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RESUMO

A familia de genes KIR (do inglés, killer cell immunoglobulin-like receptors)
desempenha um papel central na imunidade inata e adaptativa e seu polimorfismo tem
sido associado a suscetibilidade diferencial a diversas doengas. Esses genes exibem
extensa variabilidade, tanto em termos de auséncia e presenga de genes, quanto em nivel
alélico. Os receptores codificados por esses genes s&o expressos na superficie das
células NK e de alguns subtipos de células T e podem transduzir sinais ativadores ou
inibidores. Pouco se conhece a respeito dos seus niveis de expresséo génica diferencial,
tampouco dos mecanismos de regulagédo. O gene KIR3DLZ2 codifica um receptor inibidor
e é 0 segundo gene KIR mais polimérfico e polialélico do complexo, com mais de 80 alelos
descritos. O objetivo desse trabalho foi analisar se o polimorfismo alélico de KIR3DL2
impacta na sua expressao génica diferencial. Para isso, caracterizamos a diversidade
alélica de KIR3DL2 em uma populagcdo de euro-descendentes de Curitiba e regido
metropolitana (n = 235), através de sequenciamento de DNA. As frequéncias genotipicas
estavam de acordo com as esperadas pelo equilibrio de Hardy-Weinberg, sendo os
genotipos mais comuns: 3DL2*001/007 (11,5%), 3DL2*001/002 (6,8%) e 3DL2*002/007
(6,8%). Os alelos mais frequentes encontrados nessa populagao foram 3DL2*007
(21,7%), 3DL2*001 (21,3%) e 3DL2*002 (20%). Um total de 40 individuos com genotipos
especificos e comuns na populacédo desse estudo foram selecionados para a analise de
expressao diferencial por citometria de fluxo. A analise de expressao diferencial foi
realizada com os individuos portadores dos alelos mais frequentes encontrados na
populagdo, sendo eles: 3DL2*001, 3DL2*002, 3DL2*003, 3DL2*005, 3DL2*007,
3DL2*009, 3DL2*010 e 3DL2*011. Verificamos que o polimorfismo alélico de KIR3DL2
esta associado ndo somente com niveis de expressao diferencial, mas também com
diferentes quantidades de células NK que exibem KIR3DL2 em sua superficie. O alelo
KIR3DL2*002 foi associado ao maior nivel de expressao de KIR3DL2 e ao maior numero
de células NK 3DL2 positivas. Ja 3DL2*010 foi associado ao menor nivel de expressao e
a menor quantidade de células NK com KIR3DL2 presente na superficie celular. Além
disso, demonstramos que um polimorfismo na regido 3’ UTR, na posi¢cdo 16545A>G
(rs1865095) marca os niveis de expressao de KIR3DL2. Sugerimos que esta expresséo
diferencial possa estar relacionada a ligagao de miRNAs nesta regido, especificamente o
miR-2114-3p. A presenga de ligantes especificos (HLA-A3, -A11 e -B27) nédo esta
associada a diferentes niveis de expressdo de KIR3DL2 (p = 0,5739) nem a diferentes
quantidades de células NK KIR3DL2 positivas (p = 0,7772). Além disso, nenhuma
correlacdo foi encontrada entre a expressao diferencial dos alelos de KIR3DLZ2 e a
expressao diferencial dos alelos de HLA-A. Como perspectivas futuras pretendemos
analisar, através de co-cultivo celular, a atividade citotdxica das células NK de individuos
com diferentes gendtipos homozigotos, como KIR3DL2*001/KIR3DL2*001,
KIR3DL2*002/KIR3DL2*002, KIR3DL2*007/KIR3DL2*007 e KIR3DL2*010/KIR3DL2*010
a fim de corroborar as hipéteses geradas.

Palavras-chave: Células NK, KIR3DL 2, variabilidade alélica, HLA-A3, HLA-A11, HLA-B27,
expressao diferencial.



ABSTRACT

The KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors) gene family plays a central role in
innate and adaptive immunity and has been associated with differential susceptibility to
diseases. Besides the uncommon presence and absence polymorphism that occurs in KIR,
these genes also exhibit an extensive allelic variation. The receptors encoded by these
genes are expressed on the surface of NK cells and on some subset of T cells. They can
transduce either activating or inhibiting signals. The differential expression levels and the
mechanisms of genetic regulation of these receptors are poorly known. The KIR3DL2 gene
encodes an inhibitory receptor and it is one of the most polymorphic and polyallelic KIR,
with more than 80 alleles described so far. This study aimed to analyze if there are a
profound impact of KIR3DL 2 allelic polymorphism on its differential gene expression. Allelic
diversity of KIR3DL2 was characterized in an euro-descendant population from Curitiba
and metropolitan region, state of PR (n = 235), by sequencing-based typing. Genotype
frequencies were in accordance with Hardy-Weinberg equilibrium and the most frequent
genotype was 3DL2*001/007 (11.5%), followed by 3DL2*001/002 (6.8%) and
3DL2*002/007 (6.8%). The most frequent alleles in the population were 3DL2*007 (21.7%),
3DL2*001 (21.3%) and 3DL2*002 (20%). A total of 40 individuals with specific and
commom genotypes were selected for differential expression analysis by flow citometry.
The differential expression analysis was made for the most common alleles found in the
population: 3DL2*001, 3DL2*002, 3DL2*003, 3DL2*005, 3DL2*007, 3DL2*009, 3DL2*010
and 3DL2*011. We verified that the allelic polymorphism of KIR3DL2 was associated not
only with the differential expression but also with the different amount of NK cells that
display KIR3DL2 on their surface. KIR3DL2*002 allele was associated with higher
expression of KIR3DL2 and higher number of KIR3DL2 positive NK cells, while
KIR3DL2*010 was related to the lowest expression and lowest level of KIR3DL2 positive
NK cells. It has also been found that a polymorphism in the 3' UTR, 16545A>G
(rs1865095), was associated with KIR3DL 2 differential expression level. We suggest that
it may be related to miRNAs binding, specifically miR-2114-3p. The presence of specific
HLA class | ligands (HLA-A3, -A11 and -B27) was not associated with KIR3DL2 differential
expression levels (p = 0.5739) nor with different amount of NK KIR3DL2" cells (p = 0.7772).
In addition, no correlation was found between the differential expression of the KIR3DL2
alleles and the differential expression of the HLA-A alleles. As future perspectives, it is
intended to analyze the citotoxic activity of NK cells from individuals with different
genotypes like KIR3DL2*001/KIR3DL2*001, KIR3DL2*002/KIR3DL2*002,
KIR3DL2*007/KIR3DL2*007 and KIR3DL2*010/KIR3DL2*010 through co-culture to
corroborate the hypotheses generated.

Key-words: NK cells, KIR3DL 2, allelic variability, HLA-A3, HLA-A11, HLA-B27, differential
expression.
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1 INTRODUGAO

Os receptores KIR (do inglés, killer cell immunoglobulin-like receptors), presentes
na superficie das células NK (do inglés, natural killer) e de algumas células T, conhecidas
como NKT (do inglés, natural killer T cells), desempenham um papel central na resposta
imune (DUPONT; SELVAKUMAR e STEFFENS, 1997).

As células NK tem papel fundamental no reconhecimento das células infectadas,
cancerosas ou malignamente alteradas (HERBERMAN; ORTALDO, 1981). Entretanto,
para que essas células desempenhem sua fungdo, ha a necessidade da interagcao entre
os receptores das células NK e seus ligantes especificos. Os receptores KIR, presentes
na superficie das células NK, reconhecem as moléculas HLA de classe | (do inglés, human
leukocyte antigens). Dessa interagdo, sinais ativadores e inibidores podem ser gerados
no interior celular, sendo que o balango final desses sinais regula a citotoxicidade e
secregado de citocinas pelas células NK (VIVIER; NUNES e VELY, 2004). Nesse sentido,
as diferentes moléculas KIR podem contribuir com a suscetibilidade ou protecao as
doengas.

Ha 15 genes KIR e 2 pseudogenes descritos, sendo que esses genes apresentam
uma incomum variagdo de auséncia e presenca. Apesar dessa variagao ser
extensivamente estudada em diversas populagdes mundiais, a diversidade alélica de KIR
€ ainda pouco conhecida. Ainda menos conhecido, € o impacto funcional dessa
diversidade alélica.

Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a variag&o alélica do gene
KIR3DL2 em uma amostra da populagdo de Curitiba e regido metropolitana a fim de
posteriormente analisar o impacto dessa variagao na expressao diferencial dos alelos de
KIR3DLZ2. Niveis diferenciais de expressdao génica foram previamente relacionados a
susceptibilidade a doenga autoimune pénfigo foliaceo (PF). Esse estudo, portanto, é
importante n&o apenas para a melhor compreenséo da familia génica KIR, em especial
KIR3DL2, mas também no entendimento de como esses genes alteram a susceptibilidade

a doengas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CELULAS NATURAL KILLER

As células NK, também conhecidas como exterminadoras naturais, assassinas
naturais ou ainda natural killer, foram descritas inicialmente em 1975 como um subtipo de
linfécitos capazes de ter atividade citotdxica in vitro contra células leucémicas sem
sensibilizagao prévia (KIESSLING et al., 1975). Dessa forma, sdo amplamente conhecidas
pela sua capacidade citolitica e participam da primeira linha de defesa do organismo, a
imunidade inata (HERBERMAN; ORTALDO, 1981). Elas também secretam citocinas e
quimiocinas que recrutam outras células de defesa do organismo para o local de
inflamacéao, estimulam a hematopoese, induzem proliferagao e ativagdo granulocitica e,
portanto, amplificam a resposta inflamatoria. Essas células também contribuem
controlando a intensidade e a qualidade da resposta das células T, proporcionando assim,
uma ligagdo entre a imunidade inata, a imunidade adaptativa e a autoimunidade
(MORETTA et al., 2002; TRAPANI e SMYTH, 2002). Participam ainda em mecanismos
patoldgicos e fisiologicos como a rejei¢cao de transplantes (RUGGERI et al., 1999; VAMPA
et al., 2003), defesa do hospedeiro contra infecgbes parasitarias (ARTAVANIS-
TSAKONAS et al., 2003), sucesso reprodutivo (TROWSDALE; MOFFETT, 2008) e
ocorréncia de pré-eclampsia (HIBY et al., 2004; WANG et al., 2011).

As células NK correspondem a cerca de 5 a 15% dos linfocitos circulantes no
sangue (BIRON et al., 1999). Quando estimuladas, ha intensificacdo da sua atividade
citotéxica e sdo capazes de lisar células infectadas por virus, células neoplasicas e
anormais. A citotoxicidade mediada pelas células NK é considerada rapida e muito
potente. Dessa forma, a morte da célula alvo pode ocorrer em minutos, dificultando a
atuagdo de mecanismos de resisténcia. Além disso, essas células podem ativar outras
células imunes através da lise celular e/ou produgdo de citocinas e quimiocinas
(WESTERVELT; LEY, 1990).

2.2 DESENVOLVIMENTO DAS CELULAS NK

E consenso entre os pesquisadores que o desenvolvimento das células NK
ocorre, primeiramente, na medula Ossea. Esse ambiente possui outras células
hematopoiéticas e estroma, fatores cruciais para promover a sobrevivéncia, proliferacao

e diferenciagdo das células NK em intermediarios celulares (YOKOYAMA et al., 2004).
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Varios estagios fenotipicos e funcionais foram identificados no desenvolvimento
das células NK, conforme pode ser observado na FIGURA 1. O desenvolvimento das
células NK humanas ocorre primeiramente na medula 6ssea sob influéncia de fatores do
estroma celular, os quais impulsionam o inicio da diferenciagdo de células progenitoras
hematopoiéticas CD34* (HPC) em precursores de células NK CD34°"CD45RA" (Pro-
NK). Em um segundo momento, essas células, que também expressam moléculas de
adeséao (L-selectina e integrina B7), se deslocam prontamente para os linfonodos, onde,
sob a influéncia de IL-2 e IL-15, secretadas pelas células T, diferenciam-se em células NK
imaturas que podem ainda diferenciar-se em células NK CD56°"" e CD56%™ (FREUD;
CALIGIURI, 2006).

FIGURA 1 - ESTAGIOS DO DESENVOLVIMENTO DE CELULAS NK HUMANAS
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A medida em que as células NK progridem do estagio 1 para o estagio 3, tornam-se comprometidas com a
linhagem celular NK e perdem a capacidade de desenvolvimento de células T ou células dendriticas. Nos
estagios 3 a 5, as células NK sofrem maturagéo funcional e transi¢do, de modo que as células NK imaturas
do estagio 3, podem produzir fatores de crescimento. No estagio 4 as células NK CD56""9" contribuem,
preferencialmente, com a secrec¢éo de interferon gama (IFN-y) e no estagio 5 as células NK CD56"™ sa0
principalmente citotoxicas.

FONTE: Adaptado de TOLEDO et al., 2010
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O painel de marcadores de superficie celular da TABELA 1 pode ser utilizado para
diferenciar os distintos estagios funcionais de desenvolvimento de células NK nos
linfonodos (ZAMAI et al., 1998; TOLEDO et al., 2010).

TABELA 1 - CARACTERISTICAS FENOTIPICAS USADAS PARA DIFERENCIAR OS PRINCIPAIS
SUBTIPOS DE CELULAS NK DURANTE O PROCESSO DE DESENVOLVIMENTO

Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3 Estagio 4 Estagio 5
(Pré6-NK) (Pré-NK) (Célula NK imatura) (CD56""") (CD56"™)
CD34 (+) CD34 (+) CD34 (-) CD34 (-) CD34 (-)
CD117 (-) CD117 (+) CD117 (+) CD117 (+/-) CD117 (-)
CD94 (-) CD94 (-) CD94 (-) CD94 (+) CD94 (+/-)
CD16 (-) CD16 (-) CD16 (-) CD16 (-) CD16 (+)

~

7

Comprometimento com linhagem de células NK

~

7
Maturagao das células NK
~
7

Aquisicao de citotoxicidade
Essa tabela traz os marcadores mais importantes adquiridos durante os 5 estagios de desenvolvimento.
FONTE: Adaptado de TOLEDO et al., 2010

2.3 CELULAS NK CD56""" ¢ CD56Y™

Em geral, as células NK maduras sao caracterizadas fenotipicamente pela
presenca de marcadores de superficie como CD56 e CD16 e auséncia de expressao de
CD3. Apesar de constituirem uma subpopulacdo de linfécitos, as células NK néo
apresentam receptores antigénicos de células T (TCR, do inglés T cell receptor) (FARAG;
CALIGIURI, 2006; MORETTA et al., 2008). Dois subtipos distintos de células NK podem
ser identificados com base no nivel de expressao de CD56 e CD16 (FIGURA 2). A maioria
delas, aproximadamente 90%, tem baixa expressédo de CD56 e alta expressao de CD16,
sendo chamadas de CD56°™. Esse subconjunto de células é potencialmente citotdxico,
participando da citotoxicidade natural e da citotoxicidade celular dependente de anticorpo
(ADCC, do inglés antibody-dependent cell-mediated citotoxicity), produzindo baixa
quantidade de citocinas. Ja os outros 10% de células NK circulantes, sdo classificadas
como CD56"¢" e possuem altos niveis de expressdo de CD56 e baixos niveis de CD16,
sendo responsaveis pela secregcdo de citocinas imunoregulatérias, como IFN-y, fator de
necrose tumoral (TNF-a e TNF-B), fator estimulador de col6nias de granulécitos e
macréfagos (GM-CSF) e interleucinas (IL-10 e IL-13). As células CD56%™ estdo
majoritariamente presentes no sangue periférico e possuem maior atividade citotoxica

quando comparadas as células CD56° " Estas, por sua vez, encontram-se
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principalmente nos tecidos linfoides secundarios, na mesma regiao onde estdao os

linfocitos T e as células dendriticas, consistente com o seu potencial

papel

imunoregulatério (PUNT; OWEN e CALIGIURI, 2001; FARAG E CALIGIURI, 2006).

FIGURA 2 - AS DUAS PRINCIPA
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FONTE: Adaptado de COOPER et al., 2001.
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2.4 FUNGCAO EFETORA DAS CELULAS NK

As células NK possuem um grande repertorio de receptores em sua superficie
que, em conjunto, regulam sua agao efetora (VIVIER, NUNES e VELY, 2004; VIVIER et
al., 2011). Um desses grupos de receptores pertence a familia das imunoglobulinas, os
receptores KIR, os quais reconhecem moléculas HLA de classe | codificadas pelo
Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do inglés Major Histocompability
Complex). As moléculas HLA de classe | classicas (HLA-A, HLA-B e HLA-C) sao
expressas na superficie de praticamente todas as células nucleadas. Estas moléculas tém
como fungdo principal apresentar antigenos na superficie celular para posterior
reconhecimento pelas células T, desencadeando a resposta imune apropriada (JANEWAY
et al., 2001). Entretanto, elas também atuam no controle da atividade exterminadora das
células NK.

Muitas células tumorais e infectadas por virus tém mecanismos que diminuem a
expressdo de moléculas HLA de classe | na superficie celular (BIRON et al., 1999). A
diminuicdo ou auséncia de expressao das moléculas HLA classe |, relatada como a falta
da expressao do proprio (do inglés, missing self) (VILCHES e PARHAM, 2002), impede a
geracéao de sinais inibidores nas células NK. Nesse caso, o receptor inibidor das células
NK n&o interage com o seu ligante HLA de classe |, devido a sua auséncia na célula-alvo.
O impedimento do envio do sinal inibidor promove o ataque das células NK a célula-alvo.
Por outro lado, a expressdo de moléculas HLA de classe | garante a identificacdo das
células préprias e saudaveis do organismo pela ligagdo dessas moléculas aos receptores
inibidores especificos das células NK, protegendo-as de um ataque inapropriado. Essa
ligagdo gera sinais inibidores que interrompem os sinais ativadores das células NK e
garantem a sobrevivéncia das células normais do organismo (BIRON et al., 1999;
VILCHES; PARHAM, 2002).

Para que as células NK atuem de maneira adequada, elas possuem um
mecanismo de tolerancia as células proprias e passam por um processo de educacao ou
licenciamento nas fases iniciais do seu desenvolvimento (RAULET; VANCE, 2006).
Entretanto, como esse processo acontece ainda ndo estd completamente claro. As
primeiras evidéncias sugerem que ha expressdo de pelo menos um receptor inibidor na
superficie das células NK, capaz de reconhecer moléculas HLA de classe | nas células

saudaveis do organismo. As células que expressam esse receptor sdo chamadas de
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células licenciadas/tolerantes (FIGURA 3A). Por outro lado, outros estudos apontam que
as células NK que ndo expressam nenhum receptor inibidor que reconhece moléculas
HLA de classe | presentes nas células saudaveis do organismo, continuam tolerantes,
porém tornam-se anérgicas e irresponsivas, através de um processo chamado
“desarmamento” (RAULET; VANCE, 2006; SUN; LANIER, 2011).

A tarefa exercida pelas células NK de reconhecer a perda ou a alteragcao da
expressao de moléculas HLA de classe | na superficie das células alvo € essencial para o
bom funcionamento da resposta imune. Isso porque, na resposta imunologica adaptativa,
a auséncia de expressao de moléculas HLA representa um mecanismo de escape ao
ataque das células T, ja que estas sé reconhecem antigenos no contexto HLA
(UHRBERG, 2005). Dessa maneira, € necessaria uma quantidade apropriada e
especifica, tanto das moléculas HLA de classe | na superficie de células-alvo, como de
receptores ativadores e inibidores na superficie das células NK, a fim de ter uma resposta
imunologica conveniente (BIRON et al., 1999).

Varias respostas podem ser geradas em diferentes situagdes fisiologicas,
dependendo do balango de sinais desencadeados pelos receptores das células NK e da
expressdo de moléculas HLA classe | na superficie das células alvo (FIGURA 3). Quando
o sinal de interag&o entre o receptor inibidor e seu ligante € superior ao sinal de interagao
fornecido pelo receptor ativador, a lise celular pelas células NK é inibida (FIGURA 3A). Ja
a promogao da lise celular é dada quando o receptor ativador reconhece o seu ligante na
célula-alvo na auséncia da interagao receptor inibidor/ligante (FIGURA 3B). Outro modo
para que ocorra a ativacdo das células NK e lise celular é quando a interagcéo receptor
ativador/ligante € preponderante sobre a interagao receptor inibidor/ligante (FIGURA 3C)
(VIVIER et al., 2004, 2011, 2012). Importante salientar que para a ativagao das células NK
e sua consequente proliferagcdo, producdo de IFN-y e atividade citotdxica, a agao de
citocinas inflamatérias € requerida. Essas citocinas sdo secretadas por células dendriticas,
macrofagos e tecidos infectados por patégenos, sendo IL-12, IL-15, IL-18, IL-21, IFN-a e
INF-3, as principais necessarias nesse processo (BIRON, 2001).
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FIGURA 3 - ACAO DAS CELULAS NK FRENTE A DIFERENTES CENARIOS
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(a) Observa-se a predominancia de sinais inibidores e, portanto, a célula NK nao é ativada. Isso acontece
nas células saudaveis do organismo, em que o sinal gerado pelos receptores ativadores é barrado pelos
sinais gerados pelos receptores inibidores. (b) A diminui¢cdo da expressédo de moléculas HLA, processo que
ocorre nas células infectadas por virus e células tumorais, é reconhecida pelas células NK. Essa auséncia
de sinais inibidores de morte permite o ataque a célula alvo. (c) Existe ligagao de receptores tanto ativadores
quanto inibidores com seus respectivos ligantes, gerando sinais ativadores e inibidores, simultaneamente.
Assim, o balango entre os sinais gerados determina a resposta da célula NK. Nesse caso especifico, houve
0 aumento da expressdo de ligantes induzidos por estresse, levando a uma predominancia de sinais
ativadores, e, consequentemente, lise da célula alvo.

FONTE: Adaptado de VIVIER et al., 2012
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Apesar de alguns receptores ativadores apresentarem uma estrutura de
reconhecimento do ligante muito semelhante a receptores inibidores, a afinidade de
ligacdo das variantes ativadoras €& fortemente reduzida em comparagdo as variantes
inibidoras. Por esse motivo, ocorre o prevalecimento dos sinais inibidores quando ha a
ligacdo de receptores inibidores e ativadores simultaneamente (FARAG et al., 2002;
UHRBERG, 2005). No entanto, o aumento excessivo de sinais ativadores pode superar
os sinais inibidores e levar a NK ao ataque. Isso significa que existe um balango fino entre
sinais ativadores e inibidores na regulacado das NK (PARHAM, 2005).

2.5 MECANISMO DE AGCAO DAS CELULAS NK

Para efetivarem a sua funcgao, as células NK possuem dois mecanismos de acao.
O principal deles se da através da exocitose de granulos de granzimas e perforinas
(FIGURA 4). Quando sinais de receptores ativadores prevalecem, as células NK s&o
ativadas e interagem com as células alvo através de moléculas de adesao e integrinas
(TASSI et al., 2006). Dessa interagdo ocorrem alteragbes dinamicas na morfologia das
células exterminadoras naturais. A principal delas € a movimentac&do de granulos liticos
em direcao ao sitio de interacdo com a célula alvo através de modificacbes na estrutura
de citoesqueleto das células NK. Em seguida, a membrana externa do granulo se funde
com a membrana citoplasmatica, permitindo a liberacdo do seu conteudo no espaco
sinaptico. Os principais conteudos destes granulos sao moléculas de perforina e granzima.
As perforinas s&o proteinas que formam poros na membrana das células alvo que podem
perturbar a permeabilidade celular e levar essas células a lise osmotica. As granzimas
pertencem a uma familia de serina proteases envolvidas no processo de apoptose, sendo
a granzima B considerada o mais importante membro pro-apoptotico desta familia
(TRAPANI e SMYTH, 2002; DJEU et al., 2002; UHRBERG, 2005).

O outro mecanismo de morte celular mediado por células NK é através da ligagao
de receptores especificos presentes nas células alvo com ligantes na superficie das
células NK. Esses ligantes pertencem a superfamilia do TNF (do inglés, tumor necrosis
factor) e a sua ligagao induz a apoptose da célula alvo. As células NK podem apresentar
dois membros desta familia, FasL e TRAIL, e sua expresséo pode ser induzida por IFN-y.
Para que o mecanismo de morte celular seja ativado, € necessario que esses ligantes
interajam com seus respectivos receptores na célula alvo, Fas e TRAIL-R (DR4, DR5), os

quais contém um dominio de morte conservado que indiretamente ativa a cascata
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enzimatica das caspases e leva a célula a morte por apoptose (FIGURA 4) (ZAMAI et al.,
1998; WALLACE; SMYTH, 2005).

FIGURA 4 - AS DUAS VIAS DE MORTE CELULAR MEDIADA PELAS CELULAS NK

citose

erforina e granzimas

-'U

4 formacéo de poros TRAIL-R

(DR4, DRS)

Apoptose

A esquerda, a via de exocitose de granulos, a qual envolve a liberagéo de granulos de perforina e granzima
para o espago intracelular (entre a célula NK e a célula alvo). A direita, a via mediada por membros da familia
TNF, FasL e TRAIL, os quais s&do expressos pelas células NK e regulados, principalmente, por INF-y. Esses
ligantes sdo importantes mediadores de apoptose celular através dos seus correspondentes receptores Fas
e TRAIL-R (DR4, DR5), respectivamente.

FONTE: Adaptado de SMYTH et al., 2005.

2.6 RECEPTORES DE CELULAS NK

A maioria dos receptores das células NK sao codificados por genes presentes em
dois cromossomos distintos (FIGURA 5). No brago curto do cromossomo 12, na regiao
gendmica 12p13, de aproximadamente 2 Mb, esta o complexo de receptores de células
Natural Killer (NKC, do inglés Natural Killer Complex), que compreende genes de
receptores semelhantes a lectina do tipo C, como o CD94 e o NKG2. Ja no brago longo

do cromossomo 19, na regido gendmica 19913, localiza-se o complexo de receptores
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leucocitarios (LRC, do inglés Leucocyte Receptor Complex), de aproximadamente 1 Mb
(WILSON et al., 2000). O complexo LRC compreende mais de 25 genes, entre eles, os
genes KIR (que compreendem 150 Kb dessa regi&o) e os genes que codificam outras
moléculas de superficie celular, como proteinas DAP, antigenos CD66 e ainda outros tipos
de receptores, como os receptores leucocitarios semelhantes a imunoglobulinas (LILR, do
inglés leucocyte immunoglobulin-like receptors) e receptores semelhantes a
imunoglobulinas associados a leucécitos (LAIR, do inglés leucocyte-associated
immunoglobulin-like receptor) (FIGURA 5) (KHAKOO et al., 2000).

FIGURA 5 - ORGANIZAGAO DOS COMPLEXOS LRC E NKC, OS QUAIS CONTEM OS PRINCIPAIS
GENES QUE CODIFICAM RECEPTORES DE CELULAS NK EM HUMANOS
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FONTE: Adaptado de TROWSDALE, 2001.

2.7 GENESKIR

Acredita-se que a familia de genes KIR originou-se de KIRX, um unico gene
localizado dentro do /locus LILR, apds duplicag&o. Este gene sofreu, subsequentemente,
multiplas duplicagdes que originaram os loci KIR existentes (KHAKOO, 2010). Atualmente,
essa familia é composta por 15 genes e 2 pseudogenes, 0s quais podem variar em
tamanho, de 4 Kb a 16 Kb (VILCHES e PARHAM, 2002) e em numero de éxons, de 4 a 9
(FIGURA 6). Os dois primeiros éxons codificam a sequéncia sinal ou lider. Ja os éxons 3,
4 e 5 codificam os dominios extracelulares semelhantes a imunoglobulinas DO, D1 e D2,

respectivamente. O éxon 6 codifica a regido de inser¢cdo da molécula na membrana



plasmatica e o éxon 7 codifica a regidao transmembrana. Por ultimo, os éxons 8 e 9
codificam a cauda citoplasmatica (VILCHES e PARHAM, 2002; MARAGON et al., 2008).

FIGURA 6 - ORGANIZAGAO DOS GENES KIR E CORRESPONDENCIA ENTRE OS EXONS E OS
DOMINIOS PROTEICOS

Exon1 Exon2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon6 Exon7 Exon8 Exon 9

Ly | ! I T !

34 36 282 300 294 51 102/105 53 177
KIR2DL Tipo |
(KIR2DL1-3)

34 36 282 300 294 51 105 53 42
KIR2DS Tipo |
(KIR2D$1-5)
34/40 36 285 294 51 105 53 270
KIR2D Tipo Il
(KIR2DLA4/5)

34 36 285 300 294 51 105 53 1771210

KIR3DL1/2

34 36 285 300 294 51 105 51 8

KIR3DS1

34 36 285 300 294 105 53 126

KIR3DL3

34 0/36 285 300 294

KIR3DP1

34 36 282 299 294 51 105 53 177

KIR2DP1

-~ N

Lider Dominio DO Dominio D1 Dominio D2 Regido de Regido Cauda
insergio  tr ana ci ati
a membrana Note: Not to Scale  ©IPD-KIR 10/11

As regides codificadoras (éxons) sdo mostradas em azul e os nimeros representam seus tamanhos em
pares de base. O pseudoéxon 3 em KIR2DL, KIR2DS e KIR2DP1 e o éxon 2 que é ocasionalmente deletado
em KIR3DP1 sdo mostrados em vermelho.

FONTE: Adaptado de IPD (ROBINSON et al., 2010).

Os ligantes dos receptores KIR sdo moléculas HLA de classe | (HLA-A, HLA-B,
HLA-C, HLA-F e possivelmente HLA-G). Essas moléculas sao heterodimeros que
consistem em duas cadeias: cadeia alfa, com trés dominios, a1, a2 e a3, e cadeia beta,
B-2 microglobulina, conforme demonstrado na FIGURA 7 (COOPER et al., 2001;
VILCHES; PARHAM, 2002; AUGUSTO; PETZL-ERLER, 2015). Importante salientar que
0s genes que codificam essas moléculas estao presentes no cromossomo 6 e segregam

independentemente dos genes KIR.
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FIGURA 7 - RECEPTORES KIR PRESENTES NA SUPERFICIE DAS CELULAS NK E SEUS
RESPECTIVOS LIGANTES HLA
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Pontos de interrogagéo indicam interagcdes ainda controversas.
FONTE: AUGUSTO E PETZL-ERLER, 2015.

A familia de genes KIR constitui-se por uma série de genes que compartilham
entre si 85% a 99% de similaridade de sequéncia. Esse arranjo favorece uma rapida
evolugéo por recombinagdo ndo homologa e assim essa regidao gendémica se expandiu e
se contraiu ao longo do tempo (MARTIN et al., 2003). Outro fator que pode ter influenciado
na rapida evolugédo dos genes KIR, pode estar relacionado a interagdo entre moléculas
KIR e HLA. O elevado polimorfismo de KIR e HLA, combinado com o fato de que essas
duas familias segregam independentemente, permite que individuos possuam receptores
KIR para os quais eles ndo tenham os respectivos ligantes HLA de classe |, e vice-versa
(DU et al., 2007). Entretanto, ha indicios de que combinag¢des funcionais KIR-HLA
(presenca de receptores para os quais ha também ligantes presentes) s&o favorecidos
pela selecdo natural, de forma que KIR e HLA coevoluem como um unico sistema
(revisado por AUGUSTO; PETZL-ERLER, 2015). Estudos sugerem que os genes que
codificam os receptores das células NK que reconhecem moléculas de HLA classe |

evoluiram rapidamente em consequéncia da evolugao de seus ligantes, mantendo, dessa
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forma, as interagdes e respostas apropriadas (KHAKOO et al., 2000). As infecgoes,
particularmente as epidemias severas, desempenham um papel importante na evolucgao,
em especial para populagdes pequenas e isoladas. Uma intensa restricio seletiva pode
acelerar a evolugdo dos mecanismos que contribuem para a sobrevivéncia e
reconstituicdo da populagao apos as epidemias. Vestigios de coevolugdo de KIR e HLA
foram encontrados em uma pequena populacdo africana e populacdo de amerindios
isolados, os quais passaram por periodos de alta incidéncia de malaria e com epidemias
de hepatite, pressdes que aparentemente selecionaram certas combinacdes de KIR e HLA
(revisado em AUGUSTO; PETZL-ERLER, 2015). Além disso, a presenca de determinados
receptores KIR e ligantes HLA é importante para placentagao e suprimento adequado de
sangue para o feto e, consequentemente, para o sucesso na reprodugéo. Portanto, certas
combinacdes KIR-HLA podem ser favorecidas por sele¢cao natural ndo somente pela sua
funcdo na resposta imune, mas também por sua influéncia direta na reproducéo (revisado
em AUGUSTO; PETZL-ERLER, 2015).

2.8 NOMENCLATURA KIR

A nomenclatura do sistema génico KIR considera a estrutura da proteina KIR
formada, sendo classificados com base no numero de dominios extracelulares
semelhantes a imunoglobulinas (2D ou 3D) e caracteristicas da cauda citoplasmatica do
receptor KIR (VILCHES e PARHAM, 2002).

As moléculas KIR podem ter dois ou trés dominios extracelulares semelhantes a
imunoglobulinas, ou seja, 2D ou 3D. As que predominam nos seres humanos possuem
dois dominios e podem ser de dois tipos: KIR2D tipo 1, com os dominios D1 e D2, e o tipo
2, com os dominios DO e D2. Ja os receptores KIR3D possuem DO, D1 e D2 (FIGURA 8)
(MORETTA e MORETTA, 2004). Foi demonstrado por cristalografia de raios-x, que as
alcas dos dominios D1 e D2 dos receptores do tipo KIR2D ligam-se entre as a1 e a2
hélices das moléculas HLA de classe | (BOYINGTON et al., 2000). Os receptores do tipo
KIR3D interagem de forma semelhante, com a diferenga que o dominio distal DO estaria
intensificando essa ligagdo (KHAKOO et al., 2002).

Quanto ao tamanho das caudas citoplasmaticas, as moléculas KIR podem ser
caracterizadas por possuirem caudas longas L (do inglés, long) ou caudas curtas S (do
inglés, short). O tamanho das caudas desses receptores esta diretamente relacionado a
sua atividade funcional, sendo os receptores de cauda longa inibidores e os de cauda
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curta, ativadores. Os numeros de 1 a 5 apos o sufixo L ou S foram adicionados a medida
que os genes que codificam essas moléculas foram sendo descobertos (VILCHES e
PARHAM, 2002).

Ja os pseudogenes KIR sao identificados pela letra “P” logo apdés o digito
correspondente ao tipo de dominio extracelular semelhante a imunoglobulina, como os
pseudogenes KIR2DP1 e KIR3DP1 (MORETTA; MORETTA, 2004).

FIGURA 8 - ESTRUTURA DAS MOLECULAS KIR COM DOIS (2D) OU TRES (3D) DOMINIOS
EXTRACELULARES SEMELHANTES A IMUNOGLOBULINA

KIR2D KIR3D
A A
~ —~ ~ ™~
Tipo 1 Tipo 2 KIR3DS KIR3DL
A A 7,
14 Y 4 ) l
KIR2DS KIR2DL
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l I Y
DAP12 21TIM FceRl-y 21TIM DAP12 11TIM
(2 ITAM) +1I1TIM (2 ITAM)
KIR2DS1 KIR2DL1 KIR2DL4 KIR2DL5A  KIR3DS1 KIR3DL1  KIR3DL3
KIR2DS2 KIR2DL2 KIR2DL5B KIR3DL2
KIR2DS3 KIR2DL3
KIR2DS4
KIR2DS5 ©IPD-KIR 10/11

FONTE: Adaptado de ROBINSON et al., 2010.

A nomenclatura dos alelos de KIR é semelhante a nomenclatura adotada para os
loci HLA (GARDINER et al., 2001; SHILLING et al., 2002). Assim, apds o nome do gene,
um asterisco € utilizado como separador entre o nome do gene e a designacgéo do alelo.

Os primeiros trés digitos da designagdo numérica s&o usados para indicar alelos que
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diferem na sequéncia codificadora de proteinas, ou seja, diferem na regido exoénica,
através de mutagdes nao sindbnimas. Os proximos dois digitos sdo usados para distinguir
alelos que diferem por diferengas sinénimas dentro da regido codificadora. Os dois digitos
finais sdo usados para distinguir alelos que diferem somente por substituicbes em um
intron, promotor ou outra regido ndo codificadora da sequéncia (ROBINSON et al., 2013).
Na FIGURA 9, podemos observar um exemplo de nomenclatura completa para o gene
KIR2DL1.

FIGURA 9 - NOMENCLATURA DOS GENES KIR

Designagdo dos alelos (originados
por mutagdo ndo sindnima)
Cauda citoplasmatica Separador Difere de outro KIR2DL1'003 por
LONGA uma substituigdo sinénima dentro
de uma regido codificante

Difere de outro KIR2DL1'00302 por
Acronimo uma substituigdo sindnima dentro de
| uma regido ndo codificante

KIR2DL1*0030202

FONTE: Adaptado de ROBINSON et al., 2013.

2 dominios tipo Ig

2.9 FUNCAO KIR

A cauda citoplasmatica, juntamente com a porgédo transmembrana das moléculas
KIR, esta relacionada a sua atividade funcional. Em geral, os receptores de cauda longa
L sdo inibidores devido a sua habilidade em recrutar e ativar tirosinas fosfatases, através
de seus motivos inibidores baseados em tirosina, os ITIMs (do inglés, immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory motifs). Esses motivos inibidores s&o capazes de desfosforilar
muitos alvos da via ativadora e, portanto, liberar sinais inibidores (LANIER, 1998). Por
outro lado, os de cauda curta S possuem um aminoacido carregado positivamente na
porgcao transmembrana, permitindo associacdo com a molécula DAP-12 que libera sinais
ativadores por meio de motivos ativadores baseados em tirosina, os ITAMs (do inglés,
immunoreceptor tyrosine-based activating motifs) (FIGURA 10) (LANIER, 1998; VILCHES
e PARHAM, 2002). A molécula KIR2DL4 €& uma excegdo, pois possui uma cauda
citoplasmatica longa e também residuos carregados positivamente na regido
transmembrana, associados tanto com ITIM, como com ITAM, e podendo, portanto, atuar
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na transdugéo de sinais ativadores e inibidores, sendo os sinais ativadores predominantes
aos inibidores (KIKUCHI-MAKI et al., 2003).

FIGURA 10 - MECANISMO DE AGAO DOS RECEPTORES KIR ATIVADORES E INIBIDORES

KIR2DL1 KIR2DS1

Ativa

Quando o receptor KIR inibidor interage com o seu ligante HLA, a familia de cinases src (SHP-1 e
possivelmente SHP-2, do inglés, src homology region 2-domain phosphatase 1 e 2) fosforila os motivos
ITIM. SHP-1 é capaz de desfosforilar muitos alvos da via ativadora, e, portanto, mediando o sinal inibidor.
Em contraste, quando receptores KIR ativadores ligam-se aos seus ligantes especificos, a familia de cinases
src fosforila o motivo ITAM que possui a molécula adaptadora DAP-12 que se liga e ativa a familia de tirosina
cinases Syk que desencadeiam a cascata de ativagdo. Como os receptores KIR inibidores tem uma
afinidade maior pelas moléculas de HLA classe |, a ligagdo conjunta de receptores ativadores e inibidores,
resulta na geragao de um sinal negativo e n&o ativacdo da citotoxicidade das células NK.

FONTE: ALMEIDA-OLIVEIRA; DIAMOND, 2008.

2.10 HAPLOGRUPOS KIR

Devido a extensa variagdo de auséncia e presenca de genes, a familia KIR exibe
uma grande quantidade de haplétipos, sendo que cada um dos genes em cada haplétipo
pode ainda possuir grande variabilidade alélica (VALIANTE et al., 1997; SHILLING et al.,
2002). Essas caracteristicas de diversidade, associadas a elevada heterozigosidade em
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populagdes, fazem com que seja praticamente impossivel encontrar duas pessoas néo
relacionadas geneticamente que possuam a mesma diversidade KIR.

O complexo KIR apresenta 15 genes e 2 pseudogenes, sendo que KIR2DL1,
KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR3DL1, KIR3DL2 e KIR3DL3 sao genes
inibidores e KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DS1, ativadores
(http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir - ROBINSON et al., 2013). KIR2DL4 transduz tanto sinais
ativadores quando inibidores e KIR2DP1 e KIR3DP1 s&o pseudogenes (TROWSDALE,
2001; VILCHES e PARHAM, 2002).

Dentre esses genes e pseudogenes, quatro deles sdo considerados genes
moldura, que estao presentes em praticamente todos os individuos: KIR3DL3 presente na
porcao terminal centromérica e KIR3DL2 na regiado telomérica. Ja KIR3DP1 encontra-se
ao centro, juntamente com KIR2DL4 (WILSON et al., 2000; VILCHES e PARHAM, 2002;
HSU et al., 2002) (FIGURA 11).

De acordo com o conteudo génico, dois grupos de haplétipos KIR podem ser
encontrados: haplogrupo A e haplogrupo B (VALIANTE et al., 1997). O haplogrupo A
normalmente tem uma menor variagdo quanto a sua organizagdo génica, sendo sua
diversidade ditada majoritariamente pela diversidade alélica. Ele possui, além dos quatro
genes moldura, os genes KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1, KIR2DS4 e KIR2DP1. Como
caracteristica marcante desse haplogrupo, estda a presengca de somente um gene
codificando um receptor ativador classico, o gene KIR2DS4, além de KIR2DL4 que € um
gene moldura que promove sinais ativadores e inibidores. Contudo, a descricdo de um
alelo nulo de KIR2DS4 apresentando frequéncia de 80% em uma populagao irlandesa
(MAXWELL et al., 2002) e a existéncia de um grande numero de alelos ndo funcionais
para KIR2DL4, causados por delegdes que alteram o quadro de leitura (YAWATA et al.,
2002), fez concluir que, como o haplotipo A carrega apenas dois genes capazes de
exercer fungéo ativadora (KIR2DS4 e KIR2DL 4), muitos individuos homozigotos para este
haplétipo ndo apresentam nenhum gene KIR ativador (HSU et al., 2002; KIKUCHI-MAKI
et al., 2003).

Em contraste, o haplogrupo B contém muitos hapl6tipos que diferem quanto ao
conteudo génico e é caracterizado pela presenga de um ou mais dos seguintes genes:
KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL4, KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3,
KIR2DS5, KIR3DS1, KIR3DL2, KIR3DL3 e os pseudogenes KIR2DP1 e KIR3DP1
(UHRBERG; PARHAM e WERNET, 2002; ROBINSON et al., 2010). Esse haplogrupo
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possui de um a cinco KIR ativadores de cauda curta e pode incorporar genes inibidores
ausentes no haplogrupo A, como KIR2DL2 e KIR2DLS (VALIANTE et al., 1997). Dessa
forma, todas as outras combinagbes existentes que n&do a formada pelos genes do
haplogrupo A, enquadram-se como haplogrupo B. Na FIGURA 11, pode-se observar os
diferentes haplotipos encontrados em estudos de segregacao em familias, sendo que os
haplétipos do grupo A mudam muito pouco em termos de conteudo génico, enquanto que
ha centenas de combinag¢des de genes possiveis para o grupo B.

FIGURA 11 - DIFERENTES HAPLOTIPOS KIR DETERMINADOS POR ANALISE DE SEGREGACAO
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1. Representa o haplétipo do grupo A e os haplétipos restantes pertencem ao grupo B. O haplétipo A possui,
em geral, uma menor variagdo quanto a sua organizagéo génica, enquanto que ha diversas combinacbes
de haplétipos do grupo B. Os genes moldura, presentes em praticamente todos os haplétipos estdo em
preto, genes KIR ativadores estdao em branco e aqueles que codificam para receptores inibidores estdo em
cinza. KIR2DP1 e KIR3DP1 s&do pseudogenes que ndo codificam receptores.

FONTE: Adaptado de RAJALINGAM, 2012.

Todas as populagdes humanas possuem tanto haplotipos do grupo A, quanto do
B, mas sua distribuicdo varia consideravelmente entre as diferentes populacoes.
Individuos homozigotos AA e homozigotos BB s&o igualmente frequentes na populagao
europeia e, portanto, os haplétipos A e B tem uma distribuicdo semelhante nessa
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populacdo (UHRBERG et al., 1997). Ja nas populagbes asiaticas, como japoneses,
chineses e coreanos, sabe-se que a frequéncia do haplogupo A é muito elevada, gerando
uma grande quantidade de homozigotos AA (YAWATA et al., 2002; WHANG et al., 2005).
Individuos heterozigotos AB ou homozigotos BB s&o mais comuns em nativos das
Américas (GENDZEKHADZE et al., 2006; EWERTON et al., 2007), Austrélia e india (HSU
et al., 2002; RAJALINGAM et al., 2008). As células NK de individuos portadores de
haplétipos do grupo B, apresentam em sua superficie mais receptores KIR ativadores e,
teoricamente, respondem mais vigorosamente a patdégenos. Rajalingam e colaboradores
(2008) sugeriram que as altas frequéncias de haplotipos do grupo B em populagdes da
india, Australia e Américas foram consequéncia de selecdo natural, uma vez que maior
quantidade de genes ativadores favoreceria a sobrevivéncia frente aos grandes desafios
ambientais que essas populagdes sofreram durante suas extensas migragdes e
exposi¢cdes a patdgenos. Essa hipotese ndo pdde ser corroborada em populagdes
isoladas do Brasil. Augusto e colaboradores (2015) demonstraram que a grande variagéo
de frequéncias de haplogrupos B em populagdes amerindias era mais compativel com
deriva genética do que seleg¢ao natural.

2.11 EXPRESSAO CLONAL DOS RECEPTORES KIR

Além da variagdo do conteudo de genes KIR de individuo para individuo, e da
extensa variabilidade alélica encontrada nesses genes, o padrdo de apresentagao dos
receptores KIR na superficie de cada célula também varia. Isso resulta em diferentes
repertorios de receptores KIR na superficie das células NK. Os receptores KIR possuem
uma distribuicdo diferente em cada clone de células NK maduras, de modo que cada
célula NK de um individuo ndo apresenta todo o conjunto de receptores codificados por
todos os genes KIR presentes no genoma, mas apenas uma parte deles em uma
combinacao aleatoria. Esse fendbmeno € semelhante ao que ocorre com os receptores de
células B e T. Entretanto, enquanto o repertorio de receptores de células B e T séo
gerados através de recombinagdo somatica e subsequente apresentagcdo de um unico
receptor por célula, o conjunto de receptores KIR na superficie de cada NK é gerado
através da expresséo de diferentes combinagdes de genes KIR em diferentes células NK
(VALIANTE et al., 1997; UHRBERG, MARKUS, 2005). Cada célula NK apresenta de um
a oito diferentes receptores (UHRBERG, MARKUS, 2005). A distribuicdo de KIR nas
células NK parece ser amplamente estocastica: a frequéncia com que uma célula NK
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coexpressa dois receptores KIR geralmente é igual ao produto das frequéncias de
expressao individuais de ambos os receptores. Essa diversidade combinatoria leva a uma
ampla gama de especificidades de células NK funcionais, que podem ser criticas para
uma deteccdo rapida e sensivel de niveis alterados de HLA nas células alvo
(SANTOURLIDIS et al., 2002; UHRBERG, MARKUS, 2005).

A FIGURA 12 demonstra ndo s6 a expressio clonal dos receptores KIR nas
células NK, formando diferentes repertorios de NK, mas também resume todos os outros
niveis de diversidade KIR que podem ser encontrados e que foram explicados
anteriormente. Toda essa diversidade de KIR pode causar grande impacto funcional nas
células NK, afetando a resposta e o nivel de atividade dessas células (VALIANTE et al.,
1997).

FIGURA 12 - DIFERENTES NIVEIS DE DIVERSIDADE DOS GENES KIR
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2.12 REGULAGCAO DA EXPRESSAO GENICA DE KIR

Os fatores que controlam a expressdo dos genes KIR ainda ndo s&o bem
compreendidos. Os progressos na elucidagdo de como os genes KIR sao regulados tem
sido limitados devido a alta complexidade do /oci dos genes KIR e ao fato desses genes
nao estarem presentes em modelos de roedores, 0s quais sao passiveis de manipulagao
gendmica.

Em humanos, existe um promotor bidirecional proximal conservado na maioria dos
genes KIR. Algumas evidéncias apontam que esses promotores controlam a expressao
de KIR na superficie das células NK por meio da troca da dire¢cdo da transcricdo durante
o desenvolvimento destas células (DAVIES et al., 2007). Nesse sentido, Davies e
colaboradores (2007) observaram que a atividade do promotor pode ser influenciada por
sequéncias flanqueadoras, sendo os sitios de ligagao para os fatores de transcrigdo 5’-
YY1 (Yin Yang 1) e 3’-Sp 1 (proteina de especificidade 1) importantes na modulagdo da
atividade transcricional. Em geral, a auséncia de ligagédo de 5’-YY1 promove uma atividade
mais forte do promotor reverso, 0 mesmo acontece com a ligagao de 3’-Sp1, resultando
em um aumento dos niveis de transcritos reversos (DAVIES et al., 2007; ANDERSON,
2014). Os mesmos autores observaram que transcritos reversos sao encontrados em
células NK imaturas que nao apresentam KIR em sua superficie. Estes mesmos
transcritos reversos estao ausentes em células NK maduras que apresentam KIR em sua
superficie, sugerindo que a transcricdo reversa bloqueia a ativagdo do gene em células
NK precursoras e imaturas. Portanto, dependendo da afinidade de ligagao entre os fatores
de transcricdo competitivos envolvidos, pode ou n&o ocorrer a expressao do gene. Isso
resulta em expressdo e repertério variado de subpopulagbes de células NK que
apresentam diferentes combinagdes de receptores de superficie e sdao capazes de
responder a uma grande variabilidade de estimulos (KULKARNI et al., 2008; ANDERSON,
2014).

Apesar desses achados, o alinhamento de uma sequéncia de 460 pb de 15
diferentes regiées promotoras de genes KIR demonstrou 91% de similaridade. Portanto,
o elevado nivel de similaridade entre as regides promotoras fornece poucas pistas de
como os fatores de transcricdo podem ser especificos para expressao dos diferentes
genes KIR (TROWSDALE et al.,, 2001). Entdo, acredita-se que, além da presenga do

promotor proximal bidirecional, outros fatores alterem a expressdo desses genes. Outra
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hipétese sugere que a metilagao dos sitios promotores em ilhas CpG estaria controlando
a transcrigao diferenciada desses genes em subconjuntos de células NK (SANTOURLIDIS
et al., 2002). A metilagdo do DNA tem o potencial de diversificar a expressao de células
individuais da mesma linhagem. Santourlidis e colaboradores (2002) demonstraram que
pequenas ilhas CpG em torno do sitio de inicio de transcrigdo de cada gene KIR sé&o
constantemente desmetiladas em genes KIR expressos e metiladas em genes KIR nao
expressos, concluindo que o padréo clonal da expressao de genes KIR é principalmente
determinado e mantido por processos epigenéticos através da metilagdo do DNA
(SANTOURLIDIS et al., 2002).

Além dessas hipodteses, a identificacdo de variantes KIR2DL5 n&do expressas levaram
Vilches e colaboradores (2000) a sugerir que uma mutagdo em um sitio de ligagao de fator
de transcricdo de AML1 (do inglés, acute myeloid leucemia 1 protein) pode impedir essas
variantes de serem expressas. O sitio de ligacdo de AML1 é conservado entre todos os
outros promotores KIR, com excecdo de KIR2DLS5. Esse fator de transcricdo AML1
controla a expressao e fungdo de diversos genes que sdo essenciais para o
desenvolvimento e fungdo de células hematopoiéticas, incluindo aqueles que codificam
receptores de linfocitos B e T e granzima B, protease que esta presente nos granulos
liticos de células NK, uma indicagédo da atividade de AML1 nessas células (VILCHES et
al., 2000; TROWSDALE et al., 2001).

Por fim, um ultimo estudo demonstrou que todos os genes KIR possuem uma
regido intergénica de 2 Kb a montante do sitio de inicio da tradugdo, com excegao de
KIR2DL4, o qual possui uma regido de 14 Kb (CICHOCKI et al., 2009). Além disso, foi
observada a existéncia de elementos promotores distais e transcritos de splicing
originados desses elementos distais. Devido ao fato de o promotor distal conter um sitio
de ligacédo ao fator de transcricdo c-Myc, foi hipotetizado que c-Myc pode ligar-se ao
elemento promotor distal e diretamente afetar a expresséo dos genes KIR, ja que c-Myc é
um fator de transcri¢do que se liga a motivos de DNA e resulta em ativagao transcricional
ou silenciamento de genes alvo (CICHOCKI et al., 2009).

Nota-se que ainda ndo ha um consenso, tampouco somente um mecanismo descrito,
para a regulagao da expressao desses genes. Entretanto, diversos grupos tém estudado
e criado hipéteses para o mecanismo de regulagdo com a finalidade de esclarecer esse

fenbmeno.
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2.13 GENES KIR E SEU PAPEL NAS DOENCAS
2.13.1 KIR e virus da imunodeficiéncia humana (HIV)

Foi observado que nos individuos infectados com HIV (do inglés human
immunodeficiency virus), a combinag¢ao do receptor KIR3DS1 com o seu ligante especifico
HLA-Bw4 esta associada a progressao mais lenta da infec¢do, menor carga viral e
protecdo contra infecgdes oportunistas (MARTIN et al., 2002; QI et al., 2006). As células
NK que apresentam KIR3DS1 em sua superficie inibem fortemente a replicagao do virus
em células que apresentam o ligante HLA-Bw4 quando comparadas as células NK que
ndo apresentam KIR3DS1, demonstrando a influéncia de KIR3DS1 e seu ligante HLA-
Bw4 na atividade anti-HIV. Long e colaboradores (2008) observaram que a presenga de
KIR3DS1 esta associada a fungao efetora aumentada das células NK, produzindo altos
niveis de IFN-y e, consequentemente, maior citotoxicidade dessas células.

Outros dados importantes s&o relativos a KIR3DL1 na preseng¢a do mesmo ligante
HLA-Bw4. O gene KIR3DL1 possui marcante diversidade alélica, sendo que seus alelos
tém padrdes diferenciais de expressao nas células NK, podendo ser agrupados em alelos
de alta e baixa expressao (KIR3DL1*high, do inglés alto e KIR3DL1*low, do inglés baixo,
respectivamente) e variantes que ndo apresentam KIR3DL1 (KIR3DL1*004) (GARDINER
et al., 2001). Os alelos KIR3DL1*h (*001, *002, *008, *009, *015) demonstraram afinidade
maior pelos ligantes HLA-Bw4 e dessa interagdo, resultou uma maior inibicdo da
citotoxicidade pelas células NK. Individuos que possuiam esses alelos demonstraram
menor carga viral e progressao mais lenta da infeccdo quando comparados a outras
combinagdes de gendtipos KIR3DL1/HLA-B (MARTIN et al., 2007). Embora esses
resultados paregam contradizer o modelo anterior, no qual a ativagcao das células NK &
protetora, na verdade, demonstram a importancia da inibicdo das células NK para sua
educacgao. Sabe-se, que as interagdes entre os receptores KIR inibidores e moléculas HLA
de classe | sdo importantes em estabelecer tolerancia as células saudaveis, assim como
permitir a ativagdo de células NK maduras. Esses resultados indicam, portanto, que
interagdes mais fortes e mais inibidoras conferidas pelo receptor KIR3DL1 e seu ligante
especifico durante o desenvolvimento das células NK, permite uma resposta mais violenta
dessas células quando ocorre a diminuicdo ou a perda da expressao de HLA durante a
infeccdo viral, tornando o ataque das células NK mais apropriado (KIM et al., 2005;
ANFOSSI et al., 2006).
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2.13.2 Doengas autoimunes

Em geral, os genes KIR ativadores parecem aumentar a resposta autoimune,
sendo considerados fatores de risco em diversos estudos. Haplétipos que conferem maior
grau de ativagdo, como os haplotipos do grupo B, foram associados com maior
suscetibilidade a maioria das doengas autoimunes, enquanto que haplétipos que conferem
maior inibicdo (auséncia de receptores KIR ativadores), como os haplétipos do grupo A,
s&o protetores (NELSON et al., 2004).

Foi observado que a frequéncia de KIR2DS2 estava aumentada em pacientes
com artrite reumatoide (revisado em KULKARNI et al., 2008). Além disso, individuos
portadores de haplotipos do grupo B e individuos portadores de KIR2DS1 sozinho ou em
combinagao com seu ligante HLA-Cw6, foram associados a um maior risco de desenvolver
psoriase (revisado em KULKARNI et al., 2008).

O oposto € observado na doenga pénfigo foliaceo (PF). O PF é uma doenga
autoimune, na qual ha formacédo de autoanticorpos contra a desmogleina 1, uma
glicoproteina constituinte dos desmossomos da epiderme (CHIDGEY, 2002). Augusto e
colaboradores (2012) encontraram que KIR3DS1 e HLA-Bw4 estdo associados com
protecdo contra PF, tanto isolados quanto combinados, mas uma maior significancia foi
encontrada na presenca de ambos juntos (OR = 0,34, p < 10®). Nesse mesmo estudo, os
autores também encontraram que a presencga de trés ou mais genes KIR ativadores
confere protegao contra PF (OR = 0,44, p = 0,001). Algumas particularidades do PF
poderiam explicar o porqué da fungao ativadora de KIR ser protetora contra a doenca.
Diferentemente das outras doencas autoimunes, PF apresenta alta incidéncia e
prevaléncia em algumas areas endémicas do Brasil. Essa caracteristica incomum mostra
que um (ou mais) fatores ambientais podem ser o gatilho necessario para desencadear a
doenca. Ha evidéncias de que um mosquito, da familia Simuliidae, pode estar envolvido
na infecgao, contribuindo com uma proteina, virus ou micro-organismo, o qual poderia
iniciar a resposta autoimune em individuos geneticamente suscetiveis (AOKI et al., 2004).
Além disso, outros fatores também estdo associados ao PF, como a baixa qualidade de
vida, a proximidade a rios, alguns tipos de comida, entre outros, sendo que os pacientes
estdo normalmente expostos a esse contexto ambiental durante sua vida toda. Portanto,

a presenca de mais genes KIR ativadores, poderia estar influenciando na ativagao das
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células NK, representando uma melhor proteg&o contra virus, micro-organismos ou outros

fatores ambientais que estariam ajudando a desencadear o PF.
2.13.3 Cancer

O impacto do polimorfimo de K/R em cancer foi revisado recentemente por
Augusto (2016). Nos tumores, a perda ou a diminuigdo da expressao de moléculas HLA
de classe | tem papel fundamental para o reconhecimento e eliminacdo dessas células
pelas NK. De um modo geral, a diminuigdo da expressao de moléculas HLA na superficie
das células neoplasicas leva a auséncia da interagao entre receptores inibidores e seus
ligantes HLA e promove a ativagao das NK e consequente eliminagéo da célula tumoral.

O primeiro estudo demonstrando a importancia do polimorfismo de presenca e
auséncia de KIR nas leucemias associou KIR2DL2 ao maior risco de desenvolver este
cancer (VERHEYDEN et al., 2004). Contrastando esse estudo, Middleton e colaboradores
(2009) encontraram que KIR2DL2 protege contra o desenvolvimento da leucemia.
Nenhum desses resultados puderam ser corroborados por Zhang e colaboradores (2010).
Outros estudos mais recentes foram realizados e ndo encontraram nenhuma associagao
entre presencga e auséncia de KIR e leucemia (BABOR et al., 2012; OEVERMANN et al.,
2015). Por fim, Smith e colaboradores (2014) sugeriram que a importancia de KIR na
leucemia varia entre diferentes grupos étnicos.

O céncer de mama também foi analisado quanto ao polimorfismo de presencga e
auséncia de KIR. Ozturk e colaboradores (2012) encontraram KIR2DS1 associado com
maior risco no desenvolvimento de cancer de mama (p = 0,03) e frequéncias de KIR2DL1
aumentada no grupo controle (p = 0,02) quando comparado ao grupo de pacientes.
Entretanto, esses achados ndao puderam ser confirmados por um estudo maior realizado
com uma populagao predominantemente euro-descendente do Brasil (JOBIM et al., 2013).

Para o melanoma foi observado que altos niveis de inibicdo mediada por genes
KIR, podem facilitar a fuga do tumor. O gendtipo KIR2DL2/KIR2DL3/HLA-C1 & mais
frequente em pacientes do que quando comparados a controles (revisado em KULKARNI
et al., 2008).

Panorama diferente & visto nas neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC).
Individuos com o haplétipo A, nos quais predomina geragao de sinais inibidores, levam a
protecdo ao desenvolvimento da patologia. Nesse caso, a ativagao excessiva das células
NK pode contribuir para um estado de inflamacao crénica em resposta ao papiloma virus
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humano, o principal agente causador do cancer do colo do utero (CARRINGTON et al.,
2005).

Dada a importancia das células NK e dos seus receptores no reconhecimento da
diminui¢cdo da expressao de moléculas HLA nas células alvo tumorais, seria esperado que
o polimorfismo de presenga e auséncia de KIR influenciasse amplamente a resposta aos
diversos canceres. Entretanto, as evidéncias para isso ndo s&o tao fortes assim. Como
dito, varios estudos tém sido realizados com o intuito de esclarecer o papel de KIR no
cancer, dos quais muitos foram realizados com amostras muito pequenas, mal
caracterizadas e nao foram replicados em outras populag¢des. Portanto, ndo ha trabalhos
suficientes, com amostras populacionais homogéneas e bem caracterizadas, que possam
revelar o real impacto do polimorfismo de presenca e auséncia de KIR no desenvolvimento
dos tumores (AUGUSTO, 2016).

2.13.4 Reproducao

Observou-se nas mulheres com pré-eclampsia uma predominancia do haplogrupo
A em homozigose (haplotipo com maior quantidade de genes inibidores), o que sugere
que a forte inibicdo das células NK uterinas impede o remodelamento dos vasos
sanguineos maternos. Por outro lado, a diminuicdo da frequéncia de genes KIR inibidores
ou o0 aumento do numero de ligantes KIR-HLA ativadores estdo associados com abortos
espontaneos e recorréncia de abortos (HIBY et al., 2004). Portanto, ha a necessidade de
um balango fino entre os niveis de ativacao e inibicdo para o sucesso reprodutivo, no qual
tanto a extensiva ativagdo, como a excessiva inibigdo das células NK podem ser
prejudiciais na manutencdo da gravidez (HIBY et al., 2004).

Na FIGURA 13 pode-se observar um resumo das diversas patologias que estédo
associadas ao aumento ou diminuigdo da ativagédo das células NK pelos receptores KIR.
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FIGURA 13 - ASSOCIACOES ENCONTRADAS COM O AUMENTO/DIMINUICAO DA ATIVAGAO DAS
CELULAS NK PELOS RECEPTORES KIR EM DIFERENTES DOENGAS

Aumento da ativacao

Risco Protecao
Artrite psoriatica, vasculite Progressao lenta da AIDS
reumatoide, cancer cervical, Protegdo contra Hepatocarcinoma
carcinoma nasofaringeal, celular na hepatite C
escleroderma, Diabetes, Pénfigo foliaceo
Recorréncia de abortos
espontaneos —
I\’/Ielanhoma' Resolugao da Hepatite C
Pré-eclampsia

Aumento da inibicao

Os sinais gerados pela interacdo entre os receptores KIR e as moléculas HLA classe |, afetam a resposta
das células NK, as quais podem levar a suscetibilidade diferencial as doencas.
FONTE: Adaptado de KULKARNI et al., 2008.

2.13.5 Genes KIR e seu papel nos transplantes

O transplante é o processo de retirada de células, tecidos ou érgéos, chamados
de enxerto, de um individuo e a sua insergdo no mesmo individuo (enxerto autélogo ou
auto-enxerto) ou em um individuo diferente da mesma espécie (enxerto alogénico ou
aloenxerto). Na pratica clinica, o transplante € utilizado para suprir um déficit funcional ou
anatémico no receptor e essa abordagem vem crescendo sistematicamente nos ultimos
40 anos.

Uma grande consequéncia dos transplantes e que limita o seu sucesso, € a
rejeicdo do 6rgao por parte do sistema imune do receptor. A rejeicdo ocorre quando ha
uma resposta de células T do receptor as moléculas HLA “estranhas” (alogénicas)
presentes no enxerto. Entretanto, apesar da rejeigdo ser um processo majoritariamente

dependente de células T, sabe-se que a atividade aumentada de células NK pode estar
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envolvida com a destrui¢do do aloenxerto e aumento da inflamagado (NEMLANDER et al.,
1983; BALDWIN et al., 2001).

Em humanos, o aumento do numero de células NK circulantes foi observado
durante a rejeicdo aguda de aloenxertos renais e cardiacos (COOKSEY et al., 1984;
PETERSSON et al., 1997). Observou-se que logo apds o transplante renal, as células NK
sdo ativadas, mesmo apesar da forte imunossupressao, sugerindo que a agao citotoxica
destas células do paciente contra células do doador possa ser um alvo do processo de
rejeicdo. Os pacientes que apresentaram um acréscimo na reatividade pds-transplante
possuiam um numero maior de genes KIR ativadores para ligantes HLA classe | do doador
quando comparados com aqueles que nado apresentaram acréscimo de reatividade
(VAMPA et al., 2003).

Portanto, além de estarem associados a doengas complexas, virais € manutengao
da gravidez, as células NK e, consequentemente, os receptores KIR, também podem ter
participagéo na rejeicado de transplantes. Isto demonstra a necessidade e importancia em
se parear doadores e receptores ndo s6 em fungdo do genodtipo HLA, mas também
levando em consideragao os genes KIR (FLODSTROM et al., 2002).

2.14 KIR3DL2

O gene que codifica a molécula KIR3DL2 (cd158k) esta presente na regido
telomérica em praticamente todos os haplétipos KIR e, portanto, € referido como gene
moldura (WILSON et al., 2000; VILCHES e PARHAM, 2002; HSU et al., 2002). Ele codifica
uma molécula que possui 70 kDa, com trés dominios extracelulares semelhantes a
imunoglobulinas (DO, D1 e D2), uma cauda citoplasmatica longa e dois motivos inibidores
baseados em tirosina e, portanto, gera sinais inibidores. Estudos apontam que os
principais ligantes de KIR3DL2 sdo moléculas HLA-A3, HLA-A11 e, mais recentemente
descritos, HLA-B27, moléculas de HLA classe | de conformacéao aberta e, por fim, HLA-F
(HANSASUTA et al., 2004; CAULI et al., 2013; GOODRIDGE et al., 2013; RYSNIK et al.,
2016).

Esse é o gene KIR mais longo, com 16.776 pares de bases, nove éxons, e é
também o segundo gene mais polimorfico e polialélico da familia, com 86 alelos descritos
(VILCHES e PARHAM, 2002; ROBINSON et al., 2010). Em geral, os alelos KIR3DL2*001,
KIR3DL2*002 e KIR3DL2*007 sao os mais frequentemente encontrados nas populagdes
mundiais, incluindo estudo realizado na regido sudeste do Brasil (MIDDLETON et al.,
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2008) e populagdes amerindias brasileiras, sendo que em duas destas, Kaingang de lvai
e Guarani M’bya (KIV e GRC, respectivamente), o alelo KIR3DL2*010 também é
frequentemente encontrado (AUGUSTO, 2012).

Tanto interagdes entre o receptor codificado por esse gene e seus ligantes, quanto
as diferentes variantes do gene foram associadas a diversas doengas e também no
diagnéstico diferencial. A presenga de KIR3DL2 na superficie das células NK é utilizada
no diagnostico diferencial da sindrome de Sézary e outras doencgas eritrodérmicas
benignas, doengas que dificilmente séo diferenciadas devido a pouca especificidade de
resultados histolégicos (ORTONNE et al., 2008).

Na espondilite anquilosante, a molécula HLA-B27 esta fortemente associada a
doenga (BROWN et al., 1996). Os receptores KIR3DL1 e KIR3DL2 ligam-se a HLA-Bw4,
epitopo presente na molécula HLA-B27, com excegdo de HLA-B*27:08. Harvey e
colaboradores (2009) observaram um maior numero de células NK que expressam
KIR3DL2 nas células mononucleadas do sangue periférico e fluido sinovial de pacientes
com espondilite anquilosante (HARVEY et al., 2009). Portanto, devido ao fato da ligagéao
de KIR3DL2 e seus ligantes contribuirem para a inibigdo de citotoxicidade, foi sugerido
que estas interacbes promoveriam a sobrevivéncia de leucdcitos pré-inflamatérios em
pacientes com essa enfermidade, estando associados positivamente com o
desenvolvimento da doenca (WONG-BAEZA et al., 2013).

A diversidade alélica desse gene ja foi associada a susceptibilidade a malaria
(ARTAVANIS-TSAKONAS et al., 2003), pré-eclampsia (WANG et al., 2011) e também ao
pénfigo foliaceo (AUGUSTO et al., 2015). Na malaria foi observado que individuos
portadores do alelo KIR3DL2*002 secretam maiores niveis de IFN-y em resposta as
células infectadas com P. falciparum.

Na pré-eclampsia (PE), observou-se que o polimorfismo de nucleotideo unico
(SNP, do inglés, single nucleotide polymorphism) 1190C>T (rs3745902), localizado na
cauda citoplasmatica do receptor de KIR3DL2, tem uma tendéncia a associ¢do com PE.
O alelo T que codifica uma metionina € mais frequente no grupo controle do que no grupo
de mulheres com pré-eclampsia, indicando uma tendéncia protetora deste alelo (OR =
0,694; p = 0,064) (WANG et al., 2011).

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa com o pénfigo foliaceo ja haviam
encontrado associagao entre a presencga de mais de trés genes KIR ativadores e protegao
ao PF. Além disso, outro estudo recente do grupo encontrou que o alelo KIR3DL2*001
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tem sua frequéncia aumentada em pacientes, conferindo um maior risco a doenga (OR =
2,04; p = 0,007). Esse risco é ainda maior na presenga de HLA-A3 ou HLA-A11 (OR =
3,76 p = 0,013), ligantes especificos de KIR3DL2. Por isso, sugeriu-se que o alelo
KIR3DL2*001 era mais inibidor que os demais, e, portanto, levando a maior suscetibilidade
a patologia (AUGUSTO et al., 2015).

O SNP 1190C>T (rs3745902) foi associado a protegao ao PF (OR = 0,52; p =
0,018). Individuos que tem a metionina nessa posicdo (1190T) exibiram uma menor
quantidade de células NK 3DL2 positivas e também uma menor intensidade de
fluorescéncia de KIR3DL2 quando analisados por citometria de fluxo. Sugeriu-se que a
presenca da variante 1190T permite uma menor geracdo de sinais inibidores,
demonstrando que além desse alelo marcar a expressao diferencial de KIR3DL2 esta
associado a protegao ao PF (AUGUSTO et al., 2015).

Dada a importéancia da variabilidade desse gene para diferentes doengas e que o
polialelismo pode afetar o nivel de expressdo génica diferencial resultando em
suscetibilidade diferencial as patologias, o intuito desse trabalho foi primeiramente
caracterizar a diversidade alélica de KIR3DLZ2 na populagdo de Curitiba e regido
metropolitana. Tendo a caracterizado, verificar os niveis de expressdo diferencial dos
alelos mais frequentes encontrados, os quais podem ter um impacto direto nos

mecanismos que desencadeiam as doengas, inclusive o PF, o qual motivou esse estudo.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

o Analisar se o polimorfismo alélico de KIR3DL2 impacta na sua expressado génica

diferencial.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Caracterizar a diversidade alélica do gene KIR3DL2 em uma amostra da populagao
de euro-descendentes de Curitiba e regido metropolitana;

o Comparar as frequéncias alélicas obtidas com as descritas em outras populacgdes;
o Avaliar se ha diferenca nos niveis de expressao entre portadores de diferentes alelos
de KIR3DL2;

o Verificar se a presencga dos ligantes especificos de KIR3DL2 influencia os niveis de
expressao diferencial desse receptor na superficie das células NK;

o Verificar se a presenca dos ligantes especificos de KIR3DL2 influencia na quantidade
de células NK KIR3DL2 positivas;

o Analisar se ha correlagado entre os niveis de expressao diferencial dos alelos de
KIR3DL?2 e os niveis de expressao diferencial dos alelos de HLA-A.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 CARACTERIZAGCAO DAS AMOSTRAS

Amostras de DNA gendmico de 175 individuos pertencentes ao Biorrepositorio do
Laboratério de Genética Molecular Humana (LGMH) foram selecionadas. A coleta do
material biolégico destes individuos foi realizada previamente por integrantes do grupo.
Entretanto, para complementar a amostra procedeu-se a coleta de 8 mL de sangue
periférico de outros 60 individuos, totalizando 235 individuos analisados. Utilizou-se, como
critérios de inclusao para escolha das amostras, individuos euro-descendentes, saudaveis
e residentes em Curitiba e regido metropolitana.

Devido a metodologia baseada em sequenciamento utilizada no presente estudo
ndo conseguir distinguir alguns genotipos, pelo desconhecimento da fase de alguns sitios
variantes, coletou-se sangue periférico de outros 18 individuos, familiares daqueles em
que as ambiguidades ocorreram. A analise desses individuos foi feita somente para
investigacdo da fase das variantes e solugdo das ambiguidades e foram, portanto,
excluidas das analises de calculo de frequéncia alélica e genotipica. Essa exclusdo deu-
se por conta do grau de parentesco entre os individuos, levando a uma maior
probabilidade de encontrar um individuo que tenha dois alelos idénticos por descendéncia
e, consequentemente, podendo aumentar a frequéncia de determinados alelos, fazendo
com que a amostra deixasse de representar a populagdo em questao.

Importante salientar que, dos 235 individuos que fazem parte desse estudo, 115
foram genotipados por sequenciamento no trabalho de tese do Dr. Danillo G. Augusto, no
Instituto Nacional do Céancer (NCI, do inglés, National Cancer Institute).

Os termos de consentimento livre e esclarecido (TCLE; ANEXO 1) foram
assinados de modo que os participantes admitiram, voluntariamente, a utilizacdo das
amostras de sangue no projeto de pesquisa. O projeto foi registrado sob o numero:
02727412.4.00000096 para a Certificagdo de apresentacdo para apreciacao ética (CAAE).
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em Humanos da Universidade
Federal do Parana e o parecer de aprovacdo pela Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP) é de numero 505.988.
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4.2 EXTRACAO DE DNA

O DNA dos 175 individuos ja pertencentes ao Banco de amostras do LGMH foi
extraido a partir do sangue total, através do método fenol-cloroférmio-alcool isoamilico
(SAMBROOK et al., 1989). Ja para extracdo do DNA das 82 amostras coletadas
posteriormente, utilizou-se o kit de extragcdo Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega), de acordo com instrugdes do fabricante. A concentragéo de todas as solugdes
de DNA uso foram ajustadas para 20 ng/pL.

4.3 AMPLIFICACAO DOS FRAGMENTOS PELA REAGCAO EM CADEIA DA
POLIMERASE

Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram a
presenca de KIR3DL2 em 100% dos haplétipos dos individuos analisados na populagao
em questdo (AUGUSTO, 2012). Para a amplificagado dos éxons 3, 4, 5, 7, 8 e 9 do gene
KIR3DL2, além dos introns 7 e 8 (FIGURA 14), empregou-se a técnica de reagcdo em
cadeia da polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction). No total, foram
necessarias 4 reagdes de amplificagdo. Os oligonucleotideos iniciadores (primers)
especificos para cada um dos fragmentos, desenhados por Augusto (2012), anelam-se
nas posigdes indicadas na FIGURA 14 e suas sequéncias encontram-se na TABELA 2.

FIGURA 14 - ORGANIZAGAO DO GENE KIR3DL2

Sequéncia Regifode  Regido Cauda
sinal ou lider DO D1 D2 inser¢do transn’lembrana citoplasmatica
A A ,_*_1 A
I 1 r 1 | . \ [ ] r 1
Exon1 Exon2 Exon 3 Exon 4 Exon § Exon6 Exon7 Exon 8 Exon 9
J4 J6 285 300 294 51 105 53 210
710 742 1464 1672 368 BA75 480 99 485
> < > < > < > <
Ex2_775 Int3_1973 Ex4.5 Ex4.3-2 Ex55 Ex20.3 Ex7.5 Ex9.3-2

Os numeros representam o tamanho, em pares de base, dos éxons e dos introns. A correlagao entre os
éxons e os dominios da proteina também sdo demonstrados, além da posi¢cdo de anelamento aproximada
dos oligonucleotideos iniciadores utilizados no presente estudo. A figura ndo esta em escala.

FONTE: Adaptado de Augusto, 2012.
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TABELA 2 - DESCRIGAO DOS PRIMERS UTILIZADOS PARA AMPLIFICAGAO DE CADA EXON E SUAS
RESPECTIVAS TEMPERATURAS DE FUSAO (TM) E TAMANHOS DE FRAGMENTOS GERADOS, EM
PARES DE BASE

Tamanho do

Exons ID oligonucleotideo Sequéncia 5' - 3' Direcio Tm (°C) fragmento

(pb)

3DL2_ex2_775_Fwd AGGGGGCCTGGCCACT Forward 60 1198
3DL2_int3_1973_Rev GTTTACAATGTAGCCATCATTGGC Reverse

4 3DL2ex4.5 TCCCTCCTGGCCCACCCAGGG  Forward 58 283
3DL2ex4.3-2 CTGTGATCACGATGTCCAGG Reverse

5 3DL2.ex5.5 GACCTTGTCCTGTAGCTCCT Forward 65 192
3DL2_KIR20.3 CACACGCAGGGCAGGG Reverse

2869 3DL2ex7.5 GTATCTGCAGACACCTGCAT Forward 58 983
’ 3DL2ex9.3-2 CAGCTGCTGGTTCATTGGAT Reverse

FONTE: Adaptado de Augusto, 2012.

As amplificagdes foram realizadas para um volume final de 10 yL. Cada reacéao
continha: tamp&o 1X (Invitrogen™); 0,3 mM de cada ANTP (Life Technologies); 2 mM de
MgCI2 (Invitrogen™); 0,5 uM de cada primer especifico; 0,8 U de Taqg polimerase
Platinum® (Invitrogen™), 20 ng de DNA gendmico e H,0.

As reagdes foram executadas no termociclador Mastercycler ep Gradient S
(Eppendorf), utilizando as seguintes condi¢des de ciclagem para cada amplificagéo: para
o éxon 3 foi realizado um passo de desnaturacgao inicial a 94°C por 3 minutos, 35 ciclos
de 94°C por 45 segundos, 60°C por 60 segundos, 72°C por 45 segundos, seguido de um
ultimo passo de extensao final a 72°C por 7 minutos. Exon 4: iniciou-se com um passo de
desnaturacao inicial a 94°C por 3 minutos, 5 ciclos de 94°C por 15 segundos, 65°C por 15
segundos, 72°C por 30 segundos, seguidos de 26 ciclos de 94°C por 15 segundos, 60°C
por 15 segundos, 72°C por 30 segundos. Além disso, mais 4 ciclos de 94°C por 15
segundos, 55°C por 60 segundos e 72°C por 60 segundos, e, por fim, um passo de
extensdo final a 72°C por 7 minutos. Exon 5: um passo de desnaturagao inicial a 94°C por
3 minutos, 35 ciclos de 94°C por 15 segundos, 56°C por 15 segundos, 72°C por 30
segundos, seguido de um ultimo passo de extenséo final a 72°C por 7 minutos. Para os
éxon 7, 8 e 9 procedeu-se um passo de desnaturacao inicial a 94°C por 3 minutos, 35

ciclos de 94°C por 30 segundos, 58°C por 60 segundos, 72°C por 45 segundos, seguido
de um ultimo passo de extensao final a 72°C por 7 minutos.

Para confirmagcdo da amplificacdo do fragmento, foram realizadas corridas
eletroforéticas a 80 V por 40 minutos, aplicando-se 2 pyL do produto de PCR junto a 2 uL
de tampao de corrida, em gel de agarose 1% contendo 1 uL do corante de acidos nucleicos
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UniSafe Dye (Uniscience). Posteriormente, os géis de agarose foram visualizados e
fotografados através de sistema de fotodocumentagdo computadorizado, conforme
mostrado na FIGURA 15.

FIGURA 15 - PRODUTOS DE PCR VISUALIZADOS POR SEPARAGAO ELETROFORETICA EM GEL DE
AGAROSE 1%

4 5 CNPM 12 3 4 5 CN PM

g 1000p
e 75000

b

~" oup Fo S g

Cc

(A) amplificagcdo do éxon 3 (fragmento de 1198pb). (B) amplificagdo do éxon 4 (fragmento de 283pb). (C)
amplificagdo do éxon 5 (fragmento de 192 pb) e por fim, (D) amplificacdo dos éxons 7, 8 e 9, além dos
introns 7 e 8 (fragmento de 983pb). Um controle negativo (CN) foi empregado em todas as reacgbes de
amplificagdo para excluir a possibilidade de contaminagédo. O marcador de peso molecular (PM; GeneRuler
1kB DNA Ladder) (Sinapse Biotecnologia) foi utilizado em todas as corridas eletroforéticas.

FONTE: O autor (2016)

A fim de evitar que reagentes utilizados na PCR interferissem na reacéo de
sequenciamento, os produtos de amplificagdo foram purificados por método enzimatico.
Empregou-se, para isso, a enzima exonsuclease |, que degrada DNA de fita simples
(primers), e a fosfatase alcalina, que elimina grupos fosfato e inativa os nucleotideos da
reacao anterior. A cada 5 pL de produto de PCR, foram adicionados 2 uL de solucdo de
purificagdo contendo 4 U da enzima exonsuclease | (Fermentas) e 0,7 U da enzima
fosfatase alcalina (Thermo Scientific). Esta solugdo foi levada ao termociclador com a
seguinte condicdo de ciclagem: ativagdo enzimatica a 37° C por 60 minutos e inativagao
enzimatica a 80° C por 20 minutos, para degradagéo das enzimas de purificag&o.



53

4.4 REAGAO DE SEQUENCIAMENTO PELO METODO DE SANGER

As reagdes de sequenciamento dos éxons 3, 4, 5, 7, 8 e 9 do gene KIR3DL2 foram
realizadas pelo método de terminagdo da cadeia de Sanger. No total, foram necessarias
4 reagOes de sequenciamento. Para um volume final de 10 yL utilizou-se: 0,3 pyL de Big
Dye® Terminator Cycle Sequencing Standart v3.1 (Life Technologies), 0,1 uL de
oligonucleotideo a uma concentragdo de 20 pmol/uL, 1,9 pL de tampao de
sequenciamento (Big Dye® Terminator v.3.1 5X Sequencing Buffer) e 2 uL de produto de
PCR purificado. As reacbdes foram realizadas em placas de reacdo de 96 pocos
Microamp® Optical (Life Technologies). As condi¢cdes de ciclagem consistiram em uma
etapa de desnaturagao inicial a 95 °C por 1 minuto; seguida por 25 ciclos de desnaturagao
a 95 °C por 10 segundos, hibridagédo a 50 °C por 5 segundos e extensdo a 60 °C, por 4
minutos.

Para o sequenciamento do éxon 3, utilizou-se oligonucleotideos diferentes
daqueles utilizados na amplificagdo (TABELA 3) desenhados por Augusto, 2016. Para os
outros éxons (4, 5, 7, 8 e 9), os mesmos oligonucleotideos foram utilizados, tanto na
reacdo de amplificacdo, quanto na de sequenciamento, conforme ja demonstrado na
TABELA 2.

TABELA 3 - DESCRIGAO DO PAR DE PRIMERS UTILIZADO PARA REACAO DE SEQUENCIAMENTO
DO EXON 3 DO GENE KIR3DL2

Exon ID oligonucleotideo Sequéncia 5' - 3' Diregao
3DL2_seq_Int2_1385_Fwd GACGCCATGTCTATGTGGGG Forward
3DL2 seq Int3 1903 Rev CCCTTGACCCCAAATACAGTTG Reverse

FONTE: O autor (2016).

Apos a reacado de sequenciamento, foi realizada uma purificagdo do DNA antes
da injegdo das amostras no sequenciador, a fim de que os reagentes utilizados nao
interferissem na eletroforese capilar e leitura das bases. Em cada amostra foram
adicionados 2,5 yL de EDTA 125 mM (Merck) e 30 pL de etanol absoluto (Merck). Apos a
incubagédo em temperatura ambiente por 15 minutos, seguiu-se uma centrifugagao a 3220
x g por 45 minutos a 18 °C. O sobrenadante foi descartado por inversao e a placa com as
amostras foi centrifugada invertida rapidamente até 300 x g. Foram adicionados 30 uL de
etanol 70% a temperatura ambiente e feita uma centrifugagdo a 3220 x g por 5 minutos a
25 °C. O sobrenadante foi novamente descartado por inversdo e a placa centrifugada
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invertida até 300 x g. Apds isso, a placa foi deixada por 20 minutos a temperatura ambiente
para que todo o alcool evaporasse. Em seguida, a mesma foi selada e armazenada a -
20°C. Antes da injecdo das amostras no sequenciador, estas foram ressuspensas em 10
uL de Hi-Di Formamida (Life Technologies).

A eletroforese capilar para leitura das sequéncias nucleotidicas foi realizada no
sequenciador 3500x| Genetic Analyzer (Life Technologies) com os seguintes reagentes:
POP-7 Polymer for 3500/3500xI Genetic Analyzers, Anode Buffer Container (ABC) 3500
Series, Cathode Buffer Container (CBC) 3500 Series e Conditioning Reagent 3500 Series
(Life Technologies).

4.5 LEITURA E ANALISE DAS SEQUENCIAS

A visualizagdo dos eletroferogramas e verificagdo da qualidade das sequéncias
foram realizadas através do programa Chromas Lite versao 2.1 (Technelysium). O
alinhamento das sequéncias e identificagao dos sitios com variagdes foi realizado com o
programa Mutation Surveyor® DNA Variant Analysis Software v5.0.1 (Softgenetics)
(FIGURA 16). Com base nos sitios com variagdes, os alelos de cada individuo foram
definidos utilizando a base de dados IPD-KIR (Immuno Polymorphism Database)
(http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir - ROBINSON et al., 2010), importante base de dados que

fornece um repositério centralizado para as sequéncias de KIR.

FIGURA 16 - ANALISE DE ELETROFEROGRAMA OBTIDO NO SOFTWARE MUTATION SURVEYOR®
DNA VARIANT ANALYSIS SOFTWARE

(A) Sequéncia de DNA referéncia do éxon 3, disponivel na base de dados IPD-KIR
(http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir). (B) Sequéncia de DNA obtida de um determinado individuo através do método
de sequenciamento de Sanger. E possivel constatar individuo heterozigoto na posi¢do demarcada.
FONTE: O autor (2016).

A metodologia baseada em sequenciamento utilizada, otimizada e validada por
Augusto (2012), ndo consegue distinguir alguns gendtipos, devido ao desconhecimento
da fase de alguns sitios variaveis. Foram observadas as seguintes ambiguidades:
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3DL2*002/3DL2*007 e 3DL2*010/3DL2*015, 3DL2*001/3DL2*007 e 3DL2*006/3DL2*010,
3DL2*001/3DL2*011 e 3DL2*003/3DL2*010 e 3DL2*003/3DL2*007 e
3DL2*006/3DL2*011. Para resolvé-las, por segregagao familiar, procedeu-se a analise de
individuos aparentados. A analise dos genotipos dos individuos e seus familiares pode ser
encontrada no APENDICE 1.

4.6 CLONAGEM PARA CONFIRMAGAO DE ALELOS NOVOS

As amostras que possuiam sequéncia distinta daquelas descritas no banco de
dados IPD-KIR ou as amostras daqueles individuos em que a realizagdo da coleta de
aparentados para se conhecer a fase nao foi possivel, foram submetidas a clonagem para
confirmagéo de sequéncia. Esta etapa foi realizada no Laboratorio de Interacdo Planta
Bactéria (LIPB — UFPR) com auxilio da Profa. Dra. Roseli Wassem. Para isso, procedeu-
se a amplificagdo dos fragmentos contendo os SNPs a serem confirmados, com a enzima
Taq Platinum DNA polimerase (Invitrogen). Foi utilizada eletroforese em gel de agarose
para visualizar e analisar os produtos de PCR obtidos. Apds a corrida, os géis foram
corados por imersdo em solugdo de brometo de etideo 0,5 pg/m, visualizados em
transiluminador de luz ultravioleta e fotografados por fotodocumentador (Cell biosciences).

Os fragmentos amplificados por PCR foram clonados no vetor linearizado
pTZ57R/T (Fermentas). Este vetor & pré-digerido com a enzima Eco321 e tratado com a
enzima deoxinucleotidil transferase terminal, que catalisa a adigdo de nucleotideos
deoxitimidina (ddT) as terminagbes 3’'OH do DNA. Para uma correta e eficiente ligagéao
dos produtos de PCR amplificados no vetor de clonagem, fez-se necessaria a modificagéao
prévia destes através da introducéo, in vitro, de uma adenina em suas extremidades 3’
terminais mediante utilizacdo de dATP e um ciclo de extensdo a 72°C (FIGURA 17).
Posteriormente, o vetor linearizado e o inserto foram ligados de acordo com as orientagdes
do fabricante da enzima ligase. A ligagao foi incubada a 8°C overnight.
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FIGURA 17 - LIGAGAO DO PRODUTO DE PCR NO VETOR PTZ57R/T

5 3’ 5 3’

Fragmento dA
3" dA DNA 5’

5 3 5 dA-P 3
P-dA 5 3

FONTE: FELICIANO, 2009.

4.7 CELULAS COMPETENTES

Foi realizado um pré-inbculo de 5 mL com a estirpe de E. coli DH10B,
aproximadamente 12 horas antes do procedimento. No dia seguinte, 500 yL desse pré-
inoculo foi inoculado em 120 mL de meio de cultura Luria-Bertani (LB) em um erlenmeyer
de 500 mL. Essa solugao foi deixada incubando a uma temperatura de 37 °C sob agitagéo
constante de 120 rpm, em agitador New Brunswick, modelo 126 (New Brunswick
Scientific), que permitiu a oxigenagcdo do meio, até atingir uma densidade optica (D.O.)
entre 0,2 e 0,4. Apos atingir a D.O. desejada a cultura foi distribuida em quatro tubos falcon
de 50 mL estéreis e centrifugadas a 2500 x g em uma temperatura de 4 °C por 8 minutos.
O sobrenadante foi descartado por inversao e o pellet ressuspenso em 15 mL de solugéo
de MgCl; 100 mM estéril e gelada. Uma nova centrifugagao foi realizada, o sobrenadante
descartado por inversao e o pellet ressuspenso em 25 mL de solu¢cao de CaCl, 100 mM e
incubado em banho de gelo por 30 minutos. Em seguida a cultura foi novamente
centrifugada, o sobrenadante descartado e as células ressuspensas em 2 mL de CaCl,
100 mM preparado com 20% de glicerol. Aliquotou-se essa solugdo em porgdes de 100

ML em tubos de 1,5 mL estéreis e gelados.
4.8 TRANSFORMACAO BACTERIANA POR CHOQUE TERMICO

Adicionaram-se 5 yL do DNA a ser transformado, ja ligado ao plasmideo, as
aliquotas de E. coli. Essa solugéo foi incubada por trinta minutos em banho de gelo. Em
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seguida, a reacdo foi submetida a um choque térmico de 42 °C durante 45 segundos e
novamente incubada em gelo por cinco minutos. Apoés isso, foi adicionado 1 mL de meio
LB ao tubo e as células foram recuperadas sob agitacdo constante de 120 rpm, em
agitador New Brunswick, modelo 126, por 40 minutos a 37 °C. Para selecionar os clones
transformantes, 300 pL das células foram plagueadas em meio LB sélido (SAMBROOK et
al., 1989) com antibidticos especificos (100 uM de IPTG, 30 ug/mL de X-gal e 250 ug/mL
de ampicilina) e incubadas na estufa a 37 °C por 16 horas.

4.9 EXTRACAO DE DNA PLASMIDIAL

No dia seguinte ao plaqueamento, diversas colbnias brancas e azuis cresceram
na placa contendo o meio seletivo. A selegcao dos transformantes foi baseada na coloragao
das col6nias. O X-Gal foi utilizado para triagem azul-branca (blue-white screening). No
vetor utilizado ha um sitio de clonagem multipla no meio da sequéncia codificadora da [3-
galactosidase, no qual € possivel inserir DNA exogeno de interesse. Com isso, a
sequéncia da B-galactosidase é quebrada somente nas células transformadas com vetor
contendo o inserto. Por sua vez, essas células de interesse passam a ndo expressar mais
a enzima [3-galactosidase e n&do podem mais clivar a X-gal em seus produtos galactose e
5-bromo-4-cloro-3-indoxil. O 5-bromo-4-cloro-3-indoxil na presenca do ar é oxidado e
convertido no corante azul 5,5-dibromo-4,4’dicloro-indigo. Portanto, as células que
receberam o inserto de interesse ndo possuem a atividade da B-galactosidase e né&o
apresentam o produto azul, fruto do metabolismo desta enzima. Nesse sentido, as
colbnias que receberam o inserto, e, portanto, com coloracéo branca, foram selecionadas
e multiplicadas em meio liquido LB e incubadas a 37 °C sob agitagdo constante. Aliquotas
de 1,5 mL foram centrifugadas por 45 segundos a 2500 x g. O sobrenadante foi
desprezado e o pellet foi ressuspenso com a adigdo de 150 pyL de GET (glucose 50 mM,
EDTA 10 mM, Tris HCI pH 8,0 25 mM). Para a lise das células, foi acrescentado 150 uL
de solugéo de lise (SDS 1%, NaOH 0,18M). Para neutralizar o pH foi adicionado 150 pL
de KacF (acetato de potassio 3M, acido férmico 1,8M, pH 4,8) e deixado no gelo por 5
minutos. Foi adicionado, em seguida, 50 pL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1) e a mistura foi homogeneizada e centrifugada por cinco minutos. Foi coletado
450 uL do sobrenadante, que foi transferido para um novo tubo. O DNA foi precipitado

com 1 mL de etanol 100% e centrifugado por dez minutos. A lavagem do DNA foi feita
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com 1 mL de etanol 70%, centrifugado por 5 minutos a 2500 x g e seco. O DNA foi entdo

dissolvido em 20 pL de agua ultra pura.
4.10 PURIFICACAO

Adicionaram-se 79,5 uL de agua e 0,5 pL de RNase 10 mg/mL as amostras de
DNA plasmidial e procedeu-se a incubagao a 37 °C por trés horas. Apos esse tempo, foi
adicionado 30 pL de cloroférmio, as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas por
3 minutos a 2500 x g. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo. Ao sobrenadante
coletado, foi adicionado 160 pyL de etanol absoluto, seguido de homogeneizagdo por
inversao e centrifugagéo por 10 minutos a 2500 x g. O pellet foi lavado com etanol 70% e
centrifugado por 5 minutos a mesma rotagdo. O DNA foi seco e dissolvido em 10 pL de
agua ultra pura.

Foi utilizada eletroforese em gel de agarose (0,8%) para visualizar e analisar os
produtos de clonagem purificados. Utilizou-se 1 pL do produto purificado e 1 pL de azul
de bromofenol. Apds a corrida, os géis foram corados por imersdo em solugédo de brometo
de etideo 0,5 ug/m, visualizados em transluminador de luz ultravioleta e fotografados por
fotodocumentador (Cell biosciences).

As reacdes de sequenciamento pos clonagem em E. coli foram realizadas

conforme ja descrito anteriormente nos itens 4.4 e 4.5.
4.11 SELECAO DE INDIVIDUOS PARA ANALISE DE EXPRESSAO DIFERENCIAL

Apos resultado de sequenciamento, amostras de sangue periférico de individuos
com genotipos KIR3DL 2 mais frequentemente encontrados na populagéo do estudo foram
selecionadas a fim de analisar a expressao diferencial de alelos desse gene. Os alelos
analisados foram KIR3DL2*001, KIR3DL2*002, KIR3DL2*003, KIR3DL2*005,
KIR3DL2*007, KIR3DL2*009, KIR3DL2*010 e KIR3DL2*011.

Para essa analise, procedeu-se a recoleta de 8 mL de sangue periférico de 40
individuos, em tubo com anticoagulante EDTA. Logo apds a coleta, as amostras de
sangue periférico foram processadas, para obtencdo de células mononucleadas, e
analisadas em citdbmetro de fluxo modelo FACSVerse (BD Biosciences).
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4.12 SEPARACAO DE CELULAS MONONUCLEADAS (PBMC)

As amostras de sangue periférico coletadas em tubos de EDTA foram vertidas em
tubos falcon de 50 mL. Adicionou-se a esse tubo, solucdo salina fosfatada tamponada
(PBS 1X), até completar o volume de 50 mL. A tubos falcon Leucosep™ (Greiner bio-one)
de 50 mL, proprios para separagédo de células mononucleadas, adicionou-se 15 mL de
Ficoll Hypaque (Sigma Aldrich) com densidade de 1,077g/mL e centrifugou-se a 400 x g
por 1 minuto a fim de que o reagente se concentrasse no fundo do tubo, antes da barreira
porosa de separagao. A esse tubo, adicionou-se a mistura de sangue periférico diluido em
PBS 1X e procedeu-se a uma centrifugagcdo a 1000 x g por 10 minutos. Apos
centrifugac&o, observou-se a formacgédo de um anel de células mononucleadas acima da
barreira porosa do tubo falcon Leucosep, o qual foi transferido para um novo tubo falcon
de 50 mL. Ao novo tubo falcon contendo o anel de células mononucleadas, completou-se
o volume até 50 mL com PBS 1X e uma nova centrifugacgao foi realizada, dessa vez a 400
x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado por inverséo e as células ressuspensas
em volume apropriado para contagem celular em cadmara de Neubauer. Em geral as
células foram ressuspensas em 20 mL. Posteriormente, para contagem de células e
analise da viabilidade celular foram realizadas aliquotas de 45 pL dessa suspensao com
5 L de azul de tripan.

Apos contagem, as células mononucleadas foram aliquotadas em tubos para
citometria contendo em cada tubo, aproximadamente, 500.000 células.

4.13 ANALISE DE EXPRESSAO DIFERENCIAL POR CITOMETRIA DE FLUXO

Aos tubos de citometria, contendo aproximadamente 500.000 células cada,
adicionou-se 500 pL de PBS 1X e centrifugou-se por 5 minutos a 400 x g. Posteriormente,
os tubos foram invertidos, a fim de descartar o sobrenadante, e adicionou-se 2 pL de
anticorpo anti-KIR3DL2 conjugado ao fluorocromo ficoeritrina (PE) (Miltenyi Biotec); 2 yL
de anticorpo anti-CD56 conjugado ao fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(Biolegend) e 2 pL de anticorpo anti-CD3 conjugado ao fluorocromo ficoeritrina-cianina 5
(PE-Cy5) (Biolegend) (TABELA 4). Incubou-se por 20 minutos em temperatura entre 4 e
8°C. Ap0s isso, procedeu-se a lavagem com 1 mL de PBS e nova centrifugagéo por 5
minutos a 400 x g. Os tubos foram novamente vertidos e o pellet de células, ressuspenso
em 300 uL de PBS.
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TABELA 4 - PAINEL DE ANTICORPOS UTILIZADO

Laser (nm) Fluorocromo Painel utilizado Clone
488 FITC CD56 HCD56
488 PE CD158k 5.133
488 PE-Cy-5 CD3 HIT3a

4.14 AQUISIGCAO E ANALISE NO CITOMETRO DE FLUXO

As amostras (n = 40) foram analisadas em citdbmetro de fluxo apds as devidas
compensagdes do aparelho. Como estratégia de gate, primeiramente a populagdo de
linfocitos foi selecionada a partir dos parametros de tamanho (forward scatter - FSC) e
granulosidade (side scatter - SSC) (FIGURA 18A). Células NK foram identificadas atraves
da marcacgao do anticorpo anti-CD56 (clone HCDS56, Biolegend) e anti-CD3 (clone HIT3a,
Biolegend). Células NK devem ser negativas para CD3 e positivas para CD56 (FIGURA
18B). Dentro dessa populagcdo foi analisada a porcentagem de células NK que
apresentavam KIR3DL2 na superficie e intensidade de fluorescéncia de KIR3DL2, atraves
do emprego do anticorpo anti-KIR3DL2 (clone 5.133, Miltenyi Biotec) (FIGURA 18C).
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FIGURA 18 - ESTRATEGIA DE GATE UTILIZADA PARA ANALISE DE EXPRESSAO DIFERENCIAL DOS
ALELOS DE KIR3DL2 POR CITOMETRIA DE FLUXO
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(A) Selecdo da populagdo de linfocitos entre as células mononucleadas através do seu tamanho e
granulosidade. (B) Identificagcdo das células NK através da utilizagdo dos anticorpos anti-CD3 e anti-CD56.
Células NK positivas sdo caracterizadas como CD56" e CD3" (Q6_NK). (C) Expressdo diferencial de
KIR3DL2.

FONTE: O autor (2016).

4.15 ANALISE DA PRESENCA DOS LIGANTES HLA CLASSE | ESPECIFICOS E
EXPRESSAO DIFERENCIAL DE KIR3DL2

Com intuito de analisar se a presenga de pelo menos um dos ligantes HLA
especificos para KIR3DL2 (HLA-A3, HLA-A11 e HLA-B27) esta associada a niveis
diferenciais de expressao de KIR3DL2 e a diferentes quantidades de células NK KIR3DL2
positivas, 123 individuos foram analisados. A média da intensidade de fluorescéncia (MFI)
e a média da porcentagem de células NK 3DL2 positivas dos dois alelos de KIR3DL?2 de

cada individuo foi utilizada para comparar os individuos que possuiam pelo menos um dos
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ligantes especificos (n = 44), com aqueles que ndo possuiam nenhum dos ligantes
especificos (n = 79). A genotipagem alélica de HLA-A e HLA-B dos individuos averiguados
foi realizada previamente pela equipe do LGMH.

4.16 CORRELACAO ENTRE EXPRESSAO DIFERENCIAL DOS ALELOS DE KIR3DL2
E EXPRESSAO DIFERENCIAL DOS ALELOS DE HLA-A

A fim de verificar se havia correlagado entre a expressao diferencial dos alelos de
KIR3DL?2 e os niveis de expressao diferencial dos alelos de HLA-A, foram selecionados,
no banco de dados do LGMH, individuos genotipados a nivel alélico para KIR3DL?2 e para
HLA-A (n = 115). Destes 115 individuos, 37 eram portadores de pelo menos um dos dois
alelos que codificam para receptores especificos de KIR3DL2 (HLA-A*03 e HLA-A*11), os
quais também foram analisados em separado. A quantificagdo dos niveis de RNA
mensageiro (RNAm) dos alelos de HLA-A foram obtidos no trabalho de Ramsuran e
colaboradores (2015) e extrapolados para os 115 individuos genotipados a nivel alélico
para KIR3DL2 do presente estudo. A média da expresséo de cada um dos dois alelos de
HLA-A (média dos niveis de RNAm de cada alelo) e de KIR3DLZ2 (média dos valores de
MFI de cada alelo) foi calculada. Posteriormente, esses valores foram plotados em
graficos de disperséo e foram avaliados os coeficientes de correlagédo e os valores de p,
indicativos de presencga ou auséncia de correlagao entre as variaveis.

Apesar de néo ter sido testado para alelos do gene HLA-A, a extrapolagao dos
dados de expressdo diferencial justifica-se pelo encontro de niveis de expressao
semelhantes dos alelos HLA-C entre africanos e europeus. Isso sugere que
provavelmente a expressao diferencial dos alelos de HLA n&o varia entre diferentes
grupos étnicos (RAMSURAN et al., 2015).

4.17 ANALISE DOS DADOS

Para caracterizar a diversidade alélica da populagao, as sequéncias obtidas foram
inicialmente inferidas com base nas sequéncias nucleotidicas do banco de dados IPD-
KIR. Para confirmacédo, também foram inferidas com a utilizagdo do algoritmo ELB
(Excoffier-Laval-Balding), um método pseudo-bayesiano para a inferéncia de haploétipos
pelo programa Arlequin v3.5.2. A fase gamética dos alelos de cada individuo foi
reconstruida sendo considerado um haplétipo como a combinagédo de alelos em cada

cromossomao.
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As frequéncias alélicas foram obtidas por contagem direta e confirmadas
utilizando o programa Genalex v6.502 (PEAKALL; SMOUSE, 2006), o qual também foi
utilizado para gerar os arquivos de entrada para o programa Arlequin. As frequéncias
genotipicas foram comparadas com as esperadas, segundo o Teorema de Hardy-
Weinberg, utilizando o método de GUO & THOMPSON (1992) através do programa
Arlequin v3.5.2.

Com intuito de estimar a medida de similaridade genética entre populagdes, 10
SNPs do gene KIR3DLZ2 foram comparados entre a populagdo desse estudo com outras
12 populagdes, empregando dados do projeto 7000 Genomes (disponivel em
http://www.internationalgenome.org/). Para isso, utilizou-se a estatistica F (FST)
(REYNOLDS et al., 1983) através do programa Arlequin (EXCOFFIER; LISCHER, 2010).

Além disso, utilizou-se os softwares BD FACSuite™ (BD Bioscience),
STATISTICA versao 10 (StatSoft) e GraphPad Prism versao 6 (GraphPad Prism Inc) para
as analises de expressao diferencial dos alelos de KIR3DL2. A partir dos dados gerados
de MFI e porcentagem de células NK KIR3DL2 positivas, foram calculadas as médias
simples, medianas e desvio padrdo dos resultados. Também foram realizados os testes
de Kruskal Wallis e de Mann-Whitney para comparag¢ao da expresséao diferencial global e
entre os pares de alelos, respectivamente. Os mesmos testes foram realizados para
comparacgao da porcentagem de células NK KIR3DL2 positivas.

Para analisar se a presenga de pelo menos um ligante HLA especifico de KIR3DL2
estava associada a niveis de expressao diferencial desse receptor e quantidades distintas
de células NK KIR3DL2 positivas, comparou-se a media dos valores de MFI dos alelos de
KIR3DL2 e a média dos valores de porcentagem de células NK entre os individuos que
possuiam pelo menos um dos ligantes e aqueles que n&o possuiam. Para comparagéo
entre esses dois grupos, também realizou-se o teste de Mann-Whitney pelo software
GraphPad Prism. A correlacdo de Pearson foi utilizada para analise de expressao
diferencial dos alelos de KIR3DL2 e expressao diferencial dos alelos de HLA-A. Foi
considerado estatisticamente significativo quando o valor de p foi inferior a 0,05.

As ferramentas computacionais miRmap (VEJNAR; ZDOBNOQV, 2012) e PolymiRTS
(BHATTACHARYA et al., 2014) foram utilizadas a fim de predizer quais miRNAs poderiam
estar influenciando na expressao diferencial de KIR3DL2.
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5 RESULTADOS
5.1 CARACTERIZACAO DA POPULAGAO DE ESTUDO

Sequenciamos os éxons 3, 4, 5 e 7-9 do gene KIR3DL2 em 235 individuos
residentes na cidade de Curitiba e regido metropolitana com dois principais objetivos:
caracterizar a diversidade alélica de KIR3DL2 nessa populacao e, a partir desses dados,
selecionar individuos com os genoétipos mais frequentes para a analise dos niveis
diferenciais de expressao de KIR3DL2 em células NK.

Os sitios variaveis no gene KIR3DLZ2 encontrados na totalidade da amostra
estudada podem ser visualizados na TABELA 5.

A partir da sequéncia, utilizamos o banco de dados IPD-KIR (ROBINSON et al.,
2013) como referéncia para identificacdo dos alelos presentes em cada individuo. A
sequéncia nucleotidica de todos os alelos de KIR3DL2 encontrados nesse estudo pode
ser visualizada na TABELA 6, juntamente com a alteragdo de aminoacido no caso de
variag&do nao sinbnima. Quando o sequenciamento demonstrava padrées n&do compativeis
com os alelos previamente descritos, inferimos um provavel alelo novo. Portanto,
chamamos de alelos novos aqueles ainda ndo descritos na base de dados IPD-KIR. A
TABELA 7 mostra os sitios variantes dos 11 alelos novos encontrados nesse estudo e a
alteragao de aminoacido gerada no caso de variagdo nao sinénima.

Para confirmagao de novos alelos o sequenciamento foi realizado duas vezes, nas
duas dire¢cdes e com produtos de diferentes reagcdes de amplificacdo. Quando possivel,
foi realizada clonagem para a confirmagéo de fase e validagdo dos novos alelos. O alelo
denominado N3 foi confirmado por sequenciamento, uma vez que ndo gerou ambiguidade
em relacdo a sua fase. O alelo denominado N5 foi confirmado através da analise de
segregacao em familia. Os gendtipos inferidos com base em segregacgéo familiar podem
ser observados no APENDICE 1. A sequéncia das amostras dos individuos possuindo os
alelos N1, N4 e N11, foram confirmados por clonagem seguida de sequenciamento do

alelo isoladamente. A clonagem dos demais alelos esta prevista como etapa posterior.
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TABELA 5 - SITIOS VARIAVEIS ENCONTRADOS NO GENE KIR3DL?2

Exons rs Localizagao’ Posigdo (sequéncia Nucleotideo Aminoacido D de Grantham® SIFT®
codificadora)’ substituido substituido®
rs200521542 55363482 100 C>T Arg>Trp 101 Tolerada
rs201009466 55363504 122 G>A Arg>GIn 43 Tolerada
rs763089445 55363540 158 G>A Arg>His 29 Tolerada
rs113077195 55363590 208 A>T lle>Phe 21 Tolerada
3 rs149778550 55363599 217 G>A Gly>Ser 56 Tolerada
rs146500655 55363685 303 C>T
rs772102990° 55363700 318 G>T Trp>Cys 215 -
rs654686 55363704 322 G>A Ala>Thr 58 Tolerada
rs3188286 55363719 337 C>G Leu>Val 32 Tolerada
rs201239422 55365240 394 C>A Pro>Thr 38 Deletéria
rs112285378 55365302 456 C>T
4 rs1048270 55365320 474 G>T Glu>Asp 45 Tolerada
rs1048271 55365343 497 G>A Arg>His 29 Tolerada
rs549170504 55365393 547 G>A Gly>Ser 56 Tolerada
5 rs776217262 55367191 773 A>G Glu>Gly 98 Deletéria
rs113800142 55367311 893 G>A Arg>His 29 Tolerada
rs3745902 55378008 1190 C>T Thr>Met 81 Deletéria
9 rsb8413124 55378083 1265 C>T Leu>Pro 98 Tolerada
rs141052127 55378104 1286 C>T Thr>Met 81 Tolerada

1 Localizagao no cromossomo 19 descrito no GRCh37.p13 primary assembly.

2 Posigao a partir do primeiro nucleotideo do éxon 1.

3 Quando néo indicada a substituicdo de aminoacidos, a substituicdo nucleotidica gera uma mudanga sindnima.

4 Distancia evolutiva entre os aminoacidos envolvidos na substituicdo de acordo com GRANTHAM, 1974. Esta escala pode ter valores de 5 até 215 de
acordo com as diferengas quimico-fisicas entre aminoacidos. Quanto maior o valor, maior a diferenga entre os aminoacidos.

5 Predigdo da consequéncia da substituicdo de aminoacido. SIFT (sorting tolerant from intolerant) baseia-se na homologia entre as sequéncias e as
propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos (KUMAR et al., 2009). Para avaliar o efeito de uma substituicdo, a ferramenta SIFT assume que posi¢des
importantes em uma sequéncia de proteinas tem sido conservadas ao longo da evolugéo e, portanto, substituicbes nessas posi¢gdes poderiam afetar
diretamente a fungado da proteina formada, tratando-se de efeitos deletérios. Quando as substituigdes ocorrem em outras posi¢des, o efeito é dito como
tolerado.

6 Até o momento s6 havia sido encontrada a substituicdo 318G>A.

— indica que nao foi encontrada predi¢ao da consequéncia da substituigdo de aminoacido.

FONTE: O autor (2016).
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TABELA 6 - SEQUENCIA NUCLEOTIDICA DOS ALELOS DE KIR3DL2 IDENTIFICADOS NA POPULAGAO DE CURITIBA E REGIAO METROPOLITANA
E ALTERACOES DE AMINOACIDOS GERADAS

Ref. c G A G G c c c G G G c T 3UTR A
Alelo
*002 . . . . . . . . T(GL>As)
*005 . . . . . GlLewva . . . AR . . G
*007 . . . ) ARRTD : : . . : . ) : G
*009 . . . . . . . TN . S AT . .
*011 : . . . . GlLewval : . : . T
*015 . . . . A(Ala>Thr) i . . T(GIu>Asp)
%020 AGly>Sen) _ Gltewvan AY '?> e

e>FPhe

*028 . . ™

Ref. — Sequéncia nucleotidica consenso e sua posi¢do na sequéncia codificadora (IPD-KIR).
. Indica igualdade com a sequéncia referéncia

NA — Nao houve alteracdo de aminoacido

Na ultima coluna pode-se observar a posigdo 16545, na regido 3’ UTR.

FONTE: O autor (2017).



TABELA 7 - ALELOS NOVOS IDENTIFICADOS EM KIR3DL2 E ALTERACOES DE AMINOACIDOS GERADAS
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Ref. G G G G Cc C C G G G A G C C
Posicao 122 158 318 322 337 394 456 474 497 547 773 893 1190 1286
Alelo

N7T*** G(Leu>VaI) . T(NA) . . A(GIy>Ser) : A(Arg>His)

N2* G(Leu>VaI) A(Arg>His)

N3** . T(Thr>Met)

N4*+* ) A(Pro>Thr) .

NG**** A(Arg>GIn) . . . . A(Pro>Thr) . T(Thr>Met)

N6* T(Trp>CyS) ) G(Leu>VaI) ] . . A(Arg>His) .

N7* A(AIa>Thr) A(Pro>Thr) T(Thr>Met)

N8* A(Arg>His) ] ]

N9* . G(Leu>VaI) A(Pro>Thr) : : :

N10* . . ) A(AIa>Thr) ) ) ) ) ] ] G(GIu>GIy) T(Thr>Met)

N711*+* A(AFQ>G|”) . : ; T(GIu>Asp)

Ref. — Sequéncia nucleotidica consenso e sua posi¢éo na sequéncia codificadora (IPD-KIR).
. Indica igualdade com a sequéncia referéncia
* Alelos com fase inferida através do algoritmo ELB (Excoffier et al., 2010). Esses alelos ndo foram confirmados por clonagem/sequenciamento de uma

Unica fita.

** Alelo confirmado por sequenciamento

*** Alelo confirmado através de clonagem seguida de sequenciamento.
**** Alelo confirmado através de segregacao familiar.

NA — Nao houve alteracdo de aminoacido

FONTE: O autor (2016).
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A sequéncia nucleotidica do alelo N3, o primeiro alelo novo confirmado nesse estudo,
ja foi submetida aos bancos de dados GenBank e IPD-KIR (Submissdo GenBank:
KX702336; IPD-KIR: IWS40002238). As demais sequéncias estdo em processo de
submisséo.

Com o objetivo de confirmar a inferéncia de alelos, que foi inicialmente realizada
de forma manual, inserimos todos os sitios variaveis de cada individuo para inferéncia de
fase utilizando o algoritmo ELB (Excoffier-Laval-Balding) (EXCOFFIER et al., 2010). A
inferéncia de todos os alelos feita com o algoritmo teve concordancia com a leitura das
sequéncias realizada manualmente, o que demonstra robustez na inferéncia de todos os
alelos.

As frequéncias alélicas e genotipicas sdo mostradas na TABELA 8 e 9. Foram
encontrados, no total, 27 alelos de KIR3DL2 na amostra populacional estudada. As
frequéncias genotipicas ndo desviaram do esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg (p
= 0,22478). Os alelos mais frequentes foram KIR3DL2*007 (21,7%), KIR3DL2*001
(21,3%) e KIR3DL2*002 (20%).

TABELA 8 - FREQUENCIAS ALELICAS DO GENE KIR3DL2 E COMPARAGAO DAS FRENQUENCIAS DE
PORTADORES DOS ALELOS ENTRE A POPULACAO DE CURITIBA E A POPULACAO DE BELO

HORIZONTE
Alelos Frequéncias Frequéncia de portadores Frequéncia de portadores
KIR3DL2 alélicas (%) Curitiba (%) Belo Horizonte'
n=235
*001 0,213 38,3 33,3
*002 0,200 34,9 38,9
*003 0,111 20,4 11,1
*005 0,062 11,9 14,4
*006 0,011 2,4 6,7
*007 0,217 37,0 22,2
*008 0,015 3,00 8,9
*009 0,060 11,1 8,9
*010 0,045 8,9 3,3
011 0,019 3,8 3,3
*013 0,004 0,85 -
*015 0,002 0,43 -
*019 0,002 0,43 -
*020 0,002 0,43 -
*023 0,002 0,43 -
*028 0,002 0,43 -
*N1 0,002 0,43 -
*N2 0,002 0,43 -
*N3 0,002 0,43 -
*N4 0,009 0,43 -

*N5 0,004 0,85 -
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Alelos Frequéncias Frequéncia de portadores Frequéncia de portadores
KIR3DL2 alélicas (%) Curitiba (%) Belo Horizonte'
*N6 0,002 0,43 -
*N7 0,002 0,43 -
*N8 0,002 0,43 -
*N9 0,004 0,85 -
*N10 0,002 0,43 -
*N11 0,002 0,43 -

n: Numero de individuos analisados

Os alelos N, dispostos no final da tabela, representam alelos novos, ainda ndo descritos na base de dados
IPD-KIR.

- Informacdes nao disponiveis/alelos ndo encontrados na populagao de Belo Horizonte

! Frequéncias disponiveis em Middleton et al., 2008. Nao foram encontradas diferengas significativas entre
as frequéncias de portadores na amostra de Curitiba e Belo Horizonte (p = 0,370).

FONTE: O autor, (2017).

TABELA 9 - FREQUENCIA GENOTIPICA DE KIR3DL2 E EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG (p)

Gendétipos Frequéncias genotipicas
n=235
001/007 0,115 (27)
001/002 0,068 (16)
002/007 0,068 (16)
007/007 0,064 (15)
001/003 0,055 (13)
002/002 0,050 (11)
001/001 0,043 (10)
001/005 0,038 (9)
002/003 0,035 (8)
002/009 0,035 (8)
007/009 0,030 (7)
003/010 0,030 (7)
001/009 0,026 (6)
003/005 0,021 (5)
005/007 0,021 (5)
002/010 0,021 (5)
003/003 0,017 (4)
002/005 0,017 (4)
003/007 0,017 (4)
001/010 0,013 (3)
006/010 0,013 (3)
002/011 0,013 (3)
003/011 0,013 (3)
002/008 0,013 (3)
002/N4 0,009 (2)
005/009 0,009 (2)
009/009 0,009 (2)
007/010 0,009 (2)
007/011 0,009 (2)
003/008 0,009 (2)
007/N5 0,009 (2)
005/005 0,004 (1)
001/006 0,004 (1)
006/007 0,004 (1)
005/010 0,004 (1)
005/011 0,004 (1)
002/013 0,004 (1)
007/013 0,004 (1)
002/015 0,004 (1)
007/019 0,004 (1)

002/020 0,004 (1)
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Gendétipos Frequéncias genotipicas
002/023 0,004 (1)
009/028 0,004 (1)
007/008 0,004 (1)
001/008 0,004 (1)
003/N1 0,004 (1)
001/N2 0,004 (1)
001/N3 0,004 (1)
001/N4 0,009 (2)
007/N6 0,004 (1)
002/N7 0,004 (1)
007/N8 0,004 (1)
002/N9 0,004 (1)
003/N9 0,004 (1)
007/N10 0,004 (1)
002/N11 0,004 (1)

Equilibrio de Hardy-Weinberg (p) 0,22478

FONTE: O autor (2017).

Realizamos o teste de diferenciagdo populacional devido a estrutura genética
entre a populagédo de Curitiba e regido metropolitana e doze outras populagbées mundiais
através do calculo de FST. A estatistica FST compara a variancia da frequéncia alélica
entre populagdes e pode tomar valores de 0 a 1. Os /loci que apresentam frequéncias
semelhantes em diferentes populacdes apresentam baixos valores de FST, enquanto que
aqueles com frequéncias muito distintas entre populagdes apresentam valores altos.
Wright (1978) sugeriu que valores de FST entre 0 e 0,05, indicam baixa diferenciacado
genética, enquanto que valores entre 0,05 e 0,15 e superiores a 0,15 indicam média e alta
diferenciagao, respectivamente. Os dados utilizados para esta comparacdo foram
provenientes do banco de dados 1000 Genomes  (disponivel em
http://www.internationalgenome.org/). Nesse teste, foram comparados 10 SNPs, pois
apesar de descrevermos um total de 18 sitios variaveis no presente estudo, para apenas
10 deles havia informagdes populacionais do projeto 7000 Genomes. Os valores de FST
entre as populagdes sdo mostrados na TABELA 10.
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TABELA 10 - DIFERENCIACAO GENETICA ENTRE AS POPULAGOES PARA O GENE KIR3DL2

Populagdes Curitiba
Gra-Bretanha EUR 0.00061™
Finlandia EUR 0.00295™
Centro da Europa EUR -0.00121™
Espanha EUR 0.00329"™
Italia EUR 0.00718™
Japao EAS 0.04673***
China EAS 0.04443**
Colémbia AMR -0.00003™
Peru AMR 0.02263***
América do Norte (com descendéncia africana) AFR 0.06265***
Nigéria AFR 0.09191***
Quénia AFR 0.06736***

Valores de FST entre diferentes populagdes. ns p>0,05 *** p<0,001. Valores entre 0 e 0,05, entre 0,05 e
0,15 e superiores a 0,15 indicam baixa, média e alta diferenciagao genética, respectivamente.

Legenda populacdes:

EUR - Europeus

AMR — Americanos miscigenados

EAS — Leste Asiaticos

AFR — Africanos

FONTE: O autor (2017).

5.2 NIVEIS DE EXPRESSAO DIFERENCIAL DE PORTADORES DOS ALELOS DE
KIR3DL2

A analise dos niveis de expressao diferencial dos portadores de alelos de
KIR3DL?2 foi realizada a partir de citometria de fluxo (n = 40). Os gendtipos de todos os
individuos averiguados, juntamente aos valores de MFI e a porcentagem de células NK
3DL2 positivas encontrados, podem ser visualizados no APENDICE 2.

A partir disso, foram plotados os niveis de mediana de intensidade de
fluorescéncia (MFI) para cada alelo (FIGURA 19). Observamos uma variagdo global
significativa nos niveis de expressao de KIR3DL2 entre os portadores de diferentes alelos
(p = 0,0364). Os portadores do alelo 3DL2*002 (mediana 5.386) apresentam maior nivel
de expressdo em superficie, nivel este 1,7 vez maior do que os apresentados pelos
portadores do alelo 3DL2*010 (mediana 3.149), que representou o menor nivel de
expressdo de KIR3DL2. Diferengas significativas também foram encontradas quando
comparados os portadores dos alelos 3DL2*002 com os portadores do alelo 3DL2*010 (p
=0,0053), 3DL2*002 com 3DL2*005 (p = 0,0321) e 3DL2*002 com 3DL2*007 (p = 0,0479).
Também foram encontradas diferengas significativas ao comparar portadores do alelo
3DL2*009 com portadores de 3DL2*005 (p = 0,0251) e 3DL2*009 com 3DL2*010 (p =
0,0122).
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FIGURA 19 - PORTADORES DE DIFERENTES ALELOS DE KIR3DL2 APRESENTAM NIVEIS
DIFERENCIAIS DE EXPRESSAO NA SUPERFICIE DAS CELULAS NK.
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Cada ponto representa um individuo e as barras representam a mediana. A mediana da intensidade de
fluorescéncia (MFI) da marcacdo de KIR3DL2 foi plotada duas vezes para cada individuo (uma vez para
cada alelo de KIR3DL?2) e os individuos homozigotos foram marcados em vermelho. O teste de Kruskal
Wallis foi utilizado para comparacéo global da expresséao diferencial entre os grupos (p = 0,0364). Os alelos
presentes em menos de 3 individuos foram excluidos da analise.

FONTE: O autor (2017).

Verificamos ainda que a variagao alélica de KIR3DL?2 impacta na quantidade de
células NK que apresenta o receptor na superficie (FIGURA 20). Foi observada uma
variagcédo global significativa na porcentagem de células NK que apresentam o receptor
KIR3DL2 na sua superficie entre os portadores de diferentes alelos de KIR3DL2 (p =
0,0188).
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FIGURA 20 - A VARIACAO ALELICA DE KIR3DL2 IMPACTA NA QUANTIDADE DE CELULAS NK QUE
APRESENTAM O RECEPTOR NA SUPERFICIE CELULAR
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Cada ponto representa um individuo e as barras representam a mediana. A porcentagem de células NK
3DL2 positivas foi plotada duas vezes para cada individuo (uma vez para cada alelo de KIR3DL?2) e os
individuos homozigotos foram marcados em vermelho. Os alelos presentes em menos de 3 individuos foram
excluidos da analise. Um outlier foi removido, encontrado em individuo portador do alelo 3DL2*010.
FONTE: O autor (2017).

Os individuos portadores do alelo 3DL2*002 possuem maior porcentagem de
células NK 3DL2 positivas quando comparados aqueles com os alelos 3DL2*007 (p =
0,0181) e 3DL2*010 (p = 0,0006) (FIGURA 20). Além disso, observa-se diferenca
estatistica significativa entre a porcentagem de células NK 3DL2 positivas entre individuos
com os alelos 3DL2*001 e 3DL2*010 (p = 0,0420), 3DL2*007 e 3DL2*009 (p = 0,0090),
3DL2*007 e 3DL2*011 (p = 0,0247), 3DL2*009 e 3DL2*010 (p = 0,0025) e, por fim,
3DL2*010 e 3DL2*011 (p = 0,0357).

Dentre todos os alelos, observou-se que 3DL2*010 (mediana 3,58%) possui a
menor porcentagem de células NK 3DL2 positivas e os alelos 3DL2*011 (mediana
15,61%), 3DL2*002 (mediana 16,16%) e 3DL2*009 (mediana 25,07%) associam-se a
maior porcentagem de células NK 3DL2 positivas.

Para melhor visualizacdo, na FIGURA 21, encontra-se uma comparagcdo dos
niveis de expressao diferencial e da porcentagem de células NK 3DL2 positivas dos
individuos portadores dos alelos 3DL2*002 e 3DL2*010. Estes alelos foram os que
diferiram mais drasticamente tanto nos niveis de expressao de KIR3DL2 na superficie das
células NK quanto na quantidade de células NK que apresentam o receptor na sua
superficie.
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FIGURA 21 - PORTADORES DOS ALELOS 3DL2*002 E 3DL2*010 APRESENTAM NIVEIS
DIFERENCIAIS DE EXPRESSAO DE KIR3DL2 NA SUPERFICIE DAS CELULAS NK E TAMBEM
DIFERENTES QUANTIDADES DE CELULAS NK 3DL2 POSITIVAS
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(A) Comparacgao entre os niveis de expressao diferencial dos alelos 3DL2*002 e 3DL2*010. (B) Quantidade
de células NK 3DL2 positivas dos alelos 3DL2*002 e 3DL2*010. Cada ponto representa um individuo e as
barras representam a mediana. O teste de Mann-Whitney foi usado para comparar os dois grupos. A
mediana da intensidade de fluorescéncia da marcagéo de KIR3DL2 e a porcentagem de células NK 3DL2
positivas foram plotadas duas vezes para cada individuo (uma vez para cada alelo de KIR3DL?2) e os
individuos homozigotos foram marcados em vermelho. Um outlier foi removido, encontrado na porcentagem
de células NK 3DL2 positivas de um individuo portador do alelo 3DL2*010.

FONTE: O autor (2017).

Dentre os alelos mais frequentes encontrados na populagdo de Curitiba e regido
metropolitana, 3DL2*001, 3DL2*002 e 3DL2*007, portadores do alelo 3DL2*007
apresentam menor nivel de expressao diferencial e estdo associados a uma menor
porcentagem de células NK 3DL2 positivas (FIGURA 22). Entre os portadores dos alelos
3DL2*001 e 3DL2*002 nao houve diferencga significativa.
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FIGURA 22 - EXPRESSAO DIFERENCIAL E QUANTIDADE DE CELULAS NK 3DL2 POSITIVAS ENTRE
OS PORTADORES DOS ALELOS 3DL2*001, 3DL2*002 E 3DL2*007
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Cada ponto representa um individuo e as barras representam a mediana. O teste de Mann-Whitney foi usado
para comparar os grupos. A mediana da intensidade de fluorescéncia da marcacdo de KIR3DL2 e a
porcentagem de células NK 3DL2 positivas foram plotadas duas vezes para cada individuo (uma vez para
cada alelo de KIR3DL?2) e os individuos homozigotos foram marcados em vermelho.

FONTE: O autor (2017).

Augusto e colaboradores (2015) encontraram que o polimorfismo 1190C>T
(rs3745902; Thr376Met), na cauda citoplasmatica de KIR3DL2, marca sua expresséo
diferencial. Os autores observaram que individuos com o gendtipo TT possuiam menores
niveis de expressdo de KIR3DL2 na superficie das células NK, além de menor
porcentagem de células NK 3DL2 positivas quando comparados aos individuos CC (p =
0,002 e p = 0,001, respectivamente). No presente estudo foi observado uma menor
porcentagem de células NK 3DL2 positivas quando o genotipo era CT (mediana 7,52%)
comparado a CC (mediana 16,16%) (FIGURA 23B). Além disso, valores de p proximo a
significancia foram encontrados ao se comparar os niveis de expressao de individuos com
genotipo TT (mediana 3.367) aos individuos com gendtipo CC (mediana 4.513) (FIGURA
23A). Os valores de p sdo mostrados na FIGURA 23.
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FIGURA 23 - EXPRESSAO DIFERENCIAL DE KIR3DL2 E QUANTIDADE DE CELULAS NK
APRESENTANDO KIR3DL2 NA SUA SUPERFICIE ENTRE OS INDIVIDUOS COM GENOTIPOS CC, CT
E TT NA POSICAO 1190
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(A) MFI1 de KIR3DL2 entre os gendtipos CC (n =22), CT (n=14)e TT (n = 4). (B) Porcentagem de células
NK 3DL2 positivas entre os genétipos CC (n = 22), CT (n = 13) e TT (n = 4). Cada ponto representa um
individuo e as barras representam a mediana. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar os pares
de genotipos. Um outlier foi removido, encontrado na porcentagem de células NK 3DL2 positivas de um
individuo heterozigoto CT.

FONTE: O autor (2017).

Analisamos ainda se os niveis de expressdo diferencial de KIR3DL2 estéo
associados ao SNP 16545A>G (rs1865095) localizado na regido 3’ ndo traduzida (3'UTR)
de KIR3DL2 (FIGURA 24). Observou-se que individuos com o gendtipo AA possuem
quantidade de células NK 3DL2 positivas significativamente maior (15,77% versus 9,89%)
e uma tendéncia a maior expressao diferencial de KIR3DL2 quando comparados a
individuos com gendtipo AG (MFI 4.655 versus 3.814). Os valores de p sdo mostrados na
FIGURA 24.
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FIGURA 24 - EXPRESSAO DIFERENCIAL DE KIR3DL2 E QUANTIDADE DE CELULAS NK
APRESENTANDO KIR3DL2 NA SUA SUPERFICIE ENTRE OS INDIVIDUOS COM GENOTIPOS AA E
AG NA POSICAO 16545
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(A) MFI de KIR3DL2 versus os genétipos AA (n = 23) e AG (n = 17). (B) Porcentagem de células NK 3DL2
positivas versus os genotipos AA (n= 22) e AG (n= 17). Cada ponto representa um individuo e as barras
representam a mediana. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar os grupos AA versus AG. O
gendtipo homozigoto GG néao foi encontrado. Um outlier foi removido, encontrado na porcentagem de células
NK 3DL2 positivas de um individuo homozigoto AA.

FONTE: O autor (2017).

Por se tratar de uma regido reguladora, analisamos todos os possiveis miRNAs
preditos para se ligarem nessa regido e que poderiam regular os niveis de expresséo
desse gene. Através da complementariedade de bases com o RNAm, encontrou-se um
mMiRNA candidato de alterar os niveis de expressao: miR-2114-3p (FIGURA 25). Na
presenca do alelo G, uma ligagdo mais forte com o miR-2114-3p poderia ser gerada,
devido ao pareamento entre G no RNA mensageiro e C no miRNA em questao.
Consequentemente, poderia ser observado um efeito maior do silenciamento da

expressao génica, levando a menores niveis de expressédo de KIR3DL2.
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FIGURA 25 - DEMONSTRAGAO DA POSSIVEL LIGAGAO ENTRE MIIR-2114-3P E MRNA DE KIR3DL2
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Importante notar que na presenca do alelo G, uma complementariedade maior é gerada entre as
sequéncias. Isso pode estar associado ao menor nivel de expressdo e menor porcentagem de células NK
3DL2 positivas observados quando o genoétipo AG esta presente.

FONTE: Adaptado de VEJNAR; ZDOBNOV (2012).

Verificamos ainda se a presenga ou auséncia de ligantes especificos de KIR3DL2
(HLA-A3, -A11 e -B27) influenciava seus niveis de expressao e porcentagem de células
NK 3DL2 positivas. Para isso, utilizamos os dados de genotipagem alélica de HLA-A e
HLA-B que foi realizada previamente pela equipe do LGMH. Nao encontramos associagao
entre a presenga ou auséncia de ligantes HLA especificos e niveis de expressao
diferencial de KIR3DL2 (p = 0,5739; FIGURA 26) nem entre a presenga ou auséncia de
ligantes HLA especificos e porcentagem de células NK 3DL2 positivas (p = 0,7772;
FIGURA 27).

FIGURA 26. A PRESENCA DE LIGANTES HLA-A3, HLA-A11 E HLA-B27 NAO ESTA ASSOCIADA A
NIVEIS DE EXPRESSAO DIFERENCIAL DE KIR3DL2
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FONTE: O autor (2017).
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FIGURA 27 - A PRESENGCA DE LIGANTES HLA-A3, HLA-A11 E HLA-B27 NAO ESTA ASSOCIADA A
DIFERENTES PORCENTAGENS DE CELULAS NK 3DL2 POSITIVAS
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FONTE: O autor (2017).

Além disso, utilizando dados dos niveis de expressao diferencial de alelos de HLA-
A obtidos no trabalho de Ramsuran e colaboradores (2015), foi avaliada se havia
correlacio entre os niveis de expressao diferencial dos alelos de KIR3DL2 e os niveis de
expressao diferencial dos alelos de HLA-A. Primeiramente, analisamos se havia
correlacdo entre a média de MFI dos alelos de KIR3DL2 e a média dos niveis de RNAm
de todos os alelos de HLA-A (n = 115). Posteriormente analisamos 37 individuos com pelo
menos um alelo codificando para os ligantes especificos de KIR3DL2 (HLA-A*03 e/ou
HLA-A*11). Nao observamos correlagdo entre os niveis de expressao dos alelos de
KIR3DL2 e dos alelos de HLA-A em nenhuma das duas situagbes (FIGURA 28). Os
valores de r (coeficiente de correlagdo) e p sdo mostrados na FIGURA 28.
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FIGURA 28 - ANALISE DE CORRELAGCAO ENTRE OS NIVEIS DE EXPRESSAO DIFERENCIAL DOS
ALELOS DE KIR3DL2 E DOS ALELOS DE HLA-A
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A) Auséncia de correlacao entre os niveis de expressao diferencial dos alelos de KIR3DL2 e dos
alelos de HLA-A (n = 115). B) Auséncia de correlagéo entre os niveis de expresséo diferencial dos
alelos de KIR3DL?2 e dos alelos HLA-A*03 e HLA-A*11 (n = 37). Os valores de expressao diferencial
foram obtidos através de 1) Niveis de RNAm para os alelos de HLA-A e 2) Mediana da intensidade
de fluorescéncia para os alelos de KIR3DL2. Os valores de MFI do presente estudo e os niveis de
RNAm do trabalho de Ramsuram (2015) foram extrapolados para os individuos do painel do LGMH
genotipados a nivel alélico tanto para KIR3DL2 quanto para HLA-A. A média dos valores para cada
alelo foi obtida e plotada no grafico, sendo que cada ponto representa um individuo.

FONTE: O autor (2017).
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6 DISCUSSAO

Os genes que codificam os receptores KIR possuem um papel importante na
resposta imune e seu polimorfismo foi implicado na patogénese de muitas doengas. Um
numero consideravel de estudos demonstraram associagcédo do polimorfismo de auséncia
e presenga de KIR e combinagdes com seus ligantes com doengas. Em termos gerais, 0s
genes KIR presentes em um individuo contribuem com a fungdo das células NK por
alterarem sua ativagao ou inibicdo. Apesar do polimorfismo de auséncia e presenca de
KIR ter sido estudado em muitas populacdes, pouco se conhece sobre a diversidade
alélica de KIR, menos ainda, sobre o impacto funcional da variagao alélica. A analise dos
niveis de expressao diferencial de alelos de KIR3DLZ2 pode trazer informacdes valiosas
para a genética de populacdes, suscetibilidade a doengas e a compreensdao dos
mecanismos que regulam esse gene.

Apesar de o gene KIR3DLZ2 ser um dos genes mais polimérficos e polialélicos da
familia KIR, com mais de 80 alelos ja descritos até o0 momento, o sequenciamento da
regido codificadora deste gene em uma populagdo de Curitiba e regido metropolitana
permitiu observar sitios variaveis ainda ndo descritos no banco de dados IPD-KIR, o que
demonstra que a diversidade desse gene ndo é completamente conhecida e ainda maior
do que se presume.

Os valores de frequéncia alélica e de portadores dos alelos encontrados nesse
trabalho foram comparados com as frequéncias encontradas no banco de dados
allelefrequencies.net (APENDICE 3) (GONZALEZ-GALARZA, F F TAKESHITA et al.,
2015) importante banco de dados que contém informag¢des dos principais genes do
sistema imune, como genes HLA e KIR, em diferentes populagdes em todo o mundo. Das
dezesseis populagdes com valores de frequéncia para o gene KIR3DL?2 listadas no banco
de dados, apenas uma é brasileira, de Belo Horizonte, Minas Gerais (n = 90), e foi
genotipada por PCR sonda especifica (PCR-SSOP), um método com menor sensibilidade
e que limita a descoberta de novos alelos.

O nosso estudo observou uma maior frequéncia dos alelos KIR3DL2*007 (21,7%),
KIR3DL2*001 (21,3%) e KIR3DL2*002 (20,0%). Além disso, com uma amostra
significativamente maior (n = 235) que aquela de Belo Horizonte, constatamos uma maior
frequéncia de individuos portadores dos alelos KIR3DL2*001 e KIR3DL2*007 (38,3% e
37,0%, respectivamente) em relagao ao observado na populagéo mineira (33,3% € 22,2%,
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respectivamente). Na populagdo de Belo Horizonte foi observado maior quantidade de
individuos portadores do alelo KIR3DL2*002 (38,9%) enquanto que neste estudo esse
alelo é apenas o terceiro alelo mais comum (34,9%) (TABELA 8). Apesar dessa aparente
discrepéncia, n&o foi encontrada diferencga significativa na frequéncia de portadores entre
as duas populagdes (p = 0,370).

Na TABELA 10, quando comparamos a diversidade alélica de KIR3DLZ2 na
populacao de Curitiba e regido metropolitana com outras doze populagdes notamos que
a diversidade alélica de KIR3DL2 encontrada na populagdo de Curitiba e regido
metropolitana, assemelha-se as encontradas em populagdes europeias. Resultado esse
ja esperado, tendo em vista a predominéncia europeia na ancestralidade dos individuos
da populacéo em estudo.

A metodologia baseada em sequenciamento utilizada no presente trabalho,
otimizada por Augusto (2012), ndo permitiu a distingdo de alguns gendtipos, devido a
ambiguidades de fase de alguns sitios variaveis. Para resolver essas ambiguidades,
Augusto (2012) desenhou oligonucleotideos iniciadores para PCR-SSP (primers de
sequéncia especifica, do inglés sequence-specific primers). Meenagh e colaboradores,
(2004) recomendaram em seu estudo com uma populagéo da Irlanda, escolher o gendtipo
de maior frequéncia se combinagdes ambiguas ocorressem. Essas ambiguidades também
ocorreram no presente estudo, mas foram, na maioria das vezes, resolvidas através de
segregacdo em familias (APENDICE 1). A resolugdo das ambiguidades por analise de
segregacao familiar normalmente resultou no gendtipo de maior frequéncia, como
sugerido por Meenagh. Entretanto, apesar do método de Meenagh ter sido aplicavel na
populagao irlandesa e na populagao de Curitiba e regido metropolitana, nem sempre esse
meétodo pode ser aplicavel. Como exemplo, citam-se populagdes indigenas estudadas por
Augusto (2012), em que as frequéncias dos alelos envolvidos nas ambiguidades s&o
semelhantes.

O gendtipo mais comum encontrado na amostra da populagdo de Curitiba foi
KIR3DL2*001/*007 (11,5%). Além dessa combinagdo genotipica, outras foram
observadas em menores frequéncias como, KIR3DL2*001/*002, KIR3DL2*002/*007 e
KIR3DL2*007/*007 (6,8%, 6,8% e 6,4%, respectivamente). Menos frequentemente foram
encontrados genotipos constituidos por alelos novos descritos no presente estudo. Foram
encontrados 11 novos alelos, sendo que 5 desses novos alelos foram confirmados por
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sequenciamento, por analise de segregacgao familiar ou ainda por clonagem seguida de
sequenciamento.

Com a analise de sequenciamento foram encontrados 18 sitios variaveis do gene
KIR3DL2, que quando avaliados pelo algoritmo SIFT (sorting tolerant from intolerant)
resultaram em trés alteracdes de aminoacidos que foram consideradas deletérias, sendo
elas, 394, localizada no éxon 4; 773 no éxon 5 e 1190 presente no éxon 9. A ferramenta
SIFT assume que posicdes importantes em uma sequéncia de proteina foram
conservadas ao longo da evolugdo e, portanto, substituicbes nessas posi¢des podem
afetar diretamente a funcdo da proteina formada, devido a alteragcdes nas propriedades
fisico-quimicas dos aminoacidos que a compde (KUMAR et al., 2009). Entre essas trés
substituicbes consideradas deletérias pela ferramenta SIFT, a posigédo 773, localizada no
éxon 5 que codifica o dominio extracelular semelhante a imunoglobulina D2, foi
encontrada entre os alelos novos aqui descritos (N70). Nessa posigao ha a substituicao
de aminoacidos com cargas distintas (Glu237Gly). Essa alteracdo pode influenciar a
interacéo entre o receptor e seu ligante HLA classe . Isto poderia interferir no sinal gerado
pelo receptor e, consequentemente, 0 modo com que a célula NK interpreta e responde a
esse sinal. A condicdo deletéria aliada ao maior valor de D observado entre as
substituicbes deletérias (98), poderia explicar a sua baixa frequéncia, estando presente
em apenas um individuo. Interessante destacar que o alelo N10 além dessa substituicdo
na posicao 773, apresenta também uma substituicdo na posicdo 1190, presente também
nos alelos novos aqui denominados de N5 e de N7. A posicao 1190 esta localizada no
éxon 9, o qual codifica para a cauda citoplasmatica do receptor. A alteracdo de aminoacido
nessa regido (Thr376Met) possivelmente influencia a fungé&o do receptor, tendo em vista
gue a cauda citoplasmatica esta associada com ITIMs. Esses ITIMs, por sua vez, exercem
a funcgédo inibidora do receptor permitindo a ligagao das tirosinas fosfatases SHP-1 e SHP-
2 que sao capazes de desfosforilar muitos alvos da via ativadora e mediar o sinal inibidor
do receptor.

Os alelos N5 e N7 apresentam também substituicdo de nucleotideos na posigao
394 do éxon 4, juntamente com os alelos N4 e N9, descritos nesse estudo. Nessa posigao,
a substituicdo nucleotidica altera o aminoacido da posigao 111 (Pro111Thr), que apesar
de possuir um valor D de Grantham relativamente baixo (38), foi aliada a uma condigéao
deletéria pelo algoritmo SIFT. Essa modificagdo pode promover a alteragdo no dominio
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extracelular semelhante a imunoglobulina D1, interferindo na resposta das células NK e
alterando dessa forma a resposta imunoldégica.

Entretanto, pode-se destacar que a maioria dos sitios variaveis descritos para
esse gene leva a alteragdes de aminoacidos toleradas e que provavelmente ndo levam a
alteragcbes muito drasticas na proteina final formada.

Nao foram encontradas informacgdes na ferramenta SIFT para o polimorfismo da
posicdo 318 (318G>T; rs772102990), no éxon 3, encontrada no alelo N6. O éxon 3
codifica para o dominio extracelular semelhante a imunoglobulina DO e pode ter
implicacédo direta no reconhecimento dos ligantes HLA pelo receptor KIR3DL2. Até o
momento sé foi descrita a substituicgho G>A, sendo que dados do ExAC (Exome
Aggregation Consortium), importante banco de dados que agrega dados de sequéncia
codificadora de cerca de 60.000 pessoas, demonstraram que a frequéncia de G € 0,99999.
Podemos verificar que esse sitio € bastante conservado, sugerindo que alteragdes
poderiam levar a consequéncias deletérias na proteina madura formada. Isso pode ser
corroborado pelo elevado valor de D de Grantham. A alteracdo de nucleotideo 318G>T
leva a mudanga de um triptofano para uma cisteina (Trp85Cys), alteragdo que confere um
valor de D de 215, o maior valor observado na escala de D de Grantham. De acordo com
essa escala, quanto maior o valor, maior a diferenga quimico-fisica entre os aminoacidos.
Levando isso em consideragdo, podemos concluir que a presenca da cisteina nessa
posicdo pode levar a alteragdes drasticas na proteina madura formada, com a
possibilidade de até mesmo levar a formacdo de uma proteina pouco funcional ou sem
funcao.

ApOs a caracterizagao da diversidade de KIR3DL2 na populacdo de Curitiba e
regido metropolitana, iniciamos o estudo dos niveis de expressao diferencial dos alelos
desse gene. Uma das motivagdes para estudar os niveis diferenciais de expresséo de
KIR3DL2 se deve a estudos anteriores do nosso grupo, que analisaram a doenga pénfigo
foliaceo. Diferente do que ocorre em outras doengas autoimunes, no PF, a presenga de
genes KIR ativadores € um fator de prote¢cao ao desenvolvimento da patologia (AUGUSTO
et al., 2012). Individuos com mais de trés genes KIR ativadores se mostraram mais
protegidos ao pénfigo foliaceo (OR = 0,49, p = 0,003). Augusto e colaboradores (2015)
também demonstraram que o polimorfismo 1190C>T (Thr376Met; rs3745902) na cauda
citoplasmatica de KIR3DL2 esta associado a niveis de expressao diferencial desse
receptor na superficie das células NK. Individuos que possuem metionina nessa posi¢cao
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(1190T) apresentam menores quantidades de células NK 3DL2 positivas e as células
3DL2 positivas apresentaram menor expressdo de KIR3DL2 na superficie. Os autores
sugeriram que esse panorama leva a menor geragao de sinais inibidores, conferindo
protecdo a patologia. Augusto et al. (2015) também demonstraram que, ao serem
comparados com individuos controle, os pacientes de PF tem frequéncia aumentada do
alelo KIR3DL2*001 (p = 0,007). Quando analisado o alelo KIR3DL2*002, que assim como
KIR3DL2*001 n&do possui o SNP 1190T e é frequente na maioria das populagdes,
nenhuma associagdo ao PF foi encontrada (OR = 1,21; p = 0,507). Esses achados
sugerem que dois fatores distintos contribuem para a suscetibilidade ao PF: 1) inibigdo
diferencial conferida pelo alelo KIR3DL2*001 e 2) niveis de expressdo diferencial de
KIR3DL2 associada ao SNP 1190T. No que se refere a posicdo 1190 marcando niveis
diferenciais de expressao, resultados semelhantes foram encontrados no presente estudo.
Uma tendéncia a menor expressao de KIR3DL2 foi observada nos individuos com
genotipo TT ao se comparar com individuos CC (p = 0,0524). Além disso, menor
quantidade de células NK 3DL2 positivas foi observada quando analisados individuos com
genotipo CT. Estes individuos possuem 2,1 vezes menos células NK 3DL2 positivas do
que individuos CC (p = 0,0214).

Estes resultados, além de explicarem a suscetibilidade diferencial ao PF, também
podem explicar as associagdes encontradas por Wang e colaboradores (2011) na pré-
eclampsia (PE). Assim como no PF, sabe-se que na PE um excesso de sinais inibidores
aumenta o seu risco de ocorréncia. Uma vez que uma menor geracgéo de sinais inibidores
pode proteger contra a PE, esperaria-se que a presencga do alelo T conferisse protegéo a
doenca. Wang et al. (2011) constataram, de fato, que o alelo 7790T é mais frequente no
grupo controle do que no grupo de mulheres que desenvolveram pré-eclampsia, indicando
uma tendéncia a protegao desse alelo (p = 0,064, OR = 0,694). Encontrou-se também que
o genotipo CC leva a um risco 5 vezes maior no desenvolvimento da patologia (p = 0,000)
(WANG et al., 2011). Portanto, esses resultados s&o condizentes com o esperado e estdo
de acordo com os nossos achados

O fato de que, dentre os alelos mais frequentes encontrados na populagao
estudada (KIR3DL2*001, KIR3DL2*002 e KIR3DL2*007) o alelo KIR3DL2*007 possui
tanto menores niveis de expressao de KIR3DL2 quanto menores quantidades de células
NK 3DL2 positivas, também esta de acordo com o esperado. Isso porqué, dos trés alelos,



86

0 Unico que apresenta o polimorfismo 717190T € o KIR3DL2*007, influenciando diretamente
nos niveis de expresséo de KIR3DL2 na superficie das células NK.

No presente estudo, n&do encontramos diferenga significativa entre os niveis de
expressado diferencial e quantidade de células NK 3DL2 positivas quando eram
comparados os portadores dos alelos KIR3DL2*001 e KIR3DL2*002. Isso corrobora a
hipétese de Augusto e colaboradores (2015): a associagdo de KIR3DL2*001 ao maior
risco de desenvolver PF ndo esta relacionada aos niveis diferenciais de expressao desse
alelos, mas provavelmente é resultado de diferengca no reconhecimento do ligante. As
moléculas codificadas por esses dois alelos diferenciam-se apenas pela mudanca
conservativa de um aminoacido (Glu137Asp) no dominio extracelular semelhante a
imunoglobulina D1. Khakoo (2010) demonstrou que residuos no dominio D1 de KIR3DL2
sdo provavelmente criticos para o reconhecimento de moléculas HLA-A11 e HLA-AS.
Além disso, outro estudo demonstrou que residuos préximos a essa regiao, como o 138 e
140, foram demonstrados serem residuos de contato do receptor KIR3DL1 com moléculas
HLA de classe | (VIVIAN et al., 2011). Considerando a semelhanga estrutural entre as
moléculas KIR3DL1 e KIR3DL2 e assumindo que esses receptores ligam-se
semelhantemente aos seus respectivos ligantes, pode-se esperar que essa alteragao de
aminoacido influencie na habilidade de ligagdo a moléculas HLA (VIVIAN, et al., 2011;
AUGUSTO et al., 2015). Uma vez que ndo ha diferenga dos niveis de expresséo entre
esses alelos, é necessario realizar ensaios de citotoxicidade para avaliar as diferengas
funcionais in vitro desses receptores. Esse ensaio € um dos objetivos posteriores a esse
estudo. A hipotese € que células NK de individuos portadores do alelo KIR3DL2*001 sejam
mais fortemente inibidas, provavelmente por uma ligagdo mais forte aos ligantes HLA e,
consequentemente, levando a uma menor citotoxicidade.

Levando em consideragcdo a semelhancga estrutural entre KIR3DL1 e KIR3DL2,
uma limitagado da nossa metodologia foi a utilizagdo de um anticorpo com reagao cruzada
entre essas duas moléculas. Apesar disso, os resultados encontrados no presente estudo
se assemelham aos encontrados por Dunphy et al. (2015), ndo s6 em relagdo a auséncia
de diferengas significativas entre os niveis de expresséo diferencial e porcentagem de
células NK 3DL2 positivas dos portadores dos alelos KIR3DL2*001 e KIR3DL2*002, mas
também quanto aos niveis de expressao e porcentagem de células NK 3DL2 dos demais
alelos, a excegao de KIR3DL2*009. Para os portadores deste alelo encontramos valores
superiores de intensidade de fluorescéncia e porcentagem de células NK 3DL2 positivas
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do que o esperado. Isso pode ser explicado devido ao forte desequilibrio de ligagéao
encontrado entre os alelos KIR3DL2*009 e KIR3DL1*008 (GOURRAUD et al., 2010). Este
ultimo leva a maiores niveis de expressao de KIR3DL1 na superficie das células NK e,
portanto, poderia estar influenciando nos resultados obtidos de KIR3DL2*009. Por outro
lado, sabe-se que os alelos KIR3DL2*003 e KIR3DL2*005 estao em forte desequilibrio de
ligacdo com o alelo KIR3DL1*004, alelo que é retido intracelularmente e, portanto, nao é
expresso e nao interfere na intensidade de fluorescéncia observada dos alelos de
KIR3DL2 (GARDINER et al., 2001; GOURRAUD et al., 2010). Ainda, o alelo KIR3DL2*001
se encontra em desequilibrio de ligagdo com KIR3DL1*005 (GOURRAUD et al., 2010),
alelo que expressa baixos niveis de KIR3DL1 na superficie das células NK, atribuindo
pouca interferéncia nos dados obtidos para esse alelo. Outra informagao importante é o
desequilibrio de ligagéo entre os alelos KIR3DL1*01502 e KIR3DL2*002 (GOURRAUD et
al., 2010). O alelo KIR3DL1*01502 foi encontrado conferindo maior nivel de expresséo de
KIR3DL1 na superficie das células NK (DUNPHY et al., 2015). Este fato poderia estar
influenciando nos dados obtidos no presente trabalho, em que o alelo KIR3DL2*002
possui a maior expressao de KIR3DL2. Entretanto, Dunphy e colaboradores (2015), os
quais utilizaram anticorpo especifico para KIR3DL1 (clone DX9) e anticorpo especifico
para KIR3DL2 (clone Q66), concluiram que portadores do alelo KIR3DL2*002, de fato,
possuem o maior nivel de expressdo de KIR3DL2 e maior porcentagem de células NK
3DL2 positivas quando comparados aos portadores dos demais alelos, assim como 0s
dados obtidos no presente estudo. E fundamental lembrar que KIR3DL2 é o receptor que
apresenta um nivel de expressado bastante superior ndo sé a KIR3DL1, mas também
quando comparado aos demais KIR (BJORKSTROM et al., 2010; MCERLEAN et al.,
2010). Portanto, apesar da reac¢ao cruzada, o ruido gerado por KIR3DL1 é relativamente
baixo e os dados de expressao diferencial de KIR3DL2 s&o confiaveis, o0 que pode ser
corroborado pela replicagdo de outros resultados de nosso grupo de pesquisa e a
semelhanga com resultados na literatura.

Portadores do alelo KIR3DL2*002, o qual apresentou os maiores niveis de
expressao na superficie, apresentaram diferengas significativas quando comparados aos
portadores dos alelos 3DL2*010, 3DL2*007 e 3DL2*005. O alelo 3DL2*010 foi associado
ao menor nivel de expressdo e a menor porcentagem de células NK 3DL2 positivas.
Dunphy e colaboradores (2015), relatam resultados semelhantes para ambos os alelos. O
trabalho de Dunphy e colaboradores (2015) e o presente estudo sdo os primeiros a serem
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realizados com objetivo de analisar os niveis de expressao génica diferencial de alelos de
KIR3DL2. O presente trabalho avaliou 8 alelos, em 40 individuos, enquanto aquele
analisou 7 alelos em 32 individuos.

Nenhum estudo associou expressdao diferencial de KIR com variantes
nucleotidicas na regido 3’ UTR. Conforme demonstrado na FIGURA 24, um polimorfismo
na posigao 16545A>G (rs1865095) pode estar relacionado a niveis diferenciais de
expressao de KIR3DL2. Observamos que o genotipo AG esta possivelmente associado a
menores niveis de expressao de KIR3DL2 quando comparado ao gendtipo AA. Também
constatamos que o genodtipo AG confere uma menor quantidade de células NK 3DL2
positivas quando comparado ao genodtipo AA. Devido a baixa frequéncia do alelo G, n&o
encontramos individuos homozigotos GG para medir o nivel de intensidade de
fluorescéncia de KIR3DL2, mas acreditamos que esse genotipo esteja associado a niveis
inferiores ao gendtipo AG. Para verificar essa hipotese, seria necessario encontrar varios
individuos de cada um dos trés genaétipos, o que foi inviavel devido a baixa frequéncia do
alelo G.

Por se tratar de uma regido reguladora, analisamos todos os possiveis miRNAs
preditos para se ligarem nessa regido e que poderiam regular os niveis de expresséo
desse gene. Utilizamos duas ferramentas de predicdo de alvos de miRNA: miRmap
(VEJNAR; ZDOBNOV, 2012) e PolymiRTS (BHATTACHARYA et al., 2014). Os miRNAs
sdo pequenos RNAs nio codificadores de proteinas presentes na maioria dos eucariotos.
Esses RNAs regulam a expressdo génica em nivel pos-transcricional através do
silenciamento de RNAs mensageiros alvo (mMRNAs) que possuem sitios complementares
as suas sequéncias (FRIEDMAN et al., 2009). Os miRNAs maduros possuem uma regiao
definida como seed, que se estende do segundo ao oitavo nucleotideo da sequéncia,
sendo determinante e necessaria para o reconhecimento dos alvos. Embora o pareamento
de bases entre 0 miRNA e o RNAm alvo néo seja perfeito, a sequéncia seed deve ser
perfeitamente complementar (GUO et al., 2010). Estima-se que os miRNAs controlam a
atividade de pelo menos 30 a 60% dos genes codificadores de proteinas em mamiferos
(FRIEDMAN et al., 2009). Portanto, através da complementariedade de bases com o
RNAm, um total de 9 miRNAs foram encontrados como possivelmente impactados pela
variagdo 16545A>G (rs1865095). Séao eles: miR-4666b, miR5011-3p e miR-2114-3p
(complementares ao RNAm gerado pelo alelo G) e miR-297, miR-3149, miR-4307, miR-
567, miR-643 e miR-675-3p (complementares ao RNAmM gerado pelo alelo A). Dessa
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forma, se algum desses miRNAs forem reguladores da transcricdo de KIR3DL2, a
variagcdo 16545A>G poderia afetar diretamente a ligagdo entre o RNAmM e o miRNA e
controlar a expressao desse gene.

De todos, o unico que apresenta um pareamento extra, além da regido seed, ou
seja, encontra-se pareando perfeitamente em todas as posigdes entre o segundo e o
oitavo nucleotideo do miRNA e ainda possui um pareamento adicional, € o miR-2114-3p.
O fato de o polimorfismo estar conferindo um pareamento extra entre a sequéncia do
RNAmM e do miRNA pode ser uma possivel explicacdo para a tendéncia encontrada para
niveis diferenciais de expresséo na presenca do alelo G. Na presencga deste, uma ligagcéo
mais forte com o miR-2114-3p poderia ser gerada, devido ao pareamento entre G no RNA
mensageiro e C no miRNA em questdo. Consequentemente, poderia ser observado um
efeito maior do silenciamento da expressdo génica, levando a menores niveis de
expressao de KIR3DL2. Entretanto, € necessario que mais experimentos, como luciferase
reporter, sejam realizados para testar essa hipotese.

Outra analise que realizamos foi verificar se a presenga de ligantes HLA
especificos para KIR3DL2 estava associada a niveis de expressao diferencial do receptor
na superficie das células NK. Sabe-se que certas combinagdes KIR-HLA s&o importantes
para placentagéo e suprimento de sangue materno ao feto e, consequentemente, para o
sucesso da reproducao. Maes homozigotas para o haplogrupo A tem maior chance de ter
pré-eclampsia quando o feto possui HLA-C2 (HIBY et al., 2004). O sucesso reprodutivo
parece ser maior quando a mae possui KIR2DS1 e o feto HLA-C2 (XIONG et al., 2013).
Além disso, possuem papel imprescindivel na regulagao da resposta das células NK na
resposta imune. Portanto, algumas combinag¢des podem estar sobre presséo seletiva néo
somente por sua fungdo na imunidade, mas também por sua influéncia direta na
reproducdo. Apesar de indicios de que a selecdo natural favorece certas combinacoes,
noés n&o encontramos associagado entre a presenga ou auséncia de ligantes HLA
especificos (HLA-A3, -A11 e B27) e niveis de expressao diferencial de KIR3DL2, nem
correlacdo entre os niveis de expressao diferencial dos alelos de KIR3DL2 e alelos de
HLA-A.

Com o objetivo de completar o entendimento a respeito da fungao das diferentes
variantes alélicas de KIR3DL2 na resposta gerada pelas células NK, pretendemos ainda
futuramente separar células NK de individuos com diferentes gendtipos KIR, como
KIR3DL2*001/KIR3DL2*001, KIR3DL2*002/KIR3DL2*002 e KIR3DL2*007/KIR3DL2*007,
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alelos mais comuns encontrados na populagao estudada e que podem estar influenciando
diretamente a funcdo das células NK. Em seguida, essas células serdo cultivadas
juntamente com células da linhagem K562 transformadas que expressem apenas um dos
ligantes especificos de KIR3DL2. As células K562 ndo expressam moléculas HLA e sdo
frequentemente chamadas de HLA-null. Entretanto, quando transformadas, podem
expressar somente o ligante especifico de KIR3DL2. Através da medigéo da citotoxicidade
e da liberagdo de citocinas proé-inflamatérias no meio de cultivo das diferentes
combinacdes de células NK e K562, seria possivel verificar o potencial citotoxico de cada
alelo de KIR3DL2 no contexto dos seus niveis de expressdao génica diferencial. Os
resultados desse experimento poderao esclarecer a respeito dos mecanismos pelos quais
alguns alelos levam a suscetibilidade diferencial a diversas patologias e melhorar o

entendimento dessa complexa familia de receptores.
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7 CONCLUSOES

Os alelos mais frequentes encontrados na populagdo de Curitiba e regido
metropolitana foram os alelos KIR3DL2*007, seguido de KIR3DL2*001 e KIR3DL2*002 e
0s gendtipos mais comuns foram: 3DL2*001/007, 3DL2*001/002 e 3DL2*002/007. A
populacéo estudada encontra-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg (p = 0,22478).

Onze novos alelos foram encontrados, dos quais cinco foram confirmados por
sequenciamento, clonagem ou segregacao familiar.

Dentre os diferentes sitios variaveis encontrados no estudo, trés polimorfismos de
nucleotideo unico fornecem substituicbes de aminoacidos consideradas possivelmente
deletérias pelo algoritmo SIFT, sendo elas, 394C>A, 773A>G e 1190C>T. Essas
alteragdes podem interferir na interacdo entre KIR3DL2 e seus ligantes especificos ou
alterar a funcéo das células NK pela modificacdo da fungdo da cauda citoplasmatica do
receptor. Além dessas, a troca de nucleotideos na posi¢cdo 318G>T leva a uma troca de
aminoacidos com caracteristicas completamente diferentes, levando ao maior valor de D
da escala D de Grantham (215). Entre essas variagdes, a alteragdo de aminoacido na
posicdo 1190 parece ser a unica associada a regulagao da expresséo do gene KIR3DL?2.
Fora essas, a posigcédo 16545, na regido 3’ UTR, também marca a expresséo de KIR3DL2.
Encontramos um SNP (16545A>G; rs1865095), na regido 3’ UTR, que esta associado a
expresséo diferencial de KIR3DL2 na superficie das células NK. Individuos com o gendtipo
AA possuem tendéncia a uma maior expressdo de KIR3DL2 e maior porcentagem de
células NK 3DL2 positivas quando comparados a individuos com genoétipo AG. Sugerimos
que o alelo G esteja associado a menor expressao de KIR3DL2 devido a presenga de um
miRNA, miR-2114-3p, que pode parear fortemente com o RNA mensageiro de KIR3DL2,
silenciando a expressdo desse gene por mecanismo de repressao génica pos
transcricional.

A presenca de pelo menos um ligante especifico de KIR3DL2 (HLA-A3, HLA-A11
ou HLA-B27) n&o esta associada a diferentes niveis de expressao do receptor e nao foi
encontrada correlacdo entre os niveis de expressao diferencial dos alelos de KIR3DL2 e
dos alelos de HLA-A.
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Analise de gendtipos com ambiguidade através de segregagao em familia

APENDICE 1

Genotipo

Individuo1 KIR3DL2*007 KIR3DL2*NEW
Mae KIR3DL2*002 KIR3DL2*007

Irma 1 KIR3DL2*007 KIR3DL2*NEW
Irma 2 KIR3DL2*005 KIR3DL2*007
Individuo 2 KIR3DL2*001 KIR3DL2*007
Mae KIR3DL2*001 KIR3DL2*007
Pai KIR3DL2*001 KIR3DL2*008
Individuo 3 KIR3DL2*002 KIR3DL2*007
Mae KIR3DL2*001 KIR3DL2*007
Irma 1 KIR3DL2*001 KIR3DL2*002
Irma 2 KIR3DL2*001 KIR3DL2*002
Individuo 4 KIR3DL2*001 KIR3DL2*007
Mae KIR3DL2*002 KIR3DL2*007
Pai KIR3DL2*001 KIR3DL2*005
Irma KIR3DL2*001 KIR3DL2*007
Individuo 5 KIR3DL2*001 KIR3DL2*007
Mae KIR3DL2*001 KIR3DL2*003
Individuo 6 KIR3DL2*001 KIR3DL2*007
Mae KIR3DL2*001 KIR3DL2*003
Pai KIR3DL2*001 KIR3DL2*007
Individuo 7 KIR3DL2*001 KIR3DL2*007

Mae KIR3DL2*001 KIR3DL2*NEW
Individuo 8 KIR3DL2*010 KIR3DL2*010
Mae KIR3DL2*002 KIR3DL2*010
Pai KIR3DL2*002 KIR3DL2*010
Irma KIR3DL2*001 KIR3DL2*010
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Gendtipos dos individuos averiguados (n = 40) juntamente aos valores de MFl e
porcentagem de células NK 3DL2 positivas

Cédigo individuo

Alelos KIR3DL2

Valores MFI

% de células NK 3DL2 positivas

WWWWWWNRNNNMRNNNRNNN-S 3 A a2
S8 NS RS8N RN NS eI ro N 2000 N0 A WN

KIR3DL2*001
KIR3DL2*001
KIR3DL2*001
KIR3DL2*001
KIR3DL2*001
KIR3DL2*001
KIR3DL2*001
KIR3DL2*001
KIR3DL2*001
KIR3DL2*001
KIR3DL2*001
KIR3DL2*001
KIR3DL2*001
KIR3DL2*001
KIR3DL2*001
KIR3DL2*001
KIR3DL2*001
KIR3DL2*001
KIR3DL2*002
KIR3DL2*002
KIR3DL2*002
KIR3DL2*002
KIR3DL2*002
KIR3DL2*002
KIR3DL2*002
KIR3DL2*002
KIR3DL2*002
KIR3DL2*002
KIR3DL2*002
KIR3DL2*003
KIR3DL2*003
KIR3DL2*003
KIR3DL2*005
KIR3DL2*005
KIR3DL2*007
KIR3DL2*007
KIR3DL2*007
KIR3DL2*007
KIR3DL2*009
KIR3DL2*010

KIR3DL2*001
KIR3DL2*002
KIR3DL2*002
KIR3DL2*002
KIR3DL2*002
KIR3DL2*002
KIR3DL2*003
KIR3DL2*005
KIR3DL2*005
KIR3DL2*005
KIR3DL2*005
KIR3DL2*007
KIR3DL2*007
KIR3DL2*007
KIR3DL2*007
KIR3DL2*007
KIR3DL2*009
KIR3DL2*009
KIR3DL2*002
KIR3DL2*002
KIR3DL2*003
KIR3DL2*003
KIR3DL2*007
KIR3DL2*007
KIR3DL2*008
KIR3DL2*009
KIR3DL2*011
KIR3DL2*015
KIR3DL2*020
KIR3DL2*010
KIR3DL2*010
KIR3DL2*011
KIR3DL2*009
KIR3DL2*010
KIR3DL2*009
KIR3DL2*010
KIR3DL2*011
KIR3DL2*013
KIR3DL2*009
KIR3DL2*010

3.001
4.020
6.025
5.297
6.064
6.637
3.591
4.196
4.863
2.767
2773
2.704
2.888
4.819
5.887
5.058
6.137
4.371
8.254
6.306
5.506
3.290
4.087
3.298
2.818
4.655
5.474
3.699
4.156
4.680
2.527
4.435
3.470
3.795
5.046
2.557
3.814
4.453
5.955
3.149

6,26
3,01
22,51
31,90
16,39
39,10
12,99
20,15
17,48
1,92
9,89
1,54
1,39
7,52
11,17
20,72
35,98
8,18
15,93
28,15
6,78
6,00
6,92
4,33
21,34
14,34
30,63
10,64
17,76
38,01
2,50
15,61
25,07
3,68
10,98
4,02
12,33
12,13
25,61
3,58
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Curitiba Irlanda Belo Horizonte | Inglaterra | Finlandia | Coréia do Sul | India | Africado Sul | USA | Japdo | China
n= 235 200 90 334 101 154 72 91 75 132 104
Alelo | Fa % fA % % % % % % % fA fA fA
001* | 0,213 38,3 | 0,28 51 33,3 42,6 37,4 1,9 60,7 70 0,21 | 0,078 | 0,043
002* 0,2 349|0,195 36 38,9 41,3 33 56,8 23,2 15 0,261 | 0,461 | 0,058
003* | 0,111 20,4 | 0,065 13 11,1 10,4 14,3 ND 54 25 0,036 0
004* 0 0 0 0 ND 0 0 ND 0 ND 0 ND 0
005* | 0,062 11,9| 0,08 16 14,4 14,8 20,9 ND 3,6 0 0,065 ND 0
006* | 0,011 2,4 | 0,005 1 6,7 0,6 0 0,3 3,6 30 0 ND 0,005
007* | 0,217 37,0 | 0,18 32 22,2 33,1 46,2 17,2 57,1 5 0,188 | 0,116 | 0,13
008* | 0,015 3 | 0,035 7 8,9 57 55 6,5 3,6 15 0,022 | 0,108 | 0,087
009* | 0,06 11,1 0,075 15 8,9 13,1 11 1,3 ND 10 0,109 | 0,069 | 0,034
010* | 0,045 89 | 0,025 5 3,3 7,7 11 13 23,2 5 0,036 | 0,121 | 0,135
011* | 0,019 3,8 | 0,06 12 3,3 6,3 4,4 0,3 0 0 0,029 ND 0
012* 0 0 0 0 0 0,3 0 ND 54 0 0 ND 0
013* | 0,004 0,85| ND ND ND ND ND ND ND ND 0 ND 0
014* 0 0 ND ND ND ND ND ND ND ND 0 0,013 0
015* | 0,002 0,42 | ND ND ND ND ND 2,6 ND ND 0 0,026 | 0,01
016* 0 0 ND ND ND ND ND ND ND ND 0 0,004 0
019* | 0,002 0,42 | ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
020* | 0,002 0,42 | ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
023* | 0,002 0,42 | ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
028* | 0,002 0,42| ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

fA= frequéncia alélica; %= frequéncia de portadores do alelo; ND= ndo detectado. Fonte: allelefrequencies.net
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este é um convite para vocé participar voluntariamente do projeto de pesquisa GENES E
SUAS VARIAGOES: ANALISE MOLECULAR, EVOLUTIVA E FUNCIONAL, EM
POPULAGCOES E EM DOENGAS. Por favor, leia com atencéo as informagdes abaixo
antes de dar ou ndo seu consentimento para participar deste estudo. Se houver qualquer
duvida sobre o estudo ou sobre este documento, pergunte ao pesquisador com quem vocé
esta conversando neste momento.

* OBJETIVO DO ESTUDO

O objetivo desse estudo é conhecer as variagbes normais de genes (formas alternativas
de genes, denominadas alelos) e suas frequéncias, em popula¢gdes humanas. Por
exemplo, para grupos sanguineos, ha 3 variagdes (alelos) principais: A, B e O. As
combinagdes dessas resultam no grupo sanguineo do individuo (combinag¢des A/A ou A/O
= grupo A; B/B ou B/O = grupo B; A/B = grupo AB; O/O = grupo O). As frequéncias de A, B
e O diferem, entre populagdes. Por exemplo, nas populagdes indigenas das Américas o
grupo sanguineo B praticamente inexiste (quase 100% das pessoas pertencem ao tipo O),
enquanto na Europa 35% das pessoas sdo do tipo B e, na Africa, 20%. Enquanto a
distribuicdo geografica/étnica das variagbes do gene ABO s&o bem conhecidas, a
diversidade populacional da maioria dos outros genes ainda é desconhecida. Nesse
trabalho de pesquisa analisaremos varios outros genes, em grupos da populagao
brasileira. O resultado sera util para conhecer as origens e as relagdes historicas das
populagdes atuais e para compreender as causas da variabilidade humana normal. Por
comparagao das frequéncias em pessoas saudaveis e pessoas que sofrem da doenca
pénfigo, sera possivel identificar quais variagbes genéticas tornam as pessoas mais (ou
menos) susceptiveis a essa doenga.

* PROCEDIMENTOS

Se vocé participar deste estudo, sera colhida uma amostra de seu sangue (50 ml, ou seja,
correspondente ao volume de um copo de cafezinho) e vocé ira responder a algumas
perguntas sobre a sua origem geografica e a origem de seus ancestrais, assim como sobre
a sua saude. Vocé pode recusar-se a responder a qualquer das perguntas, se assim
desejar.

* RISCOS

Os riscos envolvidos na execucao do estudo sao raros e transitorios. A coleta da amostra
de sangue podera causar desconforto e, raramente, sangramento, hematoma, infecgéao
ou desmaio. Embora ndo seja esperado, caso vocé tenha algum problema e n&o possa ir
ao trabalho, vocé recebera um atestado para justificar a sua falta. Se houverem danos
decorrentes da pesquisa, vocé sera devidamente indenizado.
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« BENEFICIOS

Nao ha nenhum beneficio direto desta pesquisa para vocé, mas o conhecimento adquirido
com este estudo podera auxiliar na compreensao das causas da variagao genética normal
da espécie humana e sua possivel influéncia na susceptibilidade a doencgas. Isso podera
contribuir para a compreensao das fungbes dos genes estudados, assim como para a
analise das relagdes histéricas/bioldgicas entre as populagdes humanas.

* PARTICIPAGAO VOLUNTARIA

A sua participacao neste estudo € voluntaria. Mesmo que vocé decida participar, tera plena
e total liberdade para desistir do estudo a qualquer momento, sem que isso acarrete
qualquer prejuizo para vocé.

¢ ARMAZENAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO

Caso vocé autorize, seu material biolégico e informagdes associadas permanecerao
armazenados em biorrepositério para utilizagdo no projeto citado acima. Caso haja
necessidade de utiliza-lo no futuro, vocé sera contatado para consentir ou ndo sobre o
novo uso de sua amostra. Nesse caso, seu consentimento sera formalizado através de
um novo TCLE especifico. Quando isso nao for possivel, o fato sera justificado perante o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP). Toda nova pesquisa a ser feita com o seu material
sera submetida a apreciacado do CEP e sempre que couber também da CONEP, em
conformidade com as normas do Conselho Nacional de Saude (Resolugdo CNS n°
441/2011). Seu material biolégico sera armazenado por 05 anos, sob a responsabilidade
da Profa. Dra. Maria Luiza Petzl Erler, sendo que, se necessario, serao solicitados mais
05 anos para o Comité de Etica. Contudo, a qualquer momento vocé podera solicitar que
seu material biologico ndo seja mais utilizado, sem que isso acarrete qualquer prejuizo ou
constrangimento a vocé. Entretanto, o material bioldgico podera ser descartado devido a
inadequagdo por critérios de qualidade, seguindo normas definidas na legislacéo
brasileira.

« ESCLARECIMENTO DE DUVIDAS

Vocé pode e deve fazer todas as perguntas que julgar necessarias antes de concordar em
participar do estudo.

« IDENTIFICAGAO
A sua identificacdo e todos seus dados pessoais, clinicos e de exames laboratoriais serao

mantidos em sigilo. Os resultados do estudo serdo publicados sem revelar a sua
identidade.
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* ACESSO AOS RESULTADOS

Vocé deseja ser informada(o) sobre os resultados obtidos com esse material
biolégico?

( ) N&o quero ser informada(o) sobre os resultados.

( ) Quero serinformada(o) sobre os resultados.

Estaremos a disposi¢ao para informar e explicar sobre todos os resultados obtidos
com sua amostra bioldgica e sobre os estudos nos quais ela foi utilizada. Vocé podera nos
contatar no Departamento de Genética da UFPR e nos telefones que se encontram neste
documento.

* EQUIPE DE PESQUISADORES

* Pesquisadora responsavel: Profa. Dra. Maria Luiza Petzl-Erler - Departamento de
Genética, UFPR.

* Colaboradores: Dra. Angélica B. Winter Boldt (UFPR); Dra. Danielle Malheiros Ferreira
(UFPR); Dr Danillo Gardenal Augusto; Dr. Eduardo R. Amazonas de Almeida (UFPR);
Dra. Ana Maria Roselino; Dr. Alfredo Marquardt Filho; Dra. Noemi F. Pereira; Dra. Luiza
T. Tsuneto (UEM).

Numero de telefones: (+41) 3361-1746 e 3361-1724

Eu, abaixo
assinado, declaro que li esse termo de consentimento e compreendi a natureza e objetivo
do estudo do qual concordei em participar. A explicacdo que recebi menciona 0s riscos e
beneficios. Eu entendi que sou livre para interromper minha participagdo a qualquer
momento sem justificar minha decisdo e sem que esta decisdo afete meu tratamento.
Declaro também nao possuir nenhum grau de dependéncia profissional ou educacional
com os pesquisadores envolvidos nesse projeto (ou seja, os pesquisadores desse projeto
nao podem me prejudicar de modo algum no trabalho ou nos estudos), ndo me sentindo
pressionado de nenhum modo a participar dessa pesquisa.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo, e autorizo a coleta,
o armazenamento e guarda do meu material biolégico sabendo que, se houver uma
nova pesquisa, essa sera avaliada pelo Comité de Etica em Pesquisa e sempre que
couber também pela CONEP e que serei contatado novamente, para consentir ou
nao o uso de meu material, através de um TCLE especifico.

, de de

local data
Assinatura do Voluntario Assinatura do Pesquisador
Nome do Voluntério Nome do Pesquisador

RG RG
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Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido é assinado em duas vias, uma para
vocé e outra que sera arquivada pela pesquisadora responsavel.

Este Termo de Consentimento foi revisado pelo Comité de Etica em Pesquisas em Seres
Humanos do Hospital de Clinicas da UFPR. Esse Comité é responsavel pela analise das
pesquisas e defesa dos interesses dos seus sujeitos, em sua integridade e dignidade. Dessa
forma, contribui para o desenvolvimento da pesquisa respeitando os principios éticos
preconizados pela Resolugdo CNS 466/12 e suas complementares.

Endereco: Bloco Central, Térreo, Hall da Direcdo, HC-UFPR, Curitiba, PR.

Horério de atendimento: das 08:00 h as 17:00 h. Fone/Fax: (+41) 3360-1041



