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RESUMO

Os receptores killer semelhantes a imunoglobulina (KIRs) sdo moléculas receptoras
transmembranares expressas em células natural killer e T citotdxicas. Esses receptores
reconhecem moléculas do sistema imunoldgico, principalmente moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (HLA) de classe | na superficie de células sométicas. Os
genes KIR séo altamente polimorficos tanto do ponto de vista de nimero de copias de cada gene
quanto do contetido de sequéncia. KIR3DL3 é um gene KIR considerado framework, pois esta
presente em todos os individuos em duas copias. Aqui, abordamos a diversidade genética e 0s
aspectos evolutivos do gene KIR3DL3 em popula¢es humanas de todo o mundo, usando uma
abordagem de bioinformatica desenvolvida para este estudo e que minimiza viés de
mapeamento e erros de genotipagem. O conjunto de amostras compreende 2504 individuos de
26 populacBes distintas, provenientes do consércio 1000 Genomes Project, além de 216
amostras brasileiras do estado de Séo Paulo que foram sequenciadas utilizando sequenciamento
de segunda geragdo. Marcadores informativos de ancestralidade foram utilizados na populacéo
brasileira para determinar o perfil de ancestralidade gendmica de cada individuo e para se obter
uma média da populacédo total. A variabilidade genética do KIR3DL3 é muito maior do que
conhecemos atualmente, especialmente quando consideramos introns e sequéncias regulatorias.
A diversidade de proteinas de KIR3DL3 é fortemente influenciada pelo perfil de ancestralidade
do individuo, com proteinas completas e residuos de aminoacidos apresentando diferentes
frequéncias entre africanos, europeus e outras populac6es. Nesse caso, as populacdes do leste
da Asia apresentam um padrdo diferente das demais considerando frequéncias de alelos,
proteinas, sequéncias regulatorias e perfil de selecdo natural. Por esse motivo, qualquer estudo
de associacdo com doencas envolvendo KIR3DL3 deve ser realizado considerando a
estratificacdo populacional. Alguns segmentos de KIR3DL3 sdo altamente conservados, como
0s éxons que codificam o peptideo lider e o dominio extracelular D2, importantes para a
interacdo com HLA, enquanto outros segmentos, como a regido promotora e 0 exon 6 (dominio
transmembranar) sdo bastante variaveis. Encontramos evidéncias de selecdo balanceadora na
regido promotora, provavelmente mantendo sequéncias com diferentes a¢des regulatérias. Essa
evidéncia é mais forte entre europeus e no leste asiatico. Também encontramos evidéncias de
selecdo balanceadora em introns, que devem ser considerados como possiveis portadores de

elementos regulatorios.

Palavras-chave: KIR3DL3, polimorfismo, haplotipo, NGS, ancestralidade, selecdo natural,

evolucéo



ABSTRACT

Killer-cell Immunoglobulin-like Receptors (KIRS) are transmembrane receptors expressed in
Natural Killer cells and cytotoxic T cells. These receptors recognize molecules from the
immune system, mainly molecules from the major class | histocompatibility complex on
somatic cells' surface. KIR genes are highly polymorphic regarding the number of copies of
each locus and their sequence content. KIR3DL3 is a framework KIR gene present in every
individual. Here we addressed KIR3DL3 genetic diversity and evolutionary aspects in
worldwide human populations, using a bioinformatics pipeline created for this study,
minimizing mapping bias and genotyping errors. The samples included 2504 individuals from
26 populations (1000 Genomes Project consortium), and 216 Brazilians samples sequenced
using second-generation sequencing. Ancestry informative markers were used in the Brazilian
population to access the contribution of the different ancestry profiles of each individual and to
obtain an average of the whole population. KIR3DL3 genetic variability is far more significant
than we currently acknowledge, especially when considering intronic segments and regulatory
sequences. KIR3DL3 protein diversity is strongly influenced by the ancestry background, with
different frequencies of protein versions and amino acid residues among Africans, Europeans,
and other populations. In this matter, populations from East Asia present an unusual pattern
considering protein frequencies, regulatory sequences diversity, and how natural selection has
shaped KIR3DL3 diversity and haplotype frequencies. Because of that, any association study
involving KIR3DL3 should be performed concerning for population stratification. Some
KIR3DL3 segments are highly conserved, such as the exons encoding the leader peptide and
the extracellular domain D2, important for HLA interaction, while other segments, such as the
promoter region and exon 6 (the transmembrane domain) are highly variable. We found
evidence of balancing selection in the promoter region, probably maintaining sequences with
different promotion capabilities, and it is evident among Europeans and East Asians. We also
find evidence of balancing selection in some large intronic segments, and they must be

considered as possibly carrying regulatory elements.

Keywords: KIR3DL3, polymorphism, haplotype, NGS, ancestry, natural selection, evolution
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REVISAO DE LITERATURA

1. As células Natural Killer e os receptores KIR

As células Natural Killer (NK) atuam principalmente na primeira linha de defesa do
sistema imune, a imunidade inata. Elas participam do controle contra infecgdes por patégenos
(virus, bactérias, parasitas), do reconhecimento de células tumorais e de processos gestacionais.
As NK atuam por meio de diversos receptores localizados em sua membrana, 0s quais Sao
capazes de reconhecer padrbes nas células ligantes. Estes receptores ndo sdo antigeno-
especificos e ndo sofrem rearranjos genéticos como os receptores de células T (TCR), atuantes
na resposta adaptativa (Vivier et al., 2011). Os mecanismos de regulacdo das células NK
envolvem diversas vias celulares e bioquimicas (Jager e Kuchroo, 2010).

Um conjunto de sinais sao produzidos por esses receptores, 0s quais podem levar as
celulas NK a desencadear uma resposta imunoldgica ou inibi-las, para que células em
determinadas condic¢des (como células saudaveis) ndo sejam alvo de ataque (Hou et al., 2012).
As NK possuem atividade citotoxica - eliminam uma célula alvo pela secrecdo de granulos
liticos contendo perforinas e granzimas que induzem a apoptose (Michelet et al., 2018). Além
disso, elas também estdo envolvidas com a resposta adaptativa, produzindo quimiocinas e
citocinas que ativam outras vias responsaveis por esta resposta. Por exemplo, a producao de
interferon-y (IFN-y) em condigdes fisiologicas e patologicas, e de TNF-a e IL-10 com fungdes
pré inflamatérias e imunossupressoras (Vivier et al., 2011). Ja as quimiocinas estdo envolvidas
na colocalizacdo com outras células hematopoiéticas, como as células dendriticas em areas de
inflamacéo (Moretta et al., 2005). Estas diferencas em sua funcdo podem ser observadas ao
comparar células CD56°9" as quais possuem atividade citotoxica limitada e estdo mais
relacionadas com a producéo de citocinas e imunomodulagdo, enquanto CD569™ s&o altamente
citotoxicas, contendo uma maior quantidade de perforinas, granzimas e granulos citoliticos
(Pesce et al., 2018).

Os receptores ativadores em contato com os ligantes podem detectar moléculas do
proprio organismo que estdo sob condigdo de estresse. Por outro lado, os receptores inibidores
quando interagem, principalmente, com moléculas HLA de classe | em condi¢des normais
inibem a agcdo da NK (Bottino et al., 2005; Vivier et al., 2011). Este mecanismo das células NK
funciona como uma balanca entre os receptores ativadores e inibidores. Um dos mecanismos
de funcionamento das NK é denominado missing self (perda do préprio) (Figura 1) (Karre et
al., 1986). Neste mecanismo, a perda ou diminuicéo da expressdo de moléculas HLA de classe

| e outros ligantes especificos na superficie celular da célula alvo sera interpretada como uma
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situacdo anormal, pois ndo havera a interacdo com os receptores inibidores. Com isso, havera
mais interagdes com receptores ativadores do que inibidores, o que direcionard a célula NK a
uma resposta mediada por estes sinais de ativacdo (Orr e Lanier, 2010; Vivier et al., 2011). Essa
situacdo manifesta-se quando a célula esta infectada ou sofre processo neoplasico. Caso a
ligacdo entre o ligante e os receptores inibitérios ocorra normalmente e haja um predominio
desses sinais, ndo ha a ativacdo das NK. Desta forma, a ligacdo do receptor com os ligantes,
principalmente com as moléculas HLA de classe I, é vital para o reconhecimento de antigenos

ndo préprios e tolerancia imunolégica (Purdy e Campbell, 2009).

NK cell

Y

Activating receptor

NK ligand L MHC o
P A perforin, granzymes

=
G AY\

o)

T, Y,
o~ L~
4 LA o

Inhibitory receptor

Normal cell cell lysis
(seif cell) Infected cell
(non-seif cell)

No activation, no killing

Figura 1. Mecanismo de agdo das células natural killer (NK) denominado missing-self, no qual a
interacdo dos receptores das células NK com ligantes especificos vao induzir a uma resposta. Caso haja
um predominio de sinais inibidores (principalmente com a liga¢&o a moléculas do complexo MHC), ndo
héa ativacdo das células NK. Se ha um predominio de sinais ativadores e inibi¢do dos inibidores, a célula
inicia um processo de defesa. Fonte: Hinton-Sheley, Phoebe (2019).

Dentre os receptores presentes nas células NK, ha os receptores KIR (receptores killer
semelhantes a imunoglobulina, do inglés Killer cell Immunoglobulin-like Receptor, KIR), que
também sdo expressos em células T citotoxicas (Dupont et al., 1997; Single et al., 2008). Os
genes KIR constituem uma familia génica composta por 16 genes, sendo 2 pseudogenes (Figura
2), localizados no cromossomo 19 na regido chamada Complexo Receptor Leucocitario (do
inglés Leukocyte Receptor Complex, LRC). Dentre os genes KIR, quatro estdo presentes em
praticamente todos os individuos e sdo considerados genes framework — KIR3DL3, KIR3DL2,
KIR2DL4 e KIR3DP1.



KIR genes within the Leukocyte Receptor Complex on
Chromosome 19q13.4
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Figura 2. Composicdo do Complexo Receptor Leucocitario (do inglés, Leukocyte Receptor Complex,
LRC), presente na regido 19913.4. Dentre eles, em destaque, os genes KIR. Em cinza os genes
framework, vermelho os ativadores, verde inibidores e amarelo o pseudogene ndo framework. Fonte:
Single et al., (2008).

Os principais ligantes dos receptores KIR sdo as moléculas do antigeno leucocitério
humano de classe I, ou HLA de classe I, presentes na superficie da maioria das células somaticas
(Campbell e Purdy, 2011). Os genes HLA localizam-se no Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC, do inglés Major Histocompatibility Complex), no brago curto do
cromossomo seis. Os genes de classe | codificam proteinas que atuam na apresentacdo de
antigenos intracelulares aos linfécitos T citotoxicos ou CD8+ na resposta imune adaptativa
(Norman et al., 2016). Além disso, as proteinas produzidas pelos o0s genes néo classicos (HLA-
G, -E, -F) estéo envolvidos com a modulagéo do sistema imune (Geraghty et al., 1992).

Os receptores KIR podem ter funcdo ativadora ou inibidora, o que vai depender da
formacéo da sua cauda citoplasmaética. Os receptores de inibigdo possuem cauda citoplasmatica
longa com motivo de inibigdo baseado em tirosina (ITIM) e s&o muito variaveis em termos de
polimorfismos (Boudreau e Hsu, 2018a). Os receptores de ativacdo possuem cauda curta com
motivo de ativagdo baseado em tirosina (ITAM) e tendem a ser menos variaveis (Humphrey et
al., 2005). Até o momento, sdo conhecidos 1110 alelos (ou sequéncias distintas) de genes KIR
(The Immuno Polymorphism Database, v. 2.9.0), porém boa parte dessas sequéncias estdo
incompletas, principalmente em relagdo a introns ou regides regulatorias.

A classificagdo dos genes KIR é feita por meio dos seguintes critérios: numero de
dominios Ig extracelulares que o gene codifica, podendo ser dois (KIR2D) ou trés (KIR3D);

tamanho da cauda citoplasmatica, sendo a inibidora longa (L - long) e a ativadora curta (S -



short); e sua similaridade com outras sequéncias e ordem de descri¢do, o que € indicado pelo

namero final da nomenclatura, apds S ou L, como indicado na figura 3 (Bashirova et al., 2006).
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Figura 3. Representacéo das moléculas KIR. Em azul os dominios semelhantes a imunoglobulina (dois
ou trés), em vermelho os motivos de inibigdo baseados em tirosina (ITIM) nas caudas citoplasméticas
longas e em verde os motivos de ativacdo baseados em tirosina (ITAM) nas caudas curtas. Imagem
disponivel em http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/images.

A maioria dos genes KIR apresenta em sua estrutura nove éxons e oito introns, com
tamanho variando entre 4 e 16 mil pares de base (Figura 4). Os éxons 1 e 2 codificam o peptideo
lider; éxons 3, 4 e 5 os dominios semelhantes a imunoglobulina, chamados de DO, D1 e D2,
respectivamente; o éxon 6 codifica uma haste que liga 0 que estd no meio extracelular ao
intracelular; éxon 7 codifica 0 dominio transmembrana e os éxons 8 e 9 a cauda citoplasmatica.
Alguns genes KIR possuem delecdo de éxons inteiros quando comparado a estrutura comum
dos genes KIR, como o gene KIR3DL3 que ndo possui 0 éxon 6 e 0 KIR2DL4 que ndo possui 0
éxon 4 (Torkar et al., 1998).
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Figura 4. Estrutura geral dos genes KIR. Os éxons 1 e 2 codificam o peptideo lider, éxons 3, 4 e 5 0s
dominios semelhantes a Ig, éxon 6 a haste que liga 0 D2 ao dominio transmembranar (TM) que é
codificado pelo éxon 7 e a cauda citoplasmaética € codificada pelos éxons 8 e 9. Lembrando que h& alguns
KIR que possuem delecdo em éxon.

A nomenclatura dos genes KIR se da de forma semelhante a dos HLA (Figura 5). O
nome do gene é separado por um asterisco (*), os trés primeiros digitos indicam variacdes ndo
sinbnimas em éxons, os dois seguintes variagcBes sinbnimas em éxons e o0s dois Ultimos

variagdes na regido intrénica, promotora ou nao codificante (Marsh et al., 2003).
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Figura 5. Nomenclatura KIR. Baseada na figura disponivel em

https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/alleles.html.

Assim como seus principais ligantes, os genes HLA, a variabilidade dos KIR varia
conforme o gene estudado. Ha genes com um menor nimero de polimorfismos e outros com
muitas variantes (Guethlein et al., 2015). Embora haja diferengas no nimero de haplétipos e de
variantes polimdrficas, além de diferencas na estrutura do gene, como ja discutido (Suto et al.,
1996; Bashirova et al., 2006), os genes KIR compartilham uma alta similaridade de sequéncia
(85-99%), fazendo com que recombinagdes possam ocorrer com frequéncia, resultando em
expansdo e contracdo de hapldtipos e rearranjos na ordem dos genes ao longo do haplotipo
(Single et al., 2008). Esta variabilidade (que inclui SNPs e variacdo no nimero de copias)
influencia na resposta e no funcionamento das células NK, pois a diversidade alélica esta

relacionada com os niveis de expressdo dos receptores e podem influenciar a interagdo com os
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ligantes (Parham, 2005). Além disso, a formacdo do haplétipo de um individuo esta associada
a especificidade da modulag&o da resposta imune, se ha ou ndo a presenca de determinado gene
KIR o perfil de expresséo sera diferente (Vilches e Parham, 2002).

Ha dois principais haplogrupos descritos para os genes KIR — A e B, como ilustrado na
figura 6 (Single et al., 2008; Hou et al., 2012). O hapl6tipo A possui apenas um gene de ativacao
(KIR2DS4), cinco de inibicdo (KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3),um com
dupla fungédo (KIR2DLA4) e os dois pseudogenes. O haplotipo B possui diferentes combinacdes,
ja foram descritos mais de 20 haplétipos diferentes, e ha varios genes de ativacdo. Os
framework, representados em cinza (KIR3DL3, KIR3DL2, KIR2DL4 e KIR3DP1) estdo
presentes em todos os haplotipos, apesar de haver estudos em que ha auséncia de algum gene
framework, mas em frequéncia muito baixa (Hsu, Liu, et al., 2002). No geral, a frequéncia de
genes KIR inibidores ¢ maior e mais homogénea do que os ativadores (Augusto, Zehnder-
Alves, et al., 2012). A distribuicdo dos haplétipos de KIR varia entre populac@es de localizacbes
geograficas distintas (Nemat-Gorgani et al., 2019). Por exemplo, entre individuos caucasianos
a frequéncia dos haplotipos A e B é balanceada (Hsu, Chida, et al., 2002). No entanto, o
hapl6tipo A é menos frequente em aborigenes australianos (13%) (Toneva et al., 2001). Os
genes KIR possuem potencial para servirem como marcadores de ancestralidade, mas, para isso,
é preciso uma melhor descricdo da sua diversidade alélica (Augusto, Zehnder-Alves, et al.,
2012).

Regido Centromérica Regido Telomérica

3DL3 — 2DL3 - 2DP1 - 2DL1 — 3DP1 2DL4 — 3DL1 —-| 2Ds4 — 3DL2 [:>Hap|étipoA

3DL3 2DL2 2DP1 — 2DL1 - 3DP1 2DL4 — 3Ds1 3DL2 I:>Haplc’>tipoB

I I I

2DS2 2DL5B — 2DS3 2DL5A — 2DS5 — 2Ds1

Figura 6. Haplétipos A e B. Em cinza pode-se observar os genes framework, e em azul os demais genes
KIR de cada haplétipo, os quais podem ou ndo estar presentes e em diferentes quantidades de nimero
de copia. Baseado na figura de Parham et al., 2005.



2. Receptores KIR e associacdo com doencas

H& diversos estudos relacionando a variabilidade de alelos, hapl6tipos e a interacéo
HLA/KIR com diferentes doencas e a resisténcia a infeccdes virais (Augusto, Zehnder-Alves,
et al., 2012). A grande maioria dos estudos de associacao utiliza metodologias de PCR-SSP
(Ordonez et al., 2012; Bossi et al., 2015; Wang et al., 2018), que permitem uma analise da
composicdo haplotipica dos genes KIR dos individuos - quais KIR estéo presentes ou ausentes
e sua frequéncia em um grupo caso e um controle. Em geral, hapl6tipos com maior presenca de
genes KIR ativadores sdo importantes para combater infec¢bes virais, como HIV e
citomegalovirus, pois com o reconhecimento das células infectadas, os genotipos ativadores
codificam moléculas que iniciam uma resposta nas células levando a morte celular (Qi et al.,
2006).

Em relacdo a predisposicéo a respostas autoimunes, os receptores ativadores vém sendo
considerados como um fator de susceptibilidade para algumas doencas, como diabetes tipo | e
esclerose multipla (Kulkarni et al., 2008). Outro exemplo é a artrite reativa, uma doenca
autoimune com mecanismos pouco conhecidos. Foi observado que altos niveis de expressao de
receptores ativadores e baixos niveis de inibidores podem afetar o funcionamento das células
NK, contribuindo para a patogénese desta doenca, devido superproducéo de citocinas locais
(Sun et al., 2019). Em outros estudos observou-se que a interacdo KIR ativador/HLA e sua taxa
de expressdo podem ter papel de protecdo em algumas doencas, se assemelhando ao mecanismo
observados em doencas infecciosas, como € o caso do Pénfigo Foliaceo (PF) (Kulkarni et al.,
2008; Augusto, Lobo-Alves, et al., 2012). Também em relacdo ao PF, foi encontrada uma
relacdo de predisposicdo em um hapldtipo composto por dois SNPs localizados a jusante do
pseudogene LILRP2 e um no éxon 3 do gene KIR3DL3 (Farias et al., 2019).

Em tumores, a baixa ou auséncia de expressdo de moléculas HLA de classe | leva a
eliminacdo de células transformadas por meio da acdo das NK. Foi observado que gendtipos
compostos por muitos KIR inibidores podem facilitar a evasdo das células tumorais, mas nao é
uma regra, ja que ha grande variacdo de acordo com a neoplasia estudada (Verheyden et al.,
2004; Besson et al., 2007; Kulkarni et al., 2008). Por exemplo, um estudo sobre cancer
colorretal mostrou uma maior frequéncia de KIR2DS3 no grupo caso (Diaz-Pena et al., 2020),
ja em um estudo familial sobre Linfoma de Hodgkin, individuos com o virus Epstein-Barr
(EBV) detectavel no sangue apresentaram um fator de prote¢do mais alto com a presenca de
genes KIR ativadores, comparado aos que ndo possuem EBV (Besson et al., 2007). Portanto

cada tipo de cancer deve ser analisado em relacdo aos receptores/ligantes e a sua patogénese,



para que seja possivel perceber se ha ou ndo influéncia desses genes no desenvolvimento ou
protecéo a neoplasias.

Os genes KIR também estdo relacionados a gestacdo. HLA de classe | (HLA-G, -C e -
E) estdo presentes no trofoblasto extraviloso e hd uma alta concentracdo de células NK
(CD56°9") na decidua que expressam receptores KIR, fazendo com que eles sejam criticos
para uma placentacao apropriada (Trowsdale e Moffett, 2008). A pré-eclampsia ocorre quando
h&d uma baixa perfuragdo da placenta na decidua por parte do trofoblasto extraviloso. Foi
estudado que uma maior frequéncia de homozigose para o hapldtipo A materno em combinacéo
com HLA-C2 no feto esta associada com o aumento de risco desta condicao, pois ha uma alta
inibicdo de células NK da decidua, por meio da interacdo KIR2DL1e HLA-C2, que prejudica a
remodelacdo dos vasos sanguineos (Kulkarni et al., 2008; Trowsdale e Moffett, 2008; Huhn et
al., 2018). Também foi observado em um estudo recente que o gene KIR3DL2 possui um fator
de protecdo e 0s genes ativadores KIR2DS2 e KIR2DS3 sdo fatores de risco para o aborto
espontaneo recorrente (Akbari et al., 2020).

Os receptores KIR possuem um importante papel na regulacdo da resposta imune e
podem desempenhar papel de protecdo e susceptibilidade em diversas doencas, de acordo com
suas patogéneses e especificidades. Ter uma melhor compreensao a respeito da estrutura e
diversidade alélica de cada gene poderia contribuir para que estudos de associacdo sejam mais
realizados nesta escala. Além disso, ter estudos em populacGes com diferentes ancestralidades

e background genético, pois pode haver varia¢bes de acordo com a populacdo estudada.

3. KIR3DL3
¢ Estrutura e Polimorfismo genético

O gene KIR3DL3 possui apenas oito éxons e 11.561 pares de base. O éxon 6, que
codifica a haste que liga os dominios semelhantes a imunoglobulina a regido transmembranar,
estd ausente nesse gene, provavelmente por processos de recombinagdo no intron 5 (Torkar et
al., 1998; Jones et al., 2006). Assim como nos demais genes da familia KIR, os éxons 1 e 2
codificam os peptideos lideres, os éxons 3, 4 e 5 os dominios semelhantes a imunoglobulinas
(DO, D1 e D2), éxon 7 o dominio transmembrana e os éxons 8 e 9 a cauda citoplasmaética.

A molécula de KIR3DL3 possui um unico dominio de ITIM, devido truncamento que
ocorre antes da posicdo do segundo ITIM (Trundley et al., 2006). Estas caracteristicas
estruturais podem indicar diferencas na ligacdo e especificidade em relacdo aos ligantes,

sugerindo uma funcdo diferenciada em relacéo aos outros KIR. Os receptores KIR possuem



expressao variada nas células NK, alguns podem ser expressos em algumas células e outros nao
e ha variacdo na intensidade de expresséo (Kulkarni et al., 2008).

O KIR3DL3 possui expressdo baixa ou indetectavel em células NK no sangue periférico
e os transcritos foram detectados em maiores niveis em células NK CD56"", encontradas no
sangue e no sitio de implantagdo do embrido (Trundley et al., 2006). Este gene provavelmente
estd envolvido com um importante processo de modulacdo do sistema imune materno na relacao
mde-feto, pois ha uma maior expressdo na gravidez, no sangue periférico e na decidua materna.
Acredita-se que ele pode induzir uma sinalizacdo inibitoria especifica para esta relagdo em
células NK uterinas, para evitar um conflito com células do embrido e permitir uma infiltragdo
efetiva das células do trofoblasto na parede uterina (Wilson et al., 2000; Jones et al., 2006;
Leaton et al., 2019). Também foi encontrado RNAm do gene KIR3DL3, mas auséncia de
expressao celular em células NK92 (Nutalai et al., 2019).

Mesmo com esta baixa expressdo, o gene € funcional e codifica proteinas expressas na
membrana celular na auséncia de proteinas acessorias (Trundley et al., 2006). No geral, o
receptor KIR3DL3 estd mais presente nas células NK circulantes de mulheres do que de homens
(Wilson et al., 2000). Ainda ndo se sabe qual é o seu ligante principal, mas ha evidéncias que
sugerem que seja uma molécula com a estrutura similar a HLA de classe | classico, mas com
polimorfismo limitado (Leaton et al., 2019).

O alto polimorfismo encontrado em outros genes desta familia também é visto em
KIR3DL3, que atualmente conta com 165 alelos e 92 variantes proteicas catalogadas. O
KIR3DL3 é o gene KIR com maior nimero de alelos descritos até 0 momento (IPD-KIR, acesso
em 12/05/2020). Esta alta diversidade alélica pode estar relacionada a eventos de recombinacédo
que ocorrem principalmente no intron 5, os quais podem influenciar na ligacdo com o ligante e
nos niveis de expressao (Jones et al., 2006). Ele apresenta elevada heterozigose alélica, com
excecdo de populagdes da américa do sul e leste da Asia (Leaton et al., 2019). A regio do gene
com maior variabilidade € a que codifica os dominios extracelulares (éxons 3 a 5), enquanto
que o segmento intracelular (éxon 7 e 8) sdo mais conservados (Hou et al., 2012).

Apesar de existirem quatro genes considerados framework, apenas o KIR3DL3 é
realmente encontrado em todos os individuos, taxa de ocorréncia dos demais € de cerca de 99%
nas populagdes mundiais. Ele esta na posi¢do 5 terminal do complexo KIR, provavelmente
sendo protegido de remocdes em eventos de recombinacdo desbalanceada. H4 um hotspot de
recombinacéo localizado no intron 5, o qual possui mais de cinco mil pares de base (Leaton et

al., 2019). Devido a falta de informacGes sobre o gene em questéo, ndo se sabe ao certo como
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é a relacdo entre o KIR3DL3 e a molécula ligante, qual € a diversidade real deste gene em

diferentes popula¢des humanas e quais os aspectos funcionais dessa molécula.

+ Regibes regulatorias do gene KIR3DL3

As células NK possuem padrdes de expressdo variado, em numero e identidade. Estes
receptores expressos geram subconjuntos de células NK que reconhecem expressdo alterada
das moléculas HLA de classe | (Li et al., 2016b). No caso dos receptores KIR, a regulacédo
génica ocorre de forma independente, apesar da alta similaridade de sequéncia, inclusive na
regido promotora, entre os genes desta familia (Chan et al., 2003). A regido promotora de
KIR3DL3 e KIR2DL4 sdo as que apresentam menor homologia em relagcdo aos demais genes e
se diferem em questdo funcional (fatores de transcricdo, expressdo) (Van Bergen et al., 2005).
A variacao na expressao de genes KIR pode ser explicada pela hipétese do estado de metilagao
de alelos ativos e inativos. KIR ndo expressos encontram-se metilados e quando tratados com
agentes desmetilantes apresentam uma expressdo de novo (Stulberg et al., 2007).

A baixa expressao de KIR3DL3 esta relacionada a silenciamento epigenético por meio de
forte metilagdo do promotor proximal (Trompeter et al., 2005), de forma que as poucas
moléculas de RNAmM de KIR3DL3 encontradas em algumas amostras devem ser resultado da
transcricdo de um pequeno nimero de promotores desmetilados, portanto a maioria fica em um
estado inativo de transcricdo. Apesar da baixa expressdo, € o KIR com atividade promotora
mais forte, em especial na regido -225, diferentes dos demais em que a regido -65 que é a que
apresenta uma maior atividade (posi¢do de acordo com o IPD-KIR). A presenca de um fator de
transcricdo (AML) na regido proximal também influencia na atividade da regido promotora,
podendo atuar na desmetilacdo do promotor (Trompeter et al., 2005; Wright et al., 2014). O
silenciamento do gene KIR3DL3 é, entdo, associado a hipGtese de que sua expressdo €
condicionada a estimulos relacionados ao desenvolvimento do organismo ou a contextos
patologicos, por meio de uma maior regulacdo da transcricdo ou por mecanismos poés-
transcricionais (Trundley et al., 2006).

A regido promotora intermediaria (Prol) influencia na expressao de proteinas por células
NK maduras. Foi observado em KIR2DL1 que, uma delecdo nesta regido diminuiu a atividade
da promotora e 0s niveis de expressdo proteica. KIR3DL3 é o gene menos conservado nesta
regido dentre os genes KIR (Wright et al., 2014). Estudos sobre a promotora distal e
intermediaria mostram que a regido intergénica do complexo KIR possui um papel importante
na regulacdo dos transcritos dessa familia génica (Li et al., 2016a). Existe a hipotese de que

elementos da promotora intermediéria controlam a expressao de KIR, enquanto a promotora
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proximal leva a expressdes variadas dos KIRs por meio do silenciamento epigenético e coopera
com o Prol, possibilitando ou ndo a expresséo — se ele estiver metilado, ndo hé producéo de
transcritos (Li et al., 2016b).

Os miRNAs sdo microRNA dentro da familia de small non-coding RNA (pequenos RNA
ndo codificadores de proteinas) que se liga a regido 3’'UTR de mRNA, eles podem alterar a
estabilidade do RNAm e limitar processos da traducdo de proteinas, sendo um importante
mecanismo de regulacdo celular pos-transcricional (Bartel, 2009; Pesce et al., 2018). Um estudo
recente mostrou evidéncias que miRNAs - miR-26a-5p, miR-26b-5p e miR-185-5p - podem
interagir com a regido 3’UTR de KIR3DL3. Foi observado que, além da regulacéo por meio da
metilacdo da regido promotora, a expressao de proteinas na superficie celular é induzida quando
ha o silenciamento dos miRNAs (Nutalai et al., 2019).

Outro ponto atuante na regulacéo e expressdo de KIR3DL3 € o intron 1, o qual possui uma
regido de VNTR (variagdo no nimero de repeti¢des em tandem, do inglés “variable number of
tandem repeats”) em uma regiao rica em GC. Esta combinagdo pode levar a consequéncias na
expressao génica de KIR3DL3, imprinting, eventos de recombinacdo e splicing de RNAmM
(Trompeter et al., 2005; Jones et al., 2006).

¢+ Aspectos evolutivos e selecdo natural atuando sobre o gene KIR3DL3

O gene KIR3DL3 esta presente em todos o0s haplotipos humanos e é uma caracteristica
conservada dos Hominoidea (Khakoo et al., 2000; Pena et al., 2011). Ele € o Unico gene que
prevaleceu em todos os primatas Catarrhini, mesmo ap6s a rapida evolucio desses genes. E
observado um consideravel nivel de conservacdo de sequéncias entre os grandes primatas e
evidéncias evolutivas sugerem que ¢ um membro antigo desta familia génica (Jones et al.,
2006). E possivel que ele tenha sido conservado para agir como uma reserva de sequéncias para
recombinacdo ou como um elemento estrutural para auxiliar o alinhamento do cromossomo
durante a meiose (Trundley et al., 2006). Os genes KIR ativadores sao mais recentes na escala
evolutiva e provavelmente surgiram a partir dos genes inibidores homdélogos (Abi-Rached e
Parham, 2005).

Os genes KIR sdo divididos em cinco linhagens. A linhagem | se liga a moléculas MHC
nédo polimorficas, como a HLA-G. As linhagens Il e 111 possuem ligantes bem estabelecidos e
se ligam a motivos polimérficos (HLA-A, B, C). A linhagem IV é como a linhagem dois, mas é
especifica de Macaca. No entanto, esta designagdo ndo € mais utilizada visto que foi observado
que eles se enquadram na linhagem I1. A linhagem V n&o possui ligante definido em nenhuma

espécie e apresentam dominios de sinalizacdo pertencentes a linhagem I11, este é o caso do gene
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KIR3DL3. A linhagem V é a mais conservada ao longo do processo evolutivo (Guethlein et al.,
2015).

Em estudo realizado por Leaton e colaboradores (2019), foi realizada uma anélise
filogenética em cada um dos dominios de KIR3DL3 em primatas Catarrhini (humanos, gorilas,
chimpanzés, orangotango, gibdo, macaca) e em seis espécies de macacos do velho mundo
(OWM). Foi constatado que, para os dominios semelhantes a Ig, ha a presenca da linhagem V
para a maioria das espécies (exceto D2 de orangotango). Nenhum hominideo (chimpanze,
gorila, humano) apresentou o dominio citoplasmético de linhagem V, apenas na linhagem I1I.

Em uma analise populacional é possivel avaliar se ha algum tipo de sele¢do natural
atuando em uma regido génica. Esta selecdo pode favorecer o aumento da frequéncia de alelos
gue aumentam o fitness (sele¢do positiva ou balanceadora) ou diminuir a frequéncia e até
mesmo eliminar variantes que reduzam o fitness do individuo (selecdo negativa ou purificadora)
(Fu e Akey, 2013). Regibes sob selecao balanceadora tendem a acumular um maior nimero de
polimorfismos, em frequéncias intermediarias, aumentando o grau de variabilidade e a
heterozigose se comparado aos outros tipos de selecdo (Key et al., 2014).

Esta familia génica possui grande importancia na resposta imune e na reproducao, por
esse motivo a variabilidade desses genes estdo sob pressao seletiva (Augusto et al., 2015). Em
uma analise dos dominios semelhantes a imunoglobulina de KIR3DL3, foi sugerida a presenca
de selecdo purificadora, com valores baixos de dN/dS (mutacBes ndo sinbnimas/ mutagdes
sindnimas), e selecdo positiva atuando no éxon 6 (regido transmembrana) (Jones et al., 2006).
Em estudo mais recente, foi observado uma alta taxa de muta¢des ndo sindnimas no dominio

D2 e a indicacdo de selecdo positiva no éxon 6 (Leaton et al., 2019).

4. Ancestralidade da populacéo brasileira e Projeto 1000 genomas

A composigdo genética da populagéo brasileira é reflexo de mais de cinco séculos de
mistura inter-étnica entre europeus, africanos e amerindios, tornando-a uma das populac¢des
mais heterogéneas do mundo. Portanto, a populacéo brasileira € um modelo tri-hibrido, formada
pela miscigenacédo entre trés principais grupos étnicos — europeus, africanos e amerindios. Por
conta disso, ela possui elevada taxa de miscigenacao. Tal heterogeneidade étnica se reflete na
alta diversidade fenotipica observada entre os brasileiros (Pena et al., 2011). Dessa forma, pode-
se considerar os brasileiros como uma populagdo que permite a identificacdo de novos alelos e
haplo6tipos em qualquer gene, principalmente os considerados muito variaveis.

O estado de Séo Paulo, alvo do presente estudo, é 0 mais populoso do Brasil e contém

uma consideravel miscigenacao entre 0s grupos citados acima. Para essa regiao do pais a maior

13



contribuicdo é Europeia (79%), seguida da Africana (14%) e Amerindia (7%) (Ferreira et al.,
2006). Embora dezenas de alelos diferentes de KIR3DL3 tenham sido descritos, ndo se sabe a
respeito da variabilidade inerente desse gene em popula¢bes humanas miscigenadas como a
brasileira.

Marcadores informativos de ancestralidade (AIMs, do inglés Ancestry Informative
Markers) sdo muito utilizados para anélises de ancestralidade em individuos. Estes marcadores
utilizam tipos de variabilidade genética (SNPs, STRs, inserces/ dele¢des, entre outros) que
apresentam alelos com frequéncias significativamente diferente entre populagGes provenientes
de localidades geograficas distintas (Martinez-Fierro et al., 2009; Pereira et al., 2012). Um
painel com 34 AIMs ndo relacionados foi desenvolvido com SNPs que diferenciam perfis
europeus, africanos e do leste asiatico (Phillips et al., 2007; Fondevila et al., 2013). A busca por
marcadores indicativos de ancestralidade amerindia é desafiadora, devido ao pouco espaco de
tempo da separacdo deste grupo com o pertencente ao leste asiatico, além da mistura com
europeus (Phillips et al., 2007). Por esse motivo utilizamos esses marcadores neste grupo
amostral.

O projeto 1000 genomas utilizou diversas metodologias de sequenciamento para avaliar
0 genoma de 2.504 individuos de 26 popula¢des ao redor do mundo. As 26 populacbes estdo
divididas cinco grupos: leste asiatico, europeu, africano, amerindio e sul asiatico. O objetivo
principal do projeto foi genotipar esses individuos e fornecer informacdes a respeito da
formacdo haplotipica e dos polimorfismos presentes nas diferentes populacdes. Foram
classificadas variantes que possuem uma frequéncia de pelo menos 1% em diferentes
populagdes, variantes raras (0,1-0,5%) no genoma funcional e variantes estruturais, como
variacdes no numero de copias, inversdes, inser¢des e delecbes (NCBI). Todos os individuos
possuem sequenciamento de exoma e de baixa cobertura, além disso 24 individuos foram
sequenciados com alta cobertura para validacdo. O mapeamento foi realizado por meio da
ferramenta BWA. N&o ha dados sobre a populacdo brasileira e de nenhuma populacéo

miscigenada como a nossa neste consorcio.
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O gene KIR3DL3 foi avaliado em 27 populagdes mundiais, incluindo populagdes

europeias, africanas, asiaticas e algumas populacGes miscigenadas (incluindo Brasil). Essas

populacdes sdo provenientes do banco de dados 1000 genomes, exceto a populacdo brasileira.

Para isso, desenvolvemos uma metodologia de sequenciamento de segunda geracdo para

sequenciar os dados da populacdo brasileira e uma estratégia computacional especifica para

trabalhar com esta familia génica. A partir disso podemos destacar alguns pontos em relagédo ao
gene KIR3DL3:

1

Foram encontradas duas linhagens de promotores divergentes, com muitas variantes em
absoluto LD, baixa diversidade no promotor proximal e evidencia de selecdo
balanceadora nos promotores principalmente em populacdes europeias e do leste
asiatico;

Observamos sele¢do purificadora no dominio D2 (éxon 5), alta diversidade de proteinas
preditas e selecdo balanceadora no dominio transmembrana (éxon 6);

O peptideo lider e a regido citoplasméatica sdo muito conservadas em todas as
populacgdes estudadas;

Confirmamos a presenca de um hotspot de recombinacéo no intron 5 do gene KIR3DL3;
A diversidade genética desse gene é muito superior a ja relatada em bancos de dados
especializados;

A ancestralidade e regido de origem do individuo esta diretamente relacionada com as

frequéncias de alguns alelos e proteinas preditas.
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