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RESUMO

O gene KIR3DL?2 codifica um receptor inibitério, expresso predominantemente nas células
Natural Killer (NK) e caracterizado por elevado polimorfismo alélico. Diferentemente de
outros genes da familia KIR, o K/IR3DL2 esta normalmente presente em duas copias por
individuo, uma em cada cromossomo 19. A distribui¢do global dos diferentes alelos deste
gene permanece amplamente desconhecida, particularmente em populagdes ndo europeias.
Essa falta de dados também esta relacionada aos desafios da analise dos genes KIR a partir de
dados de sequenciamento do genoma completo, uma vez que os genes K/R apresentam alta
similaridade de sequéncia, variacdo do numero de cdpias e intenso polimorfismo alélico.
Investigamos a diversidade do KIR3DL2 em populagdes de todo o mundo, usando o software
kir-mapper em dados de sequenciamento do genoma completo (WGS) e comparando a
distribuicdo dos alelos entre diferentes populacdes. Em seguida, creamos e testamos um
painel de referéncia para imputagdo do gene KIR3DL2. Nossos resultados indicam que as
frequéncias alélicas do KIR3DL2, bem como o contexto haplotipico de alguns alelos, variam
entre as populacdes. Além disso, as frequéncias alélicas estdo diretamente relacionadas a
ancestralidade genomica em individuos miscigenados. Estes dados mostram a importancia
dos painéis de referéncia especificos da cada ancestralidade para uma imputagdo precisa de
KIR3DL?2. Essa estrutura de imputacdo facilitard a analise da diversidade do KIR3DL2 em
milhares de amostras com dados de genotipagem por microarranjo, estabelecendo uma base
para futuras investigacdes sobre a evolucao do KIR, a genética populacional e os estudos de

associacao KIR-HLA.

Palavras-chave: KIR, NK, Genética, Imunogenética, Software, Imputagdo.



ABSTRACT

KIR3DL?2 gene encodes an inhibitory receptor, expressed predominantly in natural killer (NK)
cells and characterized by high allelic polymorphism. Unlike other genes in the KIR family,
KIR3DL?2 is normally present in two copies per individual, one on each chromosome 19. The
global distribution of the different alleles of this gene remains largely unknown, particularly
in non-European populations. This lack of data is also related to the challenges of analyzing
KIR genes using whole-genome sequencing (WGS) data, since KIR genes exhibit high
sequence similarity, copy number variation, and intense allelic polymorphism. We
investigated the diversity of KIR3DL2 in populations worldwide, using the kir-mapper
software on whole-genome sequencing (WGS) data and comparing allele distributions across
different populations. We then created and tested a reference panel for K/IR3DL2 gene
imputation. Our results indicate that KIR3DL?2 allele frequencies, as well as the haplotype
context of some alleles, vary across populations. Furthermore, allele frequencies are directly
related to genomic ancestry in individuals of mixed ancestry. These data highlight the
importance of ancestry-specific reference panels for accurate K/R3DL2 imputation. These
data highlight the importance of ancestry-specific reference panels for accurate KIR3DL?2
imputation. This imputation framework will facilitate the analysis of KIR3DL?2 diversity in
thousands of samples with microarray genotyping data, establishing a foundation for future

investigations into KIR evolution, population genetics, and KIR-HLA association studies.

Keywords: KIR, NK, Genetics, Inmunogenetics, Software, Imputation.



RESUMO PARA SOCIEDADE

Vocé ja parou para pensar no quio diferente cada um de nds €? Essas diferencas podem ser
observadas a olho nu na textura do cabelo, no formato dos olhos, na cor da pele, entre outras.
Porém, existem algumas diferencas que ndo enxergamos € que sao muito importantes para a
nossa sobrevivéncia. Ao longo dos anos, nosso corpo desenvolveu diversas maneiras de se
defender contra organismos extremamente pequenos e, muitas vezes, perigosos. A propria
pele pode ser considerada uma barreira eficaz contra esses invasores. Porém, muitos ainda
conseguem entrar por outras vias, como o nariz € a boca, como ocorre quando um individuo ¢é
acometido pelo microrganismo que leva ao desenvolvimento da COVID-19, por exemplo.
Para nos defendermos, precisamos de células de defesa capazes de reconhecer que algo esta
errado e de tentar montar uma resposta combativa para eliminar esses invasores. Algumas
dessas células possuem, em sua superficie, proteinas denominadas KIR, que apresentam
formatos muito diferentes de individuo para individuo. Esses formatos irdo possibilitar que
ela combine melhor ou pior com uma outra proteina presente na superficie de nossas células,
chamada HLA. A proteina HLA coleta pedacinhos do microrganismo invasor e apresenta para
nossas células de defesa, como se estivesse mostrando para elas uma foto do que elas deverdo
reconhecer e atacar. Porém, alguns invasores desenvolveram mecanismos de escape das
nossas cé¢lulas vigilantes, podendo impedir que essas proteinas cheguem a superficie e
delatem sua presenga. E esse o momento de destaque das células de defesa que possuem a
proteina KIR: Essas proteinas precisam interagir com as proteinas HLA, verificando se elas
realmente estdo presentes na superficie da célula ou foram escondidas pelos microorganismos.
Caso percebam sua auséncia, elaboram imediatamente uma resposta, seja ela de ataque,
liberando substancias que promovem a morte da célula infectada, ou substincias que chamam
mais células para ajudar. Por isso, essas diferengas invisiveis a olho nu sdo tdo importantes:
elas permitem que nossas proteinas se combinem de diversas maneiras. Quanto mais
diferentes elas forem, mais eficaz sera nossa imunidade. Assim como as semelhancas e
diferengas fisicas que mais nos chamam a atencdo a vista estdo diretamente relacionadas aos
locais de origem das pessoas ou de seus antepassados, as invisiveis também estdo. Elas podem
ser diferencas e semelhangas continentais, entre paises ¢ até mesmo entre regides dentro deles.
Considerando tudo o que foi descrito até aqui, este estudo visa compreender a diversidade da
proteina KIR3DL2, uma das proteinas KIR, em populagdes dispersas pelo mundo, com

especial atencdo a populacdo brasileira: uma das mais miscigenadas do planeta e
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historicamente desconsiderada em estudos genéticos. E o que encontramos? As "versdes"
dessa proteina ocorrem em propor¢des diferentes dependendo da populacdo analisada, e a
mistura ancestral de cada individuo influencia diretamente quais versdes ele carrega. Em
outras palavras, quanto mais diversa for a origem de uma pessoa, mais Unica pode ser a
combinac¢do de proteinas que ela possui. Além disso, desenvolvemos uma ferramenta capaz
de identificar essas versdes em grandes quantidades de amostras, de forma computacional
mais simples e acessivel. Isso abre caminho para que, no futuro, seja possivel estudar milhares
de pessoas ao mesmo tempo, compreendendo melhor como essas diferengas invisiveis
influenciam nossa capacidade de combater doengas e por que algumas populagdes respondem

de forma diferente a infecgdes como a COVID-19.
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Introducao

O sistema imunologico ¢ responsavel pela defesa do organismo frente a uma ampla
variedade de ameagas, que incluem nao apenas agentes infecciosos, como virus e bactérias,
mas também células tumorais ¢ outras altera¢des celulares internas. Para isso, conta com duas
frentes de atuagdo complementares: a imunidade inata, de resposta rapida e inespecifica, e a
imunidade adaptativa, mais lenta, porém altamente especifica e capaz de gerar memoria

imunologica (Simon; Hollander; McMichael, 2015).

A imunidade inata ¢ composta por diferentes mecanismos fisicos, como a propria pele,
e fisiologicos, como os macrofagos, neutrdfilos, células dendriticas e células Natural Killer
(NK) (Cruvinel et al., 2010). Ela apresenta uma resposta rapida que limita a progressdao da
infeccdo até a chegada das células linfoides da imunidade adaptativa. Neste momento, as
células da imunidade inata passam a modular a resposta imune adaptativa, levando ao
possivel reconhecimento e resposta especifica ao patégeno (Medzhitov; Janeway, 2000). A
imunidade adaptativa caracteriza-se por gerar memoria imunoldgica e por apresentar
tolerancia a moléculas proprias (Cruvinel et al., 2010). Seus principais efetores sdo as células
imunocompetentes, como linfocitos TCD4+ e TCD8+ (Andrew Abbas, 2015).

O sistema imunoldogico conta com mais de 1600 genes que codificam moléculas
envolvidas diretamente na a¢do imunoldgica ou na modulagdo de sua fun¢do (Abbas et al.,
2005). Parte desses genes esta organizada em familias e complexos génicos funcionalmente
relacionados, como o Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), o Complexo de
Genes NK (NKC) e o Complexo de Receptores Leucocitarios (LRC), cada um agrupando
receptores e ligantes com papéis centrais na regulacdo da resposta imune. Na regido
cromossomica 19q13.4, em humanos, estd o LRC (do inglés Leukocyte Receptor Complex),
que possui genes que codificam receptores de superficie celular da superfamilia das
Imunoglobulinas (Ig) (Barrow; Trowsdale, 2008; Flajnik; Kasahara, 2010), dentre os quais
estdo os receptores “Killer” semelhantes a Imunoglobulinas (KIR), expressos principalmente
em células do sistema imune inato e adaptativo, como subpopula¢des de CD4+, CD8+ ¢
células T yd (Barrow; Trowsdale, 2008; Béziat et al., 2017).

Entre essas células, destacam-se as células NK, cuja atividade citotdxica e capacidade
de produgdo de citocinas sdo finamente reguladas pelos receptores KIR. As células NK
reconhecem o alvo (células tumorais, infectadas por virus ou sob estresse celular,

frequentemente caracterizadas por alteragdes na expressao de HLA de classe I) por meio da
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interagdo de ligantes com seus multiplos receptores, o que pode entdo gerar sinais que
aumentam ou impedem a atividade citotoxica dessas células e a producdo de citocinas (Jiang;
Jiang, 2023). Esses receptores, que podem exercer fungdes tanto ativatdrias quanto inibitorias,
constituem um dos grupos de receptores de NK mais amplamente estudados e interagem
principalmente com moléculas de antigenos leucocitarios humanos (HLA) de classe I
(Debska-Zielkowska et al., 2021; Lanier, 2005). As moléculas de HLA de classe I, por sua
vez, sdo expressas constitutivamente na superficie de praticamente todas as células nucleadas,
desempenhando papel fundamental no reconhecimento do self pelo sistema imune (Boudreau;
Hsu, 2018; Kulkarni; Martin; Carrington, 2008; Ljunggren; Kérre, 1990; Long, 2008).

Ao interagir com células-alvo saudaveis, cuja expressio de HLA-I ndo sofre
alteragdes, os receptores KIR inibitorios (predominantes no repertério das células NK
maduras) reconhecem essas moléculas e transduzem sinais de inibi¢do, suprimindo a
atividade citotoxica da células NK (Boudreau; Hsu, 2018). No entanto, quando ha reducio ou
auséncia de HLA-I na célula-alvo, caracteristica frequente de células malignas ou infectadas
por virus (Bryceson et al., 2006), esses receptores inibitorios deixam de ser ativados. Nesse
contexto, receptores ativadores (ndo necessariamente KIR, como NKG2D e receptores de
citotoxicidade natural) passam a predominar na sinalizacdo, resultando na ativacdo da célula
NK e no desencadeamento de respostas citotoxicas e/ou moduladoras (Quatrini et al., 2021).
Esse fendmeno, em que a auséncia de HLA-I na célula-alvo leva a ativacao da célula NK, ¢

conhecido como missing-self (Hilton; Parham, 2017; Ljunggren; Karre, 1990).
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https://www.zotero.org/google-docs/?fpZxuP

6. Data availability

Allele calls for all individuals included in this study, along with the imputation

models, are provided as a supplementary dataset at

https://github.com/gembio/paper-supplements.

7. Use of Al

We used a Grammarly Pro subscription to edit and correct the text.
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