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RESUMO 

Os receptores killer semelhantes à imunoglobulina (KIRs) são moléculas receptoras 

transmembranares expressas em células natural killer e T citotóxicas. Esses receptores 

reconhecem moléculas do sistema imunológico, principalmente moléculas do complexo 

principal de histocompatibilidade (HLA) de classe I na superfície de células somáticas. Os 

genes KIR são altamente polimórficos tanto do ponto de vista de número de cópias de cada gene 

quanto do conteúdo de sequência. KIR3DL3 é um gene KIR considerado framework, pois está 

presente em todos os indivíduos em duas cópias. Aqui, abordamos a diversidade genética e os 

aspectos evolutivos do gene KIR3DL3 em populações humanas de todo o mundo, usando uma 

abordagem de bioinformática desenvolvida para este estudo e que minimiza viés de 

mapeamento e erros de genotipagem. O conjunto de amostras compreende 2504 indivíduos de 

26 populações distintas, provenientes do consórcio 1000 Genomes Project, além de 216 

amostras brasileiras do estado de São Paulo que foram sequenciadas utilizando sequenciamento 

de segunda geração. Marcadores informativos de ancestralidade foram utilizados na população 

brasileira para determinar o perfil de ancestralidade genômica de cada indivíduo e para se obter 

uma média da população total. A variabilidade genética do KIR3DL3 é muito maior do que 

conhecemos atualmente, especialmente quando consideramos íntrons e sequências regulatórias. 

A diversidade de proteínas de KIR3DL3 é fortemente influenciada pelo perfil de ancestralidade 

do indivíduo, com proteínas completas e resíduos de aminoácidos apresentando diferentes 

frequências entre africanos, europeus e outras populações. Nesse caso, as populações do leste 

da Ásia apresentam um padrão diferente das demais considerando frequências de alelos, 

proteínas, sequências regulatórias e perfil de seleção natural. Por esse motivo, qualquer estudo 

de associação com doenças envolvendo KIR3DL3 deve ser realizado considerando a 

estratificação populacional. Alguns segmentos de KIR3DL3 são altamente conservados, como 

os éxons que codificam o peptídeo líder e o domínio extracelular D2, importantes para a 

interação com HLA, enquanto outros segmentos, como a região promotora e o éxon 6 (domínio 

transmembranar) são bastante variáveis. Encontramos evidências de seleção balanceadora na 

região promotora, provavelmente mantendo sequências com diferentes ações regulatórias. Essa 

evidência é mais forte entre europeus e no leste asiático. Também encontramos evidências de 

seleção balanceadora em íntrons, que devem ser considerados como possíveis portadores de 

elementos regulatórios. 

 
Palavras-chave: KIR3DL3, polimorfismo, haplótipo, NGS, ancestralidade, seleção natural, 

evolução 
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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 I 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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REVISÃO 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 infecções por patógenos 

(vírus, bactérias, parasitas), do reconhecimento de células tumorais e de processos gestacionais. 

As NK atuam por meio de diversos receptores localizados em sua membrana, os quais são 

capazes de reconhecer padrões nas células ligantes. Estes receptores não são antígeno- 

específicos e não sofrem rearranjos genéticos como os receptores de células T (TCR), atuantes 

na resposta adaptativa (Vivier et al., 2011). Os mecanismos de regulação das células NK 

envolvem diversas vias celulares e bioquímicas (Jager e Kuchroo, 2010). 

Um conjunto de sinais são produzidos por esses receptores, os quais podem levar as 

células NK a desencadear uma resposta imunológica ou inibi-las, para que células em 

determinadas condições (como células saudáveis) não sejam alvo de ataque (Hou et al., 2012). 

As NK possuem atividade citotóxica - eliminam uma célula alvo pela secreção de grânulos 

líticos contendo perforinas e granzimas que induzem a apoptose (Michelet et al., 2018). Além 

disso, elas também estão envolvidas com a resposta adaptativa, produzindo quimiocinas e 

citocinas que ativam outras vias responsáveis por esta resposta. Por exemplo, a produção de 

interferon-γ (IFN-γ) em condições fisiológicas e patológicas, e de TNF-α e IL-10 com funções 

pró inflamatórias e imunossupressoras (Vivier et al., 2011). Já as quimiocinas estão envolvidas 

na colocalização com outras células hematopoiéticas, como as células dendríticas em áreas de 

inflamação (Moretta et al., 2005). Estas diferenças em sua função podem ser observadas ao 

comparar células CD56bright, as quais possuem atividade citotóxica limitada e estão mais 

relacionadas com a produção de citocinas e imunomodulação, enquanto CD56dim são altamente 

citotóxicas, contendo uma maior quantidade de perforinas, granzimas e grânulos citolíticos 

(Pesce et al., 2018). 

Os receptores ativadores em contato com os ligantes podem detectar moléculas do 

próprio organismo que estão sob condição de estresse. Por outro lado, os receptores inibidores 

quando interagem, principalmente, com moléculas HLA de classe I em condições normais 

inibem a ação da NK (Bottino et al., 2005; Vivier et al., 2011). Este mecanismo das células NK 

funciona como uma balança entre os receptores ativadores e inibidores. Um dos mecanismos 

de funcionamento das NK é denominado missing self (perda do próprio) (Figura 1) (Karre et 

al., 1986). Neste mecanismo, a perda ou diminuição da expressão de moléculas HLA de classe 

I e outros ligantes específicos na superfície celular da célula alvo será interpretada como uma 
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situação anormal, pois não haverá a interação com os receptores inibidores. Com isso, haverá 

mais interações com receptores ativadores do que inibidores, o que direcionará a célula NK a 

uma resposta mediada por estes sinais de ativação (Orr e Lanier, 2010; Vivier et al., 2011). Essa 

situação manifesta-se quando a célula está infectada ou sofre processo neoplásico. Caso a 

ligação entre o ligante e os receptores inibitórios ocorra normalmente e haja um predomínio 

desses sinais, não há a ativação das NK. Desta forma, a ligação do receptor com os ligantes, 

principalmente com as moléculas HLA de classe I, é vital para o reconhecimento de antígenos 

não próprios e tolerância imunológica (Purdy e Campbell, 2009). 

 

 
Figura 1. Mecanismo de ação das células natural killer (NK) denominado missing-self, no qual a 

interação dos receptores das células NK com ligantes específicos vão induzir a uma resposta. Caso haja 

um predomínio de sinais inibidores (principalmente com a ligação a moléculas do complexo MHC), não 

há ativação das células NK. Se há um predomínio de sinais ativadores e inibição dos inibidores, a célula 

inicia um processo de defesa. Fonte: Hinton-Sheley, Phoebe (2019). 

 

 
Dentre os receptores presentes nas células NK, há os receptores KIR (receptores killer 

semelhantes à imunoglobulina, do inglês Killer cell Immunoglobulin-like Receptor, KIR), que 

também são expressos em células T citotóxicas (Dupont et al., 1997; Single et al., 2008). Os 

genes KIR constituem uma família gênica composta por 16 genes, sendo 2 pseudogenes (Figura 

2), localizados no cromossomo 19 na região chamada Complexo Receptor Leucocitário (do 

inglês Leukocyte Receptor Complex, LRC). Dentre os genes KIR, quatro estão presentes em 

praticamente todos os indivíduos e são considerados genes framework – KIR3DL3, KIR3DL2, 

KIR2DL4 e KIR3DP1. 
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Figura 2. Composição do Complexo Receptor Leucocitário (do inglês, Leukocyte Receptor Complex, 

LRC), presente na região 19q13.4. Dentre eles, em destaque, os genes KIR. Em cinza os genes 

framework, vermelho os ativadores, verde inibidores e amarelo o pseudogene não framework. Fonte: 

Single et al., (2008). 

 

Os principais ligantes dos receptores KIR são as moléculas do antígeno leucocitário 

humano de classe I, ou HLA de classe I, presentes na superfície da maioria das células somáticas 

(Campbell e Purdy, 2011). Os genes HLA localizam-se no Complexo Principal de 

Histocompatibilidade (MHC, do inglês Major Histocompatibility Complex), no braço curto do 

cromossomo seis. Os genes de classe I codificam proteinas que atuam na apresentação de 

antígenos intracelulares aos linfócitos T citotóxicos ou CD8+ na resposta imune adaptativa 

(Norman et al., 2016). Além disso, as proteínas produzidas pelos os genes não clássicos (HLA- 

G, -E, -F) estão envolvidos com a modulação do sistema imune (Geraghty et al., 1992). 

Os receptores KIR podem ter função ativadora ou inibidora, o que vai depender da 

formação da sua cauda citoplasmática. Os receptores de inibição possuem cauda citoplasmática 

longa com motivo de inibição baseado em tirosina (ITIM) e são muito variáveis em termos de 

polimorfismos (Boudreau e Hsu, 2018a). Os receptores de ativação possuem cauda curta com 

motivo de ativação baseado em tirosina (ITAM) e tendem a ser menos variáveis (Humphrey et 

al., 2005). Até o momento, são conhecidos 1110 alelos (ou sequências distintas) de genes KIR 

(The Immuno Polymorphism Database, v. 2.9.0), porém boa parte dessas sequências estão 

incompletas, principalmente em relação a íntrons ou regiões regulatórias. 

A classificação dos genes KIR é feita por meio dos seguintes critérios: número de 

domínios Ig extracelulares que o gene codifica, podendo ser dois (KIR2D) ou três (KIR3D); 

tamanho da cauda citoplasmática, sendo a inibidora longa (L - long) e a ativadora curta (S - 
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short); e sua similaridade com outras sequências e ordem de descrição, o que é indicado pelo 

número final da nomenclatura, após S ou L, como indicado na figura 3 (Bashirova et al., 2006). 

 

Figura 3. Representação das moléculas KIR. Em azul os domínios semelhantes a imunoglobulina (dois 

ou três), em vermelho os motivos de inibição baseados em tirosina (ITIM) nas caudas citoplasmáticas 

longas e em verde os motivos de ativação baseados em tirosina (ITAM) nas caudas curtas. Imagem 

disponível em http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/images. 

 
 

A maioria dos genes KIR apresenta em sua estrutura nove éxons e oito íntrons, com 

tamanho variando entre 4 e 16 mil pares de base (Figura 4). Os éxons 1 e 2 codificam o peptídeo 

líder; éxons 3, 4 e 5 os domínios semelhantes à imunoglobulina, chamados de D0, D1 e D2, 

respectivamente; o éxon 6 codifica uma haste que liga o que está no meio extracelular ao 

intracelular; éxon 7 codifica o domínio transmembrana e os éxons 8 e 9 a cauda citoplasmática. 

Alguns genes KIR possuem deleção de éxons inteiros quando comparado à estrutura comum 

dos genes KIR, como o gene KIR3DL3 que não possui o éxon 6 e o KIR2DL4 que não possui o 

éxon 4 (Torkar et al., 1998). 

http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/images


6  

 
 

 
 

Figura 4. Estrutura geral dos genes KIR. Os éxons 1 e 2 codificam o peptídeo líder, éxons 3, 4 e 5 os 

domínios semelhantes a Ig, éxon 6 a haste que liga o D2 ao domínio transmembranar (TM) que é 

codificado pelo éxon 7 e a cauda citoplasmática é codificada pelos éxons 8 e 9. Lembrando que há alguns 

KIR que possuem deleção em éxon. 

 

A nomenclatura dos genes KIR se dá de forma semelhante à dos HLA (Figura 5). O 

nome do gene é separado por um asterisco (*), os três primeiros dígitos indicam variações não 

sinônimas em éxons, os dois seguintes variações sinônimas em éxons e os dois últimos 

variações na região intrônica, promotora ou não codificante (Marsh et al., 2003). 

Figura 5. Nomenclatura KIR. Baseada na figura disponível 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. Há genes com um menor número de polimorfismos e outros com 

muitas variantes (Guethlein et al., 2015). Embora haja diferenças no número de haplótipos e de 

variantes polimórficas, além de diferenças na estrutura do gene, como já discutido (Suto et al., 

1996; Bashirova et al., 2006), os genes KIR compartilham uma alta similaridade de sequência 

(85-99%), fazendo com que recombinações possam ocorrer com frequência, resultando em 

expansão e contração de haplótipos e rearranjos na ordem dos genes ao longo do haplótipo 

(Single et al., 2008). Esta variabilidade (que inclui SNPs e variação no número de cópias) 

influencia na resposta e no funcionamento das células NK, pois a diversidade alélica está 

relacionada com os níveis de expressão dos receptores e podem influenciar a interação com os 

https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/alleles.html
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ligantes (Parham, 2005). Além disso, a formação do haplótipo de um indivíduo está associada 

a especificidade da modulação da resposta imune, se há ou não a presença de determinado gene 

KIR o perfil de expressão será diferente (Vilches e Parham, 2002). 

Há 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 haplótipo A possui apenas um gene de ativação 

(KIR2DS4), cinco de inibição (KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3), um com 

dupla função (KIR2DL4) e os dois pseudogenes. O haplótipo B possui diferentes combinações, 

já foram descritos mais de 20 haplótipos diferentes, e há vários genes de ativação. Os 

framework, representados em cinza (KIR3DL3, KIR3DL2, KIR2DL4 e KIR3DP1) estão 

presentes em todos os haplótipos, apesar de haver estudos em que há ausência de algum gene 

framework, mas em frequência muito baixa (Hsu, Liu, et al., 2002). No geral, a frequência de 

genes KIR inibidores é maior e mais homogênea do que os ativadores (Augusto, Zehnder- 

Alves, et al., 2012). A distribuição dos haplótipos de KIR varia entre populações de localizações 

geográficas distintas (Nemat-Gorgani et al., 2019). Por exemplo, entre indivíduos caucasianos 

a frequência dos haplótipos A e B é balanceada (Hsu, Chida, et al., 2002). No entanto, o 

haplótipo A é menos frequente em aborígenes australianos (13%) (Toneva et al., 2001). Os 

genes KIR possuem potencial para servirem como marcadores de ancestralidade, mas, para isso, 

é preciso uma melhor descrição da sua diversidade alélica (Augusto, Zehnder-Alves, et al., 

2012). 

 
 

 

 
 

Figura 6. Haplótipos A e B. Em cinza pode-se observar os genes framework, e em azul os demais genes 

KIR de cada haplótipo, os quais podem ou não estar presentes e em diferentes quantidades de número 

de cópia. Baseado na figura de Parham et al., 2005. 
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2. Receptores KIR e associação com doenças 

Há diversos estudos relacionando a variabilidade de alelos, haplótipos e a interação 

HLA/KIR com diferentes doenças e a resistência a infecções virais (Augusto, Zehnder-Alves, 

et al., 2012). A grande maioria dos estudos de associação utiliza metodologias de PCR-SSP 

(Ordonez et al., 2012; Bossi et al., 2015; Wang et al., 2018), que permitem uma análise da 

composição haplotípica dos genes KIR dos indivíduos - quais KIR estão presentes ou ausentes 

e sua frequência em um grupo caso e um controle. Em geral, haplótipos com maior presença de 

genes KIR ativadores são importantes para combater infecções virais, como HIV e 

citomegalovírus, pois com o reconhecimento das células infectadas, os genótipos ativadores 

codificam moléculas que iniciam uma resposta nas células levando à morte celular (Qi et al., 

2006). 

Em relação à predisposição a respostas autoimunes, os receptores ativadores vêm sendo 

considerados como um fator de susceptibilidade para algumas doenças, como diabetes tipo I e 

esclerose múltipla (Kulkarni et al., 2008). Outro exemplo é a artrite reativa, uma doença 

autoimune com mecanismos pouco conhecidos. Foi observado que altos níveis de expressão de 

receptores ativadores e baixos níveis de inibidores podem afetar o funcionamento das células 

NK, contribuindo para a patogênese desta doença, devido superprodução de citocinas locais 

(Sun et al., 2019). Em outros estudos observou-se que a interação KIR ativador/HLA e sua taxa 

de expressão podem ter papel de proteção em algumas doenças, se assemelhando ao mecanismo 

observados em doenças infecciosas, como é o caso do Pênfigo Foliáceo (PF) (Kulkarni et al., 

2008; Augusto, Lobo-Alves, et al., 2012). Também em relação ao PF, foi encontrada uma 

relação de predisposição em um haplótipo 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 ausência de expressão de moléculas HLA de classe I leva a 

eliminação de células transformadas por meio da ação das NK. Foi observado que genótipos 

compostos por muitos KIR inibidores podem facilitar a evasão das células tumorais, mas não é 

uma regra, já que há grande variação de acordo com a neoplasia estudada (Verheyden et al., 

2004; Besson et al., 2007; Kulkarni et al., 2008). Por exemplo, um estudo sobre câncer 

colorretal mostrou uma maior frequência de KIR2DS3 no grupo caso (Diaz-Pena et al., 2020), 

já em um estudo familial sobre Linfoma de Hodgkin, indivíduos com o vírus Epstein-Barr 

(EBV) detectável no sangue apresentaram um fator de proteção mais alto com a presença de 

genes KIR ativadores, comparado aos que não possuem EBV (Besson et al., 2007). Portanto 

cada tipo de câncer deve ser analisado em relação aos receptores/ligantes e a sua patogênese, 
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para que seja possível perceber se há ou não influência desses genes no desenvolvimento ou 

proteção a neoplasias. 

Os genes KIR também estão relacionados a gestação. HLA de classe I (HLA-G, -C e - 

E) estão presentes no trofoblasto extraviloso e há uma alta concentração de células NK 

(CD56bright) na decídua que expressam receptores KIR, fazendo com que eles sejam críticos 

para uma placentação apropriada (Trowsdale e Moffett, 2008). A pré-eclâmpsia ocorre quando 

há uma baixa perfuração da placenta na decídua por parte do trofoblasto extraviloso. Foi 

estudado que uma maior frequência de homozigose para o haplótipo A materno em combinação 

com HLA-C2 no feto está associada com o aumento de risco desta condição, pois há uma alta 

inibição de células NK da decídua, por meio da interação KIR2DL1e HLA-C2, que prejudica a 

remodelação dos vasos sanguíneos (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 proteção e os genes ativadores KIR2DS2 e KIR2DS3 são fatores de risco para o aborto 

espontâneo recorrente (Akbari et al., 2020). 

Os receptores KIR possuem um importante papel na regulação da resposta imune e 

podem desempenhar papel de proteção e susceptibilidade em diversas doenças, de acordo com 

suas patogêneses e especificidades. Ter uma melhor compreensão a respeito da estrutura e 

diversidade alélica de cada gene poderia contribuir para que estudos de associação sejam mais 

realizados nesta escala. Além disso, ter estudos em populações com diferentes ancestralidades 

e background genético, pois pode haver variações de acordo com a população 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 domínios semelhantes à imunoglobulina a região transmembranar, 

está ausente nesse gene, provavelmente por processos de recombinação no íntron 5 (Torkar et 

al., 1998; Jones et al., 2006). Assim como nos demais genes da família KIR, os éxons 1 e 2 

codificam os peptídeos líderes, os éxons 3, 4 e 5 os domínios semelhantes a imunoglobulinas 

(D0, D1 e D2), éxon 7 o domínio transmembrana e os éxons 8 e 9 a cauda citoplasmática. 

A molécula de KIR3DL3 possui um único domínio de ITIM, devido truncamento que 

ocorre antes da posição do segundo ITIM (Trundley et al., 2006). Estas características 

estruturais podem indicar diferenças na ligação e especificidade em relação aos ligantes, 

sugerindo uma função diferenciada em relação aos outros KIR. Os receptores KIR possuem 
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expressão variada nas células NK, alguns podem ser expressos em algumas células e outros não 

e há variação na intensidade de expressão (Kulkarni et al., 2008). 

O KIR3DL3 possui expressão baixa ou indetectável em células NK no sangue periférico 

e os transcritos foram detectados em maiores níveis em células NK CD56bright, encontradas no 

sangue e no sítio de implantação do embrião (Trundley et al., 2006). Este gene provavelmente 

está envolvido com um importante processo de modulação do sistema imune materno na relação 

mãe-feto, pois há uma maior expressão na gravidez, no sangue periférico e na decídua materna. 

Acredita-se que ele pode induzir uma sinalização inibitória específica para esta relação em 

células NK uterinas, para evitar um conflito com células do embrião e permitir uma infiltração 

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 ausência de 

expressão celular em células NK92 (Nutalai et al., 2019). 

Mesmo com esta baixa expressão, o gene é funcional e codifica proteínas expressas na 

membrana celular na ausência de proteínas acessórias (Trundley et al., 2006). No geral, o 

receptor KIR3DL3 está mais presente nas células NK circulantes de mulheres do que de homens 

(Wilson et al., 2000). Ainda não se sabe qual é o seu ligante principal, mas há evidências que 

sugerem que seja uma molécula com a estrutura similar a HLA de classe I clássico, mas com 

polimorfismo limitado (Leaton et al., 2019). 

O alto polimorfismo encontrado em outros genes desta família também é visto em 

KIR3DL3, que atualmente conta com 165 alelos e 92 variantes proteicas catalogadas. O 

KIR3DL3 é o gene KIR com maior número de alelos descritos até o momento (IPD-KIR, acesso 

em 12/05/2020). Esta alta diversidade alélica pode estar relacionada a eventos de recombinação 

que ocorrem principalmente no íntron 5, os quais podem influenciar na ligação com o ligante e 

nos níveis de expressão (Jones et al., 2006). Ele apresenta elevada heterozigose alélica, com 

exceção de populações da américa do sul e leste da Ásia (Leaton et al., 2019). A região do gene 

com maior variabilidade é a que codifica os domínios extracelulares (éxons 3 a 5), enquanto 

que o segmento intracelular (éxon 7 e 8) são mais conservados (Hou et al., 2012). 

Apesar de existirem quatro genes considerados framework, apenas o KIR3DL3 é 

realmente encontrado em todos os indivíduos, taxa de ocorrência dos demais é de cerca de 99% 

nas populações mundiais. Ele está na posição 5’ terminal do complexo KIR, provavelmente 

sendo protegido de remoções em eventos de recombinação desbalanceada. Há um hotspot de 

recombinação localizado no íntron 5, o qual possui mais de cinco mil pares de base (Leaton et 

al., 2019). Devido à falta de informações sobre o gene em questão, não se sabe ao certo como 
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é a relação entre o KIR3DL3 e a molécula ligante, qual é a diversidade real deste gene em 

diferentes populações humanas e quais os aspectos funcionais dessa molécula. 

 
 Regiões regulatórias do gene KIR3DL3 

As células NK possuem padrões de expressão variado, em número e identidade. Estes 

receptores expressos geram subconjuntos de células NK que reconhecem expressão alterada 

das moléculas HLA de classe I (Li et al., 2016b). No caso dos receptores KIR, a regulação 

gênica ocorre de forma independente, apesar da alta similaridade de sequência, inclusive na 

região promotora, entre os genes desta família (Chan et al., 2003). A região promotora de 

KIR3DL3 e KIR2DL4 são as que apresentam menor homologia em relação aos demais genes e 

se diferem em questão funcional (fatores de transcrição, expressão) (Van Bergen et al., 2005). 

A variação na expressão de genes KIR pode ser explicada pela hipótese do estado de metilação 

de alelos ativos e inativos. KIR não expressos encontram-se metilados e quando tratados com 

agentes desmetilantes apresentam uma expressão de novo (Stulberg et al., 2007). 

A baixa expressão de KIR3DL3 está relacionada a silenciamento epigenético por meio de 

forte metilação do promotor proximal (Trompeter et al., 2005), de forma que as poucas 

moléculas de RNAm de KIR3DL3 encontradas em algumas amostras devem ser resultado da 

transcrição de um pequeno número de promotores desmetilados, portanto a maioria fica em um 

estado inativo de transcrição. Apesar da baixa expressão, é o KIR com atividade promotora 

mais forte, em especial na região -225, diferentes dos demais em que a região -65 que é a que 

apresenta uma maior atividade (posição de acordo com o IPD-KIR). A presença de um fator de 

transcrição (AML) na região proximal também influencia na atividade da região promotora, 

podendo atuar na desmetilação do promotor (Trompeter et al., 2005; Wright et al., 2014). O 

silenciamento do gene KIR3DL3 é, então, associado à hipótese de que sua expressão é 

condicionada a estímulos relacionados ao desenvolvimento do organismo ou a contextos 

patológicos, por meio de uma maior regulação da transcrição ou por mecanismos pós- 

transcricionais (Trundley et al., 2006). 

A região promotora intermediária (ProI) influencia na expressão de proteínas por células 

NK maduras. Foi observado em KIR2DL1 que, uma deleção nesta região diminuiu a atividade 

da promotora e os níveis de expressão proteica. KIR3DL3 é o gene menos conservado nesta 

região dentre os genes KIR (Wright et al., 2014). Estudos sobre a promotora distal e 

intermediária mostram que a região intergênica do complexo KIR possui um papel importante 

na regulação dos transcritos dessa família gênica (Li et al., 2016a). Existe a hipótese de que 

elementos da promotora intermediária controlam a expressão de KIR, enquanto a promotora 
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proximal leva a expressões variadas dos KIRs por meio do silenciamento epigenético e coopera 

com o ProI, possibilitando ou não a expressão – se ele estiver metilado, não há produção de 

transcritos (Li et al., 2016b). 

Os miRNAs são microRNA dentro da família de small non-coding RNA (pequenos RNA 

não codificadores de proteínas) que se liga a região 3’UTR de mRNA, eles podem alterar a 

estabilidade do RNAm e limitar processos da tradução de proteínas, sendo um importante 

mecanismo de regulação celular pós-transcricional (Bartel, 2009; Pesce et al., 2018). Um estudo 

recente mostrou evidências que miRNAs - miR-26a-5p, miR-26b-5p e miR-185-5p - podem 

interagir com a região 3’UTR de KIR3DL3. Foi observado que, além da regulação por meio da 

metilação da região promotora, a expressão de proteínas na superfície celular é induzida quando 

há o silenciamento dos miRNAs (Nutalai et al., 2019). 

Outro ponto atuante na regulação e expressão de KIR3DL3 é o íntron 1, o qual possui uma 

região de VNTR (variação no número de repetições em tandem, do inglês “variable number of 

tandem repeats”) em uma região rica em GC. Esta combinação pode levar a consequências na 

expressão gênica de KIR3DL3, imprinting, eventos de recombinação e splicing de RNAm 

(Trompeter et al., 2005; Jones et al., 2006). 

 
 Aspectos evolutivos e seleção natural atuando sobre o gene KIR3DL3 

O gene KIR3DL3 está presente em todos os haplótipos humanos e é uma característica 

conservada dos Hominoidea (Khakoo et al., 2000; Pena et al., 2011). Ele é o único gene que 

prevaleceu em todos os primatas Catarrhini, mesmo após a rápida evolução desses genes. É 

observado um considerável nível de conservação de sequências entre os grandes primatas e 

evidências evolutivas sugerem que é um membro antigo desta família gênica (Jones et al., 

2006). É possível que ele tenha sido conservado para agir como uma reserva de sequências para 

recombinação ou como um elemento estrutural para auxiliar o alinhamento do cromossomo 

durante a meiose (Trundley et al., 2006). Os genes KIR ativadores são mais recentes na escala 

evolutiva e provavelmente surgiram a partir dos genes inibidores homólogos (Abi-Rached e 

Parham, 2005). 

Os genes KIR são divididos em cinco linhagens. A linhagem I se liga a moléculas MHC 

não polimórficas, como a HLA-G. As linhagens II e III possuem ligantes bem estabelecidos e 

se ligam a motivos polimórficos (HLA-A, B, C). A linhagem IV é como a linhagem dois, mas é 

específica de Macaca. No entanto, esta designação não é mais utilizada visto que foi observado 

que eles se enquadram na linhagem II. A linhagem V não possui ligante definido em nenhuma 

espécie e apresentam domínios de sinalização pertencentes à linhagem III, 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 análise 

filogenética em cada um dos domínios de KIR3DL3 em primatas Catarrhini (humanos, gorilas, 

chimpanzés, orangotango, gibão, macaca) e em seis espécies de macacos do velho mundo 

(OWM). Foi constatado que, para os domínios semelhantes a Ig, há a presença da linhagem V 

para a maioria das espécies (exceto D2 de orangotango). Nenhum hominídeo (chimpanzé, 

gorila, humano) apresentou o domínio citoplasmático de linhagem V, apenas na linhagem III. 

Em uma análise populacional é possível avaliar se há algum tipo de seleção natural 

atuando em uma região gênica. Esta seleção pode favorecer o aumento da frequência de alelos 

que aumentam o fitness (seleção positiva ou balanceadora) ou diminuir a frequência e até 

mesmo eliminar variantes que reduzam o fitness do indivíduo (seleção negativa ou purificadora) 

(Fu e Akey, 2013). Regiões sob seleção balanceadora tendem a acumular um maior número de 

polimorfismos, em frequências intermediárias, aumentando o grau de variabilidade e a 

heterozigose se comparado aos outros tipos de seleção (Key et al., 2014). 

Esta família gênica possui grande importância na resposta imune e na reprodução, por 

esse motivo a variabilidade desses genes estão sob pressão seletiva (Augusto et al., 2015). Em 

uma análise dos domínios semelhantes a imunoglobulina de KIR3DL3, foi sugerida a presença 

de seleção purificadora, com valores baixos de dN/dS (mutações não sinônimas/ mutações 

sinônimas), e seleção positiva atuando no éxon 6 (região transmembrana) (Jones et al., 2006). 

Em estudo mais recente, foi observado uma alta taxa de mutações não sinônimas no domínio 

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

 
4. Ancestralidade da população brasileira e Projeto 1000 genomas 

A composição genética da população brasileira é reflexo de mais de cinco séculos de 

mistura inter-étnica entre europeus, africanos e ameríndios, tornando-a uma das populações 

mais heterogêneas do mundo. Portanto, a população brasileira é um modelo tri-híbrido, formada 

pela miscigenação entre três principais grupos étnicos – europeus, africanos e ameríndios. Por 

conta disso, ela possui elevada taxa de miscigenação. Tal heterogeneidade étnica se reflete na 

alta diversidade fenotípica observada entre os brasileiros (Pena et al., 2011). Dessa forma, pode- 

se considerar os brasileiros como uma população que permite a identificação de novos alelos e 

haplótipos em qualquer gene, principalmente os considerados muito variáveis. 

O estado de São Paulo, alvo do presente estudo, é o mais populoso do Brasil e contém 

uma considerável miscigenação entre os grupos citados acima. Para essa região do país a maior 
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contribuição é Europeia (79%), seguida da Africana (14%) e Ameríndia (7%) (Ferreira et al., 

2006). Embora dezenas de alelos diferentes de KIR3DL3 tenham sido descritos, não se sabe a 

respeito da variabilidade inerente desse gene em populações humanas miscigenadas como a 

brasileira. 

Marcadores informativos de ancestralidade (AIMs, do inglês Ancestry Informative 

Markers) são muito utilizados para análises de ancestralidade em indivíduos. Estes marcadores 

utilizam tipos de variabilidade genética (SNPs, STRs, inserções/ deleções, entre outros) que 

apresentam alelos com frequências significativamente diferente entre populações provenientes 

de localidades geográficas distintas (Martinez-Fierro et al., 2009; Pereira et al., 2012). Um 

painel com 34 AIMs não relacionados foi desenvolvido com SNPs que diferenciam perfis 

europeus, africanos e do leste asiático (Phillips et al., 2007; Fondevila et al., 2013). A busca por 

marcadores indicativos de ancestralidade ameríndia é desafiadora, devido ao pouco espaço de 

tempo da separação deste grupo com o pertencente ao leste asiático, 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 

o genoma de 2.504 indivíduos de 26 populações ao redor do mundo. As 26 populações estão 

divididas cinco grupos: leste asiático, europeu, africano, ameríndio e sul asiático. O objetivo 

principal do projeto foi genotipar esses indivíduos e fornecer informações a respeito da 

formação haplotípica e dos polimorfismos presentes nas diferentes populações. Foram 

classificadas variantes que possuem uma frequência de pelo menos 1% em diferentes 

populações, variantes raras (0,1-0,5%) no genoma funcional e variantes estruturais, como 

variações no número de cópias, inversões, inserções e deleções (NCBI). Todos os indivíduos 

possuem sequenciamento de exoma e de baixa cobertura, além disso 24 indivíduos foram 

sequenciados com alta cobertura para validação. O mapeamento foi realizado por meio da 

ferramenta BWA. Não há dados sobre a população brasileira e de nenhuma população 

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

europeias, africanas, asiáticas e algumas populações miscigenadas (incluindo Brasil). Essas 

populações são provenientes do banco de dados 1000 genomes, exceto a população brasileira. 

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

sequenciar os dados da população brasileira e uma estratégia computacional específica para 

trabalhar com esta família gênica. A partir disso podemos destacar alguns pontos em relação 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 seleção 

balanceadora nos promotores principalmente em populações europeias e do leste 

asiático; 

2. Observamos seleção purificadora no domínio D2 (éxon 5), alta diversidade de proteínas 

preditas e seleção balanceadora no domínio transmembrana (éxon 6); 

3. O peptídeo líder e a região citoplasmática são muito conservadas em todas as 

populações estudadas; 

4. Confirmamos a presença de um hotspot de recombinação no íntron 5 do gene KIR3DL3; 

5. A diversidade genética desse gene é muito superior à já relatada em bancos de dados 

especializados; 

6. A ancestralidade e região de origem do indivíduo está diretamente relacionada com as 

frequências de alguns alelos e proteínas preditas. 


