RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a) autor(a), o texto completo
deste documento sera disponibilizado somente a partir de
19/02/2028.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP

Instituto de Biociéncias de Botucatu

Icaro Scalisse de Freitas Santos

Diversidade alélica e variacio no numero de copias dos genes KIR2DL2, KIR2DS? e

KIR2DL3 em diferentes populacdes.

Botucatu

2025



fcaro Scalisse de Freitas Santos

Diversidade alélica e variacio no numero de copias dos genes KIR2DL2, KIR2DS? e
KIR2DL3 em diferentes populacdes.

Dissertagdo de mestrado apresentada ao
programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias
Biolégicas  (Genética) da  Universidade
Estadual Paulista (UNESP), do Instituto de
Biociéncias de Botucatu, Botucatu, como
requisito parcial para a obten¢do do grau de

mestre em Ciéncias Biologicas (Genética).

Area de Concentracdao: Genética

Orientador: Prof. Dr. Erick da Cruz Castelli

Botucatu
2025



Santos, icaro Scalisse de Freitas
S237d Diversidade alélica e variagao no nimero de cOpias dos genes
KIR2DL2, KIR2DS2 e KIR2DL 3 em diferentes popul agdes. / icaro
Scalisse de Freitas Santos. -- Botucatu, 2026
66 p. : il., tabs.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Instituto de Biociéncias, Botucatu
Orientador: Erick da Cruz Castellli

1. KIR2DL2. 2. KIR2DL 3. 3. KIR2DS2. 4. polimorfismo. 5.
diversidade aélica. I. Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catal ograficas da Unesp. Dados fornecidos pelo autor(a).



oo UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ®

unesp

ATA DA DEFESA PUBLICA DA DISSERTACAO DE MESTRADO DE I’Ce\RO SCALISSE DE
FREITAS SANTOS, DISCENTE DO PROGRAMA DE POS—GRADAUACAO EM CIENCIAS
BIOLOGICAS (GENETICA), DO INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - CAMPUS DE BOTUCATU.

Aos 19 de fevereiro de 2026, as 14h, por meio de Videoconferéncia, realizou-se a defesa

de DISSERTACAO DE MESTRADO de iCARO SCALISSE DE FREITAS SANTOS, intitulada

Campus de Botucatu

Irstitute de Bassinglas
e Betuesty - Unasp

"Diversidade alélica e variacao no numero de coépias dos genes KIR2DL2, KIR2DS2 e
KIR2DL3 em diferentes populacdes". A Comissao Examinadora foi constituida pelos
seguintes membros: Prof. Dr. ERICK DA CRUZ CASTELLI (Orientador(a) - Participacao
Virtual) do(a) Departamento de Patologia / UNESP / Campus de Botucatu - FMB, Prof. Dr.
DIOGO MEYER (Participacao Virtual) do(a) Departamento de Genética e Biologia Evoutiva /
Instituto de Biociéncias - Universidade de Sao Paulo, Profa. Dra. GISLANE LELIS VILELA DE
OLIVEIRA (Participacdao Virtual) do(a) Departamento de Genética, Microbiologia e
Imunologia / UNESP / Campus de Botucatu - IBB, Apds a exposicao pelo mestrando e
arguicao pelos membros da Comissao Examinadora que participaram do ato, de forma
presencial e/ou virtual, o discente recebeu o conceito final:_ aprovado . Nada

mais havendo, foi lavrada a presente ata, que apds lida e aprovada, foi assinada pelo(a)

Presidente(a) da Comissao Examinadora.

Prof. Dr. ERICK DA CRUZ CASTELLI

Instituto de Biociéncias - Campus de Botucatu
Rua Doutor Antonio Celso Wagner Zanin, s/n°, 18618689
https://www.ibb.unesp.br/#!/ensino/pos-graduacao/programas-stricto-sensu/pg-ciencias-biologicas-genetica/ - CNPJ: 48031918002259.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer aos meus familiares pelo carinho e pelo constante incentivo a
minha curiosidade e meu estudo.

Sou grato ao meu orientador, professor doutor Erick da Cruz Castelli, pela confianga e
por ser uma inspiragao e exemplo a ser seguido.

Aos amigos do GeMBio, deixo meu sincero agradecimento pela parceria, pelas
conversas e por tornarem os dias de laboratdrio mais leves e produtivos.

Sou grato ao Instituto de Biociéncias de Botucatu e ao Programa de Pos-Graduagao
em Genética da UNESP por possibilitarem minha formacao académica desde a graduagao.

Aos membros da banca avaliadora, agradeco por aceitarem o convite e dedicarem seu
tempo para contribuir com a minha formacao e a este trabalho.

Por fim, deixo meu reconhecimento a todos que, com esforco e dedicacdo, contribuem
para a ciéncia e o conhecimento aberto, especialmente a comunidade de desenvolvedores de
codigo livre, cujo trabalho torna possivel a realizagao de pesquisas como esta.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeigoamento de
Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Processo 88887.995002/2024-00, e da
Fundag¢do de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP), Brasil, processo n°
2021/14851-9.



Resumo

A familia de genes KIR (receptor do tipo imunoglobulina de Natural Killer) codifica
receptores de membrana expressos em células Natural Killer (NK), que modulam sua
atividade citotoxica e desempenham um papel fundamental nas respostas imunes,
particularmente em infecgdes virais e doencas autoimunes. Os receptores KIR podem inibir
ou ativar as respostas das células NK, dependendo da estrutura do receptor e de sua interacao
com o ligante HLA. Os genes KIR2DL2 e KIR2DL3 codificam receptores inibitorios e estdo
localizados na mesma regido do genoma, de modo que a presenca de um geralmente exclui a
do outro. Portanto, eles segregam em haplotipos distintos, o que resulta em padrdes
populacionais especificos. A presenca dos genes KIR2DL2 e KIR2DL3, bem como de
variantes alélicas especificas, tem sido associada a suscetibilidade a certas doengas virais,
como a COVID-19 e a dengue. Além disso, KIR2DL?2 esta em desequilibrio de ligagdo quase
completo com KI/R2DS2. Pouco se sabe sobre a diversidade genética desses genes entre
diferentes populagdes. Neste estudo, utilizamos uma estratégia de bioinformatica, denominada
kir-mapper, para avaliar a diversidade de K/R2DL2, KIR2DL3 e KIR2DS2 em 4.459
individuos nao relacionados de 78 populagdes distintas, com foco na deteccdo do ntimero de
copias de cada gene e quais alelos estdo presentes. Nossos resultados revelaram padroes de
presenca/auséncia e de variagdo no numero de copias que diferem por ancestralidade, com
KIR2DL3 presente e altamente frequente em populagdes asidticas, enquanto K/R2DL?2 ¢ mais
frequente em populacdes africanas. Identificamos alelos especificos por populagdo tanto para
KIR2DL?2 quanto para KIR2DL3. Além disso, identificamos um nimero substancial de alelos
potencialmente novos, particularmente na Africa. Esses novos alelos ocorrem
predominantemente em baixas frequéncias e apresentam estruturagdo populacional marcante.
Virios alelos sdo compartilhados entre as populagdes. Além disso, observamos que o
desequilibrio de ligagdo entre KIR2DL2 ¢ KIR2DS2 ¢ mais fraco na Africa. Este estudo
destaca a diversidade dos genes KIR entre as populacdes e pode direcionar pesquisas futuras
sobre a histéria evolutiva do complexo KIR e o desenvolvimento de um novo painel de

referéncia global de variantes KIR conhecidas.

Palavras-chave: KI/R2DL2, KIR2DL3, KIR2DS2, polimorfismo, diversidade alélica,
haplotipos



Abstract

The KIR gene family (Killer-cell Immunoglobulin-like Receptor) encodes membrane
receptors expressed on Natural Killer (NK) cells that modulate NK cytotoxic activity and play
a fundamental role in immune responses, particularly during viral infections and autoimmune
diseases. KIR receptors can either inhibit or activate NK cell responses, depending on their
structure and interactions with HLA ligands. The K/R2DL2 and KIR2DL3 genes encode
inhibitory receptors and are located in the same genomic region, such that the presence of one
generally excludes the other. Therefore, they segregate into distinct haplotypes, resulting in
specific population patterns. The presence of KIR2DL2 and KIR2DL3 genes, as well as
specific allelic variants, has been associated with susceptibility to certain viral diseases, such
as COVID-19 and dengue. Furthermore, KIR2DL2 1is in nearly complete linkage
disequilibrium with K/R2DS?2. Little is known about the genetic diversity of these genes
across different populations. In this study, we employed a bioinformatics strategy, kir-mapper,
to evaluate the diversity of KIR2DL2, KIR2DL3, and KIR2DS? in 4,459 unrelated individuals
from 78 distinct populations, focusing on detecting gene copy number and identifying present
alleles. Our results revealed patterns of presence/absence and copy-number variation that
differ by ancestry, with KIR2DL3 being highly frequent in Asian populations, whereas
KIR2DL? is more frequent in African populations. We identified population-specific alleles
for both KIR2DL2? and KIR2DL3. Additionally, we identified a substantial number of
potentially novel alleles, particularly in Africa. These novel alleles occur predominantly at
low frequencies and exhibit marked population structuring. Several alleles are shared across
populations. Furthermore, we observed that the linkage disequilibrium between KIR2DL2 and
KIR2DS2 is weaker in Africa. This study highlights the diversity of KIR genes across
populations. It may guide future research on the evolutionary history of the KIR complex and

the development of a new global reference panel of known KIR variants.

Keywords: KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DS2, polymorphism, allelic diversity, haplotypes
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Capitulo 1 - Revisao de Literatura

As células Natural Killer e os Receptores KIR

O sistema imunologico desempenha um papel central na defesa do organismo contra
agentes patogénicos, na vigilancia tumoral e na manutencao da tolerancia imunoldgica. Nesse
contexto, as cé¢lulas Natural Killer (NK) destacam-se como pecas fundamentais desse sistema.
As células NK distinguem-se pela capacidade de identificar e eliminar células neoplasicas e
infectadas por virus, sem necessidade de sensibilizacdo prévia ou de apresentagdo antigénica
(BRANDSTADTER; YANG, 2011; IWASAKI; MEDZHITOV, 2015). As células NK
apresentam capacidade citotoxica e, quando ativadas, secretam citocinas pré-inflamatorias,
como o interferon-gama (IFN-y), que desempenha papel na regulacdo das fases iniciais da
resposta imune contra patdégenos. Seu papel ¢ cuidadosamente regulado por diversos
receptores, com destaque para os receptores KIR (Killer-cell Immunoglobulin-like Receptors)

(VIVIER et al., 2008).

As células NK reconhecem células do organismo por meio da interacdo de seus
receptores com diversos ligantes presentes na membrana das células somaticas, em especial,
com as moléculas de classe I do sistema de antigenos leucocitarios humanos (HLA). O
sistema de genes HLA estd localizado no cromossomo 6, em 6p21.3, e codifica proteinas de
superficie celular responsaveis por apresentar antigenos as células NK e aos linfocitos T
CD8+, desencadeando respostas imunoldgicas adaptativas (MORENO; SMYTH, 2016).
Essas proteinas desempenham um papel fundamental na resposta imunoldgica, contribuindo
para o reconhecimento e a eliminacao de patdgenos. A interagdo entre moléculas HLA e
receptores nas células NK gera sinais que modulam a atividade citotdxica da NK e a producao
de citocinas. A expressdo de moléculas HLA de classe I em células saudéaveis funciona como

um sinal "préoprio", protegendo-as da acao citotoxica das células NK.

Os receptores KIR constituem uma familia polimorfica de glicoproteinas
transmembranas expressas predominantemente em células NK e em subpopulagdes de
linfécitos T CD8+ (AUGUSTO et al, 2019; CARRINGTON; MARTIN, 2006;
DEBSKA-ZIELKOWSKA et al, 2021; GASSER; RAULET, 2006; MANDAL;
VISWANATHAN, 2015; WHITESIDE; HERBERMAN, 1989). Eles sdo classificados



estruturalmente pelo nimero de dominios extracelulares semelhantes a imunoglobulinas, que
pode ser dois (2D) ou trés (3D), e pelo comprimento da cauda citoplasmatica, que determina
sua funcao (WHITESIDE; HERBERMAN, 1989). Os receptores KIR inibitorios possuem
uma cauda citoplasmatica mais longa, contendo motivos de inibi¢do de tirosina (ITIM). Esses
receptores inibitorios reconhecem as moléculas HLA de classe I nas células-alvo e suprimem
a atividade citotoxica das células NK. Por outro lado, os receptores KIR ativadores, que
apresentam cauda curta e se associam a proteina adaptadora DAP12, portadora de motivos de
ativacdo baseados em tirosina (ITAM), promovem a degranulagao da célula-alvo e a liberagao
de citocinas (AUGUSTO et al, 2019; CARRINGTON; MARTIN, 2006;
DEBSKA-ZIELKOWSKA et al., 2021; MANDAL; VISWANATHAN, 2015). O conjunto
destes receptores na célula NK, bem como a disponibilidade de seus ligantes, ¢ um fator
importante que influencia a eficiéncia da resposta imune e a suscetibilidade ou resisténcia a

determinados tipos de infec¢des e doengas autoimunes (CARRINGTON; MARTIN, 2006).

As células NK possuem mecanismos especificos de reconhecimento baseados no
equilibrio entre sinais inibitorios e ativadores. Em condigdes fisioldgicas, a expressdao de
moléculas HLA de classe I nas células-alvo promove a ativacdo de receptores KIR inibitorios,
resultando na supressdo da atividade citotoxica das células NK (VIVIER et al., 2008).
Entretanto, durante processos infecciosos ou de transformag¢do neopldsica, as células
somaticas podem apresentar alteracdes no padrdo de expressao de moléculas de superficie,
incluindo o aumento da expressdo de ligantes induzidos por estresse celular, como ULBP,
MICA e MICB (MANDAL; VISWANATHAN, 2015). Esses ligantes sdo reconhecidos por
receptores ativadores das células NK, promovendo sinais que favorecem a ativagao funcional
dessas células. Esse mecanismo, conhecido como “induced-self”, contribui para a ativagao
citotoxica das células NK, culminando na liberagdo de perforina e granzimas, na lise da
célula-alvo e na producdo de citocinas (GASSER; RAULET, 2006; MANDAL;
VISWANATHAN, 2015; VIVIER et al., 2008).

Em situacdes em que ha reducao da expressao de HLA de classe I, comum em células
malignas ou infectadas, ocorre um desequilibrio na modulacdo que favorece a sinalizagdo
ativadora, desencadeando uma resposta citotoxica que promove a degranulacao e apoptose da
célula-alvo (Figura 1). Esse fenomeno, conhecido como hipdtese do "missing-self”, permite
que as cé€lulas NK identifiquem alteragdes nas moléculas HLA de classe I, mesmo quando

patdgenos evitam a apresentacdo de antigenos aos linfocitos T CD8+ (BOUDREAU; HSU,



2018; GASSER; RAULET, 2006; LIUNGGREN; KARRE, 1990; QUATRINI et al., 2021;
VELARDE-DE LA CRUZ et al., 2016). O equilibrio entre a ativagdo e a inibigao das células
NK ¢ crucial para combater infecgdes e tumores. Situacdes de desequilibrio podem aumentar
ou reduzir o risco de determinadas doencas (DEBSKA-ZIELKOWSKA et al., 2021;
WHITESIDE; HERBERMAN, 1989).
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Figura 1: Esquema da interag@o entre a célula Natural Killer e a célula somatica. (A) Célula saudavel exibe
niveis normais de seus ligantes, promovendo tolerdncia por parte da célula NK e a auséncia de resposta
imunolégica, devido a um equilibrio de sinais favoravel a inibicdo. (B) Expressdo acentuada de ligantes
ativadores (como MICA), favorecendo a ativagdo da citotoxicidade da célula NK que promove a lise da
célula-alvo. (C) Diminuigdo da expressdo de HLA de classe I na célula tumoral ou infectada, levando a lise pela

NK de acordo com a hipdtese do missing-self. Fonte: Adaptado de QUATRINI et al. (2021).

Os genes HLA e KIR estdo sob selecdo balanceadora, possivelmente mediada pela
coevolucdo com patdgenos. Algumas populacdes, como as de ancestralidade africana e
amerindias, enfrentaram alta incidéncia de malaria e epidemias de hepatite, respectivamente,
pressdes que aparentemente selecionaram combinagdes especificas de KIR-HLA que
conferem maior protecdo contra estas doencas (AUGUSTO; PETZL-ERLER, 2015;
DENDROU et al., 2018; GENDZEKHADZE et al., 2009; MOESTA; PARHAM, 2012;



NORMAN et al., 2013). No entanto, a pressdo evolutiva exercida sobre esses genes nao se
limita a resposta imunoldgica contra infecgdes. A interagdo entre os receptores KIR e os
antigenos HLA ¢ fundamental durante a gravidez, pois ¢ necessaria compatibilidade entre os
receptores KIR maternos e os ligantes HLA-C fetais para uma gestagao saudavel (MOFFETT
et al., 2016). Para que a gestacdo seja bem-sucedida, ¢ necessario que o sistema imune
materno desenvolva tolerancia ativa ao trofoblasto fetal, suprimindo respostas citotoxicas que,
em outro contexto, seriam dirigidas contra tecido alogénico. Nesse processo, os receptores
KIR inibidores das células Natural Killer uterinas desempenham papel fundamental ao
reconhecerem os ligantes HLA-C de origem fetal expressos pelo trofoblasto, sinalizando a
supressao da atividade citotoxica materna. Simultaneamente, os receptores KIR ativadores
modulam a invasao trofoblastica e a remodelagdo vascular uterina, processos essenciais para o
adequado suprimento sanguineo ao feto (MOFFETT et al.,, 2016). A auséncia de
compatibilidade entre os receptores KIR e os ligantes HLA pode resultar em complicacdes
gestacionais, incluindo pré-eclampsia, dificuldades no desenvolvimento fetal devido a
diminui¢do do suprimento sanguineo e, em alguns casos, aborto espontaneo (AUGUSTO;
PETZL-ERLER, 2015; MOFFETT et al.,, 2016). Este fendmeno estd relacionado a um
desequilibrio entre os receptores ativadores e inibidores das células Natural Killer maternas,
em que a auséncia de genes ativadores pode comprometer o desenvolvimento fetal

(MOFFETT et al., 2016).
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