essa
diferenca nao foi estatisticamente significativa (p = 0,2184).

N&o houve nenhuma combinagcdo de homozigotos MICA/MICB especifica
predominante nas duas amostras, sendo observados gendtipos homozigotos para os
alelos MICA*008 com homozigotos MICB*001, MICB*00201 ou MICB*00503,
homozigotos MICA*016 com homozigotos MICB*019, homozigotos MICA*009 com
homozigotos MICB*00503 e homozigotos MICA*001 com homozigotos MICB*00503.

Os casais foram agrupados nos quatro tipos de casais possiveis, S @ S &, S
ONJI, NQ2S 3 eNQN I, nas duas amostras, e foi feita a contagem de
homozigotos para cada alelo dos genes MICA e MICB dentro de cada grupo, mas as
diferengas nao foram significativas, e o numero de casais homozigotos de cada tipo
foi muito pequeno, sendo a maior frequéncia de 12,31% para homozigotos
MICB*00503 de casais N ¢ S & nos controles e 4,29% para homozigotos MICA*004
de casais S ¢ N & nos pacientes.

O numero total de casais em que pelo menos um dos individuos é homozigoto
para cada alelo do gene MICA ou do gene MICB foi obtido e foi feita a comparagao
entre 0os grupos amostrais de pacientes e controles. Nao foi observada diferenca

estatistica significativa entre os grupos, conforme demonstrado nas tabelas 10 e 11.
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TABELA 10 - FREQUENCIAS DOS ALELOS MICA EM HOMOZIGOSE E COMPARAGCAO ENTRE
CASAIS PACIENTES COM ARE E CONTROLES

Alelo em homozigose |Frq controles |Frq. Pacientes |p

MICA*001 0,0154 0,0000 0.9703
MICA*004 0,0154 0,0769 0.2457
MICA*008 0,0308 0,0462 0.9327
MICA*X 0,0308 0,0308 0.6652
MICA*Z 0,0154 0,0154 0.5092
MICA*016 0,0000 0,0154 0.9703
MICA*027 0,0000 0,0154 0.9703
MICA*052 0,0000 0,0308 0.5092

FONTE: A autora (2007)

NOTA: Nao houve diferenca significativa entre as freqiéncias de homozigotos dos casais controles e
dos casais pacientes. Os resultados foram considerados significativamente diferentes quando p <
0,05. Casais pacientes n = 70 casais; Casais controles n = 65 casais

TABELA 11 - FREQUENCIAS DOS ALELOS MICB EM HOMOZIGOSE E COMPARAGAO ENTRE
CASAIS PACIENTES COM ARE E CONTROLES

Alelo em homozigose Frq controles Frq. Pacientes p

MICB*001 0,0154 0,0143 0.5092
MICB*00201 0,0615 0,0429 0.9198
MICB*00503 0,2000 0,2286 0.8460
MICB*019 0,0462 0,0143 0.5598

FONTE: A autora (2007)

NOTA: Nao houve diferenca significativa entre as frequéncias de homozigotos dos casais
controles e dos casais pacientes. Os resultados foram considerados significativamente
diferentes quando p < 0,05. Casais pacientes n = 70 casais; Casais controles n = 65 casais
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6 DISCUSSAO

Inumeros estudos vém sendo desenvolvidos a fim de se tentar descobrir
causas e possiveis tratamentos dos abortos recorrentes de repeticdo, porém os
mecanismos genéticos moleculares que mantém uma gravidez normal sdo pouco
compreendidos.

A falha na gravidez de varios mamiferos parece ocorrer por mecanismos
imunoldgicos ou imunologicamente modificaveis, os quais serviram de base para a
proposi¢cao de modelos que explicam os abortos de repeticdo (CLARK et al., 1996).
Um dos modelos mais aceitos recentemente propde que as células imunes efetoras
teriam toxicidade ao trofoblasto fetal muito semelhante a que ocorre na rejeicdo aos
tumores (CLARK et al., 1996).

O presente trabalho teve como objetivo verificar a existéncia de uma relagao
entre o polimorfismo dos genes MICA e/ou MICB com o aborto esponténeo de
repeticdo, tendo como base o fato da placenta liberar moléculas MIC soluveis
durante a gravidez e a existéncia de um mecanismo de escape ao sistema imune de
células tumorais através da expressao de moléculas MIC. Além disso os genes
MICA e MICB ja foram encontrados em associacdo com varias doencgas auto e
aloimunes, o que confirma a possibilidade do polimorfismo desses genes estar
envolvido no ARE, o qual é uma patologia que contém causas imunes.

Em 1953, Medawar propés o conceito do alo-enxerto fetal para explicar a
relacdo imune entre a mae e o feto (MEDAWAR, 1953, apud SACKS; SARGENT;
REDMAN, 1999), na qual ocorreria uma supressao da interagdo imunoldgica
materna com o feto, que poderia ser tanto pela auséncia da apresentacdo de
antigenos fetais quanto pela cessacgao da atividade funcional de linfécitos maternos
(SACKS; SARGENT; REDMAN, 1999).

Nas ultimas décadas um numero consideravel de pesquisas visava identificar
os constituintes celulares e os processos imunes que estariam putativamente
envolvidos com ARE (DOSIOU; GIUDICE, 2006). Até a década de 80, acreditava-se
que os linfocitos T eram as principais células do sistema imune que participariam do
processo reprodutivo, porém ha pouco mais de dez anos, as células NK tém sido

mais extensivamente estudadas, uma vez que elas constituem a principal populacao
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leucocitaria presente no endométrio no momento da implantagdo e no inicio da
gravidez (DOSIOU; GIUDICE, 2006).

Os sistemas imune e endocrino se interagem intensamente durante a
implantacdo e para a manutencdo da gravidez. Sob a influéncia de horménios
esterdides ha um forte aumento em niumero de uma unica populagao de linfocitos, as
células NK uterinas (uNK), no utero no inicio da gravidez (DOSIU; GIUDICE, 2006),
chegando a compreender cerca de 70% das células linféides presentes no utero no
primeiro trimestre da gravidez (BULMER et al., 1991). Essas células derivam
predominantemente de células NK do sangue periférico, que sob influéncias
hormonais sado recrutadas ao utero (DOSIU; GIUDICE, 2006). Em camundongos
sabe-se que essas células sio cruciais para a vascularizagao placentaria, porém em
humanos, os papéis dessas células ndo estdo concretamente definidos, havendo
apenas hipoteses e indicios de que elas estdo envolvidas com o crescimento da
placenta e do trofoblasto e promovem a imunomodulagao na interface materno-fetal
(DOSIU; GIUDICE, 2006). Em contraste com esse papel presumivel em manter uma
gravidez saudavel, as células uNK e NK do sangue periférico sdo encontradas
desreguladas em ARE de causas desconhecidas (DOSIU; GIUDICE, 2006).

Ainda durante os primeiros estudos mais aprofundados sobre o insucesso
gestacional, ndo havia uma explicagdo consensual entre os pesquisadores para o
fato de apds a imunizagdo da mae com alo-antigenos paternos, diferentes dos da
mae, o pool de anticorpos anti-HLA paterno, melhorava a aceitacdo fetal.
Completando a hipétese de Medawar em 1953, de que ocorreria uma supressao do
sistema imune materno para a aceitagdo do alo-enxerto fetal, Thomas Wegmann e
colaboradores postularam que citocinas do tipo TH2 inibiriam respostas TH1,
permitindo a sobrevivéncia fetal, porém desempenhando defesa imune contra
possiveis patdégenos que entrassem em contato com a mae (WEGMANN et al.,
1993). Sabe-se hoje que o alo-reconhecimento € importante para a produgéo inicial
de citocinas de células imunocompetentes em varias etapas da gravidez, sendo
crucial para o processo implantacional, e o paradigma da cooperagao TH1-TH2 é
muito mais proximo ao que realmente ocorre durante a gravidez do que apenas um

fendbmeno TH2.
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Os principais antigenos de histocompatibilidade tornaram-se alvo de estudos no
campo da imunologia da reprodugao, uma vez que o feto é interpretado como um
enxerto semi-alogénico pelo organismo da mé&e. Sabe-se hoje que ocorre uma hipo-
regulacdo de moléculas HLA-A e HLA-B na placenta, eliminando a possibilidade de
reconhecimento das moléculas HLA-I classicas paternas pelas células T citotoxicas
da mae (PATEL, et al., 2003). Apdés a descoberta de que o feto ndo expressa os
principais antigenos HLA classicos, genes e moléculas HLA-I ndo classicas foram
focados mais intensamente.

As células uNK estdo em contato direto com o trofoblasto invasivo na
gravidez, sendo responsaveis pela producdo de citocinas e outros mediadores
envolvidos no controle da invasao e diferenciagado do trofoblasto, remodelacdo das
artérias deciduais e aumento da placenta, além de serem os principais candidatos a
atacarem o trofoblasto nos casos de abortos alo-imunes (VARLA-LEFTHERIOTI,
2005). Todo o funcionamento das células NK é regulado pelo balango entre os sinais
inibitérios e ativadores, fornecidos por seu vasto repertorio de receptores quando
reconhecem seus ligantes especificos que sdo, normalmente, moléculas HLA de
classe | (HLA-C, HLA-E, HLA-G) expressos pelas células trofoblasticas invasoras
(VARLA-LEFTHERIOTI, 2005). MICs, ligantes de receptores de células NK,
funcionam como sinalizadoras de estresse celular e disparam uma gama de
mecanismos efetores imunes incluindo citotoxicidade celular, secrecao de citocinas e
proliferagcédo celular (BAHRAM, 2000).

As moléculas MICA e MICB parecem estar no centro da vigilancia imune para
detectar células danificadas, infectadas ou estressadas, incluindo tumores, porém ha
indicios de que a presenca dessas moléculas ndo € essencial a sobrevivéncia
humana (BAHRAM, 2000).

O fato de terem sido encontrados alguns individuos espanhdis com o
haplétipo delMICA_MICB nulo (delegdo de MICA e presenga do alelo nulo
MICB*009N), ligado ao alelo HLA-B*4801, em homozigose, sugere que esse
fendtipo néo ¢é letal (OTA et al., 2000). Esse fato indica que algumas moléculas HLA
de classe | podem substituir a fungao de MICA/MICB.

56.5% de uma populagdo amerindia do Paraguai (Angaite) apresentou o
haplétipo HLA-B*015_delMICA_MICB*009N. O fato de existirem individuos
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homozigotos para o haplétipo delIMICA _MICB nulo, indica que a expressao de MICA
e MICB néo ¢ essencial para a sobrevivéncia

As moléculas MICA e MICB sao hiper-expressas em situacdes de estresse
celular e evocam respostas imunes ao ligarem-se aos seus receptores, como v/
(Vé1) TCR, de células T, e NKG2D, presentes em células NK e células T. Sendo as
uNK as principais células do sistema imune presentes na regido de implantagao do
feto e durante o primeiro trimestre de gravidez, as moléculas MIC podem ter alguma
relevancia no processo reprodutivo, o que as faz importante matéria de estudo nessa
area juntamente com as outras moléculas MHC.

Uma grande dificuldade existente para estudos de associacdo entre diversos
parametros e o ARE é a obtencdo de uma amostra Paciente e uma Controle que
atendam a todos os critérios para enquadramento no perfil desejado, e que sejam
suficientemente grandes para que os resultados sejam os mais proximos da
realidade.

Vérios estudos demonstram a mesma dificuldade, como o trabalho de Baek e
colaboradores (2002), o qual fez uma comparagao da expressao génica na interface
materno-fetal entre pacientes com gravidez normal e pacientes com ARE, sendo o n
amostral desse estudo de 12 mulheres, sendo 6 pacientes com ARE e 6 controles.

Coumans e colaboradores (1999) fizeram um estudo para verificar
anormalidades metabdlicas e homeostaticas em mulheres com aborto recorrente de
repeticdo de causa desconhecida, conseguindo um numero de 60 mulheres para
participarem da pesquisa, porém 8 delas apresentaram causas conhecidas apos
alguns exames, restando 52 mulheres para a avaliagao do estudo.

O estudo caso controle com o polimorfismo dos genes IL6 e TGFB1 e o ARE
em pacientes do sul do Brasil foi realizado com 57 mulheres pacientes e 74
mulheres controles (VON LINSINGEN; BOMPEIXE; BICALHO, 2005) e o trabalho
que analisou a relacdo das falhas implantacionais com a expressdo de citocinas
intracelulares em grupos de células NK de sangue periférico em mulheres com ARE,
teve como amostra paciente 20 mulheres com duas ou mais falhas de implantacao
apods técnicas de reproducio assistida e 25 mulheres com ARE sem técnicas de
fertilizacdo in vitro (FIV), e, como grupo controle, participaram 15 mulheres sem
histérias de infertilidade ou abortos (FUKUI et al., 2007).
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O trabalho de Jokimaa e colaboradores (2002) verificou que a infertilidade sem
causa aparente e o ARE estdo relacionados com a expressao alterada de genes
envolvidos com a producdo e degradagdo da matrix extracelular endometrial, e
nesse estudo, o grupo controle constitui-se de 14 mulheres férteis, 9 mulheres
formaram o grupo com infertilidade idiopatica e 10 mulheres foram enquadradas no
grupo com ARE.

O trabalho de Komlos, Klein e Korostishevsky (2007) sobre a associagao
entre HLA-I e ARE utilizou um numero de casais semelhante ao do presente estudo,
sendo 63 casais férteis e 78 casais com ARE.

O presente trabalho teve como amostra Controle 65 casais saudaveis que
tiveram 2 filhos ou mais e nenhum historico de aborto e como amostra Paciente, 70
casais que nunca tiveram filhos e tiveram 2 perdas gestacionais espontaneas de
causa desconhecida, todos nascidos no sul do Brasil, sendo a maioria do estado do
Parana.

A contagem da populagdo do Parana em 2007 foi de 10.284.503 habitantes,
sendo 50% mulheres e 49% homens (IBGE, 2007). No ano de 2005 foram
registrados 164588 nascimentos e 1560 obitos fetais, segundo dados do IBGE,
2007. Considerando-se que por ano, cada casal tem apenas um filho, pode-se
considerar que aproximadamente 166148 mulheres tiveram gestagdes no ano de
2005. Segundo Coulam e colaboradores (1997), de 2 a 5% dos casais sofrem ARE,
portanto, das aproximadamente 166148 mulheres que conseguiram engravidar no
Parana em 2005, de 3322 a 8307 teriam tido abortos espontaneos de repeticao,
sendo registrados apenas 1560 obitos fetais. Esses numeros seriam satisfatorios
para a realizacdo da pesquisa em questdo, porém deve-se salientar que dos oObitos
fetais registrados, grande parte, provavelmente, foi um aborto Unico e de causa
conhecida, uma vez que apenas 2 a 5% das mulheres sofrem ARE contra 10 a 15%
que sofrem abortos unicos (COULAM et al.,, 2007; TULPPALA e YLIKORKALA,
1999). Além disso, das mulheres cujas perdas gestacionais foram de repeticdo e de
causa desconhecida, poucas procuram clinicas de medicina reprodutiva
especializadas, o que faz com que os pesquisadores da area tenham acesso a um

numero extremamente restrito de casais com ARE de causas desconhecidas.
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A busca por esses casais pela equipe do LIGH ocorre desde 1997, porém
estoques de DNA acabam, a qualidade do material genético de algumas amostras &
perdida e a reposigédo do sangue de casais desse tipo é sempre muito pequena.

Como descrito anteriormente, se conseguiu uma lista de 106 casais da Clinica
Genetika, porém mais da metade conseguiu ter filhos, o que é de grande
contentamento para esses casais, porém dentre os casais que ndo conseguiram ter
filhos, assuntos relacionados a esse fato s&o de extremo incbmodo psicoldgico, o
que faz com que eles ndao queiram participar da pesquisa, por mais que se tente
explicar os beneficios que pesquisas dessa area podem, conjuntamente, trazer no
futuro.

O fato de algumas amostras estarem estocadas ha pelo menos 10 anos, e por
serem congeladas e descongeladas varias vezes para a realizagdo das pesquisas
pode explicar porque muitas amostras apresentaram problemas na amplificacao
tanto na técnica PCR-SSOP quanto na técnica de PCR-SSP. Além disso, algumas
amostras apresentaram uma baixa concentracdo de DNA, e podem ndo ter tido
material suficiente para uma amplificacdo satisfatéria. Por esse motivo os
procedimentos de PCR-SSOP foram repetidos para essas amostras.

A tipagem das amostras por SSOP que nao foi bem sucedida foi refeita pelo
fato da analise levar em conta a hibridizacdo das sondas das microesferas a quatro
éxons de MICA (éxons 2, 3, 4 e 5) e no caso de um dos éxons ndo ter sido
amplificado, a analise pode gerar um resultado distorcido.

Optou-se pela técnica PCR-SSOP para tipagem do gene MICA pelo fato dessa
técnica ja ter sido utilizada por uma pesquisadora do laboratério e ter sido
satisfatéria quando comparada aos dados disponiveis na literatura (RIBAS, 2007).

A definicdo dos alelos para o gene MICA dos individuos tipados foi realizado
em uma analise conjunta dos dados obtidos a partir do método de PCR-SSOP e
PCR-SSP. Essa estratégia se fez necessaria para esclarecimento de tipagens
ambiguas ou ndo conclusivas, que resultam na atribuicdo de mais de dois alelos
para um gendtipo. O padrdo de sondas ou oligonucleotideos positivos na
hibridizagdo ou amplificacdo podem caracterizar mais de um gendétipo para uma

mesma amostra quando alelos diferentes de MICA compartilham a sequéncia alvo
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dos “oligonucleotideos positivos”, considerando-se que os dois alelos de um
individuo sao analisados simultaneamente.

As ambiglidades apresentadas na SSOP foram as mesmas encontradas no
estudo de Ribas (2007), que utilizou a técnica PCR-SSP para confirmagdo das
tipagens obtidas por SSOP, obtendo-se alta concordancia dos resultados, e para a
resolucao das ambiglidades encontradas com a técnica SSOP. Portanto, a técnica
PCR-SSP foi utilizada no presente estudo para tipagem do gene MICA, com fins
apenas de resolugdo das ambiguidades encontradas com a técnica PCR-SSOP, que
€ uma técnica mais rapida, facilitada pela utilizacdo de um kit comercial que também
diminui as variaveis indesejadas no experimento. As amostras utilizadas no estudo
de Ribas (2007) foram utilizadas como controle positivo do gene MICA no presente
trabalho.

O gene MICB, significativamente menos estudado que o gene MICA, ainda nao
possui um kit comercial para ser tipado pela técnica PCR-SSOP e poucos estudos
utilizaram essa técnica para tipagem de MICB (FISCHER et al., 1999). Portanto, das
técnicas ja utilizadas para a tipagem desse gene, como PCR-SSP (COLLINS et al.,
2002; GONZALEZ et al., 2003), analises de microssatélites (FENG et al., 2004) e
PCR-SBT (tipagem baseada em sequenciamento) (GLAS et al., 2001), a técnica
PCR-SSP foi escolhida para tipagem nesse estudo, por ja ser bem padronizada no
laboratério, ter custo mais acessivel e ser de étima qualidade. Alguns mixes foram
feitos com base nos desenhados por Collins e colaboradores (2002), porém como
varios outros alelos foram descritos apds a publicagdo do trabalho de Collins, outros
oligonucleotideos foram desenhados para a realizagdo do presente estudo, e novas
combinagdes foram feitas para deteccéo dos alelos MICB. Para a tipagem desse
gene nao foi possivel obter amostras para serem utilizadas como controle positivo de
cada alelo, o que resultou em algumas duvidas da confiabilidade dos dados no que
se refere a presenca ou auséncia de bandas, pois a falta de amostras de referéncia
dificultou a otimizacédo das condi¢cdes da PCR para cada reagao. A dificuldade em se
obter amostras como controles positivos € devida a varios motivos, como o fato da
tipagem desse gene em outros estudos ser de apenas um éxon ou intron, ou de
microssatélites intrénicos, levando a uma classificacdo alélica independente da
adotada pela WHO (GLAS et al., 2001; KULSKI et al., 2002) ou a tipagem ter sido
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realizada em populagbes orientais, distinta da populagao investigada no presente
estudo (SHICHI et al. 2005), portanto com alelos nao encontrados nos individuos
estudados no presente trabalho e vice-versa.

As tipagens do gene MICA pela técnica SSOP que foram definidas, porém
determinadas com microesferas falso-positivas ou falso-negativas, foram repetidas,
e o0s mesmos resultados foram obtidos. Em alguns casos a contagem de
determinadas microesferas foi mais baixa do que a considerada nas amostras de
referéncia do programa HLA Visual, versao 2.0, por alguma falha na hibridizagao das
microesferas, ou por um padrdo ligeiramente diferente na amostra do presente
estudo, ou a contagem foi mais alta devido a hibridizagdes inespecificas. As tipagens
com resultados falso-positivo ou falso-negativo sdo dadas pelo programa HLA visual
se a microesfera indicada como FP ou FN for desprezada. Isso pode acontecer por
varios motivos, como uma amplificacdo inespecifica da sonda dessa microesfera
com outra regido do DNA nao correspondendo ao alelo ao qual ela se hibridizaria,
ou por essa sonda hibridizar em uma mesma regido na qual outra sonda hibridiza
dando uma combinacéio diferente de microesferas, o que nao resultaria em nenhuma
tipagem. Em alguns casos as amostras da OneLambda usadas para comparagao
com a amostra testada apresentam maior taxa de hibridizacdo das microesferas que
a da amostra teste, favorecendo uma linha de corte (cut off) alta para a amostra
teste. Isso pode fazer com que alguma microesfera que tenha hibridizado em sua
regidao alvo de MICA menos intensamente fique abaixo da linha de corte, dando um
resultado falso-negativo para aquela sonda. A linha de corte pode ser aumentada ou
diminuida durante a analise no programa, e em alguns casos, apos analise dos
padrdes das taxas de hibridizagdo da amostra controle da OneLambda e da amostra
teste, essa linha foi alterada para eliminar resultados com FP ou FN.

Entretanto, a possibilidade dos individuos dos quais as microesferas foram
falso-positivas ou negativas, possuirem novos alelos ainda ndo descritos e n&o
considerados no kit LABTypeMICA, deve ser considerada.

Alguns alelos MICA foram encontrados na amostra Paciente e ndo na controle
e o contrario também foi visto, porém as diferengas nao foram significativas. Esse
fato ocorreu, provavelmente, porque o n amostral ndo foi suficientemente grande

para que os alelos encontrados apenas em uma das amostras fosse observado
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também na outra amostra, uma vez que a freqliéncia desses alelos € baixa na
populagao.

Nenhuma das duas técnicas utilizadas para tipagem do gene MICA foi capaz
de distinguir o alelo MICA*00801 do alelo MICA*00804. Apenas a técnica de
sequenciamento poderia confirmar a tipagem desses individuos, uma vez que
apenas quatro alelos foram sequenciados para a regido na qual esses alelos
diferem. Os dois alelos se diferenciam pela presenga de uma timina no alelo
MICA*00804 ao invés de citosina no nucleotideo 21 do éxon 1, presente nos alelos
MICA*00801, MICA*004 e MICA*001, sendo esses quatro alelos os unicos com a
sequéncia do éxon 1 definida at¢é o momento (EUROPEAN BIOINFORMATIC
INSTITUTE, 2006). Essa substituicdo ndo implica em diferengas funcionais da
sequéncia lider desses alelos, uma vez que os codons que contém essa substituicao
nucleotidica (TTT e TTC, respectivamente) codificam o mesmo aminoacido
(fenilalanina) (mutacdo silenciosa). Portanto, os individuos tipados como
MICA*00801 ou MICA*00804 foram considerados simplesmente como MICA*008,
apesar de a probabilidade dos individuos serem MICA*00801 ser significativamente
maior que MICA*00804, uma vez que pouquissimos individuos MICA*00804 foram
encontrados até o momento (STEWART et al., 2004), e o alelo MICA*00801 ¢é o
alelo mais frequente em varias populagdes estudadas (FODIL et al., 1999; RIBAS,
2007).

As outras ambiguidades encontradas pela técnica SSOP e que ndo puderam ser
eliminadas através da técnica PCR-SSP sao devidas a regidao de microssatélite
presente no éxon 5, que codifica 0 segmento transmembranico da proteina MICA, e
poderao ser solucionadas pela analise dos microssatélites, que sera feita pela aluna
Liana Oliveira, posteriormente.

Individuos que foram considerados MICA*B, podem ser MICA*00701 ou
MICA*026. A frequéncia do alelo MICA*026 em populagdes euro-brasileiras (RIBAS,
2007), indigenas Sul-Americanas (ZHANG et al., 2002) e Nigerianas (TIAN et al.,
2003) foi nula. Esse alelo foi encontrado apenas, e com frequéncia de
aproximadamente 1,4%, em Tailandeses (ROMPHRUK et al., 2001). Todas essas
populacdes possuem n amostral superior a 130 individuos, com excecéo das tribos

indigenas, que possuem n superior a 40 individuos cada uma.
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Individuos com a ambiglidade MICA*Y, entre os alelos MICA*008 e MICA*027,
provavelmente possuem o alelo MICA*008, que é o alelo mais freqliente em varias
populagdes estudadas, como euro-brasileira (26,5%) (RIBAS, 2007), brasileira
(27,2%) (MARIN et al., 2004), afro-americana, com frequéncia de 31,7% e euro-
americana, atingindo a frequéncia de 43,33% (GAO et al., 2006), na tribo nigeriana
Efik esse alelo ocorre em frequéncia de 32,8% (TIAN et al.,, 2003), entre os
tailandeses MICA*008 ocorreu em 21,4% da populagdo estudada (ROMPHRUK et
al., 2001) e em japoneses 30,8% (KATSUYAMA et al., 1999), além de ser o alelo
mais frequiente entre os individuos da populacdo espanhola saudavel estudada por
Munoz-Saa (2006), em seu trabalho com doenca de Behget (BD) e MICA.

Esse alelo também foi o mais frequente nas duas amostras desse estudo,
apresentando frequéncia de 24,61% nos controles e 19,29% em pacientes. Se os
individuos que apresentam a ambiglidade MICA*Y realmente forem MICA*Q08, a
frequéncia desse alelo sobe para 21,07% nos pacientes e 28,08% nos controles. Ja
o alelo MICA*027 apareceu em 1,7% na populagdo euro-brasileira, estudada por
Ribas (2007),e ndo foi verificado nos estudos com popula¢des de brasileiros, afro-
americanos e euro-americanos (MARIN et al., 2004; GAO et al., 2006). Porém nas
tribos indigenas sul-americanas Toba, Wichi e Terena, estudadas por Zhang e
colaboradores (2002), o alelo MICA*027 foi um dos alelos mais frequentemente
encontrados, com frequéncia de 30,9%, 31,0% e 35,2%, respectivamente. Pelo fato
da populagédo do sul do Brasil possuir algum grau de miscigenagédo com indios sul-
americanos, o alelo MICA*027 pode aparecer em alguns individuos euro-
descendentes, 0 que explicaria a sua presenca em 1,7% dos individuos estudados
por Ribas (2007), de um total de 204 individuos, e no presente estudo, quando nao
foi observada a ambiguidade, em 3,6% e 5,4% dos individuos pacientes e controles,
respectivamente.

Os brasileiros, os afro-americanos, 0s euro-americanos, 0S japoneses € 0sS
coreanos foram estudados a partir de amostras com mais de 130 individuos e as
tribos nigerianas, com n superior a 30 individuos cada uma.

A ambiguidade MICA*Z coloca a possibilidade dos individuos que a
apresentam possuirem os alelos MICA*00201 ou MICA*020. O alelo MICA*020 é

extremamente raro, apresentando frequéncia nula em populacdes euro-brasileira,
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nigeriana e indigenas sul-americana (ZHANG et al., 2002; TIAN et al., 2003; RIBAS,
2007) e nao foi verificado nos trabalhos com brasileiros, afro-americanos, euro-
americanos, japoneses e coreanos (KATSUYAMA et al., 1999; PYO et al., 2003;
MARIN et al., 2004; GAO et al., 2006). Esse alelo foi encontrado em 0,4% de
individuos tailandeses (ROMPHRUK et al., 2001). Ja o alelo MICA*00201 foi um dos
alelos mais freqientemente encontrados entre os euro-brasileiros, com freqténcia
de 17,7% (RIBAS, 2007), brasileiros, 15,4% (MARIN et al., 2004), afro-americanos
25,4%, euro-americanos 14,1% ( GAO et al.,, 2006), tribo Efik da Nigéria, com
frequéncia de 17,2% (TIAN et al., 2003) e tailandeses 17,6% ( ROMPHRUK et al.,
2001), assim como foi o terceiro alelo mais freqliente no estudo de Munoz-Saa
(2006) (14,24%) e foi o alelo mais frequente nas tribos indigenas sul-americanas
Toba, Wichi e Terena (34,6%, 47,6% e 44,5%, respectivamente) (ZHANG et al.,
2002), e nas tribos nigerianas Yoruba e Igbo, com frequéncias de 33,1% e 42,4%,
respectivamente (TIAN et al., 2003). O presente estudo encontrou 16,10% e 15,00%
dos individuos pacientes e controles, respectivamente, apresentando a ambiguidade
MICA*Z, o segundo alelo mais frequente de ambas as amostras, e a partir dos dados
obtidos para as outras populacdes brasileira, euro-brasileira e euro-americana é
possivel inferir que os individuos das amostras Paciente e Controle com essa
ambiguidade sejam positivos para o alelo MICA*00201 e negativos para o alelo
MICA*020.

O mix 45, que detecta a amplificacdo de um segmento do alelo MICA*033,
nao possui um controle positivo e alguns trabalhos com populagdes euro-
descendentes, como o trabalho de Ribas (2007), ndo detectaram nenhum individuo
com esse alelo, resultado confirmado pela técnica de SSOP. Pelo fato de algumas
tipagens SSOP terem detectado MICA*033 o mix 45 foi utilizado na tentativa de
confirmar o resultado da SSOP. Como o esperado, nenhum individuo foi
considerado como tendo o alelo MICA*033 no presente estudo.

Os alelos MICA*049 e MICA*045 (mixes 61 e 65c, respectivamente) também
nao possuem controle positivo, mas apenas como tentativa de se solucionar as
ambigulidades detectadas por SSOP, os mixes foram utilizados. Esses alelos néo

sdo frequentes em populagdes euro-brasileira, brasileira, indigena sul-americanas
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(ZHANG et al., 2002; MARIN et al.,, 2004; RIBAS, 2007), e também n&o foram
encontrados na populagao basicamente euro-descendente do presente trabalho.

Os alelos menos frequentemente encontrados nas duas amostras do presente
estudo (frequéncia igual ou inferior a 2,5%) também apresentaram frequéncias
menores que 2,5% em populagdes euro-descendente, brasileira e euro-americana,
sendo eles, os alelos MICA*001, MICA*006, MICA*00802, MICA*015, MICA*017,
MICA*019, MICA*024, MICA*030 e MICA*052. Ainda com frequéncia inferior a 2,5%
no presente estudo foram observados os alelos MICA*005 e MICA*007, o primeiro
nao sendo tipado nos demais estudos e o segundo apresentando freqiéncia de
3,2% na populacéo euro-descendente (RIBAS, 2007), e 5,08% nos euro-americanos
(GAO et al., 2006), entretanto, essas diferengas n&o sdo significativas (p = 0,2508 e
p = 0,1644, respectivamente). Para a populagédo brasileira esse alelo ocorreu em
frequéncia inferior a 2,5% (MARIN et al., 2004).

O alelo MICA*00802 nao foi tipado para a populacéo brasileira do estudo de
Marin e colaboradores (2004). No estudo de Ribas (2007), 1,2% da populacdo de
euro-brasileiros apresentou esse alelo, ndo sendo essa diferenca estatisticamente
significativa em relagdo as frequéncias obtidas no presente estudo (p = 0.7949),
porém foi significativa com a populagdo de euro-americanos, na qual e apenas
0,28% dos individuos possuem o alelo MICA*00802, sendo essa diferenca
significativa também para o presente trabalho (p < 0.0001). O alelo MICA*00802
possui uma timina no cédon 247 (éxon 4) no lugar de citosina, encontrada nos alelos
MICA*00801 e MICA*00804, porém ambos os codons ACC, dos alelos MICA*00801
e MICA*00804 e ACT do alelo MICA*00802 codificam uma treonina (substituicdo
silenciosa), ndo causando uma diferenga funcional no produto protéico, portanto
todos os individuos MICA*00802 podem também ser considerados como MICA*008 .
Somando-se os individuos MICA*00802 aos individuos MICA*008, a diferencga entre
as populacgdes euro-americana (GAO et al., 2006), euro-brasileira (RIBAS, 2007) e a
do presente estudo se torna n&o significativa.

Os alelos MICA*010, MICA*01201, MICA*016, MICA*01801 e MICA*027
apresentaram frequéncias superiores a 2,5% e inferiores a 6,0% nas amostras
Paciente e Controle desse estudo. Esses dados foram ligeiramente diferentes dos

encontrados para as populag¢des euro-brasileira, brasileira e euro-americana (MARIN
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et al., 2004; GAO et al., 2006; RIBAS, 2007), porém nao houve diferencas
estatisticamente significativas.

O alelo MICA*010 apresentou frequéncia de 7,1%, 5,7% e 5,8% nas populagdes
de euro-brasileiros (RIBAS, 2007), brasileiros (MARIN et al., 2004) e euro-
americanos (GAO et al., 2006), respectivamente, e de 4,3% e 4,2% nas amostras
Paciente e Controle do presente trabalho, respectivamente, ndo sendo essas
diferencas estatisticamente significativas.

Os alelos MICA*01201 e MICA*016 tiveram freqlUéncia de menos que 2,5%
nas populacdes euro-brasileira, brasileira e euro-americana estudadas por Ribas
(2007), Marin e colaboradores (2004) e Gao e colaboradores (2006),
respectivamente, mas esses alelos ndo foram significativamente mais frequentes
nas amostras Paciente e Controle do presente estudo (2,9% e 3,1%,
respectivamente, para o alelo MICA*1201 e 2,9% e 2,7%, respectivamente, para o
alelo MICA*016).

O alelo MICA*027 foi mais frequente nas amostras de pacientes e de
controles, estudadas no atual trabalho, que na amostra de euro-brasileiros estudada
por Ribas (2007), mas essa diferenga nao foi significativa entre as duas populagdes.

Os alelos que apresentaram frequéncias intermediarias nas duas amostras
desse estudo (MICA*004, MICA*009 e MICA*011) com frequéncias entre 10,0% e
15,00%, apareceram em frequéncias semelhantes nas populacbes de euro-
brasileiros, de brasileiros e de euro-americanos (RIBAS, 2007; MARIN et al., 2004 e
GAO et al., 2006, respectivamente).

MICA*004, o terceiro alelo mais frequente na amostra Paciente e o quarto
mais freqiente na amostra Controle, apareceu com frequéncias entre 11,00% e
15,00% nas populagdes de euro-brasileiros e brasileiros, porém na populacéo de
euro-americanos, esse alelo teve uma frequéncia inferior (7,5%), significativamente
diferente para as frequéncias obtidas nas outras populag¢des e no presente estudo (p
= 0,0057). No estudo de Mufoz-Saa (2006), MICA*004 foi o segundo alelo mais
frequentemente encontrado entre os individuos saudaveis (17,58%).

O alelo MICA*009 apareceu em 13,7%, 12,5% e 8,5% dos individuos das
populacdes euro-brasileira, brasileira e euro-americana, respectivamente, mas essas

diferengcas ndo sao estatisticamente significativas entre elas e entre as amostras
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desse estudo. Esse foi o terceiro alelo mais freqiente na amostra Controle do
presente trabalho e o quarto na amostra Paciente, sendo também o quarto alelo
mais frequente entre os individuos espanhodis saudaveis no estudo de Mufioz-Saa
(2006).

O alelo MICA*011 foi mais frequente na amostra Paciente (7,1%) que na
amostra Controle (3,5%), porém a diferenca entre as duas amostras nao foi
significativa. 4,7% dos individuos da amostra de euro-brasileiros sdo portadores do
alelo MICA*011 (RIBAS, 2007), 3,3% dos brasileiros estudados por Marin e
colaboradores (2004) tém esse alelo e 2,9% dos euro-americanos possuem
MICA*011 (GAO et al., 2006). Apesar da diferenca entre os grupos Paciente e
Controle do presente estudo n&o ter sido significativa, o valor de p foi proximo a
0,05, o qual é o valor limite de significancia dos dados. Valores abaixo de 0,05
indicam que as amostras contrastantes teriam probabilidades menores que 5% de
serem diferentes ao acaso. Portanto, as frequéncias alélicas das duas amostras
foram comparadas separadamente com as populagdes estudadas por Gao e
colaboradores (2006), Marin e colaboradores (2004) e Ribas (2007).

A frequéncia do alelo MICA*011, encontrada na amostra Controle, nao diferiu
significativamente das populagbes euro-brasileira (RIBAS, 2007) (p = 0,7355),
brasileira (MARIN et al., 2004) (p = 0,9136) e euro-americana (GAO et al., 2006) (p =
0,7517). Ja a amostra Paciente apresentou, significativamente, mais individuos
portadores do alelo MICA*011 que a populacao brasileira (MARIN et al., 2004) (p =
0,0351) e a euro-americana (GAO et al., 2006) (p = 0,0003), entretanto a populacéo
euro-brasileira (RIBAS, 2007) nao diferiu significativamente da amostra Paciente do
presente estudo (p = 0,1493).

As frequéncias dos alelos MICA*001 e MICA*011 foram as mais discrepantes
entre os individuos pacientes e os controles. A partir do teste de contingéncia L x C
para testar se a frequéncia desses alelos foi diferente entre os dois grupos devido ao
acaso (Hp) ou ndo (H4), foi obtido um valor de p menor que 0,10 e maior que 0,05.
Para MICA* 001, p value foi igual a 0,0571 e para MICA*011 p = 0,0792. A partir
desses valores e na condicdo em que esse experimento foi realizado, nao € possivel
rejeitar Hop, porém, observa-se uma tendéncia para que exista diferenga significativa

entre os grupos. O tamanho das amostras estudadas no presente trabalho pode n&o
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ter sido grande suficientemente para que os alelos MICA*001 e MICA*011
aparecessem em frequéncias equivalentes nas duas amostras, porém a diferenca
encontrada nas frequéncias desses dois alelos entre os dois grupos poderia ser
maior se houvesse mais individuos em cada uma das amostras.

Ha& poucos estudos sobre o polimorfismo funcional dos genes MICA e,
principalmente, MICB. Porém, se sabe que existem grandes diferencas da ligagao
das variantes alélicas MICA com NKG2D, as quais estdo associadas a uma
substituicdo simples de aminoacido na posi¢cao 129 no dominio alfa 2 da molécula
MICA (STEINLE et al., 2001). Alelos que apresentam o codon ATG na posigao 129
do éxon 3, sdo negativos para o aminoacido valina-129, e alelos que possuem o
cédon GGT, sdo positivos para esse aminoacido (STEINLE et al., 2001). Dos 22
alelos encontrados no presente trabalho, 10 sdo negativos para valina,
apresentando, no lugar, o aminoacido metionina. A presenga do aminoacido valina
129 é associada a reducao de afinidade por NKG2D, o que inibiria uma resposta
imune das células que expressam esse receptor e a presenga da metionina-129
aumenta a afinidade pelo receptor podendo levar as células com esses receptores a
respostas imunes mais rapidas e eficientes. Dos alelos encontrados nesse estudo
que apresentam o aminoacido metionina 129 (MICA*001, MICA*B, MICA*007,
MICA*011, MICA*012, MICA*015, MICA*017, MICA*018, MICA*030 e MICA*052),
MICA*007, MICA*012, MICA*015, MICA*017, MICA*018, MICA*030 e MICA*052
apresentam frequéncias menores que 2,0%, sendo que MICA*015, MICA*030 e
MICA*052 foram encontrados somente nos pacientes, apesar da diferengca com o
grupo controle da frequéncia alélica ndo ter sido significativa. MICA*B foi um dos
alelos mais frequentes nas duas amostras desse estudo, sendo encontrado em um
maior numero de individuos pacientes que controles (n&o significativo), e tanto os
alelos MICA*00201 quanto o alelo MICA*020, envolvidos nessa ambiguidade,
apresentam o aminoacido metionina 129.

O alelo MICA*001 foi encontrado mais frequentemente em individuos
controles que pacientes, diferentemente do alelo MICA*011, mais frequente nos
individuos pacientes, ndo sendo essas diferengas significativas. A presenca da
metionina-129 aumenta a afinidade pelo receptor NKG2D de 10 a 50 vezes em

comparacdo a alelos com a valina-129 (MUNOZ-SAA, 2006), podendo ser feita a
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inferéncia de que alelos com a metionina-129 desencadeariam mais fortemente uma
resposta das células que expressam o receptor NKG2D em situagdes de estresse
celular que alelos com a valina-129. Portanto, a presencga do alelo MICA*011 mais
frequentemente entre os individuos pacientes poderia ser uma das explicacées para
a ocorréncia de ARE, se, com o aumento das duas amostras, fosse confirmada a
diferenca da frequéncia alélica entre os dois grupos.

O calculo de OR para o alelo MICA*011 entre pacientes e controles foi feito,
mesmo o valor de p sendo maior que 0,05, e foi obtido o valor de 2.1453, com p =
0,0882 (n&o significativo), porém proximo ao limite de significancia (como esperado).
Individuos com a presenca do alelo MICA*011 podem ter uma predisposi¢cdo a ARE,
cerca de duas vezes maior que individuos sem esse alelo, porém o impacto desse
polimorfismo deve ser ténue para essa patologia.

Ja para o alelo MICA*001 ocorre o oposto, porém, a frequéncia desse alelo
nas duas amostras € muito baixa (menor que 2,5%), podendo ser considerado que
essa diferenga é ao acaso, o que justifica a frequéncia desse alelo ser mais alta
entre os individuos controles que os pacientes. Além disso, esse alelo é do grupo
A4, tendo, portanto, um numero inferior de alaninas na regidao transmembranica,
quando comparado aos outros alelos (A5, A5.1, A6, A7, A8, A9 e Al10). Essa regiao
do dominio transmembranico € um forte sitio de glicosilacdo, que aumenta a
afinidade pelo receptor NKG2D, e o fato dos controles terem apresentado esse alelo
com mais frequéncia que os pacientes pode também ser explicado pela baixa
afinidade do alelo MICA*001 com NKG2D nessa regiao transmembranica.

Em um estudo de associagdo entre a espondilite anquilosante (EA) e o
polimorfismo funcional de MICA em argelinos foi verificada uma associagao entre
gendtipos MICA-129 met/met e EA juvenil (p = 0,02) independente do gene HLA-
B*027, cujas variantes podem ser significativamente mais ou menos freqlente entre
os pacientes que os controles, (AMROUN et al., 2005).

O polimorfismo MICA-A9, com alta afinidade por NKG2D devida a alta
glicosilagdo nesses alelos, foi encontrado mais freqlientemente em pacientes com
artrite psoriatica (PsA) que em controles saudaveis (p < 0,009), sugerindo que o
gene MICA ou outro gene proximo a ele pode estar envolvido no desenvolvimento
de PsA (GONZALEZ et al., 2001).
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Ja no trabalho de Mufoz-Saa (2006), os alelos MICA encontrados nos
pacientes com a doenca de Behcget pertencem principalmente ao grupo de baixa
afinidade por NKG2D. Nenhum dos pacientes desse trabalho apresentou o gendétipo
homozigoto de alta-afinidade, em contraste com 14% dos individuos saudaveis
(MUNOZ-SAA, 2006). A auséncia de fortes ligantes de NKG2D em doenca de
Behcet pode ser uma particularidade de BD (MUNOZ-SAA, 2006), indicando a
existéncia de outras caracteristicas das variantes da molécula MICA na resposta
imune, especificas a diferentes patologias.

Esses dados conjuntamente sugerem um papel potencial para a relevancia da
funcionalidade do polimorfismo do gene MICA na susceptibilidade a doencgas
autoimunes, inflamatdrias e no processo reprodutivo.

A deleg¢ao do gene MICA, apesar de nao ter sido encontrada em associagao
com nenhuma doenca, pode ser estudado em casos de associacdo com o ARE,
emoutras populagdes. Nao é possivel fazer inferéncias sobre esse genétipo no
presente estudo, uma vez que nenhum individuo apresentou a delecdo do gene
MICA. Estudos de associagcdo de ARE com a delegcédo do gene MICA, ou ainda, com
o hapldétipo nulo delMICA MICB*009N, pode trazer informacdes interessantes,
porém possivelmente sera muito dificil se conseguir uma amostra suficientemente
grande para tais analises, pelo fato desse haplétipo ser raro conjuntamente com a
dificuldade em se conseguir um numero de pacientes com ARE satisfatorio.

O numero de alelos e o padrdo qualitativo dos alelos MICA e MICB varia
significativamente entre as populagdes, possivelmente devido a histéria demografica
e a mistura étnica.

O polimorfismo do gene MICA foi observado em associagdo com varias doencgas
como Doenga de Behget (alelos MICA*009, A5 e A6), Diabetes Melitus insulina-
dependente (alelos A4, A5, A5.1, A6, A9), Doenca de Addison (A5, A5.1, A6),
Psoriase (MICA*002, MICA*008, MICA*010, A5.1, A4...), Espondilite Anquilosante
(MICA*007, MICA*010, A4), Lupus Sistémico Eritematoso (A5, A9, A5.1), Doenca
Celiaca (A5.1, A9), Hepatite B e C (MICA*015), lepra (MICA*A5.1) entre varias
outras doencgas, sendo que para cada populacdo estudada, diferentes variantes
MICA conferem susceptibilidade ou protecdo ou ndo estdo associados as doengas
(FRIGOUL e LEFRANC, 2005).
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A variagao da afinidade dos alelos de MICA por NKG2D pode afetar o disparo
de células NK e a modulagao de células T. (STEINLE et al., 2001).

Os niveis de expressdo de NKG2D sdo aumentados pela exposi¢céo a IL-15
(SUTHERLAND et al., 2002). Células NK e linfécitos Tys de individuos com
lesdes BD, uma desordem inflamatéria multisistémica, sao ativados por proteinas
MICA através da sua interagcdo com o receptor NKG2D (MUNOZ-SAA, 2006). A
expressédo local aumentada de MICA foi observada em doenga celiaca, artrite
reumatodide e diabetes melitus do tipo 1, como descrito anteriormente. Esse aumento
de MICA foi relacionado, em alguns casos, ao aumento de IL-15 (MUNOZ-SAA,
2006), que pode ser um alvo terapéutico no futuro para varias patologias
relacionadas ao aumento de MICA.

A acgado das células NK é finamente regulada por uma rede extensa de
receptores ativadores e inibidores. Os imunorreceptores ativadores, através da
interacdo com seus ligantes, transduzem sinais ativadores, através de proteinas
adaptadoras (como CD3¢, FceRly e DAP12), que resultam na destruigdo de células
anormais (infectadas, estressadas, etc.). Ja os receptores inibidores ligam-se a
moléculas MHC de classe | e moléculas relacionadas, mantendo a vigilancia das
células presentes no organismo, desencadeando a destruicdo das células anormais
na auséncia dos sinais inibidores (DOSIOU; GIUDICE, 2006). As células NK tém
habilidade de lisar células alvo sem a necessidade de sensibilizacdo prévia ou sem
restricbes a antigenos HLA (DOSIOU; GIUDICE, 2006).

A variacao alélica do gene MICA pode influenciar a ligagcado desses ligantes
ao receptor NKG2D das células NK, podendo afetar o transplante de 6rgaos e/ ou
doencgas patogénicas (GAO et al., 2006), assim como as respostas imunoldgicas que
ocorrem durante o processo reprodutivo.

A resposta das células NK vai depender do balango entre os sinais ativadores
e inibidores, sendo que ha epistasia entre genes KIR inibidores e genes ativadores
(KIR, NKP46, TLR, NKG2D...). Quando os receptores KIR inibidores estdo ligados a
moléculas MHC-I, os receptores ativadores sao inibidos, dependendo entdo, de um
balango entre os sinais ativadores/inibidores, portanto, os efeitos que podem ser
observados a partir da hiperregulagdo de NKG2D (pela hiperexpressédo de MICs),

vao depender também de varios outros fatores desencadeadores de resposta imune.



133

Nao foi encontrada nenhuma associac¢ao entre ARE e o polimorfismo do gene
MICB. Dos 8 alelos encontrados, apenas MICB*003 foi encontrado mais
frequentemente entre os controles que os pacientes, ndo sendo essa diferenca
significativa (p = 0,0677), entretanto o valor de p foi proximo ao limite de confianca
estipulado. Para os demais alelos a diferenca de frequéncias entre pacientes e
controles foi menor que 2,0%, enquanto que para MICA*003, 6,9% dos individuos o
apresentaram contra 3,2% dos pacientes.

Ha poucos trabalhos de genética de populagdes e de associacdo a doengas
com o gene MICB, sendo que aqueles existentes usam nomenclaturas diferentes da
padronizada pela WHO, e avaliam apenas alguns segmentos do gene criando novas
identificacbes para os alelos encontrados, com base em microssatélites intrénicos
existentes para esse gene.

No de trabalho de Gonzalez e colaboradores (2003) o gene MICB foi tipado
em 100 individuos espanhodis nao relacionados e saudaveis. Analisando os alelos
encontrados por esse autor na populacdo estudada com o quadro 03 do presente
trabalho, foi possivel estabelecer uma comparacao entre as frequéncias alélicas dos
dois trabalhos. No presente estudo, foram encontrados 8 alelos MICB, enquanto no
trabalho de Gonzalez e colaboradores (2003), 9 alelos foram identificado, alguns
coincidindo com os alelos observados nos individuos pacientes e controles desse
estudo.

O alelo MICB*0050201, denominado MICB01021 no trabalho de Gonzélez e
colaboradores (2003), foi o mais freqlente, enquanto nao foi encontrado nenhum
individuo portando esse alelo em nosso estudo. O alelo mais frequentemente
encontrado nas amostras Paciente e Controle foi o alelo MICB*00503, encontrado
com frequéncia de 4,5% no trabalho de Gonzalez e colaboradores. O segundo alelo
mais frequente foi MICB0103101 (MICB*0020101), também encontrado no presente
trabalho como o segundo alelo mais frequente, com frequéncia entre 18% e 20%
nas amotras Paciente e Controle. Os alelos MICB0104 e MICB0106 (MICB*00401 e
MICB*008) também foram muito frequentes na populagdo espanhola (12,5%)
(GONZALEZ et al., 2003), ndo apresentando diferenca estatistica significativa para o
alelo MICB*008, que foi encontrado no presente trabalho com frequencia de 11,4%

nos pacientes e a 10% nos controles, entretanto, MICB*00401 n&o foi encontrado
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em nenhuma das amostras desse estudo. O alelo MICB*0050101 nao foi observado
em nenhum individuo desse trabalho, mas foi identificado em 1,0% dos individuos
espanhdis (GONZALEZ et al., 2003), ndo sendo essa diferenga estatisticamente
significante. N&o foi possivel identificar que alelo os autores se referiram ao
descreverem o alelo MICB01021v, encontrado em 4,0% dos individuos estudados,
portanto, esse alelo ndao pbéde ser comparado com as frequéncias alélicas
encontradas no presente. Os alelos MICB*001, MICB*007, MICB*011 e MICB*019
foram encontrados no presente trabalho, porém nao foram observados em
espanhois (GONZALEZ, 2003). MICA*007 foi encontrado em freqiiéncia
extremamente baixa nas duas amostras desse trabalho. Sabe-se que esse alelo
possui uma origem étnica oriental, indicando que ha algum grau de miscigenagao
com orientais nas amostras estudadas, porém a frequéncia desse alelo nao
ultrapassou 2,1%.

Um estudo com ingleses investigou a relagdo dos genes MICA, MICB e HLA-
B com a susceptibilidade a doencgas intestinais inflamatoérias (AHMAD et al., 2002).
Os 8 alelos MICB encontrados em individuos ingleses saudaveis foram MICB01022v
(MICB*013), MICB0103101v (MICB*014), MICB0104 (MICB*0040101), MICB0105
(MICB*003), MICB0106 (MICB*008) e MICB0112, esse nao relacionado a nenhum
alelo designado pela WHO. Desses alelos apenas dois foram encontrados também
nas amostras do presente estudo (MICB*003 e MICB*008). Os alelos MICA
encontrados na populagdo inglesa também diferiram qualitativamente dos
observados nas amostras Paciente e Controle, havendo correspondéncia na
diferengca dos dois genes encontrados na populagdo estuda e nas amostras do
presente trabalho. Nenhum alelo MICA ou MICB foi mais ou menos frequente na
amostra controle ou paciente do estudo com doencas intestinais inflamatoérias
(AHMAD et al., 2002).

O trabalho de Rodriguez-Rodero e colaboradores (2006) estudou os
polimorfismos existentes na regido promotora do gene MICB em associagédo com a
Doenca Celiaca. Os polimorfismo estudados foram dos alelos MICB*00502,
MICB*002, MICB*004, MICB*008 e MICB*003, os mais frequentes encontrados na
populacdo espanhola, sendo que o alelo MICB*00502 apresenta dois polimorfismos
na regido promotora (RODRIGUEZ-RODERO et al.,, 2006). Dados como esse
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indicam que a funcionalidade dos produtos protéicos do gene MICB pode estar
relacionada a outros fatores e a outras regides génicas de MICB, além do
polimorfismo conhecido na regido traduzivel do gene.

Outros trabalhos que identificaram frequéncias de alelos MICB focaram
repeticdes Alu dentro do intron 1 de MICB (KULSKI et al., 2002; HUI et al., 2006),
mas esses alelos AIUMICB nao foram relacionados as suas respectivas
denominagdes pela WHO, portanto, ndo puderam servir de base de comparacgao
com os dados obtidos no presente estudo.

Foi observado que alelos MICAAS.1 e uma regido de microssatélite que
flanqueia o gene MICB estdo associados com a susceptibilidade a lepra,
independentemente do alelo HLA-DRB1, que € conhecido por também estar
associado a suscetibilidade a essa doenga (TOSH et al.,2006), sabendo-se que n&o
ha desequilibrio de ligagdo entre HLA de classe Il e MIC. Porém, como a regiao do
gene MICB analisada ndo permite as associagdes com os alelos ja conhecidos e
nomeados pela WHO, comparagdes de frequéncias do presente trabalho com o
estudo de Tosh e colaboradores (2006) também nao puderam ser feitas.

Para o gene MICB, ¢é dificil elucidar o significado desses resultados,
principalmente porque diferentes nomenclaturas sao adotadas, juntamente com
novas técnicas utilizadas atualmente em comparagdo com estudos anteriores.

Em um estudo de associacao entre MICB e a Doenca de Behget, ndo foram
encontradas diferengas significativas das frequéncias dos alelos MICB entre
pacientes e controles, um dado nao esperado devido a proximidade entre os locos
MICA e MICB (HUGHES et al., 2005). Esses resultados sugerem que enquanto
MICB né&o influencia no desenvolvimento de BD, o polimorfismo no gene MICA pode
ser patogénico (HUGHES et al., 2005), e a mesma interpretacdo pode ser feita para
os dados obtidos no presente trabalho, uma vez que foi encontrada uma diferenca
significativa da frequéncia de um alelo MICA entre pacientes e controles, como
descrito posteriormente, e nenhuma associagao entre MICB e ARE.

No trabalho de Ahmad e colaboradores (2002) foram verificados 20 haplétipos
MICA_MICB com frequéncia superior a 1% , enquanto foram obsdervados 27
haplétipos MICA_MICB nos individuos pacientes e 25 nos controles do presente

estudo. Enquanto a associacdo entre HLA-B e MICA foi muito forte, o valor de D’
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para o desequilibrio entre MICA_MICB foi muito menor do que o esperado,
considerando-se a proximidade fisica entre esses genes (86,1kb) em varios
trabalhos (AHMAD et al., 2002). Esse fato & consistente com um hotspot de
recombinacao entre MICA e MICB, embora isso possa ser parcialmente devido ao
fato de um numero relativamente pequeno dos alelos MICB terem sido estudados
(AHMAD et al., 2002). No presente trabalho, dos 36 hapldtipos verificados nos
pacientes e 31 nos controles foram encontrados 15 haplétipos em desequilibrio de
ligacdo com valor de D’ acima de 0,5, dentro de cada grupo.

Em contraste com o desequilibrio de ligacdo de HLA-B e MICA, a medida do
desequilibrio de ligagao entre MICA e MICB variou amplamente de acordo com o
haplétipo e foi frequentemente mais fraco (AHMAD et al., 2002). Nao foi verificada
associacdo de nenhum haplétipo MICA MICB com as doencas inflamatorias
estudada (AHMAD et al., 2002).

Ao contrario do que foi descrito no trabalho de Ahmad e colaboradores
(2002), o numero de haplétipos encontrados nos quais os alelos estdo em
desequilibrio de ligagao nao foi tdo baixo no presente estudo. Comparando-se com o
trabalho do Ribas (2007), dos 63 haplétipos HLA-B e MICA observados, 25, com
frequéncia superior a 1%, apresentam os alelos em desequilibrio de ligagéo,
representando cerca de um terco dos haplétipos encontrados. No presente estudo,
dos aproximadamente 35 haplétipos observados em cada amostra, mais da metade
possuem alelos em desequilibrio de ligagdo com frequéncia superior a 1%, e 0s
valores de D’ considerados foram acima de 0,5 (ou abaixo de —0,5), sendo a maioria
muito proxima de 1,0 ou —1,0. Isso significa que dentre os alelos MICA e MICB que
apareceram nos individuos estudados, muitos estdo em forte desequilibrio de
ligacao.

No presente trabalho, alelos MICA*005 e MICB*00201; MICA*01201 e
MICB*007; MICA*015 e MICB*011; MICA*024 e MICB*00503; MICA*030 e
MICB*019; MICA*052 e MICB*001; MICA*052 e MICB*011 n&o estdo em associacao
nos controles como estdo nos pacientes, possivelmente porque as frequéncias
desses haplétipos sao baixas, mas as diferencas entre os grupos nao sao

estatisticamente significativas (p = 0,9704). Os desequilibrios de ligagdo encontrados
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para essas associagdes, apesar de significativos, podem né&o ser reais pelo fato da
frequéncia em que esses haplétipos foram encontrados ser muito baixa (0,4%).

Alguns alelos foram encontrados em desequilibrio de ligagdo em um grupo
amostral e ndo no outro. Entretanto, essas situacbes ocorreram apenas quando o
numero de individuos que apresentam esses haplétipos foi pequeno no grupo em
que a associagdo nao foi significativa (MICA*027 e MICB*019; MICA*006 e
MICB*001). Se o n amostral fosse aumentado, possivelmente essas diferengas nao
ocorreriam. Como o valor de p do desequilibrio de ligacdo entre MICA*006 e
MICB*001 foi proximo a 0,05 nos controles, € possivel que se aumentando o n
amostral, esse desvio se pronuncie, equivalendo-se ao observado na amostra
paciente. Portanto, para esse haplétipo, o desequilibrio entre os alelos pode ser real.

Os haplétipos MICA*009_MICB*008 e MICA*011 MICB*00503 foram
encontrados mais freqlientemente entre os individuos pacientes que nos controles,
sendo o p (0,07> p > 0,06) préximo ao valor de significancia dos dados.

Ja a situacéo inversa ocorreu com os haplétipos MICA*009_MICB*00503 (p ~
0,08); MICA*009_MICB*003 (p ~ 0,09) e MICA*001_MICB*00503 (p = 0,0571), mais
frequentes nos controles que nos pacientes.

Nas condicbes em que o experimento foi realizado experimento foi realizado,
nao €& possivel rejeitar Hy (ndo ha diferenca das frequéncias haplotipicas
MICA_MICB entre pacientes e controles), porém, observa-se uma tendéncia para
que exista diferenca significativa entre os grupos. O tamanho das amostras
estudadas no presente trabalho pode nao ter sido grande suficientemente para que
os haplétipos fossem encontrados em frequéncias semelhantes nos dois grupos,
porém, essa diferenca poderia também ser exacerbada com o aumento do numero
amostral, obtendo um valor de p significativo.

A frequéncia maior do haplétipo MICA*011_MICB*00503 nos pacientes e do
haplétipo MICA*001_MICB*00503 nos controles € explicada pela maior frequéncia
dos alelos MICA desses haplétipos nesses mesmos grupos. O alelo MICB*00503 foi
muito freqiente em ambas as amostras, indicando que a sua presenga nao tem
significado de protecdo ou de susceptibilidade ao ARE, sendo a diferengca desses

haplétipos devida ao gene MICA e ndo ao MICB.
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O alelo MICB*003 foi mais observado nos controles que nos pacientes, nao
significativamente, porém préximo ao limite de confianga, e, uma vez que MICA*009
apresentou frequéncias muito similares nos dois grupos amostrais, pode-se concluir
que a maior frequéncia do haplétipo MICA*009 MICB*003 nos controles € devida ao
alelo do gene MICB.

A frequéncia do alelo MICA*009 praticamente nao foi diferente nos dois
grupos, assim como a dos alelos MICB*008 e MICB*00503. Entretanto, os haplétipos
envolvendo esse alelo MICA com os dois alelos MICB foram mais freqientes nos
controles ou nos pacientes, como descrito acima. Mesmo essas diferengas nao
sendo significativas, €& possivel que individuos que tenham o haplétipo
MICA*009_MICB*008 tenham mais propenséo a sofrerem ARE que individuos com
o haplétipo MICA*009_MICB*00503, esses tendo uma protecdo mais agugada que
individuos com outros haplétipos.

Apenas o haplétipo MICA*004_MICB*007 apresentou frequéncias diferentes
entre 0os grupos amostrais, com significAncia estatistica. Esse dado apresenta
incoeréncia com o esperado, uma vez que o alelo MICA*004 é mais frequente em
mulheres do grupo Controle que em mulheres da amostra Paciente, quando seus
respectivos parceiros apresentam qualquer outro alelo MICA. Além disso, o alelo
MICB*007 é raro nas duas amostras, com frequéncias de 2,1% na amostra Paciente
e 1,5% na amostra Controle. Possivelmente a baixa frequéncia desse alelo, e a
relativa alta freqiéncia do alelo MICA*004, seja a explicagdo para a diferenca
estatistica da frequiéncia desse haplétipo. Como poucos individuos possuem o alelo
MICB*007, e pelo fato desse alelo estar fortemente em desequilibrio com o alelo
MICA*004, outras associacdes de MICA com MICB*007 sio raras. Porém, essas
associacdoes foram encontradas apenas na amostra Paciente, o que fez com que
todos os individuos da amostra Controle que apresentam o alelo MICB*007 possuam
o alelo MICA*004 associado, e apenas alguns da amostra Paciente apresentam
esse haplétipo. Um aumento do n amostral poderia eliminar as diferencas
encontradas, uma vez que o valor de p encontrado foi pouco menor que 0,05.

As duas amostras desse estudo estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg, o
que indica que nao ha fatores evolutivos atuando significativamente nos locos

estudados. A heterozigosidade observada em ambos os locos analisados foi maior
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que a esperada porém, esses valores nado foram significativos. Oito alelos MICA
foram encontrados em homozigose nos pacientes e cinco nos controles, e os oito
alelos MICB foram encontrados em homozigose nas duas amostras. Nao houve
diferenca estatistica significativa entre as amostras para ambos os locos.

Na amostra Controle, foi encontrada uma menor percentagem de
homozigotos do gene MICB que a esperada e que a encontrada entre os pacientes.
Ja a amostra Paciente apresentou uma maior frequéncia de homozigotos do que a
esperada ao acaso e do que a encontrada na amostra Controle. Entretanto, as
diferengas entre pacientes e controles em relagdo as frequéncias de homozigotos
nao foram significativas. Um aumento no tamanho das duas amostras poderia
eliminar esse desvio, ou poderia intensifica-lo, sendo entdo necessaria uma maior
discusséo sobre os gendtipos homozigotos para o gene MICB em associagdo com o
ARE.

Foi avaliado se existe diferenca entre os casais das amostras Paciente e
Controle quanto a presenga de alelos em homozigose em um pelo menos um
individuo do casal, mas isso ndo foi observado para nenhum dos dois genes
estudados, sendo o valor de p maior que 0,5 para todos os alelos que apareceram
em homozigose, com excec¢ao do alelo MICA*004, cujo valor de p foi maior que 0,2.

Apesar da heterozigosidade néo ter sido diferente da esperada ao acaso para
ambos os locos, o gene MICA apresentou um valor de p (p = 0,0709) muito préximo
ao limite de 0,05, o qual é considerado significativo. Com o aumento da amostra
controle, esse desvio pode se tornar menor (aumentaria o valor de p), indicando que
nao existe tendéncia em haver mais heterozigotos na amostra que o esperado ao
acaso. Entretanto, o aumento do numero de individuos dessa amostra poderia
confirmar a existéncia de uma heterozigosidade aumentada no grupo Controle do
que a esperada ao acaso, fato que ocorre para os genes classicos HLA. Para os
pacientes, o valor de p foi acima de 0,8, indicando que o numero de individuos
homozigotos e heterozigotos esta de acordo com o esperado ao acaso, mesmo que
o tamanho da amostra fosse aumentado. Caso a heterozigosidade de MICA
realmente seja maior que a esperada, ela ocorreu apenas entre os individuos
controles desse estudo, podendo ser um indicio de que entre os pacientes ha um

maior numero de individuos homozigotos que os controles, suportando a hipotese de
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que a incompatibilidade do gene MICA entre os parceiros seja importante para o
processo reprodutivo.

Ao contrario do que foi visto no presente trabalho, no estudo de Ribas (2007)
a heterozigosidade observada para os genes MICA e HLA-B foi um pouco inferior a
esperada, apesar de nao ter sido significativo. Pelo fato do gene HLA-B apresentar
uma heterozigosidade maior que a esperada em varios estudos (MEYER e
THOMSON, 2001), o que indica a atuagao da sele¢do natural balanceadora nesse
gene, € possivel que o desvio encontrado na populagdo estudada no trabalho de
Ribas (2007) seja diferente do que normalmente acontece em relacédo a
heterozigosidade dos dois genes, uma vez que existem evidéncias de que a
pressao seletiva esta induzindo a diversidade alélica também nos genes MICA e
MICB (STEPHENS, 2001).

A evolugao no MHC nao é neutra, e sim esse complexo esta sob influéncia da
selecao natural, possivelmente sele¢cao balanceadora, que mantém a variagdo dos
genes do MHC, fundamental para a populagdo humana na apresentagado de
antigenos para as células do sistema imune (MEYER e THOMSON, 2001). Ha
evidéncias de que os produtos de alguns genes nao classicos, como HLA-G, HLA-E,
interagem e inibem células NK, promovendo uma resposta inata a certas infeccoes
(MEYER e THOMSON, 2001). A fung¢ao distinta dos genes n&o classicos parece
favorecer que eles estejam sob diferentes regimes de selecdo dos que atuam nos
genes classicos (MEYER e THOMSON, 2001), portanto, os genes MICA e MICB, os
quais evoluiram para uma funcéo diferente, porém relacionada aos genes MHC de
classe | (BAHRAM et al., 1994; BAHRAM, 2000), podem estar sob influéncia de
outros tipos de selecdo natural, ou ainda, podem nao estar sofrendo interferéncia
dos fatores evolutivos. Sendo essa ultima hipdtese verdadeira, um aumento de
individuos nas amostras estudadas no presente trabalho acabaria com o desvio da
heterozigosidade de MICA encontrada na amostra Controle, confirmando que o
numero de heterozigotos observados ndo € maior que o esperado ao acaso, estando
a populacao em equilibrio de H.W. Como descrito anteriormente ha evidéncias de
que os genes MICA e MICB estdo sob influéncia da selegao natural (STEPHENS,
2001).
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A incompatibilidade HLA, principalmente HLA-G, entre o casal € um fator
favoravel ao sucesso gestacional. Ja foi observado que a incompatibilidade de HLA-
G entre os individuos de um casal esta relacionado com a presenca de anticorpos
bloqueadores que se ligam a antigenos placentarios, impedindo que o feto seja
reconhecido como um enxerto alogénico pelo sistema imune materno (KRIPOV et
al., 1992 apud CHONG; MATZNER e CHING, 1995). Em alguns estudos, casais com
histéria de aborto de repeticdo apresentam reagédo cruzada negativa com o sangue
do esposo, ndo havendo os anticorpos bloqueadores na mae (KRIPOV et al., 1992
apud CHONG; MATZNER e CHING, 1995). No presente estudo, entretanto, néo
houve diferenca estatistica significativa entre os casais pacientes e controles que
compartilham os mesmos alelos e/ou haplétipos (SQ SJ), indicando que para os
genes MICA e MICB a incompatibilidade entre os parceiros ndo é essencial ao
processo reprodutivo.

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 rejeigao, funcionando como um aloantigeno secundario. No trabalho de Panigrahi
e colaboradores (2007) foi analisada a relevancia clinica pds-transplante da
presenca de anticorpos anti-MICA em resposta ao transplante renal de doadores
relacionados. 16% dos pacientes desenvolveram anticorpos anti MICA*001,
MICA*002, MICA*004, MICA*008, ou MICA*009, e a sobrevivéncia do enxerto foi
comprometida significativamente quando comparada com o grupo negativo para
anticorpos anti-MICA p = 0.001 (PANIGRAHI et al., 2007). Apesar de nao ter sido
observada significancia da incompatibilidade MICA e MICB entre os parceiros do
presente estudo, estudos de prova-cruzada de casais com ARE podem trazer dados
importantes a area da Imunologia da Reprodugédo, uma vez que a presenga de
anticorpos anti-MICA e, supostamente, anti-MICB pode desencadear rejeigao a
aloenxertos.

Os receptores das células uNK reconhecem antigenos leucocitarios, liberados
pelo trofoblasto, classicos, como HLA-C, e nao classicos, como HLA-E e HLA-G, que
podem prevenir o ataque fetal pelo sistema imune materno e também regular a
producdo de citocinas por células NK. A presenca de supernadantes da molécula

HLA-G soluvel, cuja expressao na interface materno-fetal modula as células NK na
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produgao de citocinas, tem sido associada as maiores taxas de implantagdo de
embrides apos uma FIV (WARNER et al., 2004) e as interagdes entre receptores KIR
das uNK maternas com HLA-C também podem influenciar o sucesso reprodutivo
(PARHAM, 2004). Além disso, as uNK possuem um fendtipo unico e caracteristicas
funcionais que diferem das suas contrapartes de células NK do sangue periférico
(PAHRAM, 2004). Qualquer disfungao das células uNK pode representar uma falha
no processo de implantagao e na reprodugcdo (PORCU-BUISSON et al., 2007).

Foi testada a significancia das diferengas encontradas entre os casais das
amostras Paciente e Controle para as frequéncias alélicas dos dois genes,
freqUéncias haplotipicas e frequéncia de homozigose. Os casais foram classificados
como SPSJ, SYNJ, N2SJS e NN, como descrito anteriormente. Para todos os
parametros avaliados, as classes de casais encontradas nas amostras de pacientes
e de controles apresentaram as frequéncias alélicas, haplotipicas e de homozigose
semelhantes, sem diferenca estatistica significativa dos dados, com excecédo do
alelo MICA*004.

Nos casais SYNJ, o alelo MICA*004 foi mais freqliente entre os controles que
os pacientes. Em outras palavras, esse alelo esteve presente nas mulheres do grupo
Controle significativamente mais vezes que nas mulheres da amostra Paciente,
porém nenhum alelo esteve mais presente nos parceiros dessas mulheres em
nenhuma das amostras, ou seja, ndo ha diferengca estatistica significativa entre
pacientes e controles dos grupos N @ S &. A partir desse fato pode-se inferir que
nao existe uma combinacgao especifica do alelo MICA*004 com outro alelo MICA que
promova um efeito protetor ao sucesso gestacional. Portanto, quando as mulheres
possuem o alelo MICA*004 e os seus respectivos parceiros apresentam qualquer
outro alelo MICA, a néo ser o proprio MICA*004, a gestagcédo tem 3,2 vezes mais
chances de ser bem sucedida do que quando as mulheres ndo possuem esse alelo.

MICA e MICB sao expressos em varias células tumorais epiteliais e s&o
reconhecidas por células NK e T,s (GROH et al.,, 1999), sugerindo que essas
moléculas possuem um importante papel na imunidade anti-tumoral (AIDA et al.,
2002).

A expressao de diferentes ligantes de NKG2D & semelhante e, em células

adultas é normalmente, ausente ou presente em baixos niveis, entretanto, em
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condigdes patoldgicas a expressado desses ligantes € hiperregulada (exemplificado
pelos padroes de expressdao de MICA, MICB em humanos e Rael em
camundongos) (RAULET, 2005). A expresséo de MICA e MICB é hiperregulada por
muitas linhagens de células tumorais e tumores primarios de origem epitelial (GROH
et al., 1999), e essa hiperregulagao parece ser resultado da ativagado de elementos
de transcricdo de choque-térmico, nos promotores desses genes, um evento que é
acompanhado pela transformacdo. Uma expressao ectdpica de REA-1 ou H60 em
células tumorais resulta em uma potente rejeicdo aos tumores por células NK,o que
sugere um papel potencial para a ativagdo de células efetoras citoliticas mediante
NKG2D, na imunidade tumoral.

As moléculas sMIC sdo um dos varios ligantes para o receptor ativador
NKG2D, e a ligagdo entre eles parece liberar tanto sinais ativadores quanto
inibidores ao sistema imune (PORCU-BUISSON et al., 2007).

Os ligantes soluveis de NKG2D sao sinais co-estimulatérios para a atividade
citotoxica das ceélulas NK, proliferacdo e produgédo de citocinas (RAULET et al.,
2003).

As moléculas Rae1 em camundongos, apesar de ndo apresentar homologia
por identidade com MICs, sdo muito semelhantes em expressao e funcionamento.
Rae1 é amplamente expresso pelos embrides, especialmente no cérebro, no inicio
da gravidez, e a partir do décimo oitavo dia, ele é hiporregulado, permanecendo
assim nos tecidos adultos normais (NOMURA et al., 1996).

A ligacao de moléculas MIC com seu receptor NKG2D ativa as células NK e
aumenta a especificidade antigénica CTL na imunidade anti-tumoral. MIC-NKG2D foi
proposto como um sistema que participa na vigilancia imune de tumores epiteliais.
Paradoxicalmente estudos sugerem que os tumores podem escapar da imunidade
mediada por MIC-NKG2D pela indugao de liberagdo de moléculas MIC impedindo o
funcionamento das células efetoras. O trabalho de Wu e colaboradores (2004) foi o
primeiro a demonstrar uma evidéncia de uma correlagdo significativa entre a
liberacdo de MICs e uma deficiéncia no funcionamento das células NK em cancer de
préostata.

Alguns estudos demonstraram que a imunidade mediada por MIC-NKG2D é

impedida em pacientes com céanceres progressivos de mama, intestino, ovario ou
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célon (GROH et al.,, 2002; DOUBROVINA et al., 2003). Na maioria dos casos,
tumores malignos liberam MIC e subseqientemente induzem a hiporregulacdo da
expressao de NKG2D de superficie em células NK e/ou CTLs. Essa deficiéncia na
funcdo da célula efetora mediada por NKG2D tem sido proposta como um dos
mecanismos pelos quais as células tumorais podem escapar da vigilancia imune de
células NK e CTL, progredindo, dessa forma (GROH et al., 2002; DOUBROVINA et
al., 2003).

Existem estudos que mostram que a expressao de MIC foi prevalente em
carcinomas de proéstata, sugerindo um papel para a imunidade mediada por MIC-
NKG2D em canceres de prostata. Entretanto, MIC ligada a membrana foi
predominante apenas em canceres de baixo grau, e niveis significantes de sMIC no
soro foram detectados em canceres de mais alto grau, indicando que tumores de
prostata neutralizam a imunidade de NKG2D estimulada por MIC, via liberacdo de
sMIC (WU et al.,, 2004). Altos niveis de sMIC foram encontrados no soro de
pacientes com metastase 6ssea (WU et al., 2004)

Wu e colaboradores demonstraram varios efeitos negativos resultantes da
liberacdo de MIC. Um dos efeitos foi a perda da localizagcdo de MIC em sua
superficie predominante, em carcinomas de prostata de alto-grau (WU et al., 2004).

A presencga da molécula MICA na membrana basolateral depende do motivo
em tandem diidrofébico dos aminoacidos Leu-Val e Val-Leu (éxon 6, posi¢des 2-3 e
7-8) na cauda citoplasmatica, que €& ausente em alelos A5.1 (FRIGOUL e
LEFRANC, 2005), sendo MICA*008 e MICA*00802 os unicos alelos A5.1
encontrados no presente estudo. A proteina MICA de 309 aminoacidos ao invés de
361 (proteinas A5) e sem a regido intracitoplasmatica, ndo é fixada a membrana
basolateral, mas sim é transportada para a superficie apical da célula (SUEMIZU et
al., 2002), entretanto essas moléculas sao funcionais, principalmente porque o alelo
MICA*008 é o alelo mais frequente em varias populagbdes. Portanto, a perda da
localizacdo de MIC em sua superficie predominante devido a liberacdo de sMIC, nao
significa que as moléculas MIC passam a ser expressas na membrana apical, uma

vez que existem alelos funcionais com essa caracteristica.
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Outro efeito negativo da liberacdo de sMIC em cancer de préstata foi o
impedimento da expressdo de receptores ativadores NKG2D na superficie das
células NK e células T CD8+ (WU et al., 2004).

A partir dessa possibilidade de escape dos tumores ao sistema imune, foi
sugerido que essa hiporregulacdo de NKG2D, através da internalizagdo desses
receptores apos liberacdo de sMIC placentario no soro, seja um mecanismo de
escape que pode hiporregular as respostas imunes maternas durante a gravidez
(MINCHEVA-NILSSON et al., 2006). Além disso, MIC tem sido associado ao estado
de imunotolerancia durante a gravidez (PORCU-BUISSON et al., 2007).

Foi testada a presencga de sMIC em mulheres férteis multiparas, porém niveis
de sMIC nao foram detectados, sugerindo que em contraste com mulheres inférteis
ou mulheres gravidas, com gravidez normal, altos niveis de sMIC ndo sao
caracteristicas comuns de mulheres férteis ndo gravidas (MINCHEVA-NILSSON et
al., 2006; PORCU-BUISSON et al., 2007).

Um trabalho avaliou que a deteccdo de niveis de sMIC no soro de mulheres
que passarao por uma FIV é um bom prognéstico do resultado da FIV (PORCU-
BUISSON et al., 2007). Os niveis de sMIC no soro acima de 2,45ng/ml sao
preditivos de altas taxas das falhas na implantagcdo e os niveis de sMIC no soro
maiores que 6ng/ml nunca resultou em uma gravidez a termo, enquanto niveis
maiores que 28ng/ml foram sempre associados com a falha na FIV (PORCU-
BUISSON et al., 2007).

A liberacdo de sMIC pela membrana de céluLas que estdo exprssando MIC
parece envolver clivagens por mataloproteinases (WALDHAUER e STEINLE, 2006)
e uma atividade da metaloproteinase alterada tem sido associada a falhas na
implantacéo (SHIBAHARA et al., 2005).

O fato de sMIC ser também um marcador de processos auto e aloimunes
juntamente com os dados obtidos por Porcu-Buisson e colaboradores (2007) e
Mincheva-Nilsson (2006), sugerem que sMIC pode ser um marcador de uma
potencial rejeigdo do embrido, auto ou aloreativo, pela mae.

O alelo MICA*004, encontrado com maior frequéncia em mulheres controles
que mulheres pacientes no presente estudo, pode indicar que o produto protéico

desse alelo seja mais eficiente na liberagdo de moléculas sMIC pela placenta que
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outros alelos. Supostamente, a placenta pode liberar moléculas MIC que impegcam
as células NK de destruirem o trofoblasto invasor, sendo a molécula do alelo
MICA*004 mais eficiente nesse papel.

A hiporregulacdo de NKG2D em células uNK pode evitar a lise das células
trofoblasticas, que, portanto invadem a decidua promovendo a implantacdo do
embrido satisfatoriamente. Mas o estimulo de uma atividade inflamatdria no inicio da
gravidez também é importante, podendo outros alelos MICA e varios outros fatores
imunoldgicos estarem envolvidos.

Como a combinagdo S?NJ foi significativa para esse alelo e ndo a
combinagdo S?Sd, possivelmente a presenca do alelo MICA*004 no pai, diminua
esse efeito protetor observado para maes positivas e pais negativos para esse alelo.
Isso pode ser explicado pelo fato de que as células que liberam sMIC tenham que
ser heterozigotas para o gene MICA para surtirem o efeito de protegdo por esse
mecanismo, sendo que as ceélulas homozigotas para MICA*004 nao seriam téo
eficientes, sendo necessarias também moléculas MICA ancoradas a membrana para
induzir um processo inflamatério essencial para a implantacdo e para o inicio da
gravidez.

As associacoes entre MICA*004 e o ARE encontradas no presente trabalho
podem também ser devidas a outros genes ou regides que estdo em desequilibrio
de ligagcdo com esse alelo, como genes HLA de classe |, que ja foram estudados em
associacao a ARE. Para os genes HLA-A e HLA-B, o ultimo localizado muito préximo
aos genes MICA e MICB, foi sugerido que na presenca da molécula HLA-A2 a
distribuicdo dos antigenos dos locos HLA-A e HLA-B pode ser diferente entre casais
férteis quando comparados aos casais com ARE (KOMLOS, KLEIN e
KOROSTISHEVSKY, 2007).

Estudos sobre o0 mecanismo de liberacdo das moléculas MIC soluveis podem
elucidar se existem diferengas marcantes entre as diferentes proteinas MICA e
MICB, quanto a liberagao de sMIC pelas células.

Dos estudos de associacdo entre genes relacionados ao sistema imune e
ARE, o LIGH ja analisou a associacao dos genes HLA-G, KIR, TNF-a, INF-y, IL-10,
TGFB1, IL-6, HLA de classe Il e agora MICA e MICB.
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Os principais resultados encontrados foram que os alelos HLA-G do
agrupamento de alelos com substituicbes nucleotidicas nao sinénimas (HLA-
G*010401, G*010403, G*0103 e G*0105N), e a variante del (delecdo de 14pb no
exon 8 de HLA-G) foram encontrados em associagao positiva com ARE. Os mRNA
de alguns alelos sofrem splicing alternativos gerando variantes que codificam
moléculas soluveis. Essas moléculas se interagem com receptores KIR de células
NK impedindo a secregcdo de determinadas citocinas pro-inflamatérias por essas
células, o que evita a lise das células trofoblasticas, que, portanto invadem a
decidua promovendo a implantacdo do embrido.

Alelos com associagcao negativa a ARE foram alelos do grupo G*0101A e a
variante 14 (auséncia da delegcdo de 14pb no éxon 8) de HLA-G. Esses alelos
estariam conferindo fungdo protetora ao feto contra a rejeigdo, provavelmente
mediante receptores inibidores de células NK.

O gene KIR2DS1, cujo produto protéico é relacionado a ativagao de células
NK, parece ser significativamente mais expresso em pacientes com ARE que em
casais com gravidez normal. Receptores ativadores em células NK fetais poderiam
desencadear uma sinalizacdo positiva levando a producdo de citocinas pro-
inflamatorias por essas células e desencadeando uma resposta Th1 excessiva,
gerando um processo inflamatorio que causaria abortamento do embri&o.

Diferentemente de ter sido demonstrado que determinados alelos HLA-G
seriam fatores genéticos predisponentes ao ARE, assim como o gene KIR2DS1, néo
foram encontradas associagdes positivas entre variantes alélicas e genotipicas das
citocinas pro-inflamatérias TNF-a e INF-y e ARE. Porém pode haver variagdo nos
perfis de expressao entre as populagdes de grupos étnicos diferentes, e um estudo
contendo individuos desses diferentes grupos pode tender a nivelar associagdes
reais.

Baixos niveis de IL-10 e altos de TGF- B1 poderiam estar relacionados ao
ARE. Entretanto, diferentes alelos das citocinas anti-inflamatérias IL-10 e TGFB1
também n&o foram relacionados a predisposi¢cao ao ARE. Possivelmente a variagao
genética desses genes nao reflete os seus padroes de expressao, sendo as
respostas celulares dos seus produtos dependentes da atividade de varios co-

fatores ou ainda essas citocinas teriam papéis redundantes com outras citocinas. A
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citocina IL-6, apesar de pré-inflamatéria, desempenha papéis anti-inflamatérios e é
bastante importante nos processos de implantagdo do embrido na decidua.

A variante alélica C na posigao -174 do gene da IL-6 foi encontrada em
associagao positiva com ARE e o gendtipo CC estaria relacionado a baixa produgéo
de IL-6, prejudicando o processo de implantagdo do embrido.

Detritos do trofoblasto podem ser recolhidos por macréfagos em nivel
sistémico materno, e peptideos fetais de origem paterna poderiam estar sendo
apresentados por moléculas HLA de classe Il por células apresentadoras de
antigenos a linfocitos T, desencadeando uma reagao alogénica contra o feto. Foi
identificada uma associacao positiva entre HLA-DRB1*1104 e o ARE, o que sugere
que este alelo € um fator genético de predisposigcéo ou, que esta em desequilibrio de
ligagdo com o verdadeiro alelo de suscetibilidade. E foi detectada uma associagéo
negativa com o gendtipo HLA-DQB1*02 /HLA-DQB1*03 e o ARE, o que sugere um
efeito protetor deste gendtipo.

O papel biologico das moléculas MICA e MICB ainda n&o nos permite
compreender totalmente o significado do polimorfismo encontrado nesses locos e a
associacdo com o ARE, sendo possivel apenas se fazer inferéncias dos possiveis
efeitos que as diferencas de freqliéncias ente os grupos Controle e Paciente tém
nessa patologia.

As discrepancias entre diferentes grupos étnicos podem ser atribuidas a
heterogeneidade genética, ao efeito da recombinagcdo da estrutura haplotipica
ancestral e a diferencas nas frequéncias alélicas entre as populagdes. Portanto, as
associacdes encontradas no presente estudo podem nao ser verificadas em estudos
com outras populacdes e as que nao foram identificadas no presente, podem ser
observadas em outros trabalhos. Portanto, o enfoque na associagcdo entre o
polimorfismo dos genes MICA e MICB deve ser continuado em futuros trabalhos,
como promissores na identificagdo e desenvolvimento de possiveis tratamentos para
a patologia do ARE.

A diminuta verificacdo de associacdo do polimorfismo de MIC com
susceptibilidade ao ARE nao necessariamente exclui a interacdo MICA/B — NKG2D
de um envolvimento nessa patogénese, sendo importante verificar fatores que

regulam a expressdo NKG2D ou que alteram a sua ligagédo com as moléculas MIC.
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Existem terapias de aloimunizacdo com linfécitos paternos HLA como uma
terapia efetiva para alguns casos de ARE, sendo verificada a eficacia dessas
terapias em alguns trabalhos (KANO et al., 2007)

Estudos com MIC e IL-15, das vias MIC-NKG2D, da funcionalidade do
polimorfismo de MICA e MICB enfocando suas moléculas soluveis e 0 mecanismo
de escape ao sistema imune pelas células que as liberam, entre outros, sao
promissores no campo da reproducdo envolvendo esses genes, e podem,
conjuntamente com os demais trabalhos da area, trazerem aplicagbes meédicas
futuras para o prognéstico e tratamento com imunoterapias da patologia do ARE.

Um fator individualmente ndo é essencial para o processo reprodutivo. A
complexidade da reprodugdo € muito grande, sendo um processo multifatorial que
depende de causas enddgenas e exdégenas. Um unico gene nido é essencial e nem
€ suficiente para o processo da reproducdo, tendo uma participacdo pouco intensa,
porém, isso nao significa que esse gene especifico ndo seja importante para o
sucesso reprodutivo. Pelo contrario, cada gene descoberto na participacdo da
gravidez € mais uma contribuicdo para a Ciéncia, para que cada vez mais seja
possivel desenvolver terapias e medicamentos, que interfiram nas diversas vias da
reprodugao, permitindo a todos os casais que desejam gerar filhos, ter a

possibilidade de os terem.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo verificou a existéncia de associagédo entre o polimorfismo
dos genes MICA e MICB com o abortamento recorrente espontaneo, em casais do
sul do Brasil.

O alelo MICA*008 foi o alelo mais frequentemente encontrado nas duas
amostras estudadas (Paciente e Controle), como descrito para varias populagdes.

O alelo MICB*00503 foi o alelo mais frequente em ambos os grupos, nao
sendo descrito com tanta frequéncia em outras populagbes, seguido pelo alelo
MICB*00201, que é um dos alelos mais freqlientes encontrados em algumas
populacdes européias.

Dos 36 e 31 hapldtipos encontrados nas amostras Paciente e Controle,
respectivamente, foram observados 15 haplétipos MICA MICB em desequilibrio de
ligagdo, com frequéncia superior a 1%, cada um, nas duas amostras estudadas.

Os alelos MICA*001 e MICB*003 parecem ter uma tendéncia em conferir um
efeito protetor, em cerca de 2 vezes, em pessoas que apresentam um desses alelos,
porém, pelo tamanho das amostras Paciente e Controle e as condi¢gdes nas quais foi
realizado esse estudo, foi rejeitada a hipétese de associacdo desses alelos com o
sucesso reprodutivo.

O alelo MICA*011 demonstrou um efeito contrario, sendo mais presente em
pacientes que em controles, porém, o valor de p também n&o foi significativo para
essa associagao, estando muito proximo do limite de confianga adotado (p < 0,05 é
significativo). Portanto, a hipotese de que a presencga desse alelo poderia conferir
susceptibilidade ao ARE foi descartada devido as limitagdes encontradas para esse
trabalho, principalmente, com relagdo ao tamanho amostral de 70 casais pacientes e
65 casais controles.

Os haplétipos  MICA*004_MICB*007, MICA*011_MICB*00503 e
MICA*009_MICB*008 foram encontrados mais frequentemente em individuos
pacientes que em individuos controles, e a situagao inversa foi observada para os
haplétipos MICA*009_MICB*00503, MICA*009_MICB*003 e
MICA*001_MICB*00503, porém, apesar dos valores de p terem sido muito proximos

a 0,05, ndo é possivel rejeitar a hipétese da nulidade, a qual diz que as diferengas
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das frequéncias haplotipicas encontradas entre pacientes e controles sdo devidas ao
acaso, pelos mesmos motivos citados acima. Apenas para o0 hapldotipo
MICA*004_MICB*007 a diferenca foi significativa, entretanto, pelo fato do alelo
MICB*007 ser bastante raro nas duas amostras, esse resultado pode ter sido
tendencioso.

Foi encontrada uma associagao significativa do alelo MICA*004 e o ARE,
sendo que os casais cujas mulheres portam esse alelo e seus respectivos parceiros
nao, recebem um efeito protetor de MICA*004 contra o ARE em cerca de 3 vezes
mais que casais contendo outras combinacgdes alélicas MICA.

O alelo MICA*004 pode ter um produto funcional MICA*004 que seja de mais
facil liberacao pelas células trofoblasticas que outras moléculas MICA, fazendo com
que moléculas sMICA sejam liberadas e hipo-regulem o receptor NKG2D em células
T CD8", células Tys e em células NK, como ocorre em células tumorais que escapam
do sistema imune.

Os genes MIC s&o genes candidatos atrativos de associagdo com aborto
recorrente de repeticdo devido a sua fungdo, posi¢céo na regido HLA e expressao no
epitélio decidual. Além disso, esses genes estdo envolvidos no mecanismo de
escape das células tumorais ao sistema imune mediado pela interagdo NKG2D-MIC,
mecanismo considerado semelhante a um dos que ocorre na aceitacdo do alo-
enxerto fetal pelo sistema imune materno.

O presente trabalho revelou que outras pesquisas que investiguem a
associacgao entre o polimorfismo genético e funcional dos genes MICA e MICB teréo
grande relevancia na descoberta dos mecanismos pelos quais a reprodugdo pode
ser influenciada pelos produtos desses genes.

A manipulacdo da via MIC-NKG2D pode se tornar um alvo para o

desenvolvimento de imunoterapias para o sucesso gestacional.
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ANEXO 1 — APROVAGAO DA PESQUISA PELO COMITE DE ETICA DO
HOSPITAL DE CLINICAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
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Hosmu.oe%

UNIVERSIDADE FEDERAL DO
Curitiba, 02 de agosto de 2.001.

limo (a) (s) Sr. (a) s)
MARIA DA GRACA BICALHO DE LACERDA

Prezado(a) Senhor(a):

Comunicamos que o Projeto de pesquisa
MARCADORES MOLECULARES RELEVANTES NO PROGNOSTICO
ACEITACAO DO ALO-ENXERTO", estd de acordo com as normas éticas
estabelecidas pela Resolugio n® 196/96 do Ministério da SaGde.

Protocolo CEP-HC n® 037ext.019/2001-07

mmmMMbmuMhmw
do Parand, em reunidio realizada no dia 31 de jultho de 2.001.
Sendo 0 que se apresenta para 0 momento, subscrevo-me,

.%

Atenciosamente

w.n.ﬁr—mm

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do Hospital de Clinicas - UFPR
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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a) Vocé esta sendo convidado a participar

como paciente ( )

como controle ( ) de um estudo intitulado " DETECCAO DE MARCADORES
MOLECULARES RELEVANTES NO PROGNOSTICO E ACEITACAO DO ALO-
ENXERTO’. E através das pesquisas, inclusive basicas, que ocorrem os avancos na
Medicina, e sua participagao € de fundamental importancia.

b) O objetivo desta pesquisa é tentar contribuir para que 6rgdos transplantados
como o rim sejam melhor aceitos pelo receptor bem como contribuir para tentar
esclarecer fenOmenos relacionados aos abortos recorrentes de causas
desconhecidas. E a participacdo de controles neste caso € de fundamental
importancia, pois através das comparacgdes entre transplantes bem aceitos ou nio é
que poderemos chegar a fatos importantes, assim como entre aqueles casais com
abortos de repeticao e aqueles casais com numero de dois ou mais filhos

c) Caso vocé participe da pesquisa, sera necessario que vocé forneca uma amostra
de sangue (10 ml)

d) O unico inconveniente que vocé podera experimentar é a dor pela picada na hora
da coleta de sangue, bem como pequenos hematomas que possam vir a ocorrer, e
que nao causam dano a pacientes ou controles.

e) Nao ha riscos para vocé.

f) Para tanto vocé devera comparecer ao LIGH, para a coleta do sangue.

g) A pesquisadora responsavel pelo projeto, Profa. Maria Da Graga Bicalho - fone:
3361-1729, podera ser contactada no LIGH.

h) Esta garantido que vocé tera todas as informagdes que vocé queira, antes,
durante e depois da pesquisa.

i) A sua participagdo neste estudo é voluntaria. Vocé tem a liberdade de recusar
participar da pesquisa.

j) As informagdes relacionadas a pesquisa poderdo ser inspecionadas pelos
pesquisadores que executam a pesquisa e pelas autoridades legais, no entanto, se
qualquer informacgao for divulgada em relatério ou publicagdo ou por qualquer meio,
isto sera feito de forma codificada, para que a confidencialidade seja mantida.

I) Todas as despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa (exames) ndo sao

de responsabilidade dos pacientes ou controles.
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m) Pela sua participagdo na pesquisa, vocé nao recebera qualquer valor em
dinheiro.
n) Quando os resultados forem divulgados, ndo aparecera seu nome e sim um

cédigo.

Eu, li o texto acima e compreendi a

natureza e objetivo da pesquisa para a qual fui convidado a participar. A explicagao
que recebi menciona o fato relacionado a coleta de sangue e seus inconvenientes.
Eu entendi que sou livre para interromper ou n&o participar da pesquisa.

Eu concordo voluntariamente em participar desta pesquisa.

/ / / /

Assinatura do paciente/controle Data Pesquisador Data




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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