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RESUMO

Os genes dos receptores semelhantes a imunoglobulina das células natural
killer (KIR) codificam proteinas transmembrana que medeiam a funcao efetora das
células NK (do inglés, natural killer) contra células alogénicas, ou células proprias
infectadas ou neoplasicas. Esse reconhecimento se da pela interagcao das moléculas
KIR com os antigenos leucocitarios humanos (HLA, do inglés human leukocyte
antigens) de classe | na superficie de células-alvo. O HLA-C é uma das moléculas
mais importantes na interacdo com KIR, sendo que as moléculas HLA do grupo C2
sdo reconhecidas por KIR2DL1 e contribuem para a inibicado nas células NK. Nesse
contexto, a diversidade genética e os niveis de expresséo diferencial de KIR2DL1
tem papel chave na atividade das células NK. Nesse trabalho, foram estudadas sete
diferentes populagdes (duas urbanas e cinco Amerindias dos grupos Guarani e
Kaingang; n=290) com o objetivo de caracterizar a diversidade alélica de KIR2DL1 e
verificar se a variagdo nesse gene impacta nos padrbées de expressdo génica
diferencial em individuos da populag&o de Curitiba (n=49), principalmente através de
técnicas de sequenciamento de DNA e citometria de fluxo. Encontramos onze
diferentes alelos do gene KIR2DL1, sendo o alelo KIR2DL1*003 o mais frequente
em todas as populagdes (f=0,50 a 1,00). A populacdo de eurodescendentes de
Curitiba ndo se agrupou com os descendentes de japoneses e amerindios, baseado
em analise de componentes principais. Dentre as populacdes amerindias, a
populagdo de Guarani Nandeva se apresentou mais distante das demais, o que
corrobora estudos anteriores que mostram maiores taxas de miscigenagao para
essa populagdo. Demonstramos que o0s niveis de expressdao de KIR2DL1 na
superficie celular estdo associados com sua variagao alélica, e também se associam
com a presencga do gendtipo homozigoto para o ligante HLA-C2. Esses resultados
podem indicar que o gendtipo de HLA possivelmente influencia o desenvolvimento e
educagao das células NK. Além da implicacdo funcional de nossos achados,
descrevemos pela primeira vez as frequéncias alélicas de KIR2DL1 em populacdes
brasileiras, o que fornece a base da compreenséao da variagdo normal desse gene e
sua possivel implicacdo na susceptibilidade diferencial a doengas e na compreensao

das relagoes evolutivas entre as familias KIR e HLA.

Palavras chave: Células NK. KIR2DL 1. Variabilidade alélica. Expressao diferencial.



ABSTRACT

Killer-cell immunoglobulin-like receptor (KIR) genes encode surface
transmembrane molecules that mediate NK (natural killer) cell function against
neoplastic, infected and allogeneic cells. In order to promote this response, KIR
interact with human leukocyte antigens class | on the surface of target cells. HLA-C is
one of the most important molecules involved in KIR recognition and is recognized by
KIR2DL1, which contributes to the increasing of inhibitory signals and consequently
HLA-C mediated NK-cell inhibition. Therefore, KIR2DL1 genetic diversity and its
differential expression levels are candidates to play major role on NK cell function.
This study aimed to characterize KIR2DL1 allelic diversity in seven different Brazilian
populations (two urban and five Amerindians belonging to the Guarani and Kaingang
groups; n=290). In order to verify the impact of KIR2DL1 allelic variation on the
receptor surface expression levels, we analyzed a set of euro-descendant individuals
from Curitiba (n=50) through sequence-based typing method and flow cytometry.
Eleven different alleles were found, being KIR2DL1*003 the most frequent in all
populations (f=0.50 to 1.00). Euro-descendants from Curitiba did not group with
Japanese descendants and Amerindians based on principal component analysis.
Among Amerindian populations, Guarani Nandeva was the most distant, which
corroborates previous results that indicate miscegenation in this population. Here, we
demonstrated that KIR2DL1 expression and its presence on the NK surface are
associated with both KIR2DL1 genetic variation and homozygosity for HLA-CZ2 allele
groups, which could be influencing NK cell education and development. Besides the
functional insights, we provide the first report of KIR2DL1 allelic frequencies in
Brazilian populations, which may provide the basis for the comprehension of
differential disease susceptibility and KIR-HLA co-evolution.

Key-words: NK cells. KIR2DL 1. Allelic diversity. Expression levels.
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1 INTRODUCAO

Os genes da familia KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors) codificam
os receptores semelhantes a imunoglobulina presentes na superficie das células NK
(natural killer) e NKT (linfécitos T citotoxicos). As células NK s&o linfécitos grandes e
granulares, importantes para a imunidade inata e adaptativa, que reconhecem
células infectadas, neoplasicas e, na ocorréncia de transplantes, células alogénicas
(BIRON, 1997; HAYAKAWA, 2006). As moléculas KIR podem ser ativadoras ou
inibidoras da resposta da NK, e reconhecem antigenos leucocitarios humanos (HLA)
de classe |. Essa interagdo pode gerar uma resposta global de ativagdo ou inibigdo
das células NK, modulando sua atividade citotoxica (PEGRAM et al., 2011).

Os genes KIR se localizam na regido gendémica 19q13.4 (WENDE et al.,
1999). Existem varios niveis de diversidade KIR, sendo mais estudado o incomum
polimorfismo de presenca e auséncia de genes. Diferente da maior parte dos genes,
KIR podem estar presentes ou ausentes no cromossomo, 0 que gera uma grande
diversidade de haplotipos de conteudo génico. Ainda, cada gene apresenta elevado
polimorfismo alélico, 0 que aumenta ainda mais a complexidade da variagao
genética dessa familia. Em decorréncia, € muito pouco provavel encontrar dois
individuos n&o relacionados geneticamente que possuam as mesmas variantes KIR.
Somada a essa grande diversidade, os genes KIR apresentam uma expressao
variegada e aleatoria na superficie celular, o que significa que nem todas as células
NK de um mesmo individuo apresentam as mesmas moléculas KIR na superficie
celular. Soma-se ainda o fato de que cada individuo pode ou n&o apresentar ligantes
HLA especificos para cada KIR, ja que os genes HLA estdo localizados no
cromossomo 6 e segregam-se independentemente dos genes KIR. Dessa forma,
individuos podem ou ndo apresentar genes KIR, e mesmo que apresentem, podem
nao possuir o ligante HLA que o tornaria funcional.

Essa complexa combinacao de gendtipos de KIR e de seus ligantes HLA ja
foi associada com doencgas autoimunes, susceptibilidade a infec¢des virais, e cancer
(RAJAGOPALAN & LONG, 2005), estando ainda envolvida no processo de
placentacdo (TROWSDALE & MOFFETT, 2008; XIONG et al., 2013) e tendo
também grande importancia nos transplantes terapéuticos (COOLEY et al., 2010).
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Dentre as moléculas HLA de classe | classicas, HLA-C apresenta os niveis
de expressao proteica mais baixos (APPS et al., 2015), possivelmente pela sua
especializagcdo em modular a fungdo das NK (AUGUSTO & PETZL-ERLER, 2015;
OLDER AGUILAR et al., 2010). Ja foi demonstrado que KIR2DL1 é o ligante de
HLA-C que desencadeia resposta inibidora mais forte dentre os receptores KIR
(NORMAN & PARHAM, 2005; MOESTA et al., 2008). Isso justifica a escolha do
gene KIR2DL1 nesse estudo, que é assim nomeado por sua proteina possuir dois
dominios de imunoglobulina extracelulares (2D) e um dominio citoplasmatico longo
(L de long, em inglés, longo) com fungéao inibidora (IVARSSON et al., 2014).

Dentre os varios niveis de polimorfismo de KIR, a variagdo de presenca e
auséncia é a mais bem caracterizada (GUINAN et al., 2010). Em contrapartida, a
diversidade alélica de KIR ainda €& pouco conhecida e estudada em populagdes,
sobretudo as nao europeias. Atualmente, ja foram descritos 26 alelos de KIR2DL 1
no banco de dados IPD-KIR (ROBINSON et al., 2010), sendo que sabe-se muito
pouco sobre o impacto da variacdo alélica na expressao génica diferencial de
KIR2DL1. Nesse trabalho, foi estudado o gene KIR2DL1 com relagdo a seu
polimorfismo de presenga e auséncia, seu polimorfismo alélico e a avaliagdo do
possivel impacto da variagdo alélica na expressao génica diferencial, levando em

consideragao o contexto da presencga do ligante HLA-C2.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CELULAS NATURAL KILLERS (NK)

As células NK sdo linfocitos grandes e granulares do sistema imune,
classificados tradicionalmente como componentes do sistema imune inato, mas que
tem demonstrado grande importancia tanto na imunidade inata quanto adaptativa.
Reconhecem, principalmente, células infectadas e neoplasicas (BIRON, 1997;
HAYAKAWA, 2006). Devido a sua capacidade natural de atacar sem necessitar de
um sinal de ativagdo — somente a falta de inibig&o ja é suficiente — foram nomeadas
de células assassinas naturais, ou ainda exterminadoras naturais (do inglés, natural
killer cells) (PARHAM, 2004).

Fenotipicamente, a caracterizacdo de células NK pode ser feita pela
presenca de proteinas em sua superficie, que constituem os marcadores de
diferenciagao. Na superficie das células NK, ha a presenga dos marcadores CD56 e
CD16 e auséncia de expressao de CD3. O CD16 é um receptor Fc, responsavel pela
resposta mediada por anticorpo das células NK. O CD56 (do inglés, cluster of
differentiation 56), € uma proteina de adesdo celular ja descrita em células NK,
neurénios e subtipos de células T CD4+ e CD8+. O CD3 (do inglés, cluster of
differentiation 3) € um correceptor necessario para ativagéo de células T e, portanto,
marcador desse subtipo celular. A auséncia do CD3 €& avaliada pois faz a
diferenciagao entre células NK e células T, que ndo podem ser diferenciadas pelos
outros marcadores (DUNPHY et al., 2015; LANIER et al., 1989).

A funcdo efetora das NK esta relacionada a exocitose de vesiculas que
contém moléculas liticas, como perforinas e granzimas. Essas formam poros na
membrana da célula alvo, que alteram sua permeabilidade e contribuem para lise
osmadtica, bem como no desencadeamento de processos pré-apoptoticos. Além
disso, tem como fung¢do ainda a liberacdo de citocinas e quimiocinas, que atraem
outras células do sistema imune (LANIER, 2008; SMYTH et al., 2005)

Uma vez que a célula NK é ativada, ela € capaz de estabelecer multiplos
contatos breves com diversas células, tendo por isso, sido chamadas nao sé de
assassinas naturais, mas também de assassinas em série (do inglés, serial kKillers).

Nesses contatos, as células NK levam a lise a grande maioria das células que
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atacam e sido capazes de sobreviver a diversos ataques nesses meios liticos, com
deplecéo e restauragao temporal do seu estoque de perforinas e granzimas (BHAT &
WATZL, 2007).

Os receptores das NK podem gerar sinais ativadores ou inibidores, e s&o
ativados mediante a uma 'sinapse imunoldgica', em que ha a ligagado simultédnea de
varios receptores de células NK a varios ligantes na célula-alvo. A desregulagéo no
balanco de sinais de ativacdo e inibicAio mediada por esses receptores é
responsavel pela funcéo efetora da célula, o que gera uma resposta imune citotoxica
ou de secrecao de citocinas. Embora esteja bem caracterizada sua capacidade de
agir sem necessitar de um sinal de ativacdo, e somente a falta de inibi¢ao,
atualmente sabe-se que a regulacdo da ativagdo das células NK & mais complexa do
que isso, e é altamente regulada por sinais ativadores e inibidores (MACE et al.,
2014; PARHAM, 2004).

Mesmo sendo linfocitos, as células NK diferem por nao possuirem
receptores TCR, sendo, portanto, timo independentes. Os receptores de células NK
(NKR) pertencem a duas classes de receptores principais, os semelhantes a lectina,
como Ly49 e NKG2, e os semelhantes a imunoglobulina, os KIR (UHRBERG et al.,
2001). Esses receptores interagem predominantemente com regides oligomorficas
de moléculas HLA préprias, mas também com outras moléculas, como CD58, CD66
e CD99, que s&o moléculas reguladoras do sistema imune (LANIER, 2008).

Os receptores KIR interagem com moléculas HLA de classe | na superficie
de outras células. As células normais apresentam um perfil de expressao de HLA
reconhecido como normal na superficie celular. Essa expressao normal de HLA é
reconhecida pelas células NK predominantemente na forma de sinais inibidores. Isso
gera uma inibicdo global das células NK, o que as impede de atacar células
saudaveis, impedindo uma resposta autoimune (KIM et al., 2005; PARHAM, 2004).

Ja células nao-proprias, infectadas ou neoplasicas, normalmente
apresentam um perfil de expressao de HLA diferente na sua superficie. Essas
alteragdes normalmente levam a reducdo da expressédo de HLA, o que desregula o
balanco de sinais das células NK e promove a sua agao citotéxica. A hipétese do
"missing self' ou "perda do proprio" sugere que, quando isso acontece em uma
célula, as células NK s&o menos inibidas pela redugdo anormal nos niveis de HLA.
Além disso, para que uma célula NK possa atacar uma célula alterada, é necessaria
a sinalizagcado de pelo menos um KIR inibidor. Esse fenbmeno € conhecido como
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licenciamento (por alguns, também chamado de educagéo) das células NK, em um
modo de inducdo de auto-tolerancia essencial na distingdo do proprio e do nao-
préprio (KARRE et al., 1986; KIM et al., 2005).

O reconhecimento da perda do préprio, juntamente com o licenciamento,
gera um mecanismo de protegao a infecgao por patdégenos, que evadem a resposta
de linfécitos T CD8+ por suprimirem a expressao de receptores HLA nas células
infectadas, mas n&o sao capazes de evadir a resposta de células NK. Em
contrapartida, as células NK podem reconhecer essas células também pela
superexpressdo de moléculas HLA ligantes de NKR ativadores (PARHAM, 2004).
Sendo assim, tanto a ativacdo quanto a inibicdo de células NK sao processos
importantes na resposta inata contra patégenos (PARHAM, 2004; PEGRAM et al.,
2011; ILCHES & PARHAM, 2002)

Apesar de sua resposta abranger principalmente a linha de defesa primaria,
com uma resposta aguda potente, existem varias caracteristicas de células NK
associadas com a imunidade adaptativa. Dentre elas, estdo a expansao clonal apés
a ativacao, o fato dessas células continuarem circulantes mesmo apos a cesséo da
resposta, bem como a capacidade de reativagao dessas células de "memdéria" frente
a um novo estimulo (ORR & LANIER, 2008; SUN et al., 2009)

2.2 RECEPTORES SEMELHANTES A IMUNOGLOBULINA DE CELULAS NK (KIR)

Os receptores semelhantes a imunoglobulina de células NK (KIR) receberam
este nome por terem sido primeiramente descritos nesse conjunto de células.
Porém, sdo também encontrados em uma subpopulacdo de linfécitos T, as células
NKT (UHRBERG et al., 2001). Os sinais inibidores desses receptores em células T
podem afetar as fungbes mediadas pelos receptores de células T (TCR), induzindo
tolerancia nesses subtipos celulares (IKEDA et al.,, 1997). S&o receptores de
membrana, que possuem dominios extracelulares semelhantes a imunoglobulina,
uma regido transmembrana e um dominio intracelular efetor. Assim, os receptores
KIR sdo nomeados pelo Comité de Nomenclatura HUGO (do inglés, Human
Genome Organization) de acordo com: a quantidade de dominios semelhantes a
imunoglobulina extracelulares (D), que podem ser dois ou trés (2D ou 3D); e de
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acordo com a estrutura do seu dominio citoplasmatico, que pode ser curto ou longo
(S, doinglés short ou L, do inglés, long).

A fungéo ativadora ou inibidora de KIR esta associada a motivos especificos
baseados em tirosina em seu dominio citoplasmatico (FIGURA 1). Os dominios
longos estdo geralmente associados a motivos inibidores baseados em tirosina
(ITIMs, do inglés immune tirosine-based inibitory motifs), enquanto os dominios
curtos geralmente se associam a moléculas adaptadoras DAP (DAP10 ou DAP12),
que contém motivos ativadores baseados em tirosina (ITAMs, do inglés immune
tirosine-based activating motifs) (VILCHES & PARHAM, 2002). A excegdo é
KIR2DL4, que apesar de ter dominio longo, transduz sinais inibidores e ativadores,
com fungéo ativadora preponderante (FAURE & LONG, 2002).

KIR2D KIR3D

—

Type 1 Type 2 KIR3DS KIR3DL

'

KIR2DS KIR2DL

|

BEEA ||| FrEeR | Prra | (| PRRE | BRRA ||| Beea | Beea [Feeeea
add ||| dadd sessllesssiiiisssslissssllssssss)

ISEICIR L

DAP12 21TIM FceRl-y 21TIM DAP12 11TIM
(2 ITAM) +11TIM (2 ITAM)
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KIR2DS2 KIR2DL2 KIR2DL5B KIR3DL2
KIR2DS3 KIR2DL3

KIR2DS4
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FIGURA 1 - CONJUNTO DE RECEPTORES KIR, DESTACANDO SEUS DOMINIOS
EXTRACELULARES E MOTIVOS BASEADOS EM TIROSINA.

Os dominios em vermelho sao correspondentes aos ITIM e em verde sao representados os dominios
ITAM. Estdo destacados o receptor KIR2DL4, que possui dominio curto e atividade inibidora, e o
receptor KIR2DL1, abordado nesse estudo. Fonte: IPD-KIR (ROBINSON et al., 2010), modificado
pelo autor (2017).
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O motivo ativador imune baseado em tirosina (ITAM) contém um residuo de
aspartato que ajuda na associagao desse receptor, quando estimulado, com outros
receptores de cargas elétricas opostas (FENG et al., 2005). Formam um complexo
que permite a fosforilagdo dos residuos de tirosina, que desencadeiam uma cascata
ativadora de mecanismos citotéxicos. Com isso, os receptores ativadores sao
capazes de promover a reorganizagao do citoesqueleto e a liberagdo de gréanulos
contendo perforinas e granzimas, bem como a ativagao da transcricdo de genes de
citocinas e quimiocinas e a proliferagdo das células NK (LANIER, 2008; SMYTH,
2005).

Ja o motivo inibidor imune baseado em tirosina (ITIM) tem seus residuos de
tirosina fosforilados quando os receptores inibidores encontram seus ligantes, e s&o
capazes de recrutar uma cascata de fosforilagcado que culmina na desfosforilacdo de
tirosinas quinases associadas aos receptores ativadores (LANIER, 2008; SMYTH,
2005). Portanto, sua fungao inibidora consiste na prépria supresséo da ativagéo dos
receptores ativadores.

A combinagédo de genes HLA e KIR ja foi relacionada com varias doengas,
como a sindrome da imunodeficiéncia humana (aids) (MARTIN et al., 2002), infecg&o
pelo virus da Hepatite C (KHAKOO et al., 2004), neoplasia cervical induzida pelo
papilomavirus humano (CARRINGTON et al., 2005), artrite psoriatica (NELSON et
al., 2004), diabetes tipo | (VAN DER SLIK et al., 2003), pré-eclampsia (HIBY et al.,
2004) e pénfigo foleaceo (AUGUSTO et al., 2015) (revisado por RAJAGOPALAN e
LONG, 2005). Isso sugere que as intera¢des dos receptores KIR com seus ligantes

sd0 0s maiores responsaveis pela modulagao da resposta das células NK.

2.3 GENES KIR

A familia KIR contém 16 Joci de genes localizados no complexo de
receptores leucocitarios (LCR) humanos, na regido genémica 19q13.4 (WENDE et
al.,, 1999), representado na FIGURA 2. Essa familia tem como particularidades a
proximidade fisica dos seus genes dentro do /locus, a similaridade de suas regides
intergénicas, bem como a presencga de varios elementos repetitivos e sitios CpG nas
suas sequéncias. A diversidade de genes KIR é caracterizada pelo polimorfismo de

presenga e auséncia, levando a um polimorfismo haplotipico com relagdo ao seu
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conteudo de genes, por polimorfismos alélicos e ainda por uma expressao alélica
diferencial e variegada (UHRBERG, 2005; PARHAM, 2004).

cl 19 LRC

19p13.3 —| l
19p13.2 —|
-
19p13.13 *7
19p13.12 «‘
19p13.11 —|
:
‘I
19913.11 5
19q13.12 LAR I
1991313
19q13.2
19913.31
19q13.32
19q13.4
! 3DL2
| ]
19q13.43

Nottoscale  ©IPDKIR 1011

FIGURA 2 - REPRESENTAGAO DO LOCUS DE KIR NA REGIAO LCR NO CROMOSSOMO 19.
Fonte: IPD-KIR (ROBINSON et al., 2010).

A variagdo de auséncia e presenga gera grande diversidade de haplotipos
de conteudo génico, que podem ser classificados em dois grandes grupos:
haplogrupos A e B (FIGURA 3). O haplogrupo A contém um numero normalmente
fixo de sete genes e dois pseudogenes. Possui apenas um gene ativador de cauda
curta classico, o KIR2DS4, além do KIR2DL4 que é ativador mas possui cauda
citoplasmatica longa. E portanto um haplétipo com maior potencial inibidor. J& o
haplogrupo B contém uma maior combinagéo de haplétipos, podendo apresentar de
um a seis genes ativadores (PARHAM, 2008; UHRBERG, 2002; VALIANTE et al.,
1997). Esses dois haplogrupos foram encontrados em todas as populagdes
estudadas até o momento, mas suas frequéncias variam muito entre populagdes.
Por exemplo, em japoneses existe uma frequéncia de 80% do hapldotipo A (YAWATA
et al., 2006) e em aborigenes australianos a frequéncia deste haplogrupo € de 2%
(TONEVA et al. 2001). Sugeriu-se ainda que o haplogrupo A esta mais relacionado a
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imunidade e o haplogrupo B €& mais especializado na reprodugdo e combate a
patogenos (PARHAM et al., 2008).

Existem genes com presenga constitutiva em ambos os haplogrupos, que
sdo KIR2DL3, KIR2DL4 e KIR3DL2, e ainda o pseudogene KIR3DP1, que sé&o
chamados de genes moldura. Esses genes se localizam nas extremidades (KIR3DL3
e KIR3DLZ2) e no meio (KIR2DL4 e KIR3DP1) do locus de genes KIR (VILCHES &
PARHAM, 2002), definindo dois intervalos onde ha variagdo no numero de genes. O
intervalo centromérico é delimitado pelos genes 3DL3 e 3DP1, enquanto os genes
2DL4 e 3DL2 margeiam o segmento telomérico (FIGURA 3). Alguns genes nesses
intervalos podem ser duplicados e raramente, algum gene moldura ndo esta
presente. A variagdo no numero de genes nos haplogrupos KIR é explicada pela
similaridade e proximidade fisica das sequéncias dos genes KIR, que permitem
maior ocorréncia de eventos de duplicagdo e recombinagdo n&o reciproca (HSU et
al., 2002; MARTIN et al., 2003; VILCHES e PARHAM, 2002; WILSON et al., 2000).

Uma das dificuldades geradas na identificacdo da presenca e auséncia de
genes e portanto, da identificagdo dos haplétipos, € o fato da auséncia ser recessiva
(UHRBERG, 2002). Em outras palavras, quando um gene esta presente, n&o se
consegue saber se ele esta em apenas um ou nos dois cromossomos. Isso se deve
as limitagées das técnicas de deteccdo desses genes. Em outras palavras, ndo é
possivel identificar com precisdo os haplotipos KIR, a menos que sejam feitos
estudos em familias ou se utilize técnicas de sequenciamento de identificacdo de

fase.
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FIGURA 3 - REPRESENTACAO DE DIFERENTES HAPLOTIPOS DE PRESENGA DE GENES KIR,
SEPARANDO REPRESENTANTES DOS HAPLOGRUPOS A E B.
Fonte: RAJALINGAM (2012) Adaptado pelo autor (2017).

Ao contrario de receptores de outros linfécitos, como células T e B, os genes
de receptores de células NK n&o sofrem processos de rearranjo génico para gerar
diversidade entre as células. Em contrapartida, possuem diversidade de expressao
variegada de seus receptores na superficie. Sugeriu-se que as ceélulas NK s&o
inicialmente originadas com alto nivel de metilagdo na regido dos genes KIR, e que,
durante a maturacdo, adquirem um estado de cromatina aberta, em que ha a
desmetilacdo aleatéria de genes, com excecédo do gene KIR2DL4, que marca o
inicio do processo. Como consequéncia, cada clone de células NK expressa um
subconjunto diferente de moléculas KIR em sua superficie (ORR & LANIER, 2008;
UHRBERG, 2005).

Além disso, os receptores KIR ndo silenciados tem uma expressao
diferencial na superficie das células NK, mas ndo se sabe ao certo o que controla
essa expressao. O que é conhecido € que o polimorfismo alélico de alguns genes
KIR influencia sua expressdao na superficie, e o genotipo de HLA influencia a
expressao de certos receptores, como na combinacdo de HLA-C1 e KIR2DL3
(DUNPHY et al., 2015).
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2.4 GENE KIR2DL1

O gene KIR2DL1 é um gene que pode ser presente ou ausente, sendo
observado com frequéncias de presenga que abrangem um intervalo de 83% em
palestinos (NORMAN et al., 2001) até 100% em algumas popula¢des de asiaticos
(YAWATA et al., 2006). A frequéncia mais baixa desse gene em uma populagao
brasileira foi em indigenas Guarani, com frequéncia de 84% (AUGUSTO et al.,
2013). O gene é composto de 9 éxons, sendo um deles um pseudoéxon, o éxon 3
(FIGURA 4). Esse pseudoéxon surge por uma variante que introduz um cédon de
parada. Em outros genes, esse éxon é responsavel pela codificagdo do dominio DO,
e foi silenciado ndo s6 em KIR2DL1 como também em outros genes KIR que
codificam receptores com dois dominios, como KIR2DL1-3 e KIR2DS1-5. A auséncia
de DO seria responsavel por conferir a essas proteinas a capacidade de se ligar a
moléculas HLA-C (VILCHES et al., 2000).

O receptor KIR2DL1 interage com moléculas HLA-C do grupo C2, que
contém um residuo de asparagina na posigao 77 e lisina na posi¢gao 80 (PARHAM,
2004). O HLA-C2 é reconhecido por KIR2DL1, mas também pelo receptor ativador
KIR2DS1, e observa-se ainda baixo reconhecimento cruzado deste com KIR2DL2 e
KIR2DL3. Dentre esses trés, o KIR2DL1 é o receptor que se liga com mais afinidade
e especificidade ao HLA-C2 (MOESTA et al., 2008), enquanto KIR2DL2 e KIR2DL3
reconhecem HLA-C do grupo C1. Ja foi demonstrado ainda que a expressdo de
KIR2DL1 altera a capacidade citotoxica das células NK, causando menor inibigao
gquando em niveis mais baixos e um consequente aumento na atividade citolitica
dessas células (XUE et al., 2013).
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FIGURA 4 - ORGANIZAGAO DO GENE KIR2DL1.

As setas indicam cada um dos éxons e o numero representa a quantidade de aminoacidos na

proteina codificados por cada éxon. A caixa em vermelho representa o pseudoéxon 3. Fonte: IPD-KIR
(ROBINSON et al., 2010).
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2.5 POPULACOES AMERINDIAS

Populacdes isoladas s&o importantes para o estudo de genética de
populagdes humanas e para a compreensao da diversidade normal da espécie. As
populagdes amerindias s&o especialmente importantes, pois podem ajudar a
entender a historia das migragdes e povoamentos das Américas.

Varias das populagbes amerindias continuaram isoladas ao longo de
geracgdes, em funcdo principalmente de barreiras culturais e de linguagem. O fluxo
génico entre as populagdes amerindias e ndo-amerindias do presente estudo foi
estimada por TSUNETO et al. (2003), com base nas frequéncias de alelos dos
genes HLA. Foi estimado que a populagdo de Guarani Nandeva possui a taxa de
fluxo génico mais alta (14,3%), seguido das populagbdes Kaingang (7,2%) e Guarani
M’bya (3,7%). Nesse mesmo estudo, ndo foi encontrada evidéncia de fluxo génico
na populacédo de Guarani Kaiowa.

Com relagdo a origem das populagdes amerindias, ha fortes evidéncias de
que essas sao descendentes de populagdes do nordeste asiatico. As populacdes
asiaticas teriam migrado do continente asiatico para as Américas através do Estreito
de Bering, em trés diferentes ondas de migracédo. A onda de migragéo responsavel
pelo povoamento da América do Sul teria ocorrido a partir de uma populacao
ancestral denominada paleoindios, ou "primeiros homens". Novas evidéncias
sugerem que a origem dos povos da América podem ter influéncias também da
Australasia (que inclui a Australia, Melanésia e ilhas do Sudeste Asiatico), porém
essa influéncia € muito inferior a das populagcbes do nordeste asiatico. Todas as
analises indicam que os amerindios atuais sdo mais proximos geneticamente das
populagdes asiaticas (REICH et al., 2012; SKOGLUND et al., 2015) do que de
populag¢des de qualquer outra regido geografica.

Foram selecionadas cinco populacbes amerindias brasileiras para esse
estudo, que pertencem a dois grupos étnicos principais, os Guarani e os Kaingang.
Os amerindios Guarani s&o indigenas que tem como lingua o Tupi-Guarani. As
populagdes Guarani podem ser encontradas nas regides do sul, sudeste e regiao
central do Brasil, além de Paraguai, Argentina e Bolivia. J& os Kaingang vivem
majoritariamente no sul do Brasil e sua lingua nativa pertence ao grupo linguistico
Gé (TSUNETO et al., 2003).
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O polimorfismo de presenga e auséncia de genes KIR foi caracterizado por
AUGUSTO et al. (2013) em quatro das cinco populagdes de amerindios incluidas
nesse trabalho. A frequéncia de presenca do gene KIR2DL1 foi de 84% em Guarani
M’bya e Kaingang de Rio das Cobras, e 98% em Guarani Kaiowa e Nandeva. Até o
momento do presente estudo, ndo foram descritas frequéncias alélicas de nenhum
dos genes KIR em populacdes amerindias brasileiras (GONZALEZ-GALARZA et al.,
2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a diversidade alélica de KIR2DL1 em sete populacbes de
amerindios, orientais e eurodescendentes de Curitiba e verificar se a diversidade
alélica de KIR2DL1 impacta nos niveis de expressdo génica diferencial do receptor
KIR2DL1.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Estimar as frequéncias alélicas de KIR2DL1 em amostras de trés
populacdes de amerindios Guarani (Guarani Kaiowa, Guarani Nandeva
e Guarani Mbya), duas populacbes de amerindios Kaingang
(provenientes de Ivai e Rio das Cobras) e duas amostras urbanas de
Curitiba (PR) e regido metropolitana (uma de descendentes de
japoneses e outra predominante de eurodescentes).

e Comparar as frequéncias das populagcdes estudadas com outras
previamente descritas.

* Verificar se os alelos encontrados de KIR2DL1 estdo associados a
niveis diferenciais de expressao na superficie das células NK.

* Verificar se a presenga do ligante HLA-C2 impacta nos niveis de
expressao e distribuicdo de KIR2DLA1.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS BIOLOGICAS

Para analise populacional, foram selecionados 290 individuos de um painel
de amostras do biorrepositério do Laboratério de Genética Molecular Humana
(LGMH) da UFPR, subdivididos em sete populagbes, descritas na TABELA 1. O
material biolégico em estoque dessas amostras foi previamente coletado e o DNA foi
extraido ao longo dos anos pelo método do Fenol Cloroférmio Alcool isoamilico,
descrito por SAMBROOK et al. (1989), e estocado a -80°C. A coleta de sangue e
extragdo de DNA ocorreu ao longo das ultimas décadas e foram realizadas pela
equipe do LGMH.

Para analise de expressao de KIR2DL1, foram coletadas amostras frescas
de sangue periférico de 56 voluntarios. O critério de seleg&o foi ser de ascendéncia
predominantemente europeia e ter residéncia em Curitiba e regido metropolitana,
sem relato de nenhuma doenga conhecida ou gravidez no momento da coleta. Para
esse ensaio, foram coletados 8 mL de sangue em tubos VACUETTE® (Greiner-Bio
One, Austria) contendo EDTA. A separagao das células mononucleares periféricas
do sangue (PBMC) foi feita utilizando o tubo de separagao Leucosep™ (Greiner Bio-
One, Austria) que contém uma membrana de separagao seletiva e Ficoll Hypaque
(Sigma Aldrich, Missouri, EUA), que permite a separagcédo do PBMC e do plasma.

Todos os individuos assinaram termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE, ANEXO 1) admitindo que participaram voluntariamente e estavam de acordo
com a utilizagdo das amostras de sangue no projeto de pesquisa. O projeto foi
registrado sob o numero: 02727412.4.00000096 para a Certificacdo de
apresentacao para apreciagéo ética (CAAE). Este estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica de Pesquisa em Humanos da Universidade Federal do Parana e o parecer
de aprovagao pela Comissao Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) é de nimero
505.988.
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TABELA 1 - CARACTERIZAGAO DAS SETE AMOSTRAS ESTUDADAS.

ldad Localizac&o da no momento da coleta® Numero
ade
Etnia Especificagao Abreviac;aﬁo1 o amostral
média Regido Latitude Longitude
(n=290)
Eurodescentes Curitiba CWB 25,95 Curitiba/PR -25.45 -49.22 49
Descendentes
) Curitiba OR 30,62 Curitiba/PR -25.45 -49.22 52
de japoneses
Rio das Cobras KRC - Nova Laranjeiras/PR -25.18 -52.32 31
Kaingang
Ivai KIV - Ivai/PR -24.50 -51.67 36
M’bya GRC - Nova Laranjeiras/PR -25.18 -52.32 29
Liméo Verde/MG -23.12 -55.05
Guarani Kaiowa GKW 25,57 40
Amambai/MG -23.06 -55.12
Nandeva GND - Amambai/MG -23.06 -55.12 53

1 - Abreviagdo usada ndo é convencgado e foi adotada apenas neste trabalho. 2 TSUNETO et al.
(2003).

4.2 GENOTIPAGEM DE PRESENCA E AUSENCIA DO GENE KIR2DL 1

Trabalhos anteriores analisaram a presenga de genes KIR na populagao de
Curitiba (AUGUSTO et al., 2012). Os individuos desse presente estudo que né&o
foram previamente genotipados tiveram a presenga do gene KIR2DL 1 avaliada pelo
meétodo de PCR de sequéncia especifica (PCR-SSP). Essa técnica utiliza dois pares
de oligonucleotideos especificos para KIR2DL1 e um par de oligonucleotideos
especificos para o gene DRB1 que é utilizado como controle de amplificagdo
(TABELA 2). Esse método é capaz de identificar apenas a auséncia ou presenga do

gene, sem distingdo entre a presenga em homozigose ou hemizigose.
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TABELA 2 - OLIGONUCLEOTIDEOS PARA TIPAGEM DA PRESENCA DE KIR2DL1 POR PCR-SSP.

Tamanho
Gene Oligonucleotideos Sequéncia
fragmento (pb)
KIR2DL1_17B_F CCATCAGTCGCATGACG %
KIR2DL1_17B_R TCACTGGGAGCTGACAC
KIR2DL1

KIR2DL1_16_F TGGACCAAGAGTCTGCAGGA 348
KIR2DL1_16_R TGTTGTCTCCCTAGAAGACG
DRB1_F TGCCAAGTGGAGCACCCAA

DRB1 782
DRB1_R GCATCTTGCTCTGTGCAGAT

DRB1 ANTIGENO LEUCOCITARIO HUMANO RELACIONADO AO ANTIGENO D, CADEIA BETA 1;
C: CONTROLE; F: FORWARD (DIRETO); R: REVERSE (REVERSO).

A analise dos produtos das reagdes de PCR foi feita por eletroforese em gel
de agarose banhado em TBE (Tris-Borato-EDTA), usando 2 yL de produto de PCR e
2 uL de tampéo de carreamento (azul de bromofenol e glicerol). A concentragéo do
gel foi de 2%, sendo submetido a uma voltagem de 80V por 60 minutos, usando o
corante de DNA UniSafe (Uniscience, Sado Paulo, BR) e ainda o marcador de peso
molecular de 1kb Scada® (Sinapse Inc., S&o Paulo, BR) para analisar o tamanho

dos fragmentos amplificados.

4.3 ENSAIO DE CITOMETRIA

A quantificagdo da expressao génica de KIR2DL1 foi feita através do ensaio
de citometria, que permite a quantificacdo de células KIR2DL1 positivas e
quantificacdo da expressao de KIR2DL1 na superficie dessas células.

4.3.1 Coleta e separacao do PBMC

Foram coletados 8mL de sangue periférico de cada voluntario em tubo
VACUETTE® (Greiner-Bio One, Austria) contendo EDTA. A separacéo das células
mononucleares periféricas do sangue (PBMC) foi feita utilizando o tubo de
separagao Leucosep™ (Greiner Bio-One, Austria) que contém uma membrana de
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separagao seletiva e Ficoll Hypaque (Sigma Aldrich, Missouri, EUA), que permite a
separagao do PBMC e do plasma. As PBMC foram quantificadas por contagem
direta em camara de Neubauer através microscopio 6ptico, com a padronizacédo de

0,5x10° células por ensaio de citometria.

4.3.2 Marcacéao das células

As células foram entdo marcadas com os anticorpos especificos para
caracterizagao de células NK, o anticorpo CD56 conjugado a molécula fluorescente
ficoeritrina (PE) (Miltenyi Biotec, Alemanha) e o anticorpo CD3 conjugado a molécula
de fluorescéncia ficoeritrina-cianina 5 (PE-Cy5) (Biolegend, Califérnia, EUA). Para
cada individuo, a marcagao das células foi feita em um primeiro ensaio com o
anticorpo anti-KIR2DL1 CD158a, clone REA284, conjugado com isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (Miltenyi Biotec, Alemanha), e em um segundo ensaio marcado
com o isotipo REA Control conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(Miltenyi Biotec, Alemanha). O isotipo é utilizado para normalizar o aumento de
fluorescéncia devido a ligagdes nao especificas, ou seja, ligagdes ndo induzidas pelo
epitopo do anticorpo, com outras moléculas presentes nas células analisadas. As
células marcadas foram analisadas no citometro de fluxo BD FACSVerse™ (BD
Biosciences, San Jose, CA). Os resultados foram obtidos pelo software do proprio
equipamento, BD FacSuite™ (BD Biosciences, San Jose, CA).

4.3.3 Estratégia de gates

A partir do grafico com os parametros de granulosidade (SSC - side scatter)
e tamanho (FSC - forward scatter), foi selecionada a populacédo de linfocitos, que
tem granulosidade baixa (SSC"") e tamanho baixo (FSC""). As células NK foram
caracterizadas pela presenca em superficie de CD56 e auséncia de CD3. Portanto,
as células mononucleadas analisadas foram apenas as CD56 (PE) positivas e CD3
(PE-Cy5) negativas, que representam o subconjunto das células NK. A partir destas,
foi analisada a porcentagem de células NK KIR2DL1 positivas, através da contagem
de FITC positivas e negativas. Para a quantificagdo da expressédo, foi analisado o
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valor de MFI (median fluorescence intensity) das células positivas para FITC (anti-
KIR2DL1 ou isotipo), que s&o células KIR2DL1 positivas ou, no caso do isotipos,
células apresentando sinal inespecifico (FIGURA 5).

Linfocitos Células NK Células NK Mediana da intensidade
- (CD56+, CD3-) KIR2DL1+ de fluorescéncia (MFI)

Q5_UL Q5_UR

" w 5.12

450

SSCA

Count

10 150 150 0 10 19 10 100 10 10 1010 10 10 W0 10

- PE-A FITC-A FITC-A

FIGURA 5 - ESTRATEGIA DE GATES PARA SELECAO DE CELULAS NK E QUANTIFICACAO DE
KIR2DL1.

CD56+: células com presenca de CD56 na superficie celular. CD3-: células com auséncia de CD3 na
superficie celular. KIR2DL1+: células com presenca de KIR2DL1 na superficie celular. SSC:
dispersao lateral (side scatter). FSC: dispersao frontal (forward scatter). PE: Ficoeritrina. FITC:

Isotiocianato de fluoresceina.

4.3.4 Obtencgao dos resultados

O software BD FacSuite™ (BD Biosciences, San Jose, CA) permite a
exportagcado dos graficos e dos valores de estatistica, que incluiram o numero de
eventos registrados, a mediana de SSC e FSC, a quantidade de células NK que
foram KIR2DL1 positivas e de linfécitos KIR2DL1 positivos, aléem da MFI (median
fluorescence intensity) de KIR2DL1 nas células KIR2DL1 positivas.

4.4 SEQUENCIAMENTO DO GENE KIR2DL1

Além da tipagem de presenca e auséncia do gene KIR2DL1, foi feita a
genotipagem alélica por sequenciamento pelo método de Sanger, permitindo a
caraterizacdo da extensdo de polimorfismos do gene KIR2DL1 nas populagdes
estudadas. Para realizar a tipagem alélica desse gene, foi necessario fazer o
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sequenciamento de sua regido codificadora. Dos nove éxons do gene, foram
selecionados apenas os éxons 1, 4, 5, 7 e 9, uma vez que o éxon 3 é um
pseudoéxon e os éxons 2, 6 e 8 sdo nao informativos para a distingdo dos principais
grupos alélicos. Apesar de ndo haver necessidade de uma reacgao individual para
tipagem do éxon 8, a sequéncia desse éxon foi obtida durante o sequenciamento
dos éxons 7 e 9, devido a proximidade fisica dos loci.

O processo foi otimizado utilizando a estratégia de amplificagcdo de
fragmentos longos, que dividiu o gene em dois grandes fragmentos para
amplificagdo, sendo denominados fragmentos A e B (FIGURA 6). O fragmento A
compreende os éxons de 1 a 5 e se estende por 5772 pares de base. O fragmento B
compreende os éxons de 7 a 9, tendo a extensdo de 2218 pares de base. O
fragmento A foi amplificado utilizando o mix enzimatico GoTaq® Long PCR Master
Mix (Promega, Fitchburg, WI), que permite amplificacdo de até 30kb de DNA
genébmico humano, e o fragmento B foi amplificado utilizando Taq Platinum
(Invitrogen, CA, EUA), a partir dos oligonucleotideos descritos na TABELA 3.

Posteriormente, os grandes fragmentos amplificados foram utilizados para
fazer o sequenciamento individual de cada éxon de KIR2DL1, utilizando o método de
terminacdo de cadeia de Sanger. As reag¢des foram realizadas em placas de reagéo
de 96 pocos Microcamp Optical (Life Technologies), usando o mix enzimatico Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Standart v3.1 (Life Technologies), e os
oligonucleotideos descritos na TABELA 4. As condi¢des de ciclagem foram 1 minuto
a 95°C para desnaturagao inicial, seguida de 25 ciclos, cada um contendo as
seguintes etapas: 10 segundos a 95°C para desnaturagao, 5 segundos a 50°C para
hibridagéo e 4 minutos a 60°C para extensao.

Antes da injegdo das amostras no sequenciador, estas foram ressuspensas
em 10 pl de Hi-Di Formamida (Life Technologies). As leituras das sequéncias
nucleotidicas foram realizadas por eletroforese capilar no sequenciador 3500xI
Genetic Analyzer (Life Technologies), utilizando 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).
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FIGURA 6 - ORGANIZACAO GENOMICA DO GENE KIR2DL1.
Cada caixa cinza representa um éxon, e cada um deles esta indicado por uma seta, juntamente com

0 seu tamanho em pares de base. O éxon 3 esta em cinza claro pois € um pseudoéxon. Fonte: IPD-
KIR (ROBINSON et al., 2010), modificado pelo autor (2017).

TABELA 3 - OLIGONUCLEOTIDEOS UTILIZADOS PARA AMPLIFICACAO DOS FRAGMENTOS
LONGOS (A E B) DE KIR2DL1.

Fragmento Exons Primer Sequéncia (5'-3") Tamanho (pb)
KIR2DL1_5'UTRf CCATCAGTCGCATGACG
A 1a5 5772
2DL1_Ex5_Rev ACAAGCAGTGGGTCACTTGAC
2DL1_Int6_Fwd TCACAGGAGGACAGGTGGTT
B 7a9 2,218
2DL1_Int9_Rev GCTGTTGTCTCCCTAGAAGACG

Int: intron. Ex: éxon. F: oligonucleotideo direto. R: oligonucleotideo reverso.

TABELA 4 - OLIGONUCLEOTIDEOS PARA O SEQUENCIAMENTO POR EXON DE KIR2DL1.

Fragmento Exon Oligonucleotideos Sequéncia (5'-3")
1 KIR2DL1_5'UTRf CCATCAGTCGCATGACG
A 4 2DL1_seq_Int3_Fwd GAAGGAGAGAGATAAGACACCAGG
5 2DL1_seq_Int4_Fwd GAAGATCCTCCCTGAGGAAAC
7 2DL1_seq_Int6_Fwd GGGTGCTTGTCCTAAAGAGG

C

8.9 2DL1_seq_Int7_Fwd GCAACTGAGGGACCTCAGC

Int: intron. F: oligonucleotideo direto. R: oligonucleotideo reverso.

4.5 GENOTIPAGEM PARA DISTINGAO DOS GRUPOS ALELICOS DE HLA-C

Para definir se o contexto da expressdo de KIR2DL1 é afetada pela
presenca de seu ligante HLA-C2, foi feita genotipagem para distingdo dos grupos
alélicos C1 e C2 por curva de dissociagao, utilizando os oligonucleotideos descritos
por Hong et al. (2011) e modificados com nucleotideos LNA (do inglés, locked
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nucleic acid) descritos na TABELA 5. Os LNA se encontram na extremidade 3' dos
oligonucleotideos e tem a vantagem de possuir uma modificagdo no anel da ribose
que confere maior estabilidade termal e especificidade ao oligonucleotideo, o que
permite uma melhor discriminagdo de substituicdes de bases unicas em posicdes

variaveis.

TABELA 5 - OLIGONUCLEOTIDEOS COM BASES LNA PARA A GENOTIPAGEM DE GRUPOS
ALELICOS DE HLA-C.

Tamanho
Oligonucleotideos Sequéncia (5'-3")
Grupo alélico (pb)
o1 HLA-C1 N80 F AGCCAATCAGCGTCTCCGC+A 545
HLA-C1 N80 R GCTCTGGTTGTAGTAGCCGCGCAG+G
oo HLA-C2 K80 F CCATTGGGTGTCGGGTTCT+A 569
HLA-C2 K80 R GCTCTGGTTGTAGTAGCCGCGCAG+T

Os LNA estao indicados apds o sinal (+). F: oligonucleotideo direto. R: oligonucleotideo reverso. pb:
Pares de base.

4.6 DETERMINACAO DO NUMERO DE COPIAS ATRAVES DE PCR EM TEMPO
REAL

O conhecimento do numero de copias de KIR2DL1 é fundamental para a
determinacao das frequéncias alélicas, ja que o gene pode ou ndo estar presente no
cromossomo e a auséncia € recessiva (n&o pode ser detectada por PCR-SSP ou
sequenciamento). O numero de copias de um gene pode ainda impactar nos seus
niveis de expressao génica. Para distinguir entre individuos homozigotos e
hemizigotos para a presencga do gene KIR2DL1, foi realizado um ensaio de PCR em
tempo real para quantificagdo do numero de copias do gene no DNA gendmico.

O ensaio foi padronizado e realizado em individuos da populacdo de
eurodescendentes de Curitiba, que haviam sido analisados tanto em ensaio de
citometria quanto por sequenciamento (n=49). Foram selecionadas apenas as
amostras que apresentaram apenas um alelo no sequenciamento (impossivel de
distinguir entre homozigoto e hemizigoto através de sequenciamento). Devido a alta
sensibilidade do teste de qPCR, foi necessaria uma padronizagdo rigorosa da
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concentracdo de DNA. Primeiramente, as amostras selecionadas foram
quantificadas no equipamento Thermo Scientific™ NanoDrop™ (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA), e diluidas em aliquotas de 20 ng/uL. A concentragéo
dessas aliquotas foram novamente quantificadas pelo equipamento Quantus™
Fluorometer (Promega, Fitchburg, WI), que tem maior precisdo, e diluidas
proporcionalmente em aliquotas de 5 ng/uL, que foram utilizadas para quantificagao
do numero de copias no ensaio.

O ensaio foi realizado em triplicata para o gene alvo (KIR2DL1) e o gene
utilizado como referéncia foi o KIR3DL3, por ser um gene moldura com numero fixo
de copias. Os oligonucleotideos iniciadores estdo descritos na TABELA 6. Foi
utilizada a amostra de um individuo heterozigoto como referéncia para a presenga
de dois alelos. A amostra de um individuo com auséncia do gene e agua deionizada
foram usados como controles negativos. O reagente utilizado foi o SYBR® Green
JumpStart™ Taq ReadyMix (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), e a reacdo ocorreu no
equipamento ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City,
CA).

TABELA 6 - OLIGONUCLEOTIDEOS PARA PCR EM TEMPO REAL DE KIR2DL1.

Tamanho Temperatura de
Oligonucleotideos Sequéncia (5' - 3") )
fragmento (pb) melting (°C)
KIR2DL1_17B_F CCATCAGTCGCATGACG %
KIR2DL1_17B_R TCACTGGGAGCTGACAC 65°C
KIR3DL3_1C_F TTCTGCACAGAGAGGGGATCA 165

KIR3DL3_1C_R GAGCCGACAACTCATAGGGTA

F: oligonucleotideo direto. R: oligonucleotideo reverso.

4.7 ANALISE DOS DADOS

Os resultados do sequenciamento foram alinhados com a sequéncia
nucleotidica de referéncia através do programa Mutation Surveyor® (SoftGenetics,
PA, USA) para tipagem das posi¢cdes variaveis necessarias para determinagao
alélica. As sequéncias obtidas foram inferidas manualmente com base no banco de
dados IPD-KIR (ROBINSON et al., 2010). A genotipagem de cada SNP e a
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inferéncia de alelos foi feita manualmente, com base na descricdo de alelos
disponivel no banco de dados IPD-KIR (ROBINSON et al., 2010). As frequéncias
alélicas e de portadores foram calculadas através de contagem direta.

Os resultados de PCR em tempo real foram analisados de forma manual
utilizando o método 222°T. A amostra de referéncia utilizada no ensaio possui duas
copias do gene, o que representa o nivel basal 1,0. As amostras que apresentaram
quantificacao relativa de 0,5 foram determinadas como apresentando apenas uma
copia do gene; com base nos mesmos critérios, foi possivel também detectar
individuos que apresentaram mais que duas copias de KIR2DL1. Os valores de 2°
AACT apenas foram considerados se estivessem com variagdo maxima de 0,15 em
relacdo aos valores esperados para os numeros de copias. Amostras que
apresentaram valores com variagdo maiores que 0,15 aos valores esperados foram
repetidas.

O desequilibrio de ligagao entre os SNPs de KIR2DL 1 foi estimado dentro de
cada populagao utilizando o software Haploview (EXCOFFIER & LISCHER, 2010)
(FIGURAS 8-12). No grafico, estdo indicados o valor de LOD (logaritmo das
chances, do inglés logarithm of odds), D' e o valor de r* (x100). Os valores de D' < 1
e LOD < 2 estdo em branco, os valores de LOD <2 e D' =1 estdo em azul , valores
de LOD =2 e D' < 1 estdo em rosa, e por fim, os valores de LOD =22 e D' = 1 estdo
em vermelho. O valor de LOD compara as chances de que dois marcadores em um
experimento estdo de fato ligados com a chance de observar esses mesmos dados
por acaso. Assim, valores de LOD maiores que 3 indicam ligagdo e valor menores
que -2.0 indicam independéncia. Por sua vez, o valor de D' indica a similaridade
entre a frequéncia de dois marcadores, de certa forma €& um indicativo da
probabilidade de que esses marcadores sejam encontrados juntos. O valor de r* é o
coeficiente de coincidéncia, e nos informa de fato quantas vezes dois marcadores
séo observados juntos.

As disténcias evolutivas entre os alelos de KIR2DL1 encontrados foram
calculadas através do método de probabilidade maxima de composi¢gao (Maximum
Composite Likelihood) (TAMURA, NE| & KUMAR, 2004), e correspondem ao numero
de substituigdes de base por sitio. As distancias foram usadas para gerar a arvore
filogenética dos alelos de KIR2DL1, pelo método de Neighbor-Joining (SAITOU &
NEI, 1987), através do software MEGA7 (KUMAR et al., 2016). A arvore filogenética
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consenso foi gerada a partir de 1000 replicatas em bootstrap (FELSENSTEIN, 1985)
e os ramos gerados em menos de 50% das repeti¢gdes bootstrap foram unidos.

A analise de diferenciacdo genética entre as populagdes foi avaliada através
do programa Arlequin v. 35 (EXCOFFIER & LISCHER, 2010) utilizando dois testes, o
valor de Fst e o teste exato de diferenciagcado populacional (TABELA 11 e 12). Ambos
os testes sdo baseados na variacdo das frequéncias alélicas entre diferentes
populagdes. O teste Fst (fixation index, do inglés, indice de fixagdo) calcula a
variancia da frequéncia alélica entre cada par de populacdes em relagado a variancia
da frequéncia alélica na populacdo total. Os valores de Fst variam de 0 a 1, e
indicam baixa (0 a 0,05), média (0,05 a 0,15) e alta (superiores a 0,15) diferenciagao
genética (WRIGHT, 1978). O teste exato de diferenciagdo populacional é baseado
em um teste de contingéncia também entre pares de populagdes e é apresentado
em valores de p com nivel de significancia de 0,05.

Nos testes de diferenciagcado genética, foram feitas as seguintes comparagdes:

* Frequéncias de portadores de KIR2DL1 entre as sete populacdes estudadas
(CWB, GKW, GND, GRC, KIV, KRC, OR).

* Frequéncias alélicas de KIR2DL1 entre os eurodescentes de Curitiba e entre
outras trés populagcdes com frequéncias alélicas descritas no banco de dados
Allelefrequencies.net (GONZALEZ-GALARZA et al., 2015), sendo essas
chineses da provincia Han (TAO et al., 2014), africanos de Gana (NORMAN
et al., 2013) e Japoneses (YAWATA et al., 20006).

* Frequéncias de portadores de KIR2DL1 entre eurodescendentes de Curitiba e
entre outras populagdes com essa mesma informagao disponivel no mesmo
banco de dados, sendo elas populacdes de eurodescendentes dos Estados
Unidos (GEDIL, STEINER & HURLEY, 2007), europeus do norte da Irlanda
(Ireland Northern KIR pop2, ndo publicado), asiaticos hindu da india
(RAJALINGAM et al., 2002), amerindios Huichol do México (GUTIERREZ-
RODRIGUEZ et al., 2006) e africanos Ga-Adangbe de Gana (NORMAN et al.,
2013).

Para estimar o padrao de distribuicdo da diversidade alélica de KIR2DL1 foi
realizada a analise de componente principal (PCA, do inglés, principal component
analysis), através do software Minitab 17 (State College, PA). O teste foi realizado
utilizando a frequéncia de portadores de cada alelo do gene nas diferentes
populagdes. Esse teste calcula diversos componentes que explicam a variagao
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encontrada nos dados e utiliza os dois componentes com maior variadncia para gerar
um grafico de duas dimensdes que permite comparar a similaridade entre a variagao
nas populagdes. Pode-se observar o numero de componentes gerados, ou de
fatores que explicam a variagdo, o valor de propor¢do, que indica a parcela da
variabilidade que cada componente explica, e o valor do acumulado, que indica o
quanto determinados componentes juntos explicam a variabilidade na amostra.

Para testar a hipotese de evolucdo neutra dos alelos de KIR2DL1 nas
populagdes estudadas foram feitos os testes de D de Tajima (TAJIMA, 1989), F de
Fu, e D* e F* de Fu e Li (FU & LI, 1993), utilizando o software DnaSP v. 6 (ROZAS et
al., 2017). A hipotese de neutralidade seletiva propde que as frequéncias
observadas sofrem variagdo por processos aleatérios de deriva genética, ao
contrario da suposicao de que estas variagbes seriam devidas a efeitos nao
aleatorios direcionais, como eventos de selegdo natural. Os valores do D de Tajima
proximos a 0 indicam que a populacédo esta evoluindo sem evidéncia de selecéao,
valores positivos indicam sele¢do balanceadora e valores negativos indicam seleg&o
positiva. Os testes de Fu e Li (1993) consideram a genealogia dos alelos do gene
para inferir frequéncias de mutagdo acima (valores negativos) ou abaixo (valores
positivos) do esperado sob a hipotese de neutralidade.

Os dados de citometria foram exportados através do software BD FacSuite,
que gera os dados de intensidade de fluorescéncia mediana (MFI) e porcentagem de
células NK que sdo KIR2DL1 positivas. Esses dados foram relacionados com a
tipagem alélica de cada individuo bem como o gendtipo de HLA-C e analisados
através do programa GraphPad Prism versao 6 (GraphPad Software, Inc., CA, USA)
utilizando os testes ndo-paramétricos de Kruskal Wallis e Mann-Whitney. Nesse
mesmo programa foram elaborados os graficos de mediana de expressdo por
genotipo. Os dados de expressdo foram analisados de acordo com o conteudo
alélico de KIR2DL1, o numero de copias do gene e de acordo com a variante
rs34721508, que altera a fungéo das células NK descrita por BARI e colegas (2009).

Cada um dos SNPs genotipados nesse estudo foi individualmente analisado
para verificar sua associacdo com a expressao de KIR2DL1. Os SNPs associados
foram analisados in silico para encontrar seu potencial de regulagdo de expressao
utilizando as seguintes ferramentas: Haploreg3 (WARD & KELLIS, 2012), Regulome
DB (BOYLE et al., 2012), D de Grantham (GRANTHAM, 1974), SIFT (KUMAR et al.,
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2009), PolyPhen-2 (ADZHUBEI et al., 2010) e microSNiper (BARENBOIM et al.
2010).
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5 RESULTADOS

As posi¢des analisadas e suas implicagdes nas sequéncias nucleotidica e
proteica estdo na TABELA 7. Todas as posigcdes encontradas que geram
substituicbes ndo-sinbnimas na sequéncia proteica foram preditas como toleradas
pelo algoritmo de SIFT, com relagdo a seu efeito na fungdo da proteina (KUMAR et
al., 2009). Por sua vez, as diferengas fisico-quimicas entre os aminoacidos
substituidos apresentaram valores variaveis na escala de GRANTHAM (1974), que
atribui valores gradativamente maiores quanto maior a diferenga nas propriedades
dos aminoacidos envolvidos. Os nucleotideos presentes nas posi¢coes variaveis de
KIR2DL1 em cada um dos alelos encontrados nesse estudo estdo na TABELA 8.
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TABELA 7 - SITIOS VARIAVEIS ANALISADOS PARA DETERMINAGAO ALELICA DE KIR2DL1

- a1 POSI(}?O na Posicao no Nucleotideo Aminoacido D de 4
Exon rs Localizagao sequéncia 2 oo L 3 SIFT
codificadora? gene substituido substituido Grantham
Exon 1 rs2304224 55281315 13 13 G>T V>F 50 Tolerado
rs371289444 55284821 107 3519 G>A
rs35509911 55284824 110 3522 C>G P>R 103 Tolerado
rs687000 55284858 144 3556 A>G
rs750705981 55284880 166 3578 G>T
Exon 4 rs200839187 55284908 194 3606 T>A
X
rs150190837 55284944 230 3642 A>G
rs79002558 55284976 262 3674 A>G S>G 56 Tolerado
rs375614836 55285027 313 3725 A>C
rs687885 55285045 331 3743 G>T
rs138345877 55285072 358 3770 A>G 1>V 29 Tolerado
rs369705644 55286625 379 5320 G>C
rs11673144 55286650 404 5345 C>T P>L 98 Tolerado
rs199868260 55286700 454 5395 C>T R>W 101 Tolerado
rs111799279 55286769 523 5464 C>A P>T 38 Tolerado
Exon 5 rs12982263 55286795 549 5490 T>C
X
rs147072532 55286796 550 5491 G>A D>N 23 Tolerado
rs28465191 55286822 576 5517 C>T
rs111277046 55286844 598 5539 G>A
rs666590 55286854 608 5549 A>G H>R 29 Tolerado
rs150580082 55286867 621 5562 C>T
rs149300913 55294382 724 13078 C>A
rs750228934 55294383 725 13079 G>A
Exon 7 rs772519861 55294397 739 13093 C>G
rs34721508 55294454 796 13150 C>T R>C 180 Tolerado
55294459 801 13155 G>A
rs371209191 55294471 813 13167 A>G
rs142331298 55295106 888 13802 C>A
rs145950245 55295121 903 13817 A>G
Exon 9 rs756958902 55295125 907 13821 A>GouC T>V ou P 69(V) / 38(P) Tolerado
55295126 908 13822 C>T
rs777200236 55295167 949 13863 C>T
rs201644346 55295215 997 13911 A>G

1. Localizagdo no cromossomo 19 descrito em GRCh37.p13 primary assembly. 2. Posi¢cdo de nucleotideos de acordo com o banco de dados IPD-KIR
(ROBINSON et al., 2010). 3. Valores de D da escala de GRANTHAM (1974) para diferencas nas propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos envolvidos
nas substituicdes. Quanto mais alto o D, maior a diferenga entre os aminoacidos (de 5 a 215). 4. O algoritmo de SIFT prediz se uma substituicdo
aminoacidica afeta a fungéo proteica (KUMAR et al., 2009).



TABELA 8 - NUCLEOTIDEOS PRESENTES NAS POSICOES VARIAVEIS DE KIR2DL1 NOS ALELOS ENCONTRADOS NESSE ESTUDO

EXON 1 EXON 4 EXON 5
Posicdo na
sequéncia
codificadora’ 13 107 110 144 166 194 230 262 358 379 404 454 523 549 550 576 598 608 621
rs230422 rs3712 rs3550 rs687 rs7507 rs2008 rs1501 rs790 rs1383 rs3697 rs1167 rs1998 rs1117 rs129 rs1470 rs284 rs1112 rs66 rs1505
rs 4 89444 9911 000 05981 39187 90837 02558 45877 05644 3144 68260 99279 82263 72532 65191 77046 6590 80082
Referéncia G G C A G T A A A G C C C T G C G A C
Alelo
KIR2DL1*001 .
KIR2DL1*002 T
KIR2DL1*003 G G T . .
KIR2DL1*004 G . A C A T G
KIR2DL1*006 G . T . C .
KIR2DL1*007 G . G . A C A T G
KIR2DL1*009 G G T . .
KIR2DL1*010 . G A C A T G
KIR2DL1*011 T G A C A T G
KIR2DL1*012 G . .
KIR2DL1*020 G G . G T
EXON 7 EXON 8
Posicdo na
sequéncia
codificadora’ 724 725 739 796 801 813 825 849 907 908 949 997
rs149300 rs7502 rs7725 rs347 rs3712 rs1435 rs586 rs7569 rs7772 rs2016
rs 913 28934 19861 21508 NA 09191 86661 234 58902 NA 00236 44346
Referéncia c G c C G A G A A c C A
Alelo
KIR2DL1*001
KIR2DL1*002
KIR2DL1*003 .
KIR2DL1*004 T
KIR2DL1*006 T
KIR2DL1*007 T . .
KIR2DL1*009 G T
KIR2DL1*010 . .
KIR2DL1*011 A T
KIR2DL1*012
KIR2DL1*020

1. Posicéo de nucleotideos de acordo com o banco de dados IPD-KIR (ROBINSON et al., 2010).
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As frequéncias de portadores de cada alelo nas sete populacdes estudadas
estdo apresentadas na TABELA 9. Foi encontrado um total de 11 alelos. O alelo
mais frequente foi KIR2DL1*003 (frequéncia de portadores de 57 a 100%), sendo
que na populagado de Guarani M'bya este foi o unico alelo observado. A populagéo
que apresentou maior polialelismo foram os eurodescendentes de Curitiba (10
alelos), seguida dos descendentes de japoneses de Curitiba (5 alelos).

De posse da informagao de numero de copias, que foi obtida através de PCR
em tempo real para a populagédo de eurodescendentes de Curitiba (CWB) (TABELA
10), foi possivel calcular a frequéncia alélica (TABELA 11). Os alelos mais comuns
nessa populagdo permaneceram sendo KIR2DL1*003 (f = 0,44) e KIR2DL1*002 (f =
0,31), seguidos do alelo KIR2DL1*004 (f = 0,10), enquanto os outros alelos foram
encontrados com frequéncias inferiores a 0,10. Ambas as frequéncias - de

portadores e alélica - para essa populagao foram calculadas utilizando o Excel.

TABELA 9 - FORAM ENCONTRADOS 11 ALELOS DE KIR2DL1 DENTRE AS 7 POPULACOES
ESTUDADAS, OS GUARANI NANDEVA APRESENTARAM ALELOS NAO ENCONTRADOS EM
OUTRAS POPULACOES INDIGENAS (EM FREQUENCIA DE PORTADORES).

Populagao GKW GND GRC KIV KRC OR CwB
n 40 53 29 36 31 52 49
F(%) F(%) F(%) F(%) F(%) F(%) F(%)
KIR2DL1*001 6 6
KIR2DL1*002 8 13 6 15 43
KIR2DL1*003 95 100 100 100 100 96 57
KIR2DL1*004 3 04 16
KIR2DL1*006 4
KIR2DL1*007 2
KIR2DL1*009 2
KIR2DL1*010 3 3 2 4
KIR2DL1*011 2
KIR2DL1*012 2 2
KIR2DL1*020 4

n: Numero de individuos analisados em cada populagéo; F = frequéncia de portadores. Os valores
apresentados sao referentes aos alelos encontrados em cada populagdo, quando em branco é
referente a frequéncia de 0,0. GKW: Amerindios Guarani Kaiowa. GND: Guarani Nandeva. GRC:
Guarani M’bya. KIV: Kaingang de Ivai. KRC: Kaingang de Rio das Cobras. OR: descendentes de
japoneses de Curitiba. CWB: eurodescentes de Curitiba.
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TABELA 10 - NEM TODOS OS INDIVIDUOS DE CURITIBA APRESENTARAM DUAS COPIAS DO
GENE KIR2DL1.

Frequéncia em homozigotos +

Numero de copias (KIR2DL1T) Frequéncia na amostra total
hemizigotos
-em CWB (n=49)
(n=29)
1 copia 0,31 0,18
2 copias 0,66 0,80
3 copias 0,03 0,02
Total 1 1

TABELA 11 — KIR2DL1*002 E KIR2DL1*003 FORAM OS ALELOS MAIS FREQUENTES NA
AMOSTRA POPULACIONAL DE CURITIBA (EM FREQUENCIA ALELICA).

Populagao CWB
n 90
KIR2DL1*001 0,03
KIR2DL 1*002 0,31
KIR2DL1*003 0,44
KIR2DL1*004 0,10
KIR2DL1*006 0,03
KIR2DL1*007 0,01
KIR2DL1*010 0,02
KIR2DL1*011 0,01
KIR2DL1*012 0,01
KIR2DL1*020 0,02

Em negrito estdo destacados os alelos mais frequentes. n: nimero de individuos analisados em cada

populagdo. CWB: eurodescentes de Curitiba.

Na arvore filogenética dos alelos encontrados, pode-se observar a formagéo
de dois clados principais, distantes evolutivamente e com frequéncia alta de
aparecimento nas repeti¢gdes (100%). No clado superior, € interessante observar que
os dois alelos mais frequentes *003 e *002 apresentaram consideravel distancia

evolutiva.
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FIGURA 7 - RELACOES EVOLUTIVAS ENTRE ALELOS DO GENE KIR2DL1.
O valor ao lado dos ramos representa a porcentagem de vezes em que um ramo foi agrupado nas
arvores replicadas por bootstrap. A escala no lado inferior esquerdo corresponde a distancia evolutiva

(numero de substituicdes de base por sitio).

O desequilibrio de ligacdo nas populagbes GRC e KIV ndo pdde ser
calculado devido a baixa diversidade alélica dentro das populac¢des (ver TABELA 9).
Nas populagbes CWB, GKW e OR, que sdo populagcdes com maior numero de
alelos, pode se observar associagdo entre SNPs dos éxons 5 e 7 (D' e LOD
maximos e valores de r* > 0,6). Nas populagdes GKW e GND observa-se também

associagao entre SNPs dos éxons 1e 4 (D'=1er*>0,8).
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FIGURA 8 - DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE OS SNPS DE KIR2DL1 NA POPULACAO DE
AMERINDIOS GUARANI KAIOWA (GKW).

Nesse modelo, cada losango representa a andlise de desequilibrio entre os dois SNPs
correspondentes as faces superiores esquerda e direta. Em losangos vermelhos, estdo
representados os pares de SNPs que apresentaram valores maximos de D' (D' = 1) e LOD > 2
(desequilibrio absoluto), em azul os que apresentaram valores de D' = 1 e LOD < 2, e em branco os
que apresentaram valores de D' < 1 e LOD < 2. Os numeros dentro de cada losango sao referentes
ao valor de r* (x100). Os losangos vazios representam desequilibrio absoluto (r* igual a 100). Os
blocos em preto destacam SNPs do mesmo éxon. Os nimeros dentro dos blocos representam as

posicdes variaveis observadas nas sequéncias em ordem numérica.
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FIGURA 9 - DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE OS SNPS DE KIR2DL1 NA POPULACAO DE
GUARANI NANDEVA (GND).

Nesse modelo, cada losango representa a andlise de desequilibrio entre os dois SNPs
correspondentes as faces superiores esquerda e direta. Em losangos vermelhos, estdo
representados os pares de SNPs que apresentaram valores maximos de D' (D' = 1) e LOD > 2
(desequilibrio absoluto), em azul os que apresentaram valores de D' = 1 e LOD < 2, e em branco os
que apresentaram valores de D' < 1 e LOD < 2. Os numeros dentro de cada losango sao referentes
ao valor de r? (x100). Os losangos vazios representam desequilibrio absoluto (r2 igual a 100). Os
blocos em preto destacam SNPs do mesmo éxon. Os nimeros dentro dos blocos representam as

posicdes variaveis observadas nas sequéncias em ordem numérica.
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FIGURA 10 - DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE OS SNPS DE KIR2DL1 NA POPULACAO DE
KAINGANG DE RIO DAS COBRAS (KRC).

Nesse modelo, cada losango representa a andlise de desequilibrio entre os dois SNPs
correspondentes as faces superiores esquerda e direta. Em losangos vermelhos, estdo
representados os pares de SNPs que apresentaram valores maximos de D' (D' = 1) e LOD > 2
(desequilibrio absoluto), em azul os que apresentaram valores de D' = 1 e LOD < 2, e em branco os
que apresentaram valores de D' < 1 e LOD < 2. Os numeros dentro de cada losango sao referentes
ao valor de r* (x100). Os losangos vazios representam desequilibrio absoluto (r* igual a 100). Os
blocos em preto destacam SNPs do mesmo éxon. Os nimeros dentro dos blocos representam as

posicdes variaveis observadas nas sequéncias em ordem numérica.
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FIGURA 11 - DESEQUILIBRIO DE LIGAGCAO ENTRE OS SNPS DE KIR2DL1 NA POPULACAO DE
DESCENDENTES DE JAPONESES (OR).

Nesse modelo, cada losango representa a andlise de desequilibrio entre os dois SNPs
correspondentes as faces superiores esquerda e direta. Em losangos vermelhos, estdo
representados os pares de SNPs que apresentaram valores maximos de D' (D' = 1) e LOD > 2
(desequilibrio absoluto), em azul os que apresentaram valores de D' = 1 e LOD < 2, e em branco os
que apresentaram valores de D' < 1 e LOD < 2. Os numeros dentro de cada losango sao referentes
ao valor de r* (x100). Os losangos vazios representam desequilibrio absoluto (r* igual a 100). Os
blocos em preto destacam SNPs do mesmo éxon. Os nimeros dentro dos blocos representam as

posicdes variaveis observadas nas sequéncias em ordem numérica.
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FIGURA 12 - DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE OS SNPS DE KIR2DL1 NA POPULACAO DE
EURODESCENDENTES DE CURITIBA (CWB).

Nesse modelo, cada losango representa a andlise de desequilibrio entre os dois SNPs
correspondentes as faces superiores esquerda e direta. Em losangos vermelhos, estdo
representados os pares de SNPs que apresentaram valores maximos de D' (D' = 1) e LOD > 2
(desequilibrio absoluto), em azul os que apresentaram valores de D' = 1 e LOD < 2, e em branco os
que apresentaram valores de D' < 1 e LOD < 2. Os numeros dentro de cada losango sao referentes
ao valor de r? (x100). Os losangos vazios representam desequilibrio absoluto (r2 igual a 100). Os
blocos em preto destacam SNPs do mesmo éxon. Os nuimeros dentro dos blocos representam as

posicdes variaveis observadas nas sequéncias em ordem numérica.

Na TABELA 12 estdo os valores de Fst e do teste exato de diferenciagao
entre as frequéncias de portadores de cada alelo nas sete populagbes integrantes
deste estudo. Em ambos os testes a populagédo de eurodescentes de Curitiba (CWB)
foi significantemente diferente das populagbes amerindias e oriental, com valores de
Fst indicando alta diferenciacéo genética (Fst> 0,15) com relagdo aos amerindios e
meédia diferenciacdo genética (0,05 < Fst < 0,15) com relagdo aos orientais. As

comparagdes entre orientais e amerindios resultaram em diferenciagdo n&o
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significante (p > 0.05) no teste exato de diferenciagcdo populacional, e em valores de
Fst de baixa diferenciacdo genética (Fst < 0,05), com excegédo as populagdes de
Guarani M’bya (GRC) e Kaingang de ivai (KIV). Além disso, entre os amerindios, a
populacédo de Guarani Nandeva (GND) também foi diferente em comparagéo com as
populagdes Guarani M’bya (GRC) e Kaingang de ivai (KIV), sendo a comparagéo
com esta ultima a unica entre amerindios que resultou em diferenciacao significante
no teste exato de diferenciagéo populacional (p < 0,05).

Na TABELA 13, estdo os valores de diferenciacdo genética entre as
frequéncias alélicas da populagdo de eurodescendentes de Curitiba e de outras trés
populagdes com frequéncias alélicas descritas no banco de dados
Allelefrequencies.net (GONZALEZ-GALARZA et al., 2015). As frequéncias alélicas
entre essas populagdes analisadas foram estatisticamente diferentes, com valores
de Fgst variando entre médio e alto.

Adicionalmente, foi feita uma comparacao entre as frequéncias de portadores
de alelos de KIR2DL1 na populacdo de eurodescendentes de Curitiba e de outras
populagdes com essa informagéo disponivel no mesmo banco de dados (TABELA
14). Nesse teste, as frequéncias de KIR2DL1 em eurodescendentes de Curitiba foi
similar a de outras populacdes eurodescendentes, com valores de Fsr baixos e
indicando similaridade estatistica, embora os valores do teste exato indiquem
diferenciagdo. Em relacdo a populagcbes nao eurodescendentes, as frequéncias de
KIR2DL1 diferiram em ambos os testes na comparagao entre eurodescendentes de
Curitiba e populagdes de amerindios, asiaticos e africanos. Porém, foram
observados valores baixos de diferenciacdo quando em comparagdo o0s
eurodescendentes de Curitiba e asiaticos e africanos (0,074 e 0,063,

respectivamente).
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TABELA 12 - OS EURODESCENDENTES TEM FREQUENCIAS DE PORTADORES DE KIR2DL1
ESTATISTICAMENTE DIFERENTE DE INDIGENAS E ORIENTAIS.

GKW GND GRC KIV KRC OR CcwB
GKW - ns ns ns ns ns e
GND 0,00048ns - ns * ns ns e
GRC 0,03823ns  0,07335* - ns ns ns e
KIV 0,0198ns 0,0595* -0,00678ns - ns ns e
KRC -0,02242ns  0,00239ns  0,03302ns  0,00478ns - ns e
OR 0,0048ns -0,00837ns  0,08697* 0,07164***  0,00862ns - o

cwB 0,22001***  0,17144***  0,29552***  0,29083***  0,21969***  0,14621***

Os valores inferiores se referem aos valores de Fsy encontrados, e sobrescritos estdo os valores de
significancia estatistica do teste. Os valores superiores s&o relativos a significancia estatistica do
teste exato de diferenciagdo populacional. GKW: Amerindios Guarani Kaiowa. GND: Guarani
Nandeva. GRC: Guarani M’bya. KIV: Kaingang de Ivai. KRC: Kaingang de Rio das Cobras. OR:
descendentes de japoneses de Curitiba. CWB: eurodescentes de Curitiba. ns p>0,05; *p<0,01-0,05;
** p<0,001-0,01; *** p<0,001. Escala de Fst de Wright (1978): baixa (0 a 0,05), média (0,05 a 0,15) e

alta (>0,15) diferenciacdo genética.

TABELA 13 - A FREQUENCIA ALELICA DE KIR2DL1 NA POPULAGCAO DE EURODESCENDENTES
DE CURITIBA DIFERE DA FREQUENCIA ALELICA DE OUTRAS POPULAGOES PREVIAMENTE
DESCRITAS.

CwB CHI GHA JAP
CwWB 3
CHI 0,20732*** .
GHA 0,06195*** 0,10507*** - ok
JAP 0,32609*** 0,09955***  0,18215*** -

Os valores inferiores se referem aos valores de Fst encontrados, e sobrescritos estdo os valores de
significancia estatistica do teste. Os valores superiores s&o relativos a significancia estatistica do
teste exato de diferenciagdo populacional. CWB: eurodescentes de Curitiba. CHI: chineses Zhejiang.
GHA: africanos Gana Ga-Adangbe. JAP: japoneses. ns p>0,05; *p<0,01-0,05; ** p<0,001-0,01; ***
p<0,001. Escala de Fsr de Wright (1978): baixa (0 a 0,05), média (0,05 a 0,15) e alta (>0,15)

diferenciagdo genética.
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TABELA 14 - A FREQUENCIA DE PORTADORES DE KIR2DL1 NA POPULAGAO DE
EURODESCENDENTES DE CURITIBA E SIMILAR A OUTROS EURODESCENDENTES, MAS
DIFERENTE DE AMERINDIOS, ASIATICOS E AFRICANOS.

CWB USA IRE IND MEX GHA
CWB : >
USA 0,003ns - ns xk ok ex
IRE 0,002ns 0,004ns - *rk *kk Sk
IND 0,074**  0,079***  0,079*** -
MEX 0,277*** 0,238 0,206 0,215** - .
GHA 0,063%** 0,071%** 0,061%* 0,075 0,137*** )

Os valores inferiores se referem aos valores de Fsr encontrados, e sobrescritos estdo os valores de
significancia estatistica do teste. Os valores superiores s&o relativos a significAncia estatistica do
teste exato de diferenciagdo populacional. CWB: eurodescentes de Curitiba. USA: caucasianos dos
Estados Unidos. IRE: europeus do norte da Irlanda. IND: asiaticos Hindus do norte da india. MEX:
amerindios Huichol do México. GHA: africanos Ga-Adangbe de Gana. ns p>0,05; *p<0,01-0,05; **
p<0,001-0,01; *** p<0,001. Escala de Fst de Wright (1978): baixa (0 a 0,05), média (0,05 a 0,15) e

alta (>0,15) diferenciacdo genética.

Na analise de componentes principais, segundo o critério de Kaiser, foram
encontrados apenas dois componentes. Os dois componentes principais explicam
respectivamente 73,9% e 16,4% da variagdo. Quando levados em consideragao
juntos, o acumulado desses componentes explica 90,4% da variagdo entre as
frequéncias de portadores encontradas. No grafico de distribuicdo entre os
componentes, as populagdes oriental, amerindios Kaingang, Guarani M'bya e
Guarani Kaiowa se encontraram agrupadas. Ja a populagcdo de eurodescentes de
Curitibba e Guarani Nandeva se encontraram distantes das outras mencionadas e

distantes entre si.
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FIGURA 13 — GUARANI NANDEVA NAO SE AGRUPOU COM OUTROS GUARANIS NA ANALISE
DE COMPONENTES PRINCIPAIS.

GKW: Amerindios Guarani Kaiowa. GND: Guarani Nandeva. GRC: Guarani M’bya. KIV: Kaingang de
Ivai. KRC: Kaingang de Rio das Cobras. OR: descendentes de japoneses de Curitiba. CWB:

eurodescentes de Curitiba.

Os resultados dos testes de evolugado neutra encontram-se na TABELA 15.
Foram encontrados resultados n&o significantes estatisticamente para os testes de
D* e F* de Fu e Li nas populacbes amerindias, oriental e eurodescendente. De
forma similar, os valores do F de Fu também nao foram significantes para nenhuma
das populagdes. O teste de Tajima nao foi estatisticamente significativo para as
populacdes de eurodescendentes de Curitiba (CWB) e Guarani Nandeva (GND), ndo
permitindo rejeitar a hipotese de neutralidade seletiva. Porém, apresentou valores
negativos e significancia nas outras popula¢gées amerindias GKW, KIV, e KRC e na
populagdo oriental, o que indica selecado purificadora nessas populagcdes. Nao foi
possivel testar a neutralidade na populacdo de Guarani M’bya (GRC), pois essa

possui somente um alelo.
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TABELA 15 - TESTES DE NEUTRALIDADE SELETIVA PARA KIR2DL1 NAS POPULACOES
ESTUDADAS.

Teste GKW GND GRC KIV KRC OR CcwB
n 40 53 29 36 31 52 49
D de -2,6167 - * -2,8955 -2,6777 -1,8057 -
Tajima p<0,001 - * p<0,001 p<0,001 p<0,05 -
D*de Fue - - * - - - -
Li - - * - - - -
F*deFue - - * - - - -
Li - - * - - - -
F de Fu ] ] ] ] ] )

*

GKW: Amerindios Guarani Kaiowa. GND: Guarani Nandeva. GRC: Guarani M’bya. KIV: Kaingang de
Ivai. KRC: Kaingang de Rio das Cobras. OR: descendentes de japoneses de Curitiba. CWB:

eurodescentes de Curitiba. *n&o calculado. - valores n&o significantes.

A partir do ensaio de citometria, foi observado que os diferentes alelos de
KIR2DL1 encontrados apresentam niveis de expressdo génica diferencial
(p<0,0001). Dos alelos encontrados, KIR2DL1*002 € o mais expresso, com o dobro
dos niveis de expressao dos alelos menos expressos KIR2DL1*006 (p=0,001) e
KIR2DL 1004 (p<0,0001) (FIGURA 14).

Os dados de expressao foram analisados também de acordo com o numero
de copias do gene (FIGURA 15) e de acordo com uma variante previamente descrita
na literatura que altera a fungdo das células NK (FIGURA 16). Devido ao numero
amostral de hemizigotos ser reduzido, essas analises s6 puderam ser realizadas
com os alelos mais frequentes (KIR2DL1*002, *003 e *004). Nao foi observada
expressdo alélica diferencial entre individuos hemizigotos. Foi observado que
individuos homozigotos e hemizigotos portadores do mesmo alelo KIR2DL1*002
apresentam diferentes niveis de expressdo de KIR2DL1 (p=0,03), mas isso n&o
ocorre entre homozigotos e hemizigotos para o alelo KIR2LD1*003 (p>0,05)
(FIGURA 15). A analise entre homozigotos e hemizigotos portadores de
KIR2DL1*004 n&o pode ser realizada, pois sO foi encontrado um individuo
homozigoto para esse alelo. As analises entre o numero de copias do gene e a

porcentagem de células NK KIR2DL1 positivas n&do foram significantes
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estatisticamente em nenhum dos grupos testados para os valores de MFI, e
portanto, ndo foram apresentadas.

Ainda, foi observado que o gendtipo de HLA-C esta associado tanto com a
expressdo de KIR2DL1 (p=0,02) quanto com a porcentagem de células NK que
expressam KIR2DL1 (p=0,06). A comparagao entre individuos com o al6tipo C1 e C2
foi significativa nas duas analises, sendo C2 associado com menor expressao de
KIR2DL1 e maior porcentagem de células NK expressando esse receptor. Foi
significativa também a comparacao entre individuos homozigotos C2 e portadores
de C1, onde os homozigotos C2 novamente apresentaram menor expressdo de
KIR2DL1 e uma maior porcentagem de células KIR2DL1 positivas. Finalmente, a
comparagao entre individuos portadores do alétipo C2 e individuos que nao
possuem o ligante foi ndo significativa nos dois parametros (FIGURAS 17 e 18).
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FIGURA 14 - EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL DE KIR2DL1 DE ACORDO COM DIFERENTES
ALELOS.

A - EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL ENTRE DIFERENTES ALELOS DE KIR2DL1 (P<0,0001).
B - EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL ENTRE OS ALELOS KIR2DL1*002 E *004 (P<0,0001).

Pontos em vermelho representam individuos hemizigotos. MFI: median fluorescence intensity.
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FIGURA 15 - ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL DE KIR2DL1 EM HEMIZIGOTOS
E HOMOZIGOTOS.

A - EXPRESSAO GENICA ENTRE HEMIZIGOTOS PARA OS ALELOS KIR2DL1*002, *003 E *004
(p=0,07). B - EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL ENTRE HEMIZIGOTOS E HOMOZIGOTOS
PORTADORES DO ALELO KIR2DL1*002 (p=0,03). C - EXPRESSAO GENICA ENTRE
HEMIZIGOTOS E HOMOZIGOTOS PORTADORES DO ALELO KIR2DL1%003 (ns). D - EXPRESSAO
GENICA ENTRE HEMIZIGOTOS E HOMOZIGOTOS PORTADORES DOS ALELOS KIR2DL1%002 E
*003 (p=0,07). E - EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL ENTRE HOMOZIGOTOS PARA OS
ALELOS *002 E *003 (p=0,01). F - EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL ENTRE HEMIZIGOTOS
PARA O ALELO KIR2DL1*004 E HEMIZIGOTOS PARA OS ALELOS KIR2DL1*002 OU *003
(p=0,01).

MFI: median fluorescence intensity. ns: valores nao significantes com p>0,1.
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FIGURA 16 - EXPRESSAO DE KIR2DL1 DE ACORDO COM O SNP rs34721508 (C>T), QUE
CAUSA SUBSTITUICAO NAO-SINONIMA DE CISTEINA POR ARGININA NA POSICAO 245.
MFI: median fluorescence intensity. X: C ou T.
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FIGURA 17 - EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL DE KIR2DL1 DE ACORDO COM DIFERENTES
GENOTIPOS DE HLA-C.

A - EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL ENTRE DIFERENTES GENOTIPOS DE HLA-C (P=0,02).
B - EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL ENTRE OS GENOTIPOS C1/C1 E C1/C2 (P=0,03). C -
EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL ENTRE INDIVIDUOS HOMOZIGOTOS PARA O ALOTIPO
HLA-C1 E PORTADORES DO ALOTIPO HLA-C2 (ns). D - EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL
ENTRE INDIVIDUOS HOMOZIGOTOS PARA O ALOTIPO HLA-C2 E PORTADORES DO ALOTIPO
HLA-C1 (p=0,004).

MFI: median fluorescence intensity. X: C1 ou C2. ns: resultados n&o significantes com p>0,1.
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FIGURA 18 - PORCENTAGEM DE CELULAS EXPRESSANDO KIR2DL1 DE ACORDO COM
DIFERENTES GENOTIPOS DE HLA-C.

A - PORCENTAGEM DE CELULAS EXPRESSANDO KIR2DL1 ENTRE DIFERENTES GENOTIPOS
DE HLA-C (p=0,06). B - PORCENTAGEM DE CELULAS EXPRESSANDO KIR2DL1 ENTRE OS
GENOTIPOS C1/C1 E C1/C2 (p=0,015). C - PORCENTAGEM DE CELULAS EXPRESSANDO
KIR2DL1 ENTRE INDIVIDUOS HOMOZIGOTOS PARA O ALOTIPO HLA-C1 E PORTADORES DO
ALOTIPO HLA-C2 (p=0,08). D - PORCENTAGEM DE CELULAS EXPRESSANDO KIR2DL1 ENTRE
INDIVIDUOS HOMOZIGOTOS PARA O ALOTIPO HLA-C2 E PORTADORES DO ALOTIPO HLA-C1
(p=0,028).

MFI: median fluorescence intensity. X: C1 ou C2. ns: resultados n&o significantes com p>0,1.

Cada um dos SNPs genotipados nesse estudo (ver TABELA 2) foi
individualmente analisado para verificar sua associagdo com a expressdo de
KIR2DL1 (TABELA 16). Foram encontrados 8 SNPs associados com a expresséo
diferencial de KIR2DL1 (p<0,001). Os SNPs encontrados foram pesquisados em

diversos bancos de dados para predigdo de seus possiveis efeitos na regulagéo do
gene.



TABELA 16 - EFEITOS REGULATORIOS PREDITOS DE SNPS DE KIR2DL1 ASSOCIADOS COM EXPRESSAO PROTEICA (P<0,001).

pos Haploreg3 Regulome DB Proteina codificada miRNA
Marcadores  Marcadores : Anotaca
(GRCh37.p rs de de DNAs :Iltoet';’g: ° Valor Motivo Marcadores GDa:tia SIET PolyPhe microSNIve
13) promotores  enhancers e r funciona | de DB alterado de histona r n-2 fer per
de histona __ de histona S 1 dbSNP m
Exon 1
1955061 BLD.S ‘ Tolorad Prova\t/el- T bloqueia miR-4728-3p,
chr19: s missens olera mente miR-335-5p, miR-329, miR-
315 rs2304224 BLD KN THAPT e 50 0 prejudicia 362-3p, miR-4670-5p & miR-
| 3691-3p
Exon 4
C bloqueia miR-5096, miR- —
. ; ) - G bloqueia miR-1911-3p,
chr19:55284 CTCF, missens Tolerad . 3144-5p, miR-3649, miR- ) )
804 rs35509911 BRN BLD NRSE o 103 o Benigno 4652-5p, miR-4535, MiR-492, mnn;lljgiiﬁig rr;lﬁfg%s%p?)
miR-5096 e MiR-3661 P P
Exon 5
5 ;rlgg Repressor fraco
COUP-'ILF do PolyComb
PPAR ’ em células
9 5 NR2F’ mononucleadas
. : ; - ) primarias do C bloqueia miR-3189-3p, miR-
?2;19'55286 551 1179927 ”?tOt'Vgs miSsens | isacao #‘C'?; szc sangue 38 Tolerad - 1291, miR-635, MiR-6724-5p, A bloqueia miR-1296
alterado € minima p<c, periférico e o miR-874 e miR-3200-3p
ESRRA
S ’ células NK
RD)&(II);L primarias do
RXRB e sangue
RXRG periférico
C bloqueia miR-4685-5p,
T bloqueia miR-4715-5p, miR- ~ _Mix 0088, miR-520a-5p,
hr19:55286 . 3153, miR-6075, miR-495-5p,  TiR-225-5p, MiR-1254, miR-
chr19: rs12982263 missens miR-1306-3p, MiR-4701-5p, 3127-59, m|R-315C§, miR-
795 e R X 6075, miR-4751, miR-488-
miR-4259, miR-3187-3p e 5 iR-1295b.5 iR
miR-6724-5p P, MIR-12990-9p, mik-
6724-5p e miR-596 e miR-
3176
G bloqueia miR-4670-3p, miR- A bloqueia miR-5088, miR-
. : 4715-5p, miR-3153, miR- 525-5p, miR-6075, miR-
%29'55286 2514707253 NF-AT  'Missens 23 Tolerad y 6075, miR-1306-3p, miR- 4751, miR-488-5p, miR-
e o 4701-5p, miR-4259, miR- 1295b-5p, miR-6724-5p e
3187-3p e miR-6724-5p miR-3176
. ; C bloqueia miR-3677-3p, miR- T bloqueia miR-1183, miR-
3229'55286 rs28465191 %TC':’ missens 4506, miR-1183, miR-4701-  3605-3p, MiR-1470 & miR-
gr- e 3p, miR-1470 e miR-3115 132-5p
A bloqueia miR-3149, miR- . . .
chr19:55286 NRSF,  missens Tolerad 3688-3p, miR-3978, miR- G bloqueia miR-4636, miR-
rs666590 29 - ; ) 2681-3p, miR-620 e miR-
854 Pax-2 e o 3149, miR-3688-3p, miR- 5739
3978, miR-620 e miR-4704-3p
Exon 7
C bloqueia miR-6717-5p, miR-
. : 3663-3p, miR-3908, miR- T bloqueia miR-4738-5p,
22219'55294 rs34721508 m’szens 180 TO'irad Benigno | 4703-5p, miR-4738-5p, mR-  miR-767-5p, miR-450a-5p e

4530, miR-767-5p, miR-3120-
3p e miR-6515-5p

miR-182-5p

Estao representados os SNPs associados (p<0,05),

sua posi¢do genédmica e seu efeito predito em elementos regulatérios do DNA. Os dados foram obtidos
utilizando os banco de dados HaploReg3 (WARD & KELLIS, 2012), RegulomeDB (BOYLE et al., 2012), SIFT (KUMAR et al., 2009), PolyPhen-2 (ADZHUBEI
et al., 2010) e microSNIPER (BARENBOIM et al. 2010).
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6 DISCUSSAO

Esse é o primeiro estudo que analisou sistematicamente a diversidade alélica do
gene KIR2DL1 em populagdes brasileiras. Além disso, devido a dificuldade na distingao
entre homozigose e hemizigose, € um dos unicos estudos a descrever frequéncias
alélicas de KIR2DL1, além da frequéncia de portadores. Até o0 momento do presente
trabalho, sé foram encontradas outras trés populagdes com essa informagao no banco
de dados Allelefrequencies.net (GONZALEZ-GALARZA et al., 2015), sendo essas
chineses da provincia Han (TAO et al., 2014), africanos de Gana (NORMAN et al., 2013)
e Japoneses (YAWATA et al.,, 2006). Adicionalmente foram descritas frequéncias
alélicas também em populagbes amerindias do Meéxico (Gutiérrez-Rodriguez et al.,
2006), embora este nao tenha resolu¢cado necessaria para distinguir os principais grupos
alélicos (KIR2DL1*002 e *006; e KIR2DL1*004 e *005).

Em todas as populagcbes estudadas nesse trabalho e em outras descritas no
banco de dados Allelefrequencies.net, o alelo KIR2DL1*003 &€ o mais frequente. A
frequéncia mais baixa ja descrita para esse alelo é na populagdo de eurodescentes de
Curitiba, descrita nesse trabalho, com frequéncia alélica de 0,44 e frequéncia de
portadores de 57,0%. Ainda nessa populagdo, foi observada uma frequéncia de
hemizigose de 18,0%, e a ocorréncia de duplicagdo do gene (3 copias) em 1 individuo
(2,0%). Em outra populagdo de Tailandeses descrita por Chaisri e colegas (2017), foi
analisada a variagdo no numero de copias do gene KIR2DL1 e foi observada a
ocorréncia de duplicagao (trés copias do gene) em 1,4% dos individuos, o que mostra
que essa variagao é observada em diferentes populagdes.

Os diferentes alelos encontrados nas populacbes desse estudo foram
comparados para avaliar suas relagdes evolutivas. A arvore gerada pelo método de
Neighbor-Joining (SAITOU & NEI, 1987), mostra a formagdo de dois clados principais,
com grande distancia evolutiva entre eles. Analisando os alelos mais frequentes, €&
possivel observar que os alelos KIR2DL1*001 e *002 se encontram mais proximos
filogeneticamente do alelo mais frequente KIR2DL1*003, indicando possivel origem
comum, e indicando origem paralela em relagédo ao alelo KIR2DL1*004, que se encontra
mais distante. E interessante observar que os alelos KIR2DL1*002 e *003 s&o os alelos
de maior expressdo, enquanto o alelo KIR2DL1*004 apresenta expressao mais baixa
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(comparagcdo entre os alelos *002 e *004 na FIGURA 14(B), p<0,0001; e alelos
*002/*003 e *004 na FIGURA 15(B), p=0,01).

Foi analisado o desequilibrio de ligagado entre os SNPs que definem os alelos de
KIR2DL1 nas diferentes populagdes estudadas. De forma geral, foi observado um
diferente padrao de desequilibrio de ligagdo nas populagdes. Em KRC, apesar de terem
sido descritos poucos alelos, foi encontrado baixo desequilibrio de ligagao,
provavelmente devido ao fato que os alelos encontrados (*002, *003 e *010) sé&o
filogeneticamente distantes. Nas populagbes CWB, OR e GKW, que s&o as populagdes
com maior numero de alelos, o padrdo do desequilibrio de ligagdo é similar. Foi
observado nessas populagdes associacdo entre o SNP do éxon 1 e as posicdes
rs3550991 e rs687000 (do éxon 4). Ainda, nessas populagdes pode se observar
associagao entre SNPs dos éxons 5 e 7, onde foram observados valores de D' maximos,
e valores de r? variaveis, sendo r? igual a 1 em GKW, indicando desequilibrio absoluto, e
de cerca de 0,6 tanto em CWB quanto OR. Este resultado mostra que apesar de esses
SNPs terem frequéncias similares dentro das populagbes, ndo sdo encontrados juntos
em todos os casos. Essa observacdao em CWB e OR pode ser consequéncia do fato de
ambas populagcbes serem urbanas e com maior diversidade do que populagdes
isoladas.. Ambos os éxons codificam regides que tém grande importancia na fungéo
efetora da proteina formada. O éxon 5 codifica o dominio D2 (porgao extracelular) e o
exon 7 codifica o dominio transmembrana. Esses dominios estdo intrinsecamente
relacionados, e, de forma geral, podem explicar o frequente padrdo de desequilibrio de
ligagdo encontrado.

Com base nessas diferengas, as frequéncias de portadores de alelos de KIR2DL1
foram comparadas nas sete populagdes estudadas. As anadlises de diferenciagao
populacional mostraram que a populagdo de eurodescendentes de Curitiba apresentou
frequéncias de KIR2DL1 significantemente diferentes das populagbes amerindias e
oriental, com valores de Fsr indicando alta diferenciacdo genética com relacdo aos
amerindios e média diferenciacdo genética com relagdo aos orientais. As frequéncias
alélicas da populagdo de eurodescendentes de Curitiba foram comparadas ainda com
outras trés populagdes descritas no banco de dados Allelefrequencies,net (GONZALEZ-
GALARZA et al., 2015), duas orientais e uma de africanos. Foi encontrada diferenciagao
genética significante em todas as comparagdes, com meédia diferenciacdo em relagao
aos africanos, e valores de alta diferenciagcdo em relagao as duas populagdes orientais.
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Além disso, com o objetivo de comparar a populagdo eurodescendente de
Curitiba com outras populagdes de ascendéncia europeia, comparamos as frequéncias
de portadores dos alelos de KIR2DL1 entre os eurodescendentes de Curitiba e outras
cinco populagdes com esta informagéo disponivel no Allelefrequencies.net, sendo duas
delas europeias. Observamos valores bastante significantes, com p<0,001, em
comparagao com os Irlandeses, asiaticos, amerindios e africanos. A comparagao com a
populagdo de eurodescendentes dos Estados Unidos, por sua vez, também foi
considerada significativamente diferente, mas com valor de p elevado, entre 0,01 e 0,05.
Ja o teste de Fst ndo revelou diferenga significativa entre as populagdes
eurodescendentes (p>0,05), com valores de Fst de baixa diferenciacdo genética.
Interessantemente, a comparacdo das frequéncias de portadores de KIR2DL1 entre
eurodescendentes de Curitiba e asiaticos da India e africanos de Gana gerou valores de
meédia diferenciacdo genética, e de alta diferenciagdo genética quando essa populagéo
foi comparada com amerindios Huichol do México. Essa diferenciacdo em comparacao a
outras populagbdes europeias poderia ser resultado de maior fluxo génico de outras
populagdes n&o europeias, como africanos, que migraram numerosamente ao Brasil
principalmente pelo trafico de escravos durante o periodo colonial, e populacdes
orientais, com a grande onda de migragao japonesa no século XX. O que indica que
apesar do forte histérico de migragdo de populagdes europeias para o Brasil, as
populagdes brasileiras apresentam diversas origens e sdo miscigenadas.

A comparacédo entre os orientais e amerindios englobados nesse estudo resultou
em valores néo significantes e Fst de baixa diferenciagdo genética. Com excecgéo as
populagbes de Guarani M'bya (GRC) e Kaingang de ivai (KIV), que apresentaram
valores de média diferenciagdo genética em relagdo a populagao oriental (OR). Além
disso, entre os amerindios, a frequéncia de portadores de alelos de KIR2DL1 na
populacdo de Guarani Nandeva (GND) também se mostrou diferente em comparagéo
com as populagdes Guarani M’bya (GRC) e Kaingang de ivai (KIV), sendo a comparagao
com esta ultima a unica entre amerindios que resultou em um valor significativo no teste
exato de diferenciacdo populacional (p<0,05). Apesar dessa diferenciagcdo, as duas
populagdes GRC e KIV ndo apresentaram frequéncias de KIR2DL1 significativamente
diferentes de KRC e GKW.

Apesar disto, o teste exato de diferenciagao populacional demostrou similaridade
nas frequéncias de KIR2DL1 entre os japoneses de Curitiba e amerindios. Esse
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resultado é esperado de acordo com a possivel origem dos Amerindios a partir de uma
populacdo ancestral proveniente da Asia. Ja foi descrito que uma elevada propor¢nao
dos alelos encontrados em populagcdes amerindias sdo compartilhados entre amerindios
e asiaticos (TSUNETO et al., 2003). O alelo menos comum KIR2DL1*009, porém, foi
observado em alta frequéncia somente na populacdo Guarani Nandeva. Este alelo foi
descrito por Hou et al. (2006) como pertencente a um individuo de etnia desconhecida,
mas provavelmente eurodescendente. O alelo ndo foi posteriormente encontrado em
outros estudos populacionais depositados no banco de dados Allelefrequencies.net.
TSUNETO e colegas (2003) estimaram, utilizando as frequéncias alélicas de genes HLA,
que a populagéo de Guarani Nandeva possui maior fluxo génico dentre as populagbes
amerindias analisadas naquele estudo. Isso poderia explicar por que a populacado de
Guarani Nandeva é a unica populagdo amerindia que apresenta o alelo, que contribui
para os resultados significantes no teste de diferenciagdo populacional com relagdo a
outros amerindios e japoneses e para o isolamento na analise de componente principal
(PCA). Isso também explicaria o maior numero de alelos encontrado nessa populagéo
em comparagao com outros Amerindios, inclusive a presenga do alelo KIR2DL1*001.
Esse ultimo alelo ndo foi encontrado em Japoneses, tendo sido apenas encontrado em
eurodescendentes de Curitiba e Guarani Nandeva, com alta frequéncia em ambas (F =
6,0%).

Essa ultima observagao € corroborada na analise de componente principal (PCA),
no qual é observado um padrdo de agrupamento entre as frequéncias de KIR2DL1 em
quatro populagdes de amerindios (GKW, GRC, KIV e KRC), do qual se distancia a
populacdo GND. Nesse agrupamento esta incluida ainda a populagdo de descendentes
de japoneses. De acordo com o esperado, nessa analise a populagdo de
eurodescendentes apresentou grande distanciamento das outras populagdes
analisadas. Como pode ser observado a populacdo de Guarani Nandeva ndo se
agrupou com nenhuma outra populagdo, nem mesmo com as demais Guarani, que
possuem origem comum, O que mais uma vez, aponta para fluxo génico com outras
populagdes nao amerindias. A analise do PCA gerou apenas dois componentes,
segundo os critérios de Kraiser, indicando que a maior parte da variagao € explicada por
poucos componentes (90,4%), o que é esperado para populagbes com baixa
variabilidade. E importante ressaltar que essas analises representam um retrato das
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diferencas nas frequéncias de portadores de cada alelo de KIR2DL1 nas populagcdes
estudadas, e ndo um estudo de relagdo genética entre essas populagdes.

Os testes de Fu e Li mostraram que as variantes de KIR2DL1 observadas nessas
populagdes estdo de acordo com o modelo de neutralidade seletiva. Ja os valores
negativos significantes observados no teste de Tajima nas populagdes GKW, KIV, KRC
e OR podem ser consequéncia de um efeito de seleg¢ao purificadora, que resulta em um
excesso de alelos com frequéncias baixas. Alternativamente, poderia ser resultado de
expansao populacional recente (TAJIMA, 1989). Essa ultima hipétese € corroborada com
os eventos demograficos observados em populagdes indigenas brasileiras apos a época
colonial, e ainda, poderia ser indicativo de efeito fundador no processo de migragao dos
descendentes de japoneses para o Brasil.

Os resultados do presente estudo ainda confirmaram estudos anteriores em que
alelos de KIR2DL1 apresentam niveis diferenciais de expressdo génica. O alelo
KIR2DL1*002 foi associado a maiores niveis de expressao, com o dobro dos niveis de
expressdo observados para os alelos menos expressos KIR2DL1*006 (p=0,001) e
KIR2DL 1*004 (p<0,0001).

Os dados de expressao foram analisados também de acordo com o numero de
copias do gene. A hipétese inicial era de individuos com duas copias do alelo poderiam
apresentar o dobro da expressao proteica em comparagado com aqueles com apenas
uma copia. No entanto, foi observado que individuos homozigotos KIR2DL1*002
apresentam um maior nivel de expressdo que os hemizigotos (p=0,03), mas essa
expressao é apenas 0,5 vez maior. Ainda, ndo houve diferenga dos niveis de expressao
entre individuos que apresentaram uma ou duas copias do alelo KIR2DL1*003. Isso
poderia ser devido a existéncia de um mecanismo de regulagéo diferencial entre esses
dois alelos, mas nossa abordagem n&o nos permite mais do que especular. Em
individuos homozigotos, encontramos que a expressao desses dois alelos é
significativamente diferente, sendo o alelo *002 cerca de 0,3 vezes mais expresso que o
alelo *003. Quando se juntam os grupos de *002 e *003 em um unico grupo, nao ha
diferenca significativa na expresséo de KIR2DL1 em individuos com uma ou duas copias
do gene.

Em hemizigotos, o alelo KIR2DL1*004 apresentou menor nivel de expressdo que
os demais. No entanto, o tamanho amostral reduzido ndo permite uma estratificacdo

muito grande da amostra.
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BARI e colegas (2009) demonstraram que a substituicdo de cisteina por arginina
na posicao 245 de KIR2DL1 marca niveis diferenciais de expressao, provavelmente por
afetar tanto eficiéncia da sinalizacdo quanto a estabilidade da expressao na membrana
em células estimuladas. A variante responsavel por essa variacdo ndo sinbnima
(rs34721508) foi também analisada no contexto desse trabalho. Nossos resultados
demonstram que esse SNP esta fortemente associado com menores niveis de
expressdo de KIR2DL1 nas células NK (p=0,0001), o que pode ser responsavel por
modular as respostas celulares de NK observadas por BARI et al. (2009) e corroboram o
trabalho anterior.

Além da associacdo com o SNP mencionado anteriormente, fizemos uma
varredura de outros SNPs genotipados nesse trabalho no contexto da expressdo de
KIR2DL1. Dos 37 SNPs analisados, 8 SNPs foram associados a expressao diferencial
de KIR2DL1 (p<0,001). N&o foram encontrados dados de desequilibrio de ligagdo dos
SNPs analisados com outros sitios que poderiam ter um efeito regulatorio sobre esse
gene. Para os SNPs encontrados, foram explorados possiveis efeitos regulatérios com
base em diferentes ferramentas de predicédo in silico (TABELA 15).

O SNP rs2304224, éxon 1, foi o unico em que o efeito da substituicdo de
aminoacidos foi predito como provavelmente prejudicial pela ferramenta PolyPhen-2,
apesar de apresentar baixa distancia fisico-quimica de acordo com a escala de
Grantham e tolerancia pela predi¢do de SIFT. Esse SNP também foi o unico analisado
em que somente o alelo principal possui sitios preditos de ligagdo de microRNAs, sendo
que o alelo alternativo causaria bloqueio de todos os sitios existentes.

E interessante observar também os efeitos preditos para o SNP rs111799279, no
éxon 5, que foi o unico a apresentar possiveis efeitos regulatérios de acordo com o
banco de dados RegulomeDB (BOYLE et al., 2012). Em células mononucleadas do
sangue periférico (PBMC) e em células NK primarias, este SNP esta associado a
modificagdes de histonas, com repressdo do PolyComb, uma familia proteica
responsavel pela remodelacdo da cromatina, que promove silenciamento epigenético.
Portanto, essa modificagdo poderia estar promovendo a transcrigdo da regido nesses
subtipos celulares. Além disso, o alelo alternativo desse SNP gera novos motivos de
ligacdo a diversos fatores de transcricdo, que regulam a transcrigdo génica.
Interessantemente, ambos os SNPs do éxon 1 e 5 (rs2304224 e rs111799279,
respectivamente) ndo sdo compartilhados entre os alelos KIR2DL1*002 e *003, que
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apresentaram indicios de regulagcdo diferencial nesse estudo. De maneira geral, as
informagdes encontradas para o loci de KIR2DL 1 ainda s&o limitadas.

Com base nos dados apresentados, foi analisado se havia alguma associagao
entre os niveis de expressdo de KIR2DL1 e o gendtipo do seu ligante HLA-C2. A
hipdtese inicial era que a presenga de alelos do grupo C2 influenciariam negativamente
a expressao e distribuicdo de KIR2DL1 nas células NK. Os resultados demonstraram
que o genodtipo de HLA-C esta associado tanto com a expressdao quanto com a
distribuicdo de KIR2DL1 nas células NK. Porém, somente a presencga do ligante C2 nao
se encontrou associada com os parametros testados, e sim a homozigose para alelos do
grupo C2. Encontramos que individuos homozigotos para os alelos C2 apresentaram
niveis significativamente menores de expressdo de KIR2DL1 (p=0,004), de cerca de
30%. Uma possivel interpretacdo, apesar de especulativa, seria que essa diminuicio
poderia equilibrar os efeitos inibidores gerados pela maior disponibilidade do ligante. Em
contrapartida, a homozigose para C2 foi associada com um maior numero de células NK
expressando KIR2DL1, o que pode ser um mecanismo para compensar a menor
expressao do ligante por célula. Os resultados geram evidéncia de que os ligantes HLA
tem um importante papel na regulacdo e educagédo das células NK e impactam nos
niveis de expresséo do receptor. Além disso, essa associagéo de ligantes HLA-C2 com
alelos de maior expressao de KIR2DL1 pode sugerir novos mecanismos de coevolugao
entre as familias génicas KIR e HLA.
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7 CONCLUSOES

* Foram encontrados onze alelos de KIR2DL1 nas populagdes estudadas, sendo o
alelo KIR2DL1*003 o mais frequente em todas elas.

* De forma geral, a variabilidade do gene KIR2DL1 na populacdo de
eurodescendentes de Curitiba foi diferente daquela observada em descendentes
de japoneses e amerindios.

* Entre as populagdes amerindias, a variabilidade de KIR2DL1 foi mais elevada na
populagéo de Guarani Nandeva.

* Diferentes alelos do gene KIR2DL 1 apresentam diferentes niveis de express&o na
superficie das células NK, sendo que o alelo *002 apresenta niveis cerca de duas
vezes maiores que *004 e *006.

* Apresentar duas copias do gene ndo representa o dobro de expressdo do
receptor na superficie celular, apesar de termos encontrado diferenga significante
para o alelo *002. O fato de que o alelo *003 ndo muda seu nivel de expressao
em hemizigotos e homozigotos, diferentemente de *002, sugere um possivel
mecanismo diferencial de regulagéo entre esses alelos.

* A homozigose para o grupo HLA-C2, e ndo somente a presenga do alo6tipo C2,
esta associada com menores niveis de expressao de KIR2DL1 e maior
porcentagem de células que expressam KIR2DL1, uma possivel consequéncia de
regulagdo compartilhada e/ou coevolugao dessas duas familias génicas.
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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 POPULAGOES E EM
DOENCAS. Por favor, leia com atencdo as informagdes abaixo antes de dar ou nao seu
consentimento para participar deste estudo. Se houver qualquer divida 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 variagdes normais de genes (formas alternativas de
genes, denominadas alelos) e suas frequéncias, em populagdes humanas. Por exemplo, para
grupos sanguineos, ha 3 variagbes (alelos) principais: A, B e O. As combinagdes dessas
resultam no grupo sanguineo do individuo (combinagées 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
populacbes. 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
variagoes do gene ABO sdo bem conhecidas, a diversidade populacional da maioria dos outros
genes ainda é desconhecida. Nesse trabalho de pesquisa analisaremos varios outros genes, em
grupos da populagéo brasileira. O resultado sera util para conhecer as origens e as relagbes
histéricas das populagdes atuais e para compreender as causas da variabilidade humana
normal. Por comparagcdo das frequéncias em pessoas saudaveis e pessoas que sofrem da
doenca pénfigo, sera possivel identificar quais variagdes 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 execucado do estudo sdo raros e transitérios. A coleta da amostra de
sangue podera causar desconforto e, raramente, sangramento, hematoma, infec¢gao ou desmaio.
Embora n&o 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.

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

PARTICIPAGCAO VOLUNTARIA
A sua participacdo neste estudo é 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.
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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
apreciacdo 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 bioldgico
sera armazenado por 05 anos, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Maria Luiza Petzl Erler,
sendo que, se necessario, serdo solicitados mais 05 anos para o Comité de Etica. Contudo, a
qualquer momento vocé podera solicitar que seu material biolégico n&o seja mais utilizado,
sem que isso acarrete qualquer prejuizo ou constrangimento a vocé. Entretanto, o material
biolégico podera ser descartado devido a inadequacéo por critérios de qualidade, seguindo
normas definidas na legislagao 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.

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

( )Né&o quero ser informada(o) sobre o0s resultados.

( )Quero ser informada(o) sobre os resultados.
Estaremos a disposi¢cao para informar e explicar sobre todos os resultados obtidos com sua
amostra biolégica 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 os riscos e beneficios. Eu entendi
que sou livre para interromper minha participagao a qualquer momento sem justificar minha
decisdo e sem que esta decisdo afete meu tratamento. Declaro também n&o possuir nenhum
grau de dependéncia profissional ou educacional com os pesquisadores envolvidos nesse
projeto (ou seja, os pesquisadores desse projeto ndo podem me prejudicar de modo algum no
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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 ndao o uso de
meu material, através de um TCLE especifico.

, de de
local data
Assinatura do Voluntario Assinatura do Pesquisador
Nome do Voluntario Nome do Pesquisador
RG RG

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 Resolugao CNS 466/12 e suas complementares.

Endereco: Bloco Central, Térreo, Hall da Dire¢do, HC-UFPR, Curitiba, PR.

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



