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Titulo da Dissertagao - Diversidade de Numero de Cépias e Variantes Alélicas
do gene KIR2DS4 em Populagées Mundiais

Impacto cientifico esperado: Desenvolvimento de uma nova metodologia para
analise dos genes KIR, em especial KIR2DS4; compreender a distribuicdo dos
polimorfismos do gene KIR2DS4 e suas frequéncias em diversas populagdes ao
redor do mundo, fornecendo uma base sélida para investiga¢des futuras envolvendo
analise funcional.

Impacto social esperado: a possibilidade de avaliagdo dos genes KIR em genomas
completos e exomas permitira a criagdo de modelos estatisticos que detectam
esses alelos em plataformas de genotipagem. Com isso, poderemos avaliar se
esses genes estdo relacionados com diversas doencas, em estudos de associagao
que ja foram realizados, como, por exemplo, Covid-19 e Dengue, definindo variantes
que podem influenciar o progndstico e o tratamento de diversas doencgas.

Impacto econdmico: independéncia do Brasil sobre programas de analise desses
genes, visto que os kits atuais de sequenciamento e as estratégias de analise sao
comerciais; possibilidade de incluir os genes KIR na gama de genes considerados
para decisdes terapéuticas e sele¢cao de doadores.



RESUMO

Os receptores KIR e NKG2 estdo presentes na superficie das células Natural
Killer (NK), desempenhando um papel crucial principalmente na resposta imune
inata. Esses receptores interagem com ligantes presentes nas células-alvo e podem
levar a ativagdo das células NK e liberagdo de granulos citotdxicos e/ou citocinas,
com destruicdo da célula alvo, ou podem desencadear mecanismos de inibicdo da
citotoxicidade. O gene KIR2DS4 é responsavel pela codificagdo de um receptor
ativador dentre genes KIR presentes no cromossomo 19. O receptor KIR2DS4 se
liga principalmente aos antigenos leucocitarios de histocompatibilidade HLA-C,
presentes na superficie de células somaticas em baixa quantidade. Existem duas
versdes do receptor KIR2DS4: funcional (proteina completa, KIR2DS4-full) e néo
funcional (proteina incompleta ou truncada, KIR2DS4-del) devido a uma delegao de
22 pares de base no éxon 5 que resulta em um codon de parada prematuro.
Estudos indicam possiveis associagdes entre este receptor e suas variantes em
transplantes, gravidez e infecgdes virais. Para esta dissertagdo, foi desenvolvido
uma metodologia computacional para minimizar erros de alinhamento e
mapeamento devido a alta similaridade e a natureza polimérfica dos genes KIR.
Com essa nova tecnologia, detectamos SNPs e indels ao longo do gene KIR2DS4,
inferimos o numero de cépias deste genes e quais alelos estdo presentes em cada
individuo estudado. Aplicamos esse método em 490 amostras oriundas da Europa,
Africa, América do Sul e Asia, todas do projeto 1000 Genomas. As maiores
frequéncias de auséncia de KIR2DS4 foram observadas no sul da Asia e na
América (Colémbia), com 10.8% e 8.6%, respectivamente. Identificamos 12 alelos
diferentes, sendo os mais mais frequentes: KIR2DS4*001 (33.1%); KIR2DS4*003
(15.9%) e KIR2DS4*null (auséncia de KIR2DS4, 22.3%). Os individuos do sul da
Asia geralmente apresentam KIR2DS4 n3o funcional, seja pela auséncia do gene ou
pela presenca de um alelo truncado. A descricdo da diversidade do gene KIR2DS4
em todas essas populagdes contribuira para um melhor entendimento do papel
desse receptor na gestagcdo ou em diversas condigdes patoldgicas, como doengas

autoimunes ou infecciosas e tumores.

Palavras-chave: KIR2DS4, polimorfismo, KIR2DS4-del, NGS.
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ABSTRACT

The KIR and NKG2 receptors in the Natural Killer (NK) cell surface play a
crucial role mainly in the innate immune response. These receptors interact with
ligands present on target cells, modulating the NK cell cytotoxic function. The
KIR2DS4 gene is responsible for encoding an NK activating receptor. The KIR2DS4
receptor binds mainly to the human leukocyte antigen HLA-C antigens, which are
present in low quantities on the surface of somatic cells. This receptor might be
present or absent in an individual, and, when present, might present two versions,
the full-length one and a truncated and non-functional one. Studies indicate possible
associations between this receptor and its variants in transplants, pregnancy, and
viral infections. For this dissertation, we developed a computational methodology to
genotype KIR genes from whole-genome sequencing data. It allowed for a more
accurate detection of SNPs and indels along the KIR2DS4 gene, determination of
copy numbers of different alleles. This method was applied to 490 samples from
Europe, Africa, South America, and Asia, all from the 1000 Genomes Project. The
highest frequencies of KIR2DS4 absence were observed in South Asia and America
(Colombia), with 10.8% and 8.6%, respectively. We also detected 12 different alleles,
and the most frequent ones are: KIR2DS4*001 (33.1%), KIR2DS4*003 (15.9%), and
KIR2DS4*null (absence of KIR2DS4, 22.3%). Most individuals in South Asia present
a non-functional KIR2DS4 (comprising KIR2DS4 absence or the KIR2DS4*
absence). Describing the diversity of the KIR2DS4 gene in all these populations will
contribute to a better understanding of the role of this receptor in gestation or in
various pathological conditions, such as autoimmune diseases, infectious diseases,

and tumors.

Key-words: KIR2DS4, polymorphism, KIR2DS4-del, NGS.
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INTRODUCAO

1. As células Natural Killer e os receptores KIR

O sistema imune tem sua origem durante o desenvolvimento fetal, mas sua
maturacdo completa ocorre apds o nascimento, continuando ao longo da infancia e
adolescéncia (1). A pressao exercida por patdogenos tem sido a principal forga na
evolugdo do sistema imunoldgico, que € caracterizado por um conjunto de tecidos,
orgaos e células que desempenham a funcdo de protecdo contra patdégenos e
promovem o equilibrio homeostatico de saude e o bem-estar (2—4). Essas respostas
sdo didaticamente divididas em duas formas, imunidade inata e adaptativa, com
componentes especificos de cada uma delas e componentes comuns a ambas.

A resposta inata é representada por barreiras fisicas, fisioldgicas e quimicas,
que atuam como defesas primarias do organismo. Além disso, um grupo de
proteinas e células atuam no reconhecimento de patdégenos e na defesa inicial.
Entre essas células, podemos citar os neutrofilos, as células dendriticas (DC), os
monocitos/macrofagos, as células natural killer (NK), e outros componentes do
sistema imune que atuam juntamente com os fatores do sistema complemento (2).
A resposta adaptativa € organizada em torno de duas classes de linfocitos
especializados: células T, especificamente os linfocitos T CD4+ e T CD8+, e células
B (2,5), que, através da diversidade de receptores, sdo capazes de direcionar a
eliminacdo especifica de patégenos e desenvolver memoria imunoldgica de longa
duracao contra reinfeccao (5). As células B desempenham um papel importante na
resposta imune humoral, enquanto as células T estdo mais envolvidas na resposta
imune mediada por células (6).

Na imunidade inata, as células NK sao capazes de induzir a morte celular por
apoptose de células que estejam sob estresse oxidativo, infectadas por virus, ou
neoplasicas (7,8). Elas atuam na resposta imunolégica por meio de citotoxicidade
celular dependente ou ndo de anticorpos (7,8), liberando perforinas e granzimas de
granulos intracelulares apdés se ligarem com as células-alvo (9) e produzem
citocinas que regulam a atividade dos linfécitos T e células dendriticas (DCs) (7). As
NKs secretam grandes quantidades de citocinas pro-inflamatérias, como

interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) (7,8) e
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