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RESUMO 
As células assassinas naturais (ou NK, do inglês natural killer) são 

importantes efetores da imunidade inata e adaptativa, atuando no combate a 
células infectadas e células tumorais. Os genes KIR (killer-cell immunoglobulin-
like receptors) codificam um grupo de receptores que modulam as respostas 
dessas células através do reconhecimento de antígenos leucocitários humanos 
(HLA, do inglês, human leukocyte antigens). Combinações de variantes KIR-HLA 
já foram associadas com diversas doenças, incluindo vários tipos de câncer, 
doenças autoimunes e infecciosas. No entanto, devido à complexidade estrutural 
da família de genes KIR, poucos estudos atingiram um nível de profundidade de 
análise que permitiu explorar a variação alélica e de número de cópias desses 
genes em larga escala. Com o objetivo de preencher essa lacuna, nosso primeiro 
objetivo foi descrever a variação de KIR em alta resolução em uma grande 
amostra populacional, aplicando sequenciamento de nova geração em 2130 
Euro-descendentes dos Estados Unidos. A determinação precisa do número de 
cópias de KIR nos permitiu identificar um conjunto de haplótipos KIR incomuns, 
responsáveis por 5,2% da variação estrutural total. Observamos que KIR2DL4 
foi o gene moldura que mais variou em número de cópias (6,5% de todos os 
indivíduos). Além disso, identificamos 250 alelos com resolução de 5 dígitos, dos 
quais 90 têm frequências ≥1%. Encontramos padrões de sequência que eram 
consistentes com a presença de novos alelos em 398 (18,7%) indivíduos e 
contextualizamos vários polimorfismos de nucleotídeo únicos (SNP) órfãos 
dentro do complexo. Também identificamos uma nova variante de KIR2DL1 
(Pro151Arg), a qual demonstramos por dinâmica molecular que esta substituição 
possivelmente afeta a interação com HLA-C. No contexto de KIR e doenças, nós 
escolhemos o câncer de mama como foco do nosso estuado devido à falta de 
estudos que analisam KIR e HLA de classe I e classe II nessa doença. O câncer 
de mama (BC) é a neoplasia mais comum entre as mulheres, com tumores que 
variam em agressividade, tipo histológico, subtipo molecular e desenvolvimento 
de metástases entre outros. Neste trabalho, analisamos o DNA de 550 mulheres 
com câncer de mama esporádico e 747 controles. Nós identificamos que a 
presença de três cópias de KIR2DL5 estava associada à proteção (OR = 0,21, 
pcorr = 0,027), enquanto a presença de três cópias de KIR3DL1S1 foi associada 
ao risco aumentado para BC (OR = 2,44, pcorr = 0,009). Também identificamos 
que o par KIR2DL3*001+HLA-C1 estava significativamente reduzido em 
pacientes com o subtipo HER2+ não luminal (ER e PR negativo) em comparação 
com todos os outros subtipos (OR = 0,23, pcorr = 0,016), além de uma forte 
associação de KIR2DS1*002+HLA-C2 em pacientes com tumores triplo 
negativos em comparação com todos os outros subtipos (OR = 3,34, pcorr < 1,4 
x10-4). Por fim, observamos um forte efeito protetor do par KIR2DL1*001+HLA-
C2, significativamente aumentado em pacientes com BC de grau I em 
comparação com os graus mais agressivos II+III (OR = 0,25, pcorr = 0,038). Nós 
também exploramos a diversidade de HLA classe I e classe II em BC e seus 
subtipos. HLA-C*12:03 estava significativamente mais frequente em pacientes 
com câncer de mama triplo negativo (OR = 2.7, p = 0.0025, pcorr = 0.033), bem 
como variações em amino ácidos nas posições 11 e 12 de HLA-B. HLA-
DPB1*17:01 foi associado à proteção ao desenvolvimento de metástases em 
linfonodos (OR = 0.21, p = 0.0019, pcorr = 0.037). E por fim, a presença do amino 
ácido arginina na posição 151 de HLA-A estava associada ao desenvolvimento 
de câncer de mama grau 3 (OR = 3.36, p = 0.0016, pcorr = 0.016). Já os amino 



 
 

 

ácidos lisina e ácido aspártico nas posições 9 e 11 de HLA-DRB1 estavam 
associadas à proteção contra o câncer de mama de grau 3 (OR = 0.13, p = 
0.0033, pcorr = 0.033). Nenhum estudo anterior explorou a variação estrutural e 
de sequência de KIR em nenhuma população ou doença com a profundidade 
que apresentamos neste trabalho. Demonstramos que a junção do 
sequenciamento de alto rendimento com ferramentas computacionais de última 
geração permite a exploração de todos os aspectos da variação de KIR, incluindo 
a determinação da diversidade de haplótipos em nível populacional, melhorando 
a compreensão dessa complexa família gênica e fornecendo uma referência 
importante para estudos futuros. 

 
Palavras-chave: KIR; HLA; Câncer de mama esporádico; Estudo de associação; Estudo 
populacional. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

ABSTRACT 
 
Natural killer cells (or NK) are important effectors of innate and adaptive 
immunity, acting in the fight against infected and tumor cells. The KIR genes 
(killer-cell immunoglobulin-like receptors) encode a group of receptors that 
modulate the responses of these cells through the recognition of human 
leukocyte antigens (HLA). Combinations of KIR-HLA variants have been 
associated with several diseases, including many types of cancer, autoimmune 
and infectious diseases. However, due to the structural complexity of the KIR 
gene family, few studies have reached a level of analysis depth that allowed 
exploring the allelic and copy number variation of these genes on a large scale. 
In order to fill this gap, our first objective was to describe the KIR variation in high 
resolution in a large population sample, applying next-generation sequencing in 
2130 Euro-descendants from the United States. Precise determination of the KIR 
copy number allowed us to identify a set of unusual KIR haplotypes, responsible 
for 5.2% of the total structural variation. We observed that KIR2DL4 was the 
framework gene that most varied in number of copies (6.5% of all individuals). In 
addition, we identified 250 alleles with 5-digit resolution, of which 90 have 
frequencies ≥1%. We also found sequence patterns that were consistent with the 
presence of new alleles in 398 (18.7%) individuals and contextualized several 
orphan single nucleotide polymorphisms (SNP) within the complex. We also 
identified a new variant of KIR2DL1 (Pro151Arg), which we demonstrated by 
molecular dynamics that this substitution possibly affects the interaction with 
HLA-C. In the context of KIR and disease, we chose breast cancer as the focus 
of our study due to the lack of studies that analyze KIR and HLA class I and class 
II in this disease. Breast cancer (BC) is the most common malignancy among 
women, with tumors that vary in aggressiveness, histological type, molecular 
subtype, and development of metastases, among others. In this work, we 
analyzed the DNA of 550 women with sporadic breast cancer and 747 controls. 
We found that the presence of three copies of KIR2DL5 was associated with 
protection (OR = 0.21, pcorr = 0.027), while the presence of three copies of 
KIR3DL1S1 was associated with increased risk for BC (OR = 2.44, pcorr = 0.009). 
We also identified that the KIR2DL3*001+HLA-C1 pair was significantly reduced 
in patients with the non-luminal HER2+ subtype (ER and PR negative) compared 
to all other subtypes (OR = 0.23, pcorr = 0.016), in addition to a strong association 
of KIR2DS1*002+HLA-C2 in patients with triple negative tumors compared to all 
other subtypes (OR = 3.34, pcorr < 1.4 x10-4). Finally, we observed a strong 
protective effect of the KIR2DL1*001+HLA-C2 pair, significantly increased in 
patients with grade I BC compared to the more aggressive grades II+III (OR = 
0.25, pcorr = 0.038). We also explored the diversity of HLA class I and class II in 
BC and their subtypes. HLA-C*12:03 was observed significantly more frequent in 
patients with triple negative breast cancer (OR = 2.7, p = 0.0025, pcorr = 0.033), 
as well as variations in amino acids at positions 11 and 12 of HLA-B. HLA-
DPB1*17:01 was associated with protection against the development of lymph 
node metastases (OR = 0.21, p = 0.0019, pcorr = 0.037). Finally, the presence of 
the amino acid arginine at position 151 of HLA-A was associated with the 
development of grade III breast cancer (OR = 3.36, p = 0.0016, pcorr = 0.016). 
The amino acids lysine and aspartic acid at positions 9 and 11 of HLA-DRB1 
were associated with protection against grade III breast cancer (OR = 0.13, p = 
0.0033, pcorr = 0.033). No previous study has explored the structural and 



 
 

 

sequence variation of KIR in any population or disease to the depth that we have 
presented in this work. We demonstrate that the combination of high-throughput 
sequencing with state-of-the-art computational tools allows for the exploration of 
all aspects of KIR variation, including the determination of haplotype diversity at 
the population level, improving the understanding of this complex gene family, 
and providing an important reference for future studies. 
 
Keywords: KIR; HLA; Sporadic breast cancer; Association study; Population study. 
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1.INTRODUÇÃO 
 

O tumor de mama é o tipo mais comum de neoplasia entre as mulheres. 

Seu desenvolvimento está associado a diversos fatores, como estilo de vida, 

exposição à radiação e predisposição genética. A classificação dos tumores 

mamários é importante para o prognóstico e direcionamento do tratamento, 

sendo eles classificados em relação ao grau de agressividade, tipo histológico, 

subtipo imuno-histoquimico, presença de metástase em linfonodos, entre outros 

(1).   

No contexto imunológico, as células natural killer (NK) são linfócitos que 

atuam tanto na resposta imune inata quanto adaptativa e são importantes no 

reconhecimento e no combate a tumores e células neoplásicas. Elas são 

também responsáveis por combater infecções e têm importante papel na 

reprodução. A capacidade dessas células de reconhecer as células alvo, 

possivelmente cancerosa ou infectada, se dá através de diversos receptores de 

superfície celular. Os receptores semelhantes a imunoglobulinas (ou KIR, do 

inglês, killer cell immunologlobulin-like receptor) reconhecem moléculas HLA (do 

inglês, human leukocyte antigen) de classe I. Essas moléculas HLA, por sua vez, 

são expressas na superfície de todas as células nucleadas saudáveis. Em 

situações de anormalidade, como infecção ou neoplasia, há uma expressão 

anormal de moléculas HLA de classe I na superfície celular, o que serve de sinal 

para o reconhecimento e extermínio pelas células NK (2).  

Os genes KIR apresentam um polimorfismo incomum de presença ou 

ausência de genes, possibilitando a existência de diferentes haplótipos de 

conteúdo gênico. Cada haplótipo, portanto, apresenta uma composição diferente 

de genes (3). Além da variação de  presença ou ausência, os genes KIR também 

apresentam grande variabilidade alélica em cada gene (4). Essa complexa e 

extensa variação torna praticamente impossível dois indivíduos não aparentados 

apresentarem as mesmas variantes KIR.  

Diversas doenças já foram associadas com a variação de genes KIR e 

HLA, incluindo doenças autoimunes, infecciosas e câncer (5,6). Apesar da 

importância das células NK e dos receptores KIR no combate a tumores, os 

estudos que avaliam o polimorfismo de KIR na suscetibilidade ao câncer de 

mama são escassos e conflitantes, sendo todos compostos por análise em baixa 
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resolução e a maioria limitada por um pequeno tamanho amostral. (7–11). Já no 

aspecto da diversidade normal, poucos trabalhos exploraram a diversidade 

alélica de KIR em alta resolução, devido à dificuldade técnica imposta por essa 

complexa família de genes. Portanto o objetivo deste trabalho foi preencher 

essas lacunas, analisando o polimorfismo de KIR tanto em uma população euro-

descendente dos Estados Unidos quanto em pacientes com carcinoma mamário 

esporádico. 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 CÂNCER DE MAMA 
 

O câncer de mama é uma doença heterogênea em diferentes aspectos 

biológicos, incluindo diferentes prognósticos e respostas a tratamento (12). O 

tumor mamário é o tipo mais comum de malignidade (13–16) e, entre as 

mulheres, é a principal causa de morte por câncer no mundo (15–18). Genes 

como o BRCA1, BRCA2, CHEK2,  PTEN e TP53, entre outros, foram 

identificados como causadores de câncer mamário hereditário em famílias nas 

quais o câncer de mama apresentava alta frequência (1,19,20).  

Diferentemente do câncer de mama hereditário, em que normalmente 

uma variante genética tem papel determinante para causar a doença, o câncer 

de mama esporádico não apresenta um padrão de herança clássico, tratando-

se de uma doença complexa em que múltiplos fatores genéticos e ambientais 

contribuem para a sua etiologia (19). Os fatores de risco para o desenvolvimento 

dessa doença incluem o sexo (mulheres tem maior probabilidade de desenvolver 

um tumor mamário do que homens), obesidade pós menopausa, tratamento 

hormonal durante a menopausa, radiação ionizante, idade, histórico familiar, 

entre outros fatores (21–27). 

O desenvolvimento do câncer de mama está relacionado a uma 

variedade de alterações genéticas, que irão fazer com que células normais 

adquiram um conjunto de capacidades funcionais que as levam para estados de 

crescimento neoplásicos. Dentre essas alterações estão as alterações de ganho 

de função em proto-oncogenes e de perda de função em genes supressores de 

tumor (28). O ganho de função de proto-oncogenes resulta na ativação de 
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oncogenes. Essa ativação dos oncogenes pode se dar através de expressão 

aumentada do gene devido a amplificações gênicas, translocações 

cromossômicas ou mutações de ponto. Por exemplo, em alguns tipos de câncer 

de mama ocorre o aumento de cópias nas células tumorais do gene human 

epidermal growth factor receptor-type 2 (ERBB2 ou HER2), o que vem a causar 

um aumento da expressão desse receptor nas células tumorais (29–33). Outros 

oncogenes que aparecem desregulados no câncer de mama são PI3KCA (34), 

MYC (35,36) e CCND1 (37). 

Genes supressores de tumor atuam como reguladores negativos do 

crescimento celular, o que inibe a progressão do ciclo celular ou ativa o sistema 

de reparo quando há danos no DNA. Defeitos nesses genes podem desencadear 

um potencial efeito invasivo ou metastático na célula (38). Vários genes 

supressores de tumor já foram relacionados ao câncer de mama, como por 

exemplo BRCA1 (39–41), BRCA2 (41,42), PTEN (43) e o TP53 (44) .  

 

2.2 CLASSIFICAÇÕES DOS TUMORES MAMÁRIOS 
 

Devido ao fato do câncer de mama ser uma doença complexa e 

heterogênea, a estratificação dos tumores é essencial para o prognóstico da 

doença e definição do melhor tipo de tratamento (45,46). Aqui, abordaremos 

apenas dois tipos de classificação, que serão elucidados ao longo deste trabalho. 

A primeira, leva em consideração o potencial de agressividade do tumor. Um dos 

sistemas de classificação por potencial de agressividade, conhecido como 

Nottingham Histologic Score System (modificação do método Scarff-Bloom-

Richardson grading system, por Elston e Elvis em 1991) (47,48), divide os 

tumores em graus, I, II e III, sendo o grau I o de menor agressividade e o grau III 

o de pior prognóstico (48–50). Para essa classificação, é levada em 

consideração a similaridade microscópica das células tumorais em relação às 

células normais do tecido mamário. Os parâmetros para classificação são: a 

quantidade de formação de estruturas tubulares (proporção de células tumorais 

que apresentam estruturas tubulares), as características dos núcleos (se eles 

são uniformes como em células epiteliais normais, ou tem formato irregular) e 

por último sua atividade mitótica (identificação de figuras mitóticas) (48). Cada 

um desses fatores recebe um valor de 1-3, e ao final da classificação os valores 
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são somados e usados para determinar o grau do tumor. O grau I tem uma  

contagem de 3-5 pontos, enquanto grau II são de 6-7 pontos, e grau III apresenta 

de 8-9 pontos (Quadro 1) (48,49). Tumores de grau I se multiplicam com menor 

velocidade e tem um prognóstico melhor do que tumores de graus maiores (50). 

Quanto maior o grau de agressividade, maior sua taxa de multiplicação e, 

consequentemente, pior o seu prognóstico (12). 
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QUADRO 1. PARÂMETROS PARA CLASSIFICAÇÃO DO GRAU HISTOLÓGICO DO CÂNCER. 

 

Pontuação Estruturas tubulares Características do 
núcleo 

Contagem mitótica 

1 >75% da área do 
tumor formando 

estruturas tubulares 

Pequena variação de 
tamanho 

Menor ou igual a 7 
por 10 campos de 

visão 
2 10% a 75% da área 

do tumor formando 
estruturas tubulares 

Variação de tamanho 
moderada 

8-14 mitoses por 10 
campos de visão 

3 <10% da área do 
tumor formando 

estruturas tubulares 

Grande variação de 
forma e tamanho 

15 ou mais mitoses 
por 10 campos de 

visão 
 

A soma das pontuações determina o grau histológico do câncer: grau I em tumores com 

contagem de 3-5 pontos; grau II com contagem de 6-7 pontos; e grau III com contagem de 8-9 

pontos. Fonte: (ARGANI;CIMINO-MATHEWS, 2015) (49). 
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No passado, a escolha do tratamento para o tumor era essencialmente 

baseada no grau do câncer e em seu estágio. Porém, nas últimas décadas muito 

se tem estudado para melhorar a classificação do câncer de mama, utilizando uma 

classificação molecular para tentar levar em consideração outros aspectos da 

complexidade e heterogeneidade da doença. Perou e colaboradores (2000) 

classificaram os tumores em quatro subgrupos baseados na expressão de mais de 

8000 genes (51). Os subgrupos são: luminal, “normal like”, basal e HER2 

enriquecido. Posteriormente, o subgrupo Luminal foi subdividido em A e B (52).  

Devido às dificuldades metodológicas e o alto custo, para que esta 

classificação se tornasse útil na prática clínica, criou-se uma classificação imuno-

histoquímica. Essa classificação reflete de maneira aproximada, e com o uso de 

menos marcadores, os subgrupos mencionados anteriormente, com a inclusão do 

subgrupo triplo negativo (TNBC) (29,53,54). Nesta classificação é analisada a 

presença ou ausência dos receptores de estrogênio e progesterona na célula 

tumoral, assim como a amplificação do gene HER2 e o índice de marcação Ki-67, 

um marcador de proliferação celular (29,31,55). A amplificação de HER2, que é um 

proto-oncogene responsável pelo crescimento da célula, acontece quando há um 

funcionamento anormal, onde há um excesso de cópias do próprio gene (processo 

conhecido como amplificação gênica), o que causa uma expressão muito 

aumentada de receptores HER2 na célula (nesse caso, diz-se que o tumor é 

enriquecido para HER2) (30).  Uma explicação mais detalhada de cada subtipo será 

apresentada a seguir, e está sumarizada no quadro 2. 

De acordo com o encontro de St. Gallen, decidiu-se por adotar cinco 

subtipos distintos para classificação imuno-histoquímica (31). O subtipo Luminal 

A representa 50% dos tumores, sendo assim o subtipo imunoistoquímico mais 

comum, e é caracterizado por ser positivo para os receptores de estrogênio (ER) 

e progesterona (PR), HER2 negativo, e ter uma expressão de KI67 abaixo de 

14% (31,32). O ponto de corte entre os valores 'alto' e 'baixo' para Ki-67 varia 

entre laboratórios. Um nível menor que 14% é melhor correlacionado com a 

definição de expressão gênica de Luminal A, com base nos resultados de um 

único laboratório de referência (29). Os pacientes do subtipo luminal A tem um 

melhor prognóstico e são tipicamente de grau I (56). Normalmente utiliza-se a 

terapia hormonal como tratamento, sendo a quimioterapia restrita a poucos 

casos (32,57). 
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QUADRO 2. SUBTIPOS IMUNO-HISTOQUÍMICOS DO CÂNCER DE MAMA. 

 

SUBTIPO ER PR HER2 KI67 
Luminal A + + - <14% 

Luminal B/ HER2 
negativo 

+ +/- - >14% 

Luminal B/ HER2 
positivo 

+ +/- + >14% 

HER2 positivo não 
luminal 

- - + >14% 

Triplo negativo - - - >14% 

 

Legenda: ER = Presença de receptores de estrogênio; PR = Presença de receptores de 

progesterona. Fonte: o autor, 2022. 
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O subtipo Luminal B representa 20% dos tumores. Ele pode ser do tipo 

Luminal B HER2 negativo, que é positivo para ER e pode ser positivo também 

para PR, negativo para amplificação de HER2, apresentando uma expressão 

alta de KI67 (14% ou mais) (31,32). Ele também pode ser do tipo Luminal B 

HER2 positivo, sendo ER positivo e tendo a amplificação de HER2. Geralmente 

possui um grau de agressividade maior que Luminal A, e um prognóstico piorado 

em relação ao anterior. Como tratamento utiliza-se a terapia hormonal e a 

quimioterapia (29,31,32,57,58). No caso de existir a amplificação de HER2, 

ainda pode ser usado como tratamento a terapia de anticorpos monoclonais 

(31,32).  

O próximo subtipo é o HER2 enriquecido não luminal, que representa de 

15 a 20% dos tumores mamários, e em qual tanto ER quanto PR são negativos 

e HER2 é positivo (31,32). A expressão de Ki67 também é alta, sendo esses 

tumores geralmente de grau III e apresentando um prognóstico desfavorável. 

Esse subtipo está associado com uma doença mais agressiva, alta taxa de 

recorrência e uma menor taxa de sobrevivência (33). O tratamento é feito 

utilizando anticorpos monoclonais direcionados ao receptor HER2, além da 

quimioterapia (59–63). 

 O subtipo triplo negativo, apresenta ER, PR e HER2 negativos (64), com 

um nível de expressão de Ki67 elevado (31,32). Esse subtipo é o mais agressivo 

de todos e apresenta o pior prognóstico. Por não apresentar nenhum receptor 

ER ou PR, o tratamento por hormônios não é efetivo, e a ausência de super 

expressão de HER2 contraindica o uso de anticorpo monoclonal específico (65). 

Esse subtipo costuma ser um carcinoma ductal invasivo com alto índice mitótico. 

O tratamento indicado é a quimioterapia, porém a reincidência desse subtipo 

costuma ser agressiva, com metástases atingindo diferentes órgãos (32).  

O câncer pode ainda invadir outros tecidos do corpo, o que caracteriza 

a metástase. O tumor pode se propagar através do próprio tecido para células 

próximas, ou pode se espalhar através dos sistemas linfático, através dos vasos 

linfáticos ou sanguíneos (66). É importante ressaltar que o tumor metastático é 

do mesmo tipo que o tumor original. Por exemplo, se o tumor mamário se 

espalhar para o ovário, este tumor ainda será composto por células mamárias e 

não células do órgão onde este se inseriu.  
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2.3 CÉLULAS ASSASSINAS NATURAIS (NATURAL KILLER)  
 

As células natural killer (NK) são linfócitos citotóxicos que estão 

espalhadas por tecidos linfoides e não linfoides, e representam de 2% a 18% dos 

linfócitos presentes no sangue periférico humano (67). Elas têm papel crítico em 

respostas imunológicas, especialmente contra vírus e bactérias intracelulares 

(68). As células NK são tradicionalmente consideradas partes da imunidade 

inata, mas também apresentam funções na imunidade adaptativa (69–71). Elas 

são efetoras da resposta inicial contra infecções e do controle antitumoral. Ainda, 

as células NK apresentam função relevante na reprodução, estando envolvidas 

no processo de implantação do embrião e estabelecimento da placenta durante 

a fase formativa da reprodução (72,73).  

 As células NK foram descobertas na década de 70, em um estudo no 

qual mediu-se a atividade citotóxica específica de linfócitos de camundongos 

contra tumores (74). Naquele estudo, foi demonstrada uma resposta não 

especifica para matar células tumorais desempenhada por linfócitos grandes e 

granulares, que mais tarde foram chamados de células natural killer. Na mesma 

década, linfócitos humanos com capacidade semelhante de lisar células 

tumorais espontaneamente in vitro foram identificados (75,76). Atualmente, 

sabe-se que as células NK atuam na vigilância imunológica não apenas por meio 

de funções citotóxicas efetoras, mas também como linfócitos reguladores 

capazes de secretar citocinas e interagir com células imunes inatas e 

adaptativas, como monócitos/macrófagos, células dendríticas e linfócitos T (77–

80).   

As células NK têm a capacidade de reconhecer células infectadas sem a 

necessidade de anticorpos e apresentação antigênica pelo complexo principal 

de histocompatibilidade (MHC), garantindo  respostas mais rápidas (81). As NK 

sanguíneas se diferem dos linfócitos T citotóxicos (CTLs) por expressarem a 

glicoproteína CD56, e ter a ausência do complexo proteico CD3. A molécula 

CD56 é uma molécula glicoproteica heterodimérica da superfície celular que é 

uma isoforma da molécula de adesão das células neurais (NCAM) (82), enquanto 

CD3 é um complexo proteico e correceptor de células T que está envolvido na 

ativação de células T citotóxicas (células T virgens CD8+) e células T auxiliares 
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(células T virgens CD4+) (83). Por outro lado, ambos CD56 e CD3 estão 

presentes na membrana celular de CTLs (68).  

As células NK podem ser divididas em dois tipos: CD56dim (baixa 

expressão de CD56 na superfície) e CD56bright (alta expressão de CD56 na 

superfície) (81). Células CD56dim são CD16+, expressam perforina e produzem 

intérferon gama (IFN-γ). CD16 é um receptor expresso em células NK que facilita 

a citotoxicidade celular dependente de anticorpos (do inglês antibody-dependent 

cellular cytotoxicity ou ADCC) pela ligação à porção Fc de vários anticorpos (84). 

A perforina liberada será responsável pela criação de poros na membrana da 

célula alvo, levando essa célula à apoptose (85). Já células CD56bright são CD16- 

e não possuem perforina, produzindo IFN-γ a partir do contato com interleucinas 

(81). Naturalmente, células CD56dim são mais citotóxicas que células CD56bright 

(81). A atividade citotóxica das NK depende do ambiente de citocinas presente, 

assim como a interação com outras células do sistema imune (67). Interferons 

do tipo I, e as interleucinas 12, 15 e 18 são ativadores das células NK (85). 

 

2.4 RECEPTORES DE CÉLULAS NK 
 

As células NK apresentam uma grande variedade de receptores em sua 

superfície, que podem aumentar ou diminuir sua resposta à célula alvo (86).   

Através dos sinais gerados por receptores inibidores e ativadores, essas células 

são capazes de diferenciar células infectadas de células saudáveis (87). 

 Os genes que codificam esses receptores estão localizados 

principalmente em duas regiões genômicas. No cromossomo 12 está localizado 

o natural killer complex (NKC), que contém, dentre outros,  os genes NKG2 e 

CD94 da família de receptores de lectina do tipo C (88). Por outro lado, no 

cromossomo 19 está localizado o leukocyte receptor complex (LRC), onde estão 

a família de receptores semelhantes a imunoglobulina (Figura 1). Juntos, esses 

dois complexos contêm cerca de 90 genes, dentre os quais muitos tem variação 

estrutural de presença e ausência e homologia entre si. O que determina a 

atividade da NK é o balanço entre os sinais gerados pelos receptores inibidores 

e ativadores dessas duas superfamílias (67,89,90). 

A maioria dos receptores ativadores reconhecem ligantes solúveis, como 

citocinas, ou interagem com moléculas de superfície celular, como no caso do 
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receptor NKG2D, que reconhece moléculas MHC (do inglês Major 

Histocompatibility Complex) de classe I como MICA e MICB (81). Os receptores 

inibidores (e alguns receptores ativadores) reconhecem moléculas de classe I, 

que estão sendo expressas na superfície celular de quase todas as células do 

organismo (91).  

Todas as células nucleadas expressam moléculas HLA de classe I 

naturalmente em sua superfície celular. Algumas infecções virais, porém, 

reduzem a expressão de HLA de classe I, como uma adaptação para escapar 

das respostas imunes via apresentação de antígeno. Portanto, células infectadas 

e células neoplásicas podem apresentar uma expressão anormal dessas 

moléculas, o que é reconhecido pelas NK como um sinal para o ataque. Assim 

quando a expressão de HLA de classe I está diminuída devido a uma infecção 

ou neoplasia, os receptores inibidores deixam de gerar sinais inibidores que 

impediriam o ataque das células NK e, portanto, as células NK são ativadas, 

liberando citocinas e lisando a célula sob estresse (67). Esse fenômeno também 

é conhecido com ausência de reconhecimento do próprio, do inglês missing-self 

(Figura 2) (91).  

Além da ausência de moléculas HLA de classe I e, por conseguinte a 

ausência de sinais inibidores, para que haja a atividade da NK, ainda se faz 

necessária a atuação dos receptores ativadores, gerando o balanço entre sinais 

inibidores/ativadores comentado anteriormente. Caso a presença de sinais 

ativadores seja mais forte que a de sinais inibidores, haverá o ataque pela célula 

NK (fenômeno conhecido como induced-self recognition) (Figura 2) (87). 
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FIGURA 1. Organização dos genes localizados no complexo NKC (Natural Killer Complex), no 

cromossomo 12, e do complexo LRC (Leukocyte Receptor Complex), no cromossomo 19. 

 
Os complexos NKC e LRC possuem os genes que codificam os receptores das células NK. A 

região do LRC possui um tamanho de aproximadamente1MB, e contém os genes da família KIR 

(do inglês, Killer Cell Immunoglobulin-like Receptors) que serão abordados mais a fundo neste 

trabalho. Fonte: (Adptado de Kelley et al, 2005) (92). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



28 
 

 

FIGURA 2. Fenômeno de ausência do próprio (“Missing-self”) e fenômeno de reconhecimento 
induzido (“Induced-self”). 
 

 

A imagem central mostra uma célula saudável, que expressa MHC de classe I, que é reconhecido 

pelo receptor inibidor, e impede o ataque da célula NK. A imagem à esquerda mostra uma célula 

que não expressa MHC de classe I, o que faz com que os receptores inibidores de NK não 

tenham um ligante, e, portanto, parem de inibir a ação da NK, o que ativa o seu ataque (fenômeno 

do missing-self). Por fim a imagem da direita mostra uma célula que expressa MHC de classe I, 

porém apresenta um conjunto de sinais ativadores mais fortes que o sinal inibitório, ativando o 

ataque da NK (fenômeno do induced-self). Fonte: (Raulet et al, 2006 (93). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



29 
 

 

2.5 RECEPTORES DE CELULAS NK SEMELHANTES À IMUNOGLOBULINA 
 

Dentre as famílias de receptores ativadores e inibidores das células NK, 

estão os receptores semelhantes a imunoglobulinas (KIR). Os receptores KIR 

exibem dois ou três domínios extracelulares, além de uma cauda citoplasmática, 

responsável por transduzir sinais ativadores ou inibidores (94).  Existem 13 

genes KIR conhecidos (KIR3DL3, KIR2DS2, KIR2DS5, KIR2DL23, KIR2DL5A, 

KIR2DL5B, KIR2DS3, KIR2DL1, KIR2DL4, KIR3DL1S1, KIR2DS1, KIR2DS4 e 

KIR3DL2), além de dois pseudogenes (KIR2DP1 e KIR3DP1), codificados dentro 

de uma região de 100-200 Kb do complexo receptor leucocitário (LRC) localizado 

no cromossomo 19 (19q13.4) (86) (Figura 3).  

Os genes KIR variam em comprimento de 4 a 16 Kb (sequência genômica 

completa) e podem conter de quatro a nove éxons. Os genes KIR são 

classificados como pertencentes a um dos três grupos de acordo com suas 

características estruturais: 1) genes KIR2D tipo I, que codificam duas proteínas 

de domínio extracelular com conformação D1 e D2; 2) Os genes KIR2D Tipo II, 

que codificam duas proteínas de domínio extracelular com uma conformação D0 

e D2 e finalmente; 3) genes KIR3D que codificam proteínas com três domínios 

tipo imunoglobulina extracelulares (D0, D1 e D2) (94) (Figura 4). 

O tipo I contém o pseudogene KIR2DP1, assim como KIR2DL1-3 e 

KIR2DS1-5. Eles possuem 8 éxons, além do pseudo éxon 3 (95–97). Esse 

pseudo éxon não é funcional, devido em alguns casos a uma substituição 

nucleotídica ou em outros casos a um códon de parada prematuro (98). Os KIR 

de tipo II incluem os genes KIR2DL4 e KIR2DL5. Nesses genes, a região 

correspondente ao éxon 4 é ausente, e o éxon 3 é transcrito, ao contrário do que 

ocorre nos KIR de tipo I. Os KIR de tipo III possuem 9 éxons e incluem os genes 

KIR3DL1, KIR3DS1, KIR3DL2 e KIR3DL3. Esses 4 genes diferem entre si pelo 

tamanho da região codificadora da cauda citoplasmática. O pseudogene 

KIR3DP1 é o que mais difere em estrutura, tendo ausência das regiões do éxon 

6 ao 9 (4) (Figura 4).  
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FIGURA 3. O Complexo Receptor de Leucocitário (LRC) estendido (19q13.4). 

 
Os genes KIR são codificados dentro de um trecho de 150 Kb do LRC. O LRC estendido também 

contém os genes que codificam proteínas adaptadoras DAP, antígenos CD66, bem como 

receptores SIGLEC, FcGRT, LILR, LAIR, FcAlphaR e NCR1. Fonte: (Robinson et al, 2020) (4).  
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FIGURA 4. Organização gênica dos diferentes tipos de KIR. 

 
As regiões de codificação dos éxons são representadas por retângulos azuis, e seu tamanho em 

pares de bases é mostrado acima deles. O pseudoéxon 3 dos KIR de tipo I e de KIR2DP1, e o 

éxon 2 de KIR3DP1 deletado são mostrados em vermelho. Fonte: (Robinson et al, 2020) (4). 
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Os receptores KIR possuem domínios extracelulares semelhantes a 

imunoglobulina, que em algumas proteínas estão envolvidas com a função de se 

ligar as moléculas HLA de classe I. Eles também possuem caudas 

citoplasmáticas que definem o tipo de sinal transduzido à célula NK. Portanto, os 

receptores KIR podem conter dois ou três domínios extracelulares, assim como 

uma cauda citoplasmática curta ou longa. Como regra geral, KIRs de cauda curta 

transduzem sinais ativadores enquanto os KIR de cauda longa são inibidores. A 

exceção é KIR2DL4, que apresar de ter cauda longa, possui motivos inibidores 

a ativadores. Foi demonstrado que KIR2DL4 é capaz de transduzir ambos os 

sinais, com preponderância de sinais ativadores (99).  

Caudas citoplasmáticas longas geralmente contêm dois motivos 

inibidores baseados em tirosina (ITIM) que transduzem sinais inibidores para a 

célula NK (94,100). Caudas citoplasmáticas curtas possuem um resíduo de 

aminoácido carregado positivamente em sua região transmembrana que lhes 

permite associar-se a uma molécula sinalizadora DAP12 (adaptador 

transmembrana do tipo tirosina quinase), que contém motivos de ativação 

baseados em tirosina (ITAM), e é capaz de gerar um sinal de ativação (101,102). 

DAP-12 também é um membro da superfamília de imunoglobulinas e é 

codificado na extremidade centromérica do LRC. ITIMs e ITAMs também são 

característicos de vários receptores imunologicamente importantes, como CD5, 

CD22 e FcγRII (103) (Figura 5). 

A expressão de alguns genes e alelos KIR é afetada por variações que 

podem impedir a transcrição, como é o caso dos pseudogenes KIR2DP1 e 

KIR3DP1 e de alguns alelos de KIR2DL5 (97). Além disso, alguns genes KIR 

estruturalmente intactos são transcritos, mas apenas expressos em níveis baixos 

na superfície das células NK por razões que permanecem desconhecidas, como 

acontece para KIR3DL3 por exemplo (104). A expressão de KIR na superfície 

celular também não é igual em todas as células. Cada clone de célula NK pode 

expressar um conjunto diferente de receptores, que podem estar relacionados 

ao local onde essa célula se encontra, ou a uma resposta a um patógeno (105). 
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Figura 5. Estrutura das proteínas KIR 

 
Os receptores KIR podem conter 2 ou 3 domínios extracelulares, além de uma cauda 

citoplasmática curta ou longa. Caudas longas geram sinais inibidores, pois possuem motivos 

ITIM. Já caudas ativadoras normalmente geram sinais ativadores, devido a associação com 

moléculas DAP12 que contém motivos ITAM. A exceção a regra são os KIR2DL4, que apesar 

de possuírem uma cauda longa apresentam motivos inibidores e ativadores. Fonte: (Robinson 

et al, 2020) (4) 
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2.6 A NOMENCLATURA DE KIR 
 

A nomenclatura dos genes KIR é baseada no número de domínios 

extracelulares presentes (2D ou 3D) e também na natureza da sua cauda 

citoplasmática (S indicando uma cauda curta, e L indicando uma cauda longa), 

enquanto a letra P indica a presença de um pseudogene (94,106). Portanto, 

KIR2DL se refere, por exemplo, a um receptor com dois domínios extracelulares 

de cauda longa, enquanto KIR3DP se refere a um pseudogene com estrutura 

similar a um gene codificador de receptor com três domínios extracelulares, por 

exemplo. Os números 1 a 5 em cada receptor indica a ordem pela qual eles 

foram descritos (Figura 6).  

KIR2DL5A e KIR2DL5B excepcionalmente apresentam as letras A e B 

devido ao fato de que posteriormente à descoberta do receptor KIR2DL5 foi 

verificado que existem dois genes muito semelhantes, localizados em duas 

regiões diferentes dentro do haplótipo (um na porção centromérica e outro na 

telomérica), que posteriormente foram distinguidos em A e B. (107). Além disso, 

KIR2DL2 e KIR2DL3, assim como KIR3DL1 e KIR3DS1, foram inicialmente 

descritos como quatro genes independentes, mas posteriormente KIR2DL23 foi 

reconhecido como apenas um único loco, da mesma forma que KIR3DL1S1. 

Para nomenclatura alélica é utilizado um asterisco para separar o sufixo 

KIR2D ou KIR3D da identificação específica do alelo. Dependendo da resolução 

de genotipagem (Ver tópico 2.9) o alelo terá um diferente número de dígitos. 

Para média resolução são usados 3 dígitos, que representam a série de 

proteínas do gene. Em alta resolução temos 5 dígitos, onde os dígitos finais 

representam mudanças sinônimas em regiões codificadoras da proteína.  

Também podemos ter a genotipagem em alta resolução, na qual temos 7 dígitos, 

onde os dois dígitos finais vão representar substituições no DNA em uma região 

não codificante (Figura 6). Portanto, apenas o sequenciamento completo de 

cada gene, e sem ambiguidades, pode identificar os alelos em máxima 

resolução. Mais características acerca da diversidade alélica de KIR serão 

exploradas nos próximos tópicos. 
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FIGURA 6. Nomenclatura dos genes KIR 

 
Na figura temos o exemplo de um alelo do gene KIR2DL1. A proteína desse gene possui 2 
domínios extracelulares (2D), além de uma cauda citoplasmática longa (L), e foi a primeira a ser 
descoberta dentro dos KIR2DL. O asterisco separa o nome do gene da sua designação alélica. 
Os 3 primeiros números representam a série de proteínas a qual ele pertence. Os dígitos 4 e 5 
representam mutações sinônimas dentro da região codificadora. Os dois últimos dígitos irão 
representar mutações na região não-codificadora. Fonte: O autor, 2022. 
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2.7 O POLIMORFISMO DE KIR 
 

Os genes KIR apresentam um polimorfismo incomum de presença ou 

ausência, além de um grande número de alelos, e também uma grande 

diversidade haplotípica, resultando em uma grande diversidade na família 

desses genes (3,97,108–110). Além disso, KIR também possui uma variação de 

número de cópias, em que cada gente pode conter, normalmente, de 0 a 4 cópias 

em um mesmo indivíduo. 

 O polimorfismo de presença e ausência gera haplótipos de conteúdo 

gênico que podem ser divididos em dois grupos: o haplogrupo A, caracterizado 

pela presença de apenas um gene ativador de cauda curta (KIR2DS4) além dos 

genes KIR3DL3, KIR2DL3, KIR2DP1, KIR2DL1, KIR3DP1, KIR2DL4, KIR3DL1, 

e KIR3DL2; e o haplogrupo B, que contém  uma variedade de combinações e 

genes ativadores e inibidores (3) (Figura 7). Portanto, o haplogrupo B é mais 

diverso, principalmente por conter mais genes ativadores (111,112).  

Um fato curioso é que o único gene ativador de cauda curta presente no 

haplogrupo A, o KIR2DS4,   possui um grupo de alelos não funcionais devido a 

uma deleção de 22pb no éxon 5 do gene, o que leva a produção de uma proteína 

truncada (113). Esse grupo alélico  possui uma frequência alta nas populações 

mundiais (em Curitiba, por exemplo, a frequência do alelo é de 75% (114). Além 

disso, KIR2DL4, que também tem função ativadora, pode apresentar alelos que 

codificam receptores não funcionais, neste caso devido a deleção de uma 

adenina na posição 811, que dá origem a um códon de parada. Essa deleção é 

comum em diversas populações, como por exemplo na população de Curitiba, 

na qual a frequência do alelo não funcional é de 57,6% (114). Como haplogrupo 

A é muito frequente na maioria das populações e esses alelos não funcionais de 

KIR2DS4 e KIR2DL4 são também muito frequentes, muitos indivíduos muitos 

indivíduos homozigotos para o haplótipos A não possuem nenhum receptor 

ativador funcional. 
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FIGURA 7. Conteúdo gênico do haplogrupo A e uma representação de genes que podem estar 
presentes no haplogrupo B. 

 
O haplogrupo A é caracterizado pela presença de apenas um gene ativador de cauda curta 

(KIR2DS4) além dos genes KIR3DL3, KIR2DL3, KIR2DP1, KIR2DL1, KIR3DP1, KIR2DL4, 

KIR3DL1 e KIR3DL2. O haplogrupo B contém uma variedade de combinações e genes 

ativadores e inibidores. Os haplótipos de KIR são flanqueados pelos genes KIR3DL3 e KIR3DL2, 

e ao centro são encontrados os genes KIR2DL4 e KIR3DP1 (não representado na figura). Por 

serem encontrados em praticamente todos os haplótipos, esses são chamados de genes 

moldura. Fonte: (Hiby et al, 2020) (115) 
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Os haplótipos KIR são flanqueados na ponta da região centromérica pelo 

gene KIR3DL3 e na região telomérica por KIR3DL2. Ao centro, encontram-se 

KIR3DP1 e KIR2DL4 (94,95,116) (Figura 7). Os genes KIR2DL4, KIR3DL2 e 

KIR3DL3, assim como o pseudogene KIR3DP1 são encontrados praticamente 

todos os haplótipos e são conhecidos como genes moldura (94). Outros genes 

como o KIR2DS3, por exemplo, são menos frequentes.  

As frequências dos genes KIR variam em diferentes populações. Em um 

estudo com uma população de japoneses que residem em Curitiba (PR), por 

exemplo, foi demonstrado que o haplogrupo mais frequente era o haplogrupo A 

(60,8%), enquanto genes comumente encontrados em haplogrupos B tiveram 

frequências baixas, entre 13,7% e 33% (117). Apesar de menos diverso em 

termos de conteúdo gênico (3,108), o haplogrupo A é o mais frequente em 

diversas populações como Chineses (118), Sul Coreanos (119), Japoneses 

(120,121), uma população de Curitiba no Brasil (114), Vietnamitas (122), 

Tailandeses (123), entre outros. No entanto esse nem sempre é o caso, como 

mostra Toneva e colaboradores que encontraram frequências de 31,2% em 

euro-descendentes e de apenas 1,5% em aborígenes australianos, para o 

mesmo haplogrupo A (124). O quadro 3 exemplifica a variação na frequência de 

presença e ausência de genes KIR em diferentes populações. 

Apesar de centenas de genótipos KIR terem sido descritos (125), eles 

são na maioria das vezes variações de sete haplótipos de conteúdo gênico. 

Esses haplótipos são combinações de quatro motivos centroméricos e dois 

motivos teloméricos (126), e são responsáveis por 90% da variação haplotípica 

de KIR encontrada na maioria das populações (109,127,128). Apesar de menos 

frequentes, nossos resultados (109) mostram que em estudos com número 

amostral suficiente, alguns haplótipos anteriormente considerados raros são 

observados com frequências entre 0,05% e 1% (109). Esses haplótipos 

incomuns são geralmente frutos de duplicações, gerando números de cópia de 

KIR que fogem do padrão. Por exemplo, o haplótipo tB04 possui duas cópias de 

KIR2DL4, fazendo com que o indivíduo que o possua apresente no total três 

cópias de KIR2DL4, um número que foge do padrão de duas cópias geralmente 

apresentado por esse gene (Figura 8).  
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QUADRO 3. FREQUÊNCIAS DE KIR EM DIFERENTES POPULAÇÕES. 

 

 
A figura exemplifica a frequência de presença e ausência de KIR em diversas populações 

mundiais, mostrando que populações diferentes apresentam diferentes frequências de KIR. 

Fonte: (Augusto et al, 2012) (114) 
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FIGURA 8. Conteúdo gênico dos haplótipos centroméricos e teloméricos de KIR em uma 
população euro descendente dos Estados Unidos. 

 
Haplótipos de conteúdo gênico encontrados em uma população euro descendente dos Estados 
Unidos, mostrando que a maior parte da variação haplotípica encontrada pode ser reduzida a 
poucos haplótipos muito frequentes. No entanto, com um número amostral suficiente podemos 
observar haplótipos incomuns que antes eram negligenciados nas análises de KIR. Fonte: 
(Amorim et al, 2021) (109) 
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Apesar do polimorfismo de presença e ausência de KIR ter sido 

relativamente bem explorado em diversas populações, o número de estudos 

explorando o polimorfismo alélico é muito reduzido, caindo drasticamente o 

número de populações descritas (109,128,129). Apenas dois estudos haviam 

analisado a diversidade alélica de KIR em populações até 2021. Porém, ambos 

estudos analisaram a variação de KIR em resolução média (3 dígitos) para todos 

os genes. A falta de estudos da variação alélica de KIR se deve principalmente 

à dificuldade técnica de sequenciamento inerente à complexidade da variação 

desses genes, assunto que será abordado a seguir. 

 

2.8 A COMPLEXIDADE DOS GENES KIR E OS DESAFIOS PARA 
GENOTIPAGEM  

 

Como mencionado anteriormente, os genes KIR são uma família de 

genes localizadas no complexo LRC no cromossomo 19. Com base em 

elementos alu, que podem ser considerados como um relógio molecular, estima-

se que a expansão inicial do cluster de genes KIR remonta a aproximadamente 

31 a 44 milhões de anos atrás (130). Os genes da família KIR encontram-se 

justapostos e possuem elevada semelhança em sua sequência gênica e 

intergênica, o que sugere que esses genes derivaram de um ancestral comum e 

sofreram subsequentes duplicações (86) e processos recombinatórios (131). A 

região desse complexo varia em tamanho de 100 a 350kb como resultado de 

haplótipos estruturalmente diversos, com segmentos duplicados, grandes 

deleções, e fusões gênicas (132,133). Além disso, estes genes possuem uma 

grande variedade alélica, indicando uma rápida evolução dessa família de genes 

(134).  

Características cruciais que distinguem os alelos de KIR da maioria dos 

outros genes são a profundidade, amplitude e importância funcional das 

divergências em suas sequências. Assim, os alelos podem diferir por múltiplas 

substituições de nucleotídeos, e três ou quatro nucleotídeos alternativos podem 

estar presentes em posições funcionalmente críticas, o que dificulta a 

determinação dos alelos durante a genotipagem (135). A alta identidade de 

sequência causada pela homologia desses genes acrescenta uma barreira extra 

para o desenho de oligonucleotídeos inciadores (primers) e sondas específicas. 
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 Ainda, a extensiva variação estrutural de conteúdo gênico e grandes 

deleções e inserções nessa região são observadas em níveis incomuns em 

relação ao restante do genoma. Toda essa complexidade impediu por muito 

tempo que a diversidade alélica de KIR fosse explorada, e, portanto, por muitos 

anos os estudos dessa família gênica ficaram restritos ao polimorfismo de 

presença e ausência. 

A genotipagem de presença e ausência de KIR foi descrita pela primeira 

vez por Uhrberg em 1997, usando uma abordagem PCR-SSP que exigia DNA 

de alta qualidade devido ao comprimento dos amplicons produzidos (~1,5 kb) 

(108). Em 2001, Norman e colegas desenvolveram um novo primer de KIR2DS3 

para superar a amplificação fraca obtida com o primer do método anterior (136). 

Em 2002, Gomez-Lozano e Vilches descreveram um novo método de PCR-SSP, 

parcialmente baseado em Uhrberg e colaboradores (108) que adicionou mais 

genes KIR (KIR2DL5, KIR3DL3, KIR3DP1 e KIR2DP1)(107). Para superar a 

limitação de tamanho dos amplicons, outros métodos foram desenvolvidos com 

a amplificação de fragmentos menores. Sun et al em 2004 desenvolveram um 

método multiplex (quatro reações para amplificar todos os genes KIR, incluindo 

o alelo de KIR2DS4 com deleção de 22pb) com a amplificação de amplicons 

menores (108-565 pb) (137). Em 2007, Vilches e colaboradores atualizaram seu 

método anterior com novo conjunto de primers que produziam fragmentos mais 

curtos (menos de 200pb) (138). 

Os métodos descritos anteriormente dependiam de um único par de 

primers para genotipagem. No entanto, considerando o polimorfismo alélico e a 

similaridade de sequência para cada KIR, usar um único par de primers para 

genotipagem de KIR aumenta a chance de resultados imprecisos. Portanto, em 

2008, Martin & Carrington descreveram um novo protocolo de genotipagem KIR 

que utilizava dois pares de primers para genotipar cada gene, usando HLA-DRB1 

como controle interno para cada reação (139). Aplicando o mesmo conjunto de 

primers, Kulkarni et al desenvolveram um método multiplex contendo 12 reações 

(140). Usando primers previamente descritos e seus próprios primers, Ashouri et 

al criaram um novo método duplex de PCR-SSP, que reduziu o número de 

reações de 16 para 8 (141). Apesar de ser econômico e rápido, esse método não 

foi projetado para pequenos conjuntos de amostras, pois utiliza quatro 

temperaturas de PCR diferentes. Tentando reduzir o número de reações, Abalos 
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e colegas criaram um novo método multiplex, usando primers próprios (142). 

Apesar de reduzir a genotipagem para quatro reações, esse método foi baseado 

em um único par de primers para cada gene. 

Alternativamente, os KIR também foram genotipados por PCR com 

sonda oligonucleotídica específica (PCR-SSOP). Esse método foi descrito pela 

primeira vez em 2000 por Crum e colaboradores (143), utilizando 26 sondas 

marcadas com digoxigenina para identificar 12 genes KIR. Em 2007, Nong et al 

publicaram um novo método de PCR-SSOP que utilizava 62 sondas para 

detectar 14 genes KIR e 2 pseudogenes (144). Além disso, este método incluía 

um software de análise para auxiliar na atribuição de tipagem KIR. Apesar da 

sensibilidade da PCR-SSOP, as sondas marcadas são relativamente mais caras 

que os primers de PCR-SSP, além de exigirem um considerável processamento 

pós-PCR. 

Todas as técnicas de genotipagem KIR ora mencionadas envolveram 

métodos de PCR-SSP ou SSOP baseados em gel, que são demorados devido 

ao extenso processamento pós-PCR e propensos a erros quando usados em 

grandes conjuntos de amostras. Para evitar esses problemas, Koehler e 

colaboradores descreveram um método de genotipagem de alto rendimento 

baseado em PCR em tempo real em 2009 (145). No entanto, esse método está 

disponível apenas para KIR2DL2/L3 e KIR3DL1/S1, juntamente com seus 

respectivos ligantes HLA de classe I. No mesmo ano, Alves e colaboradores 

desenvolveram um método baseado na análise da curva de melting para analisar 

a presença e ausência de 16 genes KIR (146). Eles usaram a tecnologia Sybr 

green I para evitar o processamento pós-PCR das amostras com eletroforese 

em gel. Embora este método seja mais rápido do que os métodos SSP 

anteriores, ele utiliza apenas um conjunto de primers para cada gene, descritos 

por Vilches et al em 2007 (138).  

Em 2011, Hong et al descreveram um novo método baseado na curva 

de melting, também utilizando a tecnologia Sybr green (147). Utilizando primers 

previamente descritos (por Martin et al, Vilches et al e Alves et al) os autores 

foram capazes de detectar a presença ou ausência de KIR de 14 genes e 2 

pseudogenes. Este método também incluiu um ensaio para detectar ligantes 

HLA classe I. Embora esses métodos tenham sido consideravelmente mais 

rápidos que SSP e SSOP convencionais, eles ainda apresentavam um grande 
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número de reações e requerem análise manual, o que não é ideal para estudos 

com um grande conjunto de amostras.  

Para superar esses problemas, Amorim e colaboradores desenvolveram 

um método multiplex baseado em curva de melting (148). Este método 

desenvolvido por nosso grupo de pesquisa possibilita a genotipagem de 

presença e ausência de 14 genes KIR e 2 pseudogenes, juntamente com a 

detecção da deleção de KIR2DS4  de 22bp, utilizando uma placa de 384 poços, 

o que permite a genotipagem simultânea de 16 amostras. Esse método é 

marcado por uma alta sensibilidade e precisão, além de custos inferiores a 1,65 

USD por amostra. Para evitar erros inerentes à análise manual de muitos dados, 

nosso grupo também desenvolveu um programa de análise automatizada, que 

reduz a probabilidade de erros de genotipagem e o tempo de genotipagem (148). 

Métodos alternativos também foram desenvolvidos ao longo do tempo. 

Em 2007, Houtchens et al desenvolveram um método de genotipagem baseado 

em espectrometria de massa, ou detecção de 17 genes KIR e pseudogenes, 

incluindo também a discriminação de alelos para alguns deles (149). Em 2016, 

um método de PCR em tempo real de alto rendimento (qKAT) foi descrito para 

variação do número de cópias e determinação de haplótipos (150). Apesar da 

melhoria nos métodos de genotipagem de KIR com o passar dos anos, nenhum 

dos métodos citados até agora conseguia explorar a diversidade alélica e de 

número de cópias de KIR com precisão.  

Em 2016 foi desenvolvido o primeiro método de sequenciamento de KIR 

em larga escala baseado em sequenciamento de nova geração (NGS) (135). 

Foram projetados conjuntos de sondas oligonucleotídicas específicas para 

capturar a região KIR (140-240 kb) de bibliotecas preparadas a partir de DNA 

genômico. No entanto, a identidade de sequência de KIR tornou-se uma barreira 

significativa para a interpretação de fragmentos curtos gerados pela plataforma 

Illumina (cerca de 150-250 pb). Mais recentemente, um novo trabalho 

apresentou uma pipeline de bioinformática (PING, do inglês Pushing 

Immunogenetics to the Next Generation) especificamente para converter dados 

de sequência curta obtidos de genes KIR em genótipos de alta resolução 

(135,151). Esse método tem a capacidade de, além de identificar a presença e 

ausência de KIR, identificar com precisão o número de cópias de cada gene e 

determinar com poucas ambiguidades a variação alélica em alta resolução (7 
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dígitos). Esse método foi utilizado neste trabalho e será detalhado na seção de 

métodos. 

2.9 O RECONHECIMENDO DOS ANTÍGENOS LEUCOCITÁRIOS HUMANOS 
(HLA) POR KIR 
 

Os genes HLA estão localizados em uma região do cromossomo 6 

humano chamada MHC (complexo principal de histocompatibilidade, do inglês, 

major histocompatibility complex). No MHC estão localizados cerca de  170 

genes, dos quais aproximadamente 50% produzem moléculas com funções 

relacionadas ao sistema imune (152). O MHC é dividido em três regiões, 

chamadas de classe I, II e III. A região de classe I se encontra na porção 

telomérica do MHC, a região de classe II na porção centromérica, e entre as 

duas regiões encontra-se a região de classe III (153). Os genes HLA estão 

localizados nas regiões de classe I e classe II (Figura 9). No total, existem genes 

HLA de classe I clássicos (HLA-A, HLA-B e HLA-C) e não clássicos (HLA-E, 

HLA-F e HLA-G), além de muitos pseudogenes. Já os HLA de classe II são 21 

(HLA-DRA, HLA-DRB1-9, HLA-DQA1, HLA-DQA2, HLA-DQB1, HLA-DPA1, 

HLA-DPA2, HLA-DPB1, HLA-DPB2, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DOA e HLA-

DOB) (4). A região de classe III, por sua vez, contém genes que codificam para 

moléculas reguladoras imunes, como por exemplo o fator de necrose tumoral 

(TNF), fatores C3, C4 e C5 do complemento e proteínas de choque térmico 

(152).  
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FIGURA 9. A região do MHC. 

 
Região do complexo dos genes do MHC, localizado no braço curto do cromossomo 6. Os genes 

HLA estão localizados apenas nas regiões de Classe I e Classe II, nas porções centromérica e 

telomérica da região. FONTE: adaptado de (RADWAN et al., 2020) (154).  
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As moléculas HLA de classe I possuem uma cadeia α ligada de modo não 

covalente a uma cadeia monomórfica β2-microglobulina, que é codificada por 

um gene não HLA localizado no cromossomo 15 (155). A cadeia α da molécula 

é dividida em domínios α1, α2 e α3. Os domínios α1 e α2 da proteína interagem 

entre si formando uma fenda de ligação a peptídeos, e é nessa região que está 

localizada grande parte da variação da molécula HLA de classe I, pois é nela 

que se ligam os diferentes peptídeos que serão reconhecidos pelos linfócitos T 

citotóxicos CD8+. O domínio α3 é o local onde ocorre a interação com a β2-

microglobulina, apresentando uma sequência conservada que é responsável 

pela interação com as moléculas CD8 presentes na membrana de células T 

citotóxicas. As moléculas HLA de classe I são expressas em todas as células 

nucleadas e têm como principal função apresentar os peptídeos derivados de 

antígenos do citosol às células T CD8+(156). A estrutura da molécula HLA de 

classe I está representada na figura 10.  

As moléculas HLA de classe II são compostas por duas cadeias 

polipeptídicas associadas não covalentemente, uma cadeia α e uma cadeia β 

(Figura 10) (157). Os genes que codificam ambas as cadeias de moléculas de 

classe II estão presentes no MHC. Ambas as cadeias têm três regiões, incluindo 

uma região citoplasmática contendo um sulco de ligação ao peptídeo formado 

pelos domínios α1 e β1, uma região transmembrana contendo aminoácidos 

hidrofóbicos pelos quais a molécula é ancorada na membrana celular e os 

domínios α2 e β2 altamente conservados ao qual o TCR se liga (156). As 

moléculas de classe II têm expressão restrita às células apresentadoras de 

antígeno, e processam peptídeos exógenos para apresentação a células T 

auxiliares CD4+. 
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FIGURA 10. Estrutura das moléculas HLA de classe I e classe II 

 
Na molécula HLA de classe I, os domínios α1 e α2 da proteína interagem entre si formando uma 

fenda de ligação a peptídeos, enquanto o domínio α3 é o local onde ocorre a interação com a 

β2-microglobulina, apresentando uma sequência conservada que é responsável pela interação 

com as moléculas CD8 presentes na membrana de células T citotóxicas. A região 

transmembrana (TM) contém aminoácidos hidrofóbicos pelos quais a molécula é ancorada na 

membrana celular. Na molécula de classe II as cadeias α1 e β1 formam um sulco de ligação ao 

peptídeo, enquanto os domínios α2 e β2 são responsáveis pela ligação ao TCR. Ambas as 

moléculas possuem uma cauda citoplasmática representada na figura por CYT. Fonte: Adaptado 

de (Tapias et al, 2013). 
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Outra função das moléculas HLA de classe I é a ligação com receptores 

KIR das células NK. Nos próximos parágrafos serão abordados os HLA de classe 

I dentro do contexto de interação com KIR. Os principais ligantes para os 

receptores KIR são os HLA de classe I clássicos (HLA-A, HLA-B e HLA-C), mas 

alguns ligantes podem ser do tipo não clássico (HLA-F e HLA-G) (86,134). Cada 

loco HLA clássico possui milhares de alelos (4) e essa é a família gênica mais 

polimórfica e polialélica do genoma humano.  

HLA-B é o gene que possui a maior quantidade de alelos, passando dos 

9000 alelos descritos (4). As moléculas HLA-B podem ser divididas em diferentes 

grupos, de acordo com epítopos que apresentam. Por exemplo, alótipos HLA-B 

podem ser caracterizados por polimorfismos nos resíduos 77-83 do domínio α1 

no sitio de ligação do peptídeo, que caracterizam os epítopos Bw4 e Bw6 

(158,159). Cerca de 40% das moléculas HLA-B apresentam o epítopo Bw4. O 

epítopo Bw4 pode ainda ser dividido em Bw4 80I, contendo um resíduo de 

isoleucina na posição 80, ou Bw4 80T, contendo um resíduo de treonina na 

mesma posição (160). 

Os epítopos Bw4 80T são divididos em 80TA (resíduo de arginina na 

posição 81) e 80TL (resíduo de leucina na posição 81). Assim como HLA-B, as 

moléculas de HLA-A também podem apresentar o epítopo Bw4 (161). Dentre as 

moléculas de HLA-A contendo o epítopo Bw4 estão HLA-A*23, HLA-A*24, HLA-

A*25 e HLA-A*32, no entanto, a molécula HLA-A*25 não serve como ligante de 

KIR (162). Todos as moléculas HLA-A que contém o epítopo Bw4 são Bw4 80I.  

As moléculas de HLA-C podem ser divididas em dois grupos. O grupo C1 

contém um resíduo de asparagina na posição 80, enquanto C2 tem uma lisina 

nesta mesma posição (163). Esses grupos são conhecidos ligantes de 

receptores KIR. As interações entre KIR e HLA serão discutidas a seguir. 

 

2.10 INTERAÇÕES KIR-HLA E SEU IMPACTO FUNCIONAL E EVOLUTIVO 
 

Epítopos Bw4, tanto em moléculas HLA-A quanto HLA-B são 

reconhecidos por KIR. Porém, sabe-se que moléculas contendo Bw4 80I 

apresentam interações mais fortes do que Bw4 80T, aumentando o potencial de 

inibição (164). Algumas das interações entre KIR-HLA são conhecidas e serão 

brevemente sumarizadas a seguir. O produto do gene KIR2DS2 se liga a 
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moléculas de HLA-A*11 (165). Já os receptores KIR2DL1, KIR2DL2 e KIR2DL3 

reconhecem moléculas de HLA-C. Porém, enquanto o receptor KIR2DL1 se liga 

ao grupo C2, KIR2DL2 e KIR2DL3 se ligam ao grupo C1 (163,166).  

O receptor KIR3DL2 se liga a diferentes moléculas HLA, como HLA-A*03 

e HLA-A*11 (167), HLA-B*27 (168) e HLA-F. KIR3DL1 interage com moléculas 

HLA-B do grupo Bw4 (mais fortemente com Bw4 80I) (164,169), e alguns HLA-

A que contém Bw4, exceto o HLA-A*25 (162). Moléculas Bw4 foram no passado 

consideradas ligantes de KIR3DS1 devido homologia desse gene com KIR3DL1. 

No entanto, após diversas tentativas frustradas de evidências diretas dessa 

interação (170–172), foi demonstrado que somente o alótipo KIR3DS1*014 

reconhece HLA-B como ligante in vivo (173). KIR3DS1 pode também interagir 

com HLA-F (174).  

KIR2DS1 interage com moléculas HLA-C do grupo C2, porém com baixa 

afinidade (175). Já KIR2DS4 interage com HLA-A*11 e HLA-F. Essas interações 

de KIR2DS4 podem vir do fato deste receptor ser derivado de KIR3DL2 (176). A 

figura 11 mostra os receptores KIR e seus principais ligantes HLA conhecidos. 
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FIGURA 11. Receptores KIR e seus respectivos ligantes HLA conhecidos. 

 
O símbolo de interrogação mostra ligações que ainda são controversas. A figura também mostra 

a estrutura das moléculas KIR. Elas podem conter dois ou três domínios extracelulares (D0, D1 

e D2). Os receptores inibidores têm uma cauda citoplasmática longa, com motivos inibidores 

(ITIM), enquanto receptores ativadores possuem motivos ativadores (ITAM). Fonte: (Petzl-Erler 

& Augusto, 2015) (177). 
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O estudo dessas interações se faz necessário pois elas podem estar 

associadas à susceptibilidade ou proteção a doenças (Tabela 1). Por exemplo, 

a presença de KIR3DS1 juntamente com a presença de ligantes Bw4, 

apresentou uma forte associação (no caso proteção) à doença autoimune 

pênfigo foliáceo  (178), assim como a presença do alelo KIR3DL2*001 e  o ligante 

HLA-A3 ou A11 conferem risco a PF (179). Já a interação entre KIR2DL3+C1 

mostrou-se protetora ao desenvolvimento da dengue (180). Geralmente a 

presença de genes KIR ativadores está associada a uma maior suscetibilidade 

à autoimunidade e a uma maior proteção contra doenças infecciosas, enquanto 

a presença de genes inibidores confere proteção à autoimunidade e 

suscetibilidade a doenças infecciosas (177). Além de doenças autoimunes e 

infecciosas, a interação entre KIR e HLA já foi demonstrada como fator de risco 

ou proteção ao desenvolvimento de diversos tipos de tumores, tema que será 

abordado no tópico 2.11. 

 A relação de KIR e HLA com diversas doenças sugere que estes estejam 

sobre forte pressão seletiva, e existe uma vasta coletânea de evidências de co-

evolução destas duas famílias em diferentes populações (177,181–183). Além 

disso, as combinações KIR-HLA também são importantes para a placentação e 

suprimento adequado de sangue materno para o feto e, consequentemente, para 

o sucesso reprodutivo (184). Em outras palavras, as combinações KIR-HLA 

podem estar sob pressão seletiva não apenas por causa de sua função 

imunológica, mas também por sua influência direta na reprodução. 

A família dos genes KIR passou por uma rápida evolução, marcada por 

eventos de crossing over desiguais e duplicações gênicas (131). Esses eventos 

evolutivos, tanto em KIR quanto em HLA, coincidem em sua cronologia, sendo 

uma das evidências de que essas duas famílias podem estar co-evoluindo (185). 

Outra evidência é o fato de que HLA-C possivelmente evoluiu mudando sua 

função primária de apresentação antigênica para células T tornando-se  

primariamente um ligante de KIR (186). Abi-Rached e colaboradores 

demonstraram que resíduos chave de KIR2DL23 que interagem com HLA-C1 

estão sob seleção positiva (187). Hollenbach e colaboradores também 

identificaram correlações entre KIR2DL3  e HLA-C1 em 105 diferentes 

populações (188).  
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TABELA 1. Exemplos de doenças associadas a combinações de KIR-HLA 

 

 
A tabela informa a associação de KIR e HLA com diversas doenças, dentre elas doenças 

autoimunes, doenças infecciosas e câncer. Fonte: (Petzl-Erler & Augusto, 2015) (177) 
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Um exemplo da importância de KIR na reprodução foi demonstrado por 

Hiby e colaboradores(189). Esse trabalho mostrou que a homozigozidade 

materna de haplótipos A e a presença de HLA-C2 no feto aumentam o risco de 

pré-eclâmpsia. Devido a seu efeito negativo no sucesso reprodutivo, os autores 

previram que existiria uma seleção contra essa combinação, e demonstraram 

que existe de fato uma correlação negativa de frequências do genótipo AA e 

HLA-C2 (r = -0,82) em oito populações de etnias diferentes (189). Outro exemplo 

veio de um estudo realizado em uma pequena vila em Gana, onde a malária é 

endêmica e tem alta incidência (182). Cada indivíduo exibia uma combinação 

única de receptores KIR e ligantes HLA, uma evidência de seleção balanceadora 

possivelmente impulsionada pela pressão conferida pela malária.  

Mais recentemente, Vargas e colaboradores demonstraram que 

populações indígenas da América do Sul exibem, até o momento, os menores 

números de interações KIR-HLA entre todas as populações mundiais descritas. 

Ainda, 83-97% de suas interações KIR-HLA dependem de algumas poucas 

moléculas HLA-C (190) (Figura 11). Em 2009, Gendzekhadze e colaboradores 

sugeriram que essa limitada diversidade observada em populações nativas 

americanas é provavelmente a diversidade mínima necessária para 

sobrevivência humana (191). Além disso, Vargas e colaboradores sugerem que 

o número limitado de interações KIR-HLA, representadas principalmente por 

poucos ligantes HLA-C, impõe uma intensa pressão estabilizadora específica da 

população na região centromérica de KIR para manter os sinais inibidores 

mínimos necessários para a educação de NK e a consequente sobrevivência 

dessas populações(190). 
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FIGURA 12. Distribuição de ligantes de KIR em diferentes populações. 

 

 
Os ligantes HLA-C representam 85-97% do total de ligantes HLA nos ameríndios. As barras 

verticais representam a média de interações funcionais KIR-HLA por indivíduo em populações 

mundiais. O código de cores representa a proporção dessas interações que são representadas 

por diferentes subgrupos HLA. GRC = Guarani de Rio das Cobras (190); Yucpa = Ameríndios da 

Venezuela (191); ACHE = Ameríndios do Paraguai (190); GKW = Guarani Kaiowa, Brasil (190); 

GND = Guarani Ñandeva, Brasil (190); KRC = Kaingang de Rio das Cobras, Brasil (190); KIV = 

Kaingang de Ivaí, Brasil (190); JAP = população descendente de Japoneses do Brasil (190); 

CTBA = população do sul do Brasil da cidade de Curitiba (190); INDIGO = população Euro 

descendente do Estados Unidos (109). Fonte: (Vargas et al, 2021) (190) 
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2.11 INTERAÇÕES ENTRE KIR E HLA E O DESENVOLVIMENTO DE 
TUMORES 
 

Estudos in vitro com células humanas, assim como estudos in vivo com 

camundongos e ratos, já demonstraram que células neoplásicas são alvos de 

células NK (67). Dewan e colaboradores mostraram que quando células tumorais 

da mama foram transplantadas em camundongos sem imunidade adaptativa, 

formaram-se tumores não invasivos. Porém, quando esses tumores foram 

inseridos em camundongos sem imunidade adaptativa e sem atividade de 

células NK, esses tumores passaram por um rápido processo de metástase 

(192). Isso mostra a importância das células NK no desenvolvimento de tumores, 

e como elas estão associadas à defesa contra estes tumores (193). Portanto, o 

progresso do tumor está particularmente ligado à eficiência do sistema imune, 

especialmente das células natural killer (18).  

Diversos estudos mostraram associações entre o polimorfismo de 

ausência e presença de KIR e o desenvolvimento de tumores (Tabela 2). 

Goedete e colaboradores mostraram que a combinação de KIR3DS1 e Bw4 80I 

confere proteção ao  sarcoma de Kaposi (OR = 0,6, p = 0,01) (194). Middleton e 

colaboradores mostraram que a presença de KIR3DL1 e KIR2DS4 estariam 

associadas a um risco maior ao desenvolvimento de câncer de bexiga 

(OR=risco, p=0,01; OR=risco, p=0,01) (195). Kim e colaboradores encontraram 

uma associação entre a presença de KIR2DS5 e o desenvolvimento de câncer 

colorretal em asiáticos, em que a presença do receptor caracterizaria um risco 

aumentado ao desenvolvimento da doença (OR=1,9 e p=0,007) (196). Além 

desses estudos citados, muitos outros mostraram associações ou falta de 

associações entre o polimorfismo de KIR e o desenvolvimento de câncer (6).  

Com relação ao câncer de mama, poucos estudos foram realizados para 

tentar identificar a associação entre genes KIR e seus ligantes HLA e a 

suscetibilidade a essa doença (7–11) (Tabela 3). O primeiro estudo utilizou 

apenas 33 amostras de pacientes com tumor mamário e 77 controles, 

apresentando fracas associações e resultados não conclusivos. Nesse trabalho, 

a presença de KIR2DS1 foi associada a um maior risco (p= 0,03), ao passo que  
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TABELA 2. Associações de KIR com diversos tipos de câncer. 

Fonte: (Augusto, 2016) (6) 
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TABELA 3. Associações de KIR e seus ligantes com câncer de mama. 

 

KIR/HLA Estudo OR / efeito Valor de p Referência 
KIR2DL1 BC x controles Proteção 0,02 Ozturk et al (7) 

KIR2DS1 BC x controles Risco  0,03 Ozturk et al (7) 

KIR2DL2 BC x controles 2,18 <0,001 Jobim et al (8) 

KIR2DL2 + C1 BC x controles 2,32 <0,001 Jobim et al (8) 

KIR2DS2 BC x controles 0,25 <0,01 Alomar et al (9) 

KIR2DS3 BC x controles 0,21 <0,01 Alomar et al (9) 

KIR2DL5A BC x controles 0,27 <0,01 Alomar et al (9) 

KIR2DL2 sem C1 BC x controles 0,03 0,001 Alomar et al (9) 

KIR2DL3 sem C1 BC x controles 0,03 0,001 Alomar et al (9) 

KIR2DL1 BC x controles 0,193 0,04 Larki et al (10) 

KIR2DS4 del BC x controles 0,39 0,0001 Larki et al (10) 

KIR2DS4 BC x controles 1,8 0,0041 Larki et al (10) 

KIR2DS1 ER x controles 1,89 0,036 Larki et al (10) 

KIR3DS1 ER x controles 1,55 0,046 Larki et al (10) 

KIR2DL5 PR x controles 1,64 0,036 Larki et al (10) 

KIR2DL1 HER2+ x controles 0,15 0,038 Larki et al (10) 

KIR2DL5 TN x outros grupos 0,14 0,015 Larki et al (10) 

KIR2DL3 BC x controles 0,29 0,000003 Ashouri et al (11) 

KIR3DL1 BC x controles 0,41 0,02 Ashouri et al (11) 

KIR2DS4 BC x controles 0,44 0,04 Ashouri et al (11) 

KIR2DL2 BC x controles 1,56 0,035 Ashouri et al (11) 

KIR2DL5 BC x controles 1,54 0,039 Ashouri et al (11) 

KIR3DS1 BC x controles  1,66 0,01 Ashouri et al (11) 

KIR2DS1 BC x controles 2,19 0,0001 Ashouri et al (11) 

KIR2DS5 BC x controles 2,22 0,0001 Ashouri et al (11) 

 
BC = Câncer de mama; ER = receptor de estrogênio presente; PR = receptor de progesterona 

presente; HER2+ = presença de HER2 enriquecido; TN = câncer de mama triplo negativo; 

KIR2DS4 del = Variante de KIR2DS4 com a deleção de 22pb. Fonte: O autor, 2022. 
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a presença de KIR2DL1 foi associado com proteção (p= 0,02) (7). Jobim et al 

utilizaram 230 amostras de pacientes e 278 controles, e encontraram uma forte 

associação entre a presença simultânea de KIR2DL2 e HLA-C1 com maior risco 

de desenvolvimento de câncer mamário (OR: 2,32; p = 0,001) (8). O último 

estudo realizado, também com um número amostral pequeno, utilizou 50 

amostras de pacientes sauditas e 65 controles. Os resultados deste estudo 

sugeriram que a presença dos genes KIR2DS2, KIR2DS3 e KIR2DL5A protegem 

contra a doença (OR = 0,25, 0,21 e 0,27 respectivamente; p < 0,01), ao passo 

que, a presença de HLA-C1 e C2 em heterozigose foi associada a um risco 

aumentado (OR = 2,33; p = 0,03). Por fim a presença de KIR2DL2 e KIR2DL3 

na ausência do ligante HLA-C1 mostrou-se protetora contra a doença (OR = 

0,03; p = 0,001) (9). Mais recentemente, um novo estudo analisou o polimorfismo 

de KIR em subtipos agressivos de câncer de mama (10). Com o avanço de 

técnicas de sequenciamento, a variação alélica de KIR passou a ser o próximo 

objetivo de análise em estudos de caso controle, em detrimento das análises de 

presença e ausência realizadas no passado. Com isso, ainda não existe nenhum 

trabalho que analisou o polimorfismo alélico de KIR em tumores mamários. 

Os estudos apresentados anteriormente chegaram a resultados não 

conclusivos quanto à relação dos genes KIR e HLA com o câncer mamário, 

primariamente consequência de limitações do número amostral e amostras não 

bem caracterizadas. Além disso, até o momento nenhum estudo avaliou o 

polimorfismo alélico de KIR em carcinomas mamários e seus subtipos. O papel 

do polimorfismo de KIR-HLA no carcinoma mamário continua pouco 

compreendido. Neste trabalho, utilizamos uma amostra de 550 pacientes e 747 

controles, sendo as pacientes majoritariamente bem caracterizadas quanto aos 

dados clínicos e histopatológicos.  Desta forma, pretendemos contribuir de forma 

inédita para uma melhor compreensão sobre a associação dos polimorfismos de 

KIR e seus ligantes à suscetibilidade e aos parâmetros de progressão e 

agressividade do câncer de mama. 
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3. JUSTIFICATIVA  
 

Apesar da importância de KIR no contexto de células NK e doenças, 

poucos estudos conseguiram explorar o polimorfismo de KIR em profundidade 

devido às limitações metodológicas impostas pela complexa e incomum variação 

dessa família gênica. Até o momento, a maioria dos estudos populacionais e de 

associação com doenças ainda se limitam a análise do polimorfismo de presença 

e ausência de KIR baseada em métodos obsoletos e que não são capazes de 

identificar alelos. Neste trabalho, nós focamos em estabelecer uma referência no 

estudo de KIR, explorando a diversidade de KIR em alta resolução e atingido um 

nível de análise nunca antes atingido em nível populacional. No primeiro capítulo 

dessa tese, realizamos o primeiro estudo populacional em larga escala em uma 

população humana, que analisou profundamente a variação do número de 

cópias e a variação alélica de alta resolução de todos os genes KIR em mais de 

dois mil indivíduos da população dos Estados Unidos. Estudos populacionais são 

de extrema importância para entendermos melhor a complexidade dessa família 

gênica. Em conjunto com um grande número amostral, nós focamos na 

identificação de haplótipos incomuns que normalmente não podem ser 

identificados em amostras pequenas. Ainda, essa abordagem possibilita a 

caracterização de variantes com impacto funcional. 

No contexto do papel das células NK na vigilância de tumores, o estudo 

de receptores KIR é especialmente relevante, pois essas moléculas participam 

diretamente no controle da citotoxicidade, mediando o ataque e lise da célula 

alvo.  Combinações KIR-HLA já foram associados a diversos tipos de cânceres 

e a muitas outras doenças. Porém, os estudos entre genes KIR e o carcinoma 

mamário esporádico são escassos, realizados com pequeno número amostral e 

se limitando a estudar a variação de presença e ausência. Não existem, até o 

momento, trabalhos com populações bem caracterizadas e com o tamanho 

amostral proposto nesse estudo. Portanto, ainda não há resultados conclusivos 

sobre a importância da variação de KIR-HLA nessa doença. Desse modo, 

buscamos uma contribuição inédita e significativa para compreender o impacto 

da variação de KIR-HLA no câncer de mama. compreensão dos mecanismos 

genéticos envolvidos na etiologia do câncer de mama esporádico Estudos como 
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esse podem servir de base para trabalhos futuros que buscam marcadores 

genéticos que podem ser aplicados em imunoterapia.  

 

4. OBJETIVOS  
 

4.1 OBJETIVOS GERAIS 
 

 Caracterizar o polimorfismo alélico em alta resolução de uma população 

Euro descendente dos Estados Unidos; 

 Verificar se polimorfismos de KIR e HLA estão associados à 

suscetibilidade ao câncer de mama esporádico e ao agravamento da 

doença. 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 Descrever a diversidade de KIR em alta resolução em uma amostra 

populacional de Euro-descendente dos Estados Unidos; 

 Definir o número de cópias de KIR e determinar seus haplótipos de 

conteúdo gênico; 

 Identificar a fase de haplótipos de conteúdo gênico e de alelos 

 Identificar novas variantes alélicas e estruturais nos genes KIR 

 Verificar se o polimorfismo de ausência e presença de KIR altera o risco 

de desenvolver câncer de mama em uma população brasileira com 

ascendência europeia; 

 Verificar se o variação do número de copias de KIR está relacionado com 

a suscetibilidade ao câncer de mama esporádico; 

 Verificar se o polimorfismo alélico de KIR está relacionado com a 

suscetibilidade ao câncer de mama esporádico 

 Verificar se combinações KIR-HLA estão relacionados com a 

suscetibilidade ao câncer de mama esporádico 

 Verificar se o polimorfismo de KIR e HLA estão relacionados aos subtipos 

imunoistoquímicos, grau histológico e a ocorrência de metástase; 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 
 
5.1 AMOSTRAS BIOLÓGICAS 
 
5.1.1 Amostras de euro descendentes dos Estados Unidos 
 

Neste trabalho, analisamos uma amostra de 2.130 indivíduos adultos não 

aparentados previamente descritos por Hollenbach e colaboradores em 2019 

(197). Todos os indivíduos se auto identificaram como descendentes de 

Europeus e eram residentes nos Estados Unidos. 

 

5.1.2 Amostras de pacientes e controles de câncer de mama 
 

Foi realizada a análise de amostras de DNA extraídas de 550 pacientes 

de câncer de mama, extraídas pelo Laboratório de Citogenética Humana e 

Oncogenética (LABCHO), e provenientes do Hospital das Clínicas (HC-PR) e 

Hospital Nossa Senhora das Graças (HNSG). Parte das amostras está 

classificada de acordo com o tipo histológico, grau de agressividade do câncer e 

subtipo molecular, além de informações sobre presença de metástases em 

linfonodos (quadro 2). As pacientes, majoritariamente provenientes do Estado do 

Paraná, são de ancestralidade predominantemente europeia e tem uma média 

de idade de 56 anos. Como controles, foram utilizadas 747 amostras de 

indivíduos do sexo feminino, todas acima de 40 anos, que se autodeclararam 

brancas. Essas amostras foram provenientes dos biorrepositórios do Laboratório 

de Genética Molecular Humana (LGMH) e do Laboratório de Imunogenética e 

Histocompatibilidade (LIGH), ambos da Universidade Federal do Paraná 

(UFPR). Esse projeto foi aprovado pelo comitê de ética da Universidade Estadual 

de Santa Cruz, Bahia protocolo CAAE 67400917.3.0000.5526, parecer nº 

2.175.650. 
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QUADRO 4. CARACTERIZAÇÃO DAS AMOSTRAS DE CÂNCER DE MAMA  

      
      

Casos de câncer de mama (n = 550) 

       
Grau de 

agressividade f n  Subtipo imunoistoquímico  f n 
Grau I  0,118 44  Luminal 0,815 317 
Grau II 0,589 218  HER2 positivo 0,062 24 
Grau III 0,293 107  Triplo Negativo 0,123 48 

NA - 180  NA - 161 
Total 1 370  Total  1 389 

      
Metástase em 

linfonodos f n    
Positivo 0,441 195    
Negativo 0,559 247    

NA - 108    
Total 1 442    

 
Os valores de frequência representam as porcentagens em relação ao total de amostras que 

foram classificadas, não levando em consideração as amostras sem informação. f = frequência, 

NA = amostras sem informação.  Fonte: o autor (2022). 
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5.3 EXTRAÇÃO DE DNA DAS AMOSTRAS DE PACIENTES DE CÂNCER DE 
MAMA 
 

A extração de DNA de amostras de tumor foi feita seguindo o protocolo 

padrão utilizado no Laboratório de Citogenética Humana e Oncogenética. No 

primeiro dia de extração as amostras de tumor (estocadas em solução RNA later 

a -80ºC, após processamento manual para retirada de tecido gorduroso e vasos 

sanguíneos) foram descongeladas, e uma pequena porção foi retirada e 

adicionada a um tubo de 2ml. Então adicionaram-se 120μl de tampão e 80μl de 

proteinase K, tendo sido as amostras posteriormente incubadas a 56ºC por cerca 

de 18 horas. No dia seguinte começaram as etapas de extração. Adicionou-se 1 

volume de fenol (aproximadamente 200μl) à reação, que posteriormente foi 

misturada vigorosamente por 15 segundos. Após, as amostras foram 

centrifugadas a 23447g por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado e colocado 

em um novo tubo de 2ml. As etapas de extração foram repetidas, e após a 

centrifugação e a passagem do sobrenadante para um novo tubo, adicionou-se 

40μl de acetato de amônio 10M, e 400μl de etanol absoluto gelado para 

precipitação do DNA. Os tubos foram alocados no freezer até o dia seguinte. No 

terceiro dia foram realizadas as etapas de lavagem do DNA. As amostras do dia 

anterior foram centrifugadas a 23447g por 15 minutos. Subsequentemente o 

conteúdo do tubo foi descartado e adicionou-se 1ml de etanol 70% gelado. Após 

homogeneização da amostra, efetuou-se novamente a centrifugação a 23447g 

por 15 minutos. Em seguida descartou-se o conteúdo do tubo e aguardou-se o 

etanol presente evaporar. Por fim, o DNA que se encontrava no fundo do tubo 

foi resuspendido em água. O protocolo de extração da maior parte das amostras 

foi realizado ao longo de anos por alunos do laboratório de Citogenética Humana 

e Oncogenética, seguindo a rotina do próprio laboratório. 

 

5.4 SEQUENCIAMENTO DE KIR E HLA 
 

Um total de 100 ng de DNA de alta qualidade é fragmentado usando o kit 

KAPA HyperPlus (Roche), incubando por 5 minutos a 37°C. Subsequentemente, 

o DNA fragmentado tem suas extremidades reparadas, a cauda poli-A 

adicionada, e são ligadas através de PCR a adaptadores de índice duplo 

compatíveis com a tecnologia da Illumina, com código de barras exclusivo. Após 
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a ligação, os fragmentos são purificados com esferas magnéticas HyperCap de 

razão de 0,8X (Roche) seguidas de seleção de tamanho duplo (proporções de 

0,42X e 0,15X) para selecionar bibliotecas de aproximadamente 800 pares de 

base. Finalmente, as bibliotecas são amplificadas e purificadas com esferas 

magnéticas. Após a quantificação por PCR quantitativo, 30ng de cada amostra 

são agrupadas usando energia acústica ultrassônica, e a captura direcionada de 

enriquecimento é realizada com kits de hibridização da Twist Bioscience. 

Resumidamente, as bibliotecas estão ligadas a 10.456 sondas biotiniladas 

descritas anteriormente (135). Ao usar esferas magnéticas de estreptavidina, os 

fragmentos direcionados pelas sondas são capturados e depois amplificados e 

purificados. As bibliotecas enriquecidas são analisadas no BioAnalyzer (Agilent) 

e quantificadas por PCR digital (ddPCR). Finalmente, as bibliotecas enriquecidas 

são sequenciadas usando o aparelho NovaSeq6000 (Illumina) com protocolo de 

sequenciamento de extremidade pareada de 250 pares de base. Após o 

sequenciamento, os arquivos fastq brutos são analisados usando nosso pipeline 

de bioinformática personalizado (151) para obter o número de cópias KIR e 

dados alélicos de alta resolução, e o software HLA Explore (Omixon) e AlloSeq 

Assign (CareDx) para obter genótipos HLA. 

 

5.5 ANÁLISE DE DADOS DA POPULACAO EURO DESCENDENTE 
 
5.5.1 Identificação de haplótipos de conteúdo gênico de KIR 
 
 Os haplótipos de conteúdo gênico de KIR foram identificados 

manualmente, com base na determinação precisa do número de cópias, no 

desequilíbrio de ligação conhecido entre os genes KIR e na genotipagem alélica. 

Os haplótipos incomuns foram identificados com base em observações 

anteriores (126,127). Os candidatos a novos haplótipos de conteúdo gênico 

foram identificados quando pareados com haplótipos comuns e observados em 

dois ou mais indivíduos. Após identificar os haplótipos de conteúdo gênico da 

população norte americana, inferimos os haplótipos de seus alelos KIR usando 

o algoritmo de maximização de expectativa (EM) e o pacote do R “haplo.stats” 

(http://CRAN.R-project.org/package=haplo.stats). 

5.5.2 Análise de desequilíbrio de ligação 
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Para a análise de desequilíbrio de ligação (DL) feita no estudo da 

população euro descendente, usamos os dados de genotipagem alélica e os 

transformamos em um arquivo de entrada Arlequin (.arp) usando o GenAlEx 6.5 

(198). A estimativa de fase gamética e a análise de desequilíbrio de ligação 

pareada foram realizadas usando o software Arlequin 3.5.2.2 (199). Os dados de 

DL gerados neste trabalho (109) serviram de base para a resolução de 

ambiguidades na genotipagem alélica de KIR nos dados de câncer de mama e 

controles.  

 

5.5.3 Identificação de novos alelos  
 

Procuramos na amostra populacional Euro descendente variantes de 

nucleotídeo único (SNV) presentes em KIR2DL1 e KIR3DL1S1, que foram 

identificadas por nosso software, mas não estavam presentes em nenhum alelo 

listado no Immuno Polymorphism Database (IPD)-KIR versão 2.9.0 (4). Para 

indivíduos portadores de um SNV candidato em KIR2DL1 ou KIR3DL1S1, estes  

foram resequenciados usando o método de Sanger (200) usando primers 

previamente descritos (177,201). 

 

5.6 ANÁLISE DE DADOS DAS AMOSTRAS DE CANCER DE MAMA E 
CONTROLES  

 

Haplótipos de conteúdo gênico foram identificados manualmente, com 

base na determinação precisa do número de cópias, o conhecido desequilíbrio 

de ligação entre os genes KIR e informações alélicas, conforme descrito 

anteriormente (109). 

HLA-A, HLA-B e HLA-C foram classificados de acordo com seus epítopos 

relevantes conhecidos para o reconhecimento de KIR. Foram considerados os 

seguintes pares KIR-HLA: HLA-A*11 e KIR2DS2 (165); HLA-A*03/HLA-A*11 e 

KIR3DL2 (167); HLA-C2 e KIR2DL1 (163); HLA-C1 e KIR2DL2 (163); HLA-C1 e 

KIR2DL3 (163); HLA-Bw4 e KIR3DL1 (164,169); HLA-C2 e KIR2DS1 (175). 

A análise de associação genética foi realizada usando o pacote 

BIGDAWG (202), que lida com dados multialélicos para testar a associação no 

haplótipo, locus e alelo. As associações de presença e ausência e números de 
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cópias de KIR foram testadas com o software de estatística IBM SPSS (203), 

usando o método Mantel-Haenszel (204). O limiar de significância foi 

estabelecido em pcorr < 0,05 após correção para múltiplos testes pelo método de 

Bonferroni (205). 

 

6. RESULTADOS  
 

A seção resultados será apresentada em três capítulos. Primeiramente, 

apresentaremos um manuscrito publicado na Frontiers in Immunology com a 

descrição detalhada do polimorfismo de KIR em alta resolução de uma 

população euro descendente dos Estados Unidos. No capítulo dois 

apresentamos um manuscrito com a análise do polimorfismo de KIR e seus 

ligantes HLA em uma amostra bem caracterizada de pacientes com câncer de 

mama esporádico e seus subtipos. Por fim, no capítulo 3 apresentamos os 

resultados da análise de polimorfismos dos genes HLA de classe I e classe II no 

carcinoma mamário esporádico e seus subtipos, em formato de Brief 

Communication. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



High-Resolution Characterization
of KIR Genes in a Large North
American Cohort Reveals Novel
Details of Structural and
Sequence Diversity
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Gonzalo Montero-Martin4, Wesley M. Marin2, Hengameh Shams2, Ravi Dandekar2,
Stacy Caillier2, Peter Parham3, Marcelo A. Fernández-Viña4, Jorge R. Oksenberg2,
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1 Programa de Pós-Graduação em Genética, Universidade Federal do Paraná, Curitiba, Brazil, 2 Department of Neurology,
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The KIR (killer-cell immunoglobulin-like receptor) region is characterized by structural
variation and high sequence similarity among genes, imposing technical difficulties for
analysis. We undertook the most comprehensive study to date of KIR genetic diversity in a
large population sample, applying next-generation sequencing in 2,130 United States
European-descendant individuals. Data were analyzed using our custom bioinformatics
pipeline specifically designed to address technical obstacles in determining KIR
genotypes. Precise gene copy number determination allowed us to identify a set of
uncommon gene-content KIR haplotypes accounting for 5.2% of structural variation. In
this cohort, KIR2DL4 is the framework gene that most varies in copy number (6.5% of all
individuals). We identified phased high-resolution alleles in large multi-locus insertions and
also likely founder haplotypes from which they were deleted. Additionally, we observed
250 alleles at 5-digit resolution, of which 90 have frequencies ≥1%. We found sequence
patterns that were consistent with the presence of novel alleles in 398 (18.7%) individuals
and contextualized multiple orphan dbSNPs within the KIR complex. We also identified a
novel KIR2DL1 variant, Pro151Arg, and demonstrated by molecular dynamics that this
substitution is predicted to affect interaction with HLA-C. No previous studies have fully
explored the full range of structural and sequence variation of KIR as we present here. We
demonstrate that pairing high-throughput sequencing with state-of-art computational
tools in a large cohort permits exploration of all aspects of KIR variation including
determination of population-level haplotype diversity, improving understanding of the
KIR system, and providing an important reference for future studies.
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INTRODUCTION

A variety of membrane-bound receptors control the response of
natural killer cells (NK) to infected or malignant cells (1, 2). The
killer-cell immunoglobulin-like receptors (KIR) are the most
polymorphic family of NK receptors and encoded by a gene
family located at chromosomal region 19q13.4 (3, 4). The KIR
genes exhibit extraordinary variation, both within populations
and between them (5–7). Although KIR gene-content has been
extensively studied in numerous populations worldwide (8–11),
less is known about KIR allele diversity. The unusual structural
variation of the KIR region, coupled with the numerous alleles
for each KIR gene (12) and extensive sequence similarity within
the KIR gene family are distinguishing characteristics of KIR
variation. Further characterizing the KIR region are frequent
duplications, large deletions, hybrid genes and recombinant
alleles (13–17). Together, these obstacles have impeded high-
resolution allelic characterization of all KIR genes in population
studies, which has been accomplished in only a few studies
(18–21).

Transduction of NK cell activating and inhibitory signals is
achieved by a subset of human leukocyte antigen (HLA) class I
molecules, which serve as KIR ligands (22–24). These two
interacting molecule families evolve as a unique and integrated
system (25–28), and combinations of KIR and HLA have been
associated with numerous diseases (29–32), including
autoimmune disorders (33–36), malignancies (37–39) and
infections (40–43). Combinations of KIR and HLA class I also
affect placentation and the success of reproduction (44–47).
Therefore, high-resolution allelic analysis of KIR and HLA
class I diversity across populations will be necessary to
understand their evolution and lay a foundation for functional
studies to determine disease mechanisms. To facilitate this
progression, we have used our custom KIR genotyping and
bioinformatics pipeline to interrogate KIR diversity in a sample
of 2,130 US residents. These methods were explicitly designed to
cope with the complexities of KIR alleles, gene and haplotypes.
We describe the most comprehensive analysis to date of the KIR
genes, exploring copy number variation, haplotype patterns, and
novel variation not previously reported.

MATERIAL AND METHODS

Study Population
We analyzed a cohort of 2,130 unrelated healthy adult
individuals previously described by Hollenbach et al., 2019
(48). All individuals self-identified as being of European
descent and were resident of the United States.

KIR Genotyping
DNA samples were sequenced for all KIR genes, according to
Norman and collaborators (49). After sequencing, raw fastq files
were analyzed using our custom bioinformatics pipeline PING
(Pushing Immunogenetics into the Next Generation) to obtain
KIR gene content and allelic genotypes from next-generation

sequencing (NGS) data (49). We applied an updated version of
the pipeline that precisely determines the copy number of each
locus through multiple alignment and filtration steps, also
accurately identifying KIR genotypes. The updated pipeline
increased the accuracy of KIR genotype determination and is
publicly available (50).

Haplotype Estimation
Gene-content haplotypes were identified manually, based on the
precise copy number determination, the known linkage
disequilibrium among KIR genes, and allelic information.
Uncommon haplotypes were identified based on previous
observations (13, 51, 52). Candidates for novel gene-content
haplotypes were identified when paired with common
haplotypes and observed in two or more individuals. After
identifying gene-content haplotypes, we inferred the
haplotypes of their KIR alleles using the expectation-
maximization (EM) algorithm and the R package haplo.stats
(http://CRAN.R-project.org/package=haplo.stats).

Linkage Disequilibrium (LD) Analysis
Allelic genotyping data were transformed into an Arlequin entry
file (.arp) using GenAlEx 6.5 (53). Gametic phase estimation
using an EM algorithm and further pairwise linkage
disequilibrium analysis were performed using Arlequin
3.5.2.2 (54).

Identification of Novel Alleles
We searched for the single nucleotide variants (SNV) in
KIR2DL1 and KIR3DL1S1 that were identified by our software
but not present in any allele listed at the Immuno Polymorphism
Database (IPD)-KIR release 2.9.0 (12). For individuals carrying a
candidate novel SNV in KIR2DL1 or KIR3DL1S1, the respective
genes were re-sequenced using the Sanger method (55) using
previously described primers (25, 56).

Simulations of Molecular Dynamics
In silico, the KIR2DL1 chain was isolated from the KIR-HLA
complex (PDB ID: 1IM9) (57). To map the rs200879366
variation on the KIR2DL1 structure, the proline at position
151 was replaced by arginine using the Mutate plugin in Visual
Molecular Dynamics (VMD) package (58). Both allotypes were
solvated in separate simulation boxes using TIP3P solvent, and
the ion concentration was adjusted to 150 KCl. Energy
minimization was then performed on both systems for 150,000
steps. To mimic the anchorage of KIR2DL1 to the lipid
membrane, the atom of residue 200 was fixed in space.
Conformational transitions of KIR2DL1 allotypes were
modeled using the NAMD software package (59) and the
CHARMM36 forcefield (60) in NPT ensembles. Temperature
and pressure were maintained at 310 K and 1 bar using the
Langevin thermostat and Langevin piston Nose-Hoover,
respectively. Periodic boundary condition in all directions and
a timestep of 2fs were used. Simulations on both systems ran for
100ns. The angle between the D1 and D2 domains is the leading
indicator of KIR2DL1 conformational transition. It was obtained
by aligning the corresponding atom selections and calculating
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rotation and displacement at every timeframe using in-house tcl
scripts. Structure visualizations were performed using VMD.

RESULTS

KIR Gene Copy Number Analysis Identified
Numerous Deletions and Duplications
Involving KIR3DP1, KIR2DL4, and
KIR3DL1S1
We determined KIR gene copy number for all 13 KIR genes
(KIR2DL1, KIR2DL23, KIR2DL4, KIR2DL5A, KIR2DL5B,
KIR2DS1 , KIR2DS2 , KIR2DS3 , KIR2DS4 , KIR2DS5 ,
KIR3DL1S1, KIR3DL2, KIR3DL3) and the two pseudogenes
(KIR2DP1, and KIR3DP1). Carrier frequencies and gene
frequencies, based on the direct counting of all copies for each
KIR, are given in Supplementary Table 1.

The KIR A haplotype is defined by the presence of only one
gene encoding a short-tailed activating receptor (KIR2DS4) and a
fixed number of genes encoding inhibitory KIR. In contrast, KIR B
haplotypes encode various combinations of activating and

inhibiting receptors (61). A total of 31.4% of individuals in the
cohort of 2,130 Europeans are homozygous for the full-length KIR
A haplotype (cA01~tA01/cA01~tA01, f = 0.58). The centromeric
and telomeric portions of the KIR haplotype are flanked by the
framework genes KIR3DL3-KIR3DP1 and KIR2DL4-KIR3DL2,
respectively (62, 63). On analyzing these two regions separately,
we observed that 94% of the centromeric diversity is explained by
just three gene-content haplotypes (cA01, cB02, and cB01; Figure
1A), whereas tA01 and tB01 correspond to 93% of the telomeric
haplotypes (Figure 1B). We also indentified the presence of two
novel centromeric haplotypes, and two telomeric haplotypes not
previoulsy described in Europeans. The novel cB06 haplotype
differs from cB01 by lacking KIR2DP1, and cA03 differs from the
more common cA01 by lacking KIR3DP1. Present in the telomeric
region is tA02, which only differs from tA01 by lacking KIR2DS4.
Of particular interest is a haplotype observed in two individuals
that has only theKIR3DL2 framework gene in the telomeric region.
The gene content and organization of 3.5% of the centromeric and
4.9% of the telomeric haplotypes could not be determined.

Of the framework genes, KIR2DL4 has the most copy number
variation in our study. We observed 72 individuals (3.4%)
carrying one copy of KIR2DL4 and 67 (3.1%) carrying three

A

B

FIGURE 1 | Telomeric and centromeric gene-content haplotypes in European-Americans. Although multiple variations of the KIR full-length haplotypes have been
described, most are multiple variations of a few centromeric and telomeric haplotypes. The centromeric and telomeric regions of KIR haplotypes are flanked by the
genes KIR3DL3-KIR3DP1 and KIR2DL4-KIR3DL2, respectively, which are referred to as framework genes (62, 63). (A) Frequencies of centromeric KIR gene-content
haplotypes in the study population. (B) Frequencies of telomeric KIR gene-content haplotypes in the study population. All listed haplotypes that were not previously
described, we have observed in multiple individuals and in combination with a high frequency haplotype, allowing their inference with confidence. All uncommon
haplotypes for which the phase could not be determined are grouped as “undetermined”. Figure created with BioRender.com.

Amorim et al. KIR High-Resolution Diversity in European-Americans

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org May 2021 | Volume 12 | Article 6747783



copies (Figure 2A). In this cohort, deletion of KIR2DL4 is
invariably accompanied by the deletion of KIR3DL1S1.
KIR3DP1 is deleted in 63 of the 72 (87.5%) haplotypes having
the KIR2DL4~KIR3DL1S1 deletion. KIR3DL1S1 and KIR3DP1
are duplicated in 63 out of 68 individuals carrying duplications of
KIR2DL4. Insertion of KIR3DP1~KIR2DL4~KIR3DS1 into a
tA01 haplotype created a novel haplotype, carried by 38
individuals (f = 0.009; Figure 2B). Insertion of the segment
KIR2DS3*00103~KIR2DP1~KIR2DL1*00401~KIR3DP1~
KIR2DL4*00501~KIR3DS1*01301~KIR2DL5A*00501 also into
tA01 gave another novel haplotype observed in 19 individuals
(f = 0.004; Figure 2C). In addition, we always observed the

centromeric cB04 haplotype to be in the same gametic phase as
tB03, and cA03 always with tB02. Duplication of KIR2DL2
present in cB02 was observed in 7 individuals (f = 0.002)

Several KIR Haplotypes Are Marked by
Specific KIR Alleles
All 13 KIR genes were genotyped to five-digit allele resolution in
the study sample. We identified 250 KIR alleles, of which 90
(37.6%) have frequencies equal or greater than 0.01, and 40
(17%) have frequencies equal or greater than 0.05 (Figure 3A).
KIR3DL3 has the highest variety of alleles (n = 83), followed by
KIR3DL2 (n = 48) and KIR3DL1S1 (n = 39) (Figure 3B).

A B

FIGURE 3 | Overview of the KIR allelic diversity in European-Americans. (A) Total number of KIR alleles at 5-digit resolution observed in 2,130 European Americans
and stratified by frequency. (B) Number of alleles observed for each gene (5-digit resolution), stratified by frequency.

A B

C

FIGURE 2 | Deletions and duplications involving KIR2DL4, KIR3DL1S1, and KIR3DP1 were observed in more than 6% of KIR haplotypes Together with KIR2DL23
and KIR3DL1S1, framework genes (KIR3DL3, KIR3DP1, KIR2DL4, and KIR3DL2) were initially considered to be present in all KIR haplotypes, with only rare
exceptions. Here, we show that deletions and duplications in these genes are relatively frequent in the study population. (A) Frequencies of gene copy number for
individual genes. (B) Suggested origin of the novel haplotype containing a duplication of KIR3DP1~KIR2DL4~KIR3DS1 and observed in 38 individuals (f = 0.009).
Created with BioRender.com. (C) Suggested origin of the novel haplotype containing a duplication of KIR2DS3~KIR2DP1~KIR2DL1~KIR3DP1~KIR2DL4~KIR3DS1~
KIR2DL5A, observed in 19 individuals (f = 0.004). Figure created with BioRender.com.
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Figure 4 summarizes KIR allele diversity of the cohort and
complete allele frequencies are given in Supplementary Table 2.
Among the 20most common centromeric haplotypes, 16 are cA01
(Figure 5A). Similarly, 17 of the 20 most common telomeric
haplotypes were tA01 (Figure 5B).

This is the first study to describe high-resolution (5-digit) KIR
haplotypes for all functional KIR genes in a large population
sample. Analyzing this large number of individuals gave us
sufficient power to fully explore the patterns of LD and
identify alleles that are exclusively or predominately associated
with specific haplotypes (Figure 6). For example, the alleles
KIR3DL2*00701 and *018 were observed solely in tB01
haplotypes, whereas KIR3DL2*00103, *00201, *00501, *00901,
*00101, and *008 were observed only in tA01. Similarly,
KIR3DL3*00301 and *00402 are characteristic of CenB,
whereas *00901 and *00101 are exclusive to CenA haplotypes.
With few exceptions, 2DL4*00501 is the only KIR2DL4 allele
found in tB01 haplotypes (99.4%), being in complete LD with
KIR3DS1*013. Additionally, a few low-frequency alleles are
associated with specific, uncommon haplotypes; for example,

KIR3DL2*034 (f = 0.002) is present only in tB03, and
KIR2DL5B*00801 (f = 0.004), is present only in cB04 (f = 0.01).
Furthermore, for the first time we describe multiple high-
resolution allelic configurations of the full-length cB04~tB03
haplotype (Supplementary Table 3).

As well as the haplotypic associations, we observed many
instances of strong LD among specific sets of KIR alleles (Figure
7) . In summary, KIR2DL4*00501 , KIR3DS1*01301 ,
KIR2DS1*00201, KIR2DL5A*00101, KIR2DS5*00201, and
KIR3DL2*00701 are frequently observed together. Many other
KIR2DL4 alleles are in strong LD with specific KIR3DL1 alleles.
Specific examples are KIR2DL4*00801 with KIR3DL1*00101
(D’ = 0.99, r2 = 0.85); KIR2DL4*011 with KIR3DL1*00501 (D’ =
0.95, r2 = 0.85); KIR2DL4*00802 with KIR3DL1*00401 (D’= 0.95,
r2 = 0.73); KIR2DL4*00602 with KIR3DL1*00701 (D’ = 0.91,
r2 = 0.68); and KIR2DL4*00103 with KIR3DL1*008 (D’ = 1, r2 =
0.6). In the centromeric region, KIR2DL5B*00201 and
KIR2DS3*00103 are always observed together. KIR2DL1*00401 is
in strong LD with KIR2DS3*00103 (D’ = 0.98 and r2 = 0.83) and
KIR2DL5B*00201 (D ’ = 0.95 and r2 = 0.82), whereas

FIGURE 4 | Overview of the most common alleles in European-Americans. Only alleles with frequencies greater than 1% are shown. For full list of allelic frequencies,
see Supplementary Table 2.
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KIR2DL3*00201 is associated with KIR2DL1*00201 (D’ = 0.97,
r2 = 0.89). A full list of LD values for pairs of KIR alleles is given in
Supplementary Table 4.

Numerous Novel KIR Variants Are Present
in the Cohort of European Americans
In this analysis of 2,130 individuals, we identified 398 individuals
(18.7%) carrying at least one KIR recombinant allele that do not
correspond to any sequences deposited in the KIR database. We
define as recombinant allele those that are characterized by
different phasing combinations of previously known variable
sites. These observations are likely to represent the presence of
new alleles that were not present or not detected in previous
studies of KIR variation. KIR3DL1S1 accounts for 33% of the
observations of candidate new alleles, corresponding to a total
allelic frequency of 0.04 at this locus. A large proportion of
individuals carrying possible novel alleles were also observed for
other KIR2D and KIR3D genes (Table 1).

In addition to these candidate novel KIR recombinant alleles,
we also used our software to identify possible novel SNVs. In
some cases, these SNVs may have been reported in the dbSNP
database (64), but they were not associated with any KIR allele
sequence deposited in the IPD-KIR database release 2.9.0 (12).
Therefore, in the context of KIR, these SNVs would be
contributing to novel alleles that each differ from a known KIR
allele by a single nucleotide substitution. To confirm the
sequences of novel variants, we used the Sanger method to re-
sequence individuals carrying any possible novel SNV in
KIR2DL1 and KIR3DL1S1. While confirmation of all novel

variants was out of scope for the current project, we selected
these loci as exemplars for this work due to substantial previous
work examining their structure and function (25, 56, 61, 65–71),
including the availability of crystal for molecular modeling
structures (57, 72–76). In future work we will continue to
explore novel variants that were detected at other loci during
this study.

For KIR2DL1, 8 of 30 variants were confirmed by Sanger
sequencing, while 10 of 32 variants were similarly confirmed for
KIR3DL1S1. Most of the SNVs in KIR3DL1S1 were observed in
only a single individual, except for two synonymous variants,
rs754894112 and rs1462310393 (Table 2). In contrast, the
majority of confirmed novel variants in KIR2DL1 were
observed in several individuals (Table 3). Interestingly, 14 out
of the 18 confirmed variants in these two genes were non-
synonymous substitutions, with functional effects ranging from
conservative to radical according to the Grantham scale of
physicochemical distances between amino acids (77).

Simulation of Molecular Dynamics
Predicts That Dimorphism in Codon 151 of
KIR2DL1 Affects Binding to HLA Class I
To explore the functional differences of KIR2DL1 alleles that
differ by a single nucleotide, we simulated and compared the
molecular dynamics simulations of KIR2DL1 allotypes that differ
by the non-conservative substitution of proline to arginine at
position 151. Underlying this difference is rs200879366*C>G.
Different conformations were sampled during the simulation
trajectory, so that each time step features an individual

A B

FIGURE 5 | High-resolution allelic haplotypes in European-Americans. (A) The 20 most common centromeric KIR haplotypes. (B) The 20 most common telomeric
KIR haplotypes observed in European Americans (n = 2,130). Created with BioRender.com.
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conformer. The angle change mediated the transition between
free and HLA-bound states of KIR2DL1 between the Ig domains
(D1 and D2) that eventually affected the HLA binding region
(Figure 8A). Within 100ns of simulation, the angle between the
D1 and D2 domains was decreased by 10° in the wildtype (Pro)
but was not perturbed in the mutant (Arg) (Figure 8B). The
conformational transition appears to be mediated by a network
of interactions spanning fromMet44 to Arg 151. In the wildtype,
Met44 is released from Pro185, allowing the angle between D1
and D2 to decrease (Figure 8C). By contrast, the angle is
increased in the mutant. This enables Arg151 to form a salt
bridge with Asp135, leading to an interaction between Met136
and Pro185 (Figure 8D) that allows Pro185 to more strongly
associate with Met44. This set of localized rearrangements in
KIR2DL1 is likely essential for its stable binding to HLA class I.

DISCUSSION

The general configuration of KIR gene-content haplotypes was
first described two decades ago, when it was observed that four

framework genes separate two distinct sub-clusters of genes (7, 24,
62, 78, 79). KIR3DL3 and KIR3DP1 were seen to delimit the
centromeric region, while KIR2DL4 and KIR3DL2 delimit the
telomeric region of the KIR gene family. The other two genes that
are present inmostKIR haplotypes areKIR2DL23 andKIR3DL1S1
(6). Although deletions and duplications of these genes have been
previously reported (15–17, 80–82), technical limitations have
precluded direct copy number determination of all KIR in large-
scale population studies. We show here that large structural
deletions and duplications involving the framework genes are
relatively frequent in European-descendant individuals. For
instance, more than 6% of individuals carry a deletion or
duplication of KIR2DL4. Similar to haplotype variants described
in the literature (13, 51, 52), all gene-content KIR haplotypes
lacking KIR2DL4 also lacked KIR3DL1S1 (tB02 and tB03). These
haplotypes have been described for other European-Americans
(52), while an extensive study of Europeans from Germany did
not seek to analyze novel gene-content haplotypes (83).
Observation of KIR2DL4~KIR3DL1S1 deletions at high-
frequencies in Africans (18, 25) raises the possibility that these
variant KIR haplotypes originated prior to the modern human

FIGURE 6 | Some alleles are associated with specific KIR haplotypes. Alleles associated with specific haplotypes are listed inside each box. Underline marks alleles
exclusively present in the specific haplotype. The other alleles were differentially associated with particular haplotypes, but not exclusively (>95% of the observations).
For haplotype new2, please see Figure 2.
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migration out of Africa, and that they might also be present in
most worldwide populations.

Interestingly, haplotypes carrying KIR2DL4 duplications also have
duplications of KIR3DL1S1 and KIR3DP1. Based on our observations,
including the fact that cB04~tB03 are always in phase, we propose that a
single deletion of KIR2DS3*00103~KIR2DP1~KIR2DL1*00401~
KIR3DP1~KIR2DL4*00501~KIR3DS1*01301~KIR2DL5A*00501 from
the haplotype cB01~tB01 originated the cB04~tB03 haplotype. This
seven-locus fragment was possibly inserted into cA01~tA01, which
would explain the novel full-length haplotype that we identified in
multiple individuals. The large cohort that we analyzed allowed us to
phase the alleles of the seven-locus indel at high-resolution, providing a
unique opportunity to infer the origin of these haplotypic variants.

Previous studies described KIR haplotypes at lower genotyping
resolution and in smaller sample sizes. For example, Vierra-Green
et al. (52) described KIR haplotypes at 3-digit resolution in 506

Euro-Americans while Hou et al. (20) analyzed most KIR genes at
higher resolution but in a small cohort. Here, we present the first
study to show 5-digit allelic haplotypes of all KIR genes for a large
sample of the European-descent U.S population. Notably, the
most common centromeric haplotype in our study cohort,
KIR3DL3*00901~ KIR2DL3*00101~KIR2DL1*00302 (f = 0.10), is
also the most common in four African populations (Datoonga, f =
0.11; Baka, f = 0.15; Dogon, f = 0.18; and Fulani, f = 0.14) (18). This
haplotype is likely the same reported as the most frequent (f =
0.23) in a smaller European American cohort that was not
analyzed for all KIR genes at high resolution (20). Interestingly,
two of the low-frequency telomeric haplotypes present in our
sample (tA02 and KIR3DL2) have not been reported in other
European populations, but were observed in African populations
from Mali (3DL2, f = 0.01), Democratic Republic of Congo (tA02,
f = 0.08) and Tanzania (3DL2, f = 0.01; tA02, f = 0.01) (18). A
limitation of determining haplotypes without family segregation
studies or confirmation by long-range sequencing is the
impossibility to identify unknown haplotype structures or to
precisely infer those haplotypes observed in lower frequencies.
For this reason, we were not able to confidently identify the less
common haplotypes, therefore, presenting data only for the most
common ones. However, our large population sample coupled
with the curated high-quality data allow us to identify the
haplotypic diversity that represent most of the KIR diversity
in Europeans.

Our well-powered analysis of LD across the KIR region shows
that some alleles are clearly associated with specific structural
haplotypes. Because KIR2DL4*00501 and KIR3DL2*00701 are
present in tB01 and are associated with other tB01-associated
alleles, such as KIR3DS1*01301, it was possible to verify that the

FIGURE 7 | Strong linkage disequilibrium (LD) between KIR alleles. Boxes represent the pairs of KIR alleles with the strongest LD in the present study. D’ values are
written inside of each box and color scale represent r2 values. Only pairs with r2 > 0.2, D’ > 0.7 were shown. The p-value of all pairs was < 10-5.

TABLE 1 | Large proportion of individuals carrying possible novel alleles.

Locus n f

KIR3DL1S1 154 7.23%
KIR3DL2 57 2.68%
KIR2DL5 56 2.63%
KIR2DL4 53 2.49%
KIR3DL3 48 2.25%
KIR2DL1 43 2.02%
KIR2DL23 31 1.46%
KIR2DS3 24 1.13%
KIR2DS5 10 0.47%
KIR2DS4 5 0.23%

n, absolute number individuals carrying potential at least one possible novel allele; f,
relative frequency of individuals carrying possible novel alleles.
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insertion of fragments containing KIR3DS1 occurred on the
cA01~tA01 haplotype. In some cases, specific alleles also
associate with uncommon haplotypes, which may be used as
markers for these unique haplotypes. These examples highlight

how our detailed LD information for high-resolution KIR
sequencing constitutes a significant resource, yielding valuable
information that will facilitate the comprehension and
identification of KIR haplotypes in future studies.

TABLE 2 | Ten confirmed novel single nucleotide variants in KIR3DL1S1.

rsID n Exon Change Mature protein Amino acid Grantham

rs771871523 1 3 G>T 12 Ala>Ser 99
rs1272096635 1 4 C>A 107 Ala>Asp 126
rs769147743 1 4 T>C 127 Ile>Thr 89
rs200893904 1 4 C>T 171 Thr>Ile 89
rs1182774591 1 4 G>C 187 Ala>Pro 27
new SNP 1 5 G>C 249 Arg>Pro 103
rs754894112 12 5 C>T 266 synonymous
rs1462310393 2 5 C>A 275 synonymous
new SNP 1 7 C>T 319 His>Tyr 83
rs984592565 1 9 G>A 392 Arg>His 29

These variants have been have been reported and assigned rsID in the dbSNP database (64), but not present in any KIR allele deposited in the IPD-KIR database release 2.9.0 (12),
therefore representing novel KIR alleles differing from others by only one nucleotide position. New SNP represent variants not previously assigned rsID in the dbSNP database.

TABLE 3 | Eight confirmed novel single nucleotide variants in KIR2DL1.

rsID n Exon Change Mature protein Amino acid Grantham

rs201225013 7 1 A>G signal peptide Met>Val 21
rs148427642 4 1 T>G signal peptide Cys>Gly 159
rs749640662 13 5 G>A 120 Ala>Thr 58
rs200879366 8 5 C>G 151 Pro>Arg 103
rs749653872 3 5 C>T 157 synonymous
rs570412759 16 7 G>A 245 Arg>Hist 29
rs201527316 1 9 G>A 296 Arg>Hist 29
rs778821930 2 9 C>A 309 synonymous

These variants have been have been reported and assigned rsID in the dbSNP database (64), but not present in any KIR allele deposited in the IPD-KIR database release 2.9.0 (12),
therefore representing novel KIR alleles differing from others by only one nucleotide position.

A B

DC

FIGURE 8 | Pro151Arg substitution in KIR2DL1 is predicted to affect the stability of its binding to HLA-C. The impact of the Pro151Arg mutation on the KIR2DL1
conformation and its HLA-C binding site was studied by simulating both the mutant and wildtype structures. (A). The angle between D1 and D2 domains (alpha) of
KIR2DL1 was computed in both allotypes as an indicator of conformational transition from the HLA-bound to a free state. (B) The alpha angle in the mutant is closer
to the HLA-bound state, whereas the transition to the unbound state occurs smoothly in the wildtype. (C) The interaction between Met44 and Pro185 was disrupted
upon angle change between D1 and D2 in the wildtype. (D) Arg151 forms an interaction with Asp135, which also leads to new interactions between Met136,
Pro185, and Met44, maintaining the open conformation of the mutant.
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With the development of robust high-resolution KIR typing
methods, the discovery of novel KIR variants has become more
achievable. However, short read misalignment is a major
confounding factor in discovering novel variants, particularly
those differing from known variants by only one nucleotide.
Because the identification of possible novel SNVs is overall not
likely in comparison to the possibility of being artifacts due to
misalignment of highly similar sequence reads, our pipeline is
initially set to exclude them from the primary analysis but flag
them for further detailed inspection. This is a limitation intrinsic
to short-sequence data analysis in the context of the KIR
sequence homology, and rare novel variants might be missed.
Aiming for an overview of the extent of this methodological
limitation, we applied Sanger method to re-sequence all possible
novel variants in two highly polymorphic genes, regardless of
their frequencies. Although we confirmed approximately one-
third of the possible novel SNVs for KIR3DL1S1 and KIR2DL1,
most of these variants were observed in only one or a few
individuals. In other words, even though our pipeline can
possibly miss some of the novel variation, the new SNVs do
not represent significant overall distortions in our dataset. In fact,
our method has been proven to show an overall high
performance for determining accurate genotypes (median
96.5%), and only 1% to 3% of unresolved genotypes (50).

Low frequent variants may, however, be of particular interest
especially if they may cause impact on the receptors’ function. It
is remarkable that most confirmed novel variants cause moderate
to radical non-synonymous substitutions, ultimately leading to
functional protein variation. To provide new insights to the
functional significance of describing novel variants, we focused
on variant rs200879366*G, which was previously reported with a
frequency of 0.01 in the Finnish population (84) but had not
previously been associated with a specific KIR allele. Although
residue 151 is in the D2 domain it does not make direct contact
with the HLA-C ligand. Nevertheless, polymorphism at the
neighboring residue, position 154, has been implicated in
differential avidity for the HLA-C ligand (85). Our prediction
shows that Asp135, which is directly engaged in HLA binding,
forms a bond with Arg151, allowing us to speculate that
rs200879366*G may result in reduced binding to HLA. This
example demonstrates the likelihood that many other functional
variants will be identified as we interrogate KIR allelic diversity in
worldwide populations.

According to the recently updated IPD-KIR database (Release
2.10.0, 16 December 2020), the variant rs200879366*G marks
two unconfirmed alleles, KIR2DL1*044 and KIR2DL1*046,
corroborating our findings. These unconfirmed allele sequences
were freshly submitted by the same group that genotyped KIR in
over a million European samples from the DKMS donor registry
(86). Although a remarkable effort in its scale and importance to
the field, that study targeted specific exons of each KIR, resulting
in a 3-digit resolution genotyping with substantial ambiguities.
In contrast, our study sought to analyze all KIR exons and
introns of each gene (5-digit resolution). While smaller than
the DKMS study by orders of magnitude, our study is
nevertheless the largest sample to-date to comprehensively

analyze all aspects of KIR variation at this resolution, including
copy number, allele-haplotype associations, pairwise LD, and
functional consequences of novel variation.

For decades, most KIR studies in populations were limited to
analyzing the presence and absence of genes (5, 7, 9, 62, 87–89).
The study of KIR gene content laid the basis of the field and
suggested that KIR diversity and plasticity were and may still be
ahead of our technical capabilities. Here, we aimed to set new
ground for exploring KIR diversity by providing the first large-
scale study to deeply analyze copy number variation and high-
resolution allelic variation of all genes in a large population
sample from the United States. Our results show a large
proportion of multi-locus deletions and duplications of genes
that were until recently considered rare, in addition to unusual
gene-content haplotypes and a high frequency of novel alleles.
We argue that as we continue to interrogate KIR at high-
resolution, we will continue to uncover more layers of this
region’s complexity, discovering frequent novel variants with
functional relevance that have been previously missed due to
technical limitations.
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Abstract  
Breast cancer (BC) is the most common malignancy among women with tumors 
varying in aggressiveness, histological type, molecular subtype, among others. 
The natural killer cells (NK) are lymphocytes that act both in the innate and 
adaptive immune response recognizing and killing neoplastic cells. Among 
others, NK cells express the killer-cell immunoglobulin-like receptor (KIR) 
molecules on the cell surface, which modulate NK cell responses through the 
recognition of human leukocyte antigen (HLA) molecules. Despite the well-
stablished role of KIR-HLA in diseases, the variation of these genes in high 
resolution has never been analysed in cancer. Here, we analysed a cohort of 550 
patients with BC and 747 controls. We found that the presence of three copies of 
KIR2DL5 was associated with protection (OR = 0.21, pcorr = 0.027), while the 
presence of three copies of KIR3DL1S1 was associated with increased risk to BC 
(OR=2.44, pcorr =0.009). We also identified that the pair KIR2DL3*001+HLA-C1 
ligand was significantly reduced in patients with the aggressive non-luminal 
HER2+ (ER and PR negative) compared with all other subtypes (OR = 0.23, pcorr 
= 0.016), in addition to a strong association of KIR2DS1*002+HLA-C2 in patients 
with triple negative tumors compared to all other subtypes (OR = 3.34, pcorr < 1.4 
x10-4). Finally, we observed a strong protective effect of the pair 
KIR2DL1*001+HLA-C2, significantly increased in patients with less severe BC 
grade I compared with the most severe grades II+III (OR = 0.25, pcorr = 0.038). In 
summary, we have provided solid evidence that the variation of KIR genes is 
implicated in BC.   
Keywords: NK receptors, Breast Cancer, HER2, Triple Negative, KIR, HLA.  
  
Introduction  
 
Breast cancer (BC) is most common type of malignancy across the globe (1,2) 

with 2.2 million new cases diagnosed in 2020 and represents the leading cause 

of death by malignant disease among women worldwide (2,3). Mutations in genes 
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such as BRCA1, BRCA2, CHEK2, PTEN, and TP53, among others, have been 

identified as causing hereditary BC (4). However, only 5 to 10% of breast cancers 

are caused by germline mutations transmitted to offspring. Instead, sporadic BC 

is the most common form of the disease and results from the accumulation of 

acquired and uncorrected genetic alterations in somatic genes. Therefore, 

sporadic BC is a multifactorial disease in which multiple genes and environmental 

factors contribute to its etiology (5,6). Identifying its genetic associations can aid 

in predicting disease risk at the individual and population levels and provide 

information about underlying disease mechanisms.  

 

Breast tumors are classified into grades I, II, and III by comparing the microscopic 

similarity of tumor cells to normal cells of breast tissue. Grade I is the least 

aggressive while grade III is the most severe (7–9). In the past, the choice of 

treatment was essentially based on the tumor’s grade and stage. However, much 

has been studied to improve the classification of breast cancer using specific 

markers to account to the complexity and heterogeneity of this disease (10).   

 

Immunohistochemical markers such as estrogen (ER) and progesterone (PR) 

receptors, HER2 (human epidermal growth factor receptor 2) overexpression, 

and KI67 (a nuclear protein that is associated with cellular proliferation), are used 

to classify BC into subtypes that are biologically distinct to guide treatment 

decisions.  Luminal subtypes represents 50-70% of tumors, thus being the most 

common subtypes, and are characterized by the presence of estrogen (ER) 

and/or progesterone (PR) receptors, HER2 negative (Luminal A or B) or positive 

(only luminal B), and low (Luminal A) or high (Luminal B) expression of KI67 

(11,12). Luminal A tumors are typically grade I, with has a better prognosis, and 

are typically treated with hormone therapy; chemotherapy is restricted to only a 

few cases. Luminal B have worse prognosis compared to Luminal A, and are 

treated with hormone therapy and chemotherapy (12,13).   

 

HER2 (also known as ErbB2 or HER2/neu) is a transmembrane receptor with 

tyrosine kinase activity, capable of activating several pro-survivals intracellular 

signaling pathways (14). The HER2 enriched (non-luminal) subtype is 

characterized by an overexpression of HER2, high expression of KI67, and 
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absence of progesterone and estrogen receptors (12). HER2+ represents 15-

20% of BC cases and are typically grade III, associated with a more aggressive 

disease. Patients with HER2+ tumor present high recurrence and lower survival 

rates (15).   

 

Triple-negative BC is an aggressive type of tumor that is usually more difficult to 

treat, characterized by a faster growth rate, higher risk of metastasis and 

recurrence. Normal breast cells typically have receptors for estrogen and 

progesterone, which allows them to grow in response to these hormones. 

However, triple-negative breast cancer cells do not have those receptors or the 

overexpression of the HER2, which preclude the use of hormonal treatment or 

HER2-targeted therapeutic monoclonal antibodies (10).  

 

In the context of cancer immunology, natural killer (NK) cells are in the front line 

of defense against neoplastic cells. NK cells are lymphocytes that act both in 

innate and adaptive immune responses (16) killing malignant and infected cells, 

also playing an essential role in reproduction (17). Their cytotoxicity against the 

target cells is controlled by the balance of signals from their activating and 

inhibitory surface receptors (18). Among these receptors are the killer cell 

immunoglobulin-like receptor (KIR) family, which recognizes human leukocyte 

antigen (HLA) class I molecules. HLA class I molecules are expressed on the 

surface of all nucleated cells (19) and encoded by genes within the major 

histocompatibility complex (MHC) located at the human chromosome 6. The 

abnormal expression commonly caused by malignancy and infection is one of the 

signals that lead to the extermination by NK cells (20,21).  

 

KIR genes, on the other hand, are located at the chromosome 19 and exhibit an 

unusual polymorphism of presence or absence of genes, in addition to large 

structural deletions and insertions and an extreme sequence variability (22–26). 

Coupled with the homology and high sequency identity among genes, these 

characteristics have systematically precluded the analysis of KIR in high 

resolution in populations or disease cohorts.  
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Previous studies analyzing only the presence and absence variation suggested 

that KIR polymorphism might be involved in sporadic BC susceptibility, outcomes, 

and treatment (27–30). However, these past studies were limited by low sample 

sizes and reduced genotyping resolution, which reduce the power to detect 

susceptibility markers. Here, we fill this gap by applying next-generation 

sequencing technology in a large BC cohort to perform the first high-resolution 

analysis of KIR in cancer, and KIR alleles associated with the aggressive HER2+ 

and triple negative BC.  

  

Material and Methods  

 

Study Cohort  
 

We analyzed genomic DNA from peripheral blood cells from 550 women with 

sporadic BC and 747 unrelated healthy women. Samples were collected by 

oncologists specialized in treating BC from Hospital Nossa Senhora das Graças, 

Curitiba, Brazil, who diagnosed and classified the patients according to clinical 

guidelines jointly established by the American Society of Clinical Oncology and 

the College of American Pathology. The diagnosis was combined with 

comprehensive genetics counseling, including family medical history, medical 

records, and genetic tests to identify patients with sporadic breast cancer. 

Volunteers older than 18 years of age diagnosed with sporadic BC were included. 

The median age in patients is 56 years old. As control, we included women 

ranging from 40 to 60 years old without history of cancer. All participants self-

identified as Euro-descendants.  

 

Information for histological type, breast cancer degree and immunohistochemical 

subtype, in addition to information on the presence of metastases in lymph nodes, 

was available for part of the patients (Table 1).  

 

Genotyping   
 

A total of 100 ng of high-quality DNA is fragmented using the KAPA HyperPlus 

kit (Roche), incubating for 5 minutes at 37 °C. Subsequently, the fragmented DNA 
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have their ends repaired, poly-A tail added, and are ligated through PCR to 

Illumina compatible dual index adapters uniquely barcoded. After ligation, 

fragments are purified with 0.8X ratio HyperCap magnetic beads (Roche) 

followed by double size selection (0.42X and 0.15X ratios) to select libraries of 

approximately 800 bp. Finally, libraries are amplified and purified with magnetic 

beads. After quantification by quantitative PCR, 30 ng of each sample are 

precisely pooled using ultrasonic acoustic energy, and the enrichment targeted 

capture is performed with hybridization kits from Twist Bioscience. Briefly, the 

libraries are bound to 10,456 biotinylated probes described previously (31). By 

using streptavidin magnetic beads, the fragments targeted by the probes are 

captured and then amplified and purified. Enriched libraries are analyzed in 

BioAnalyzer (Agilent) and quantified by digital-droplet PCR. Finally, enriched 

libraries are using NovaSeq6000 (Illumina) with paired-end 250 bp sequencing 

protocol. After sequencing, raw fastq files are analyzed using our custom 

bioinformatics pipeline (32) to obtain KIR copy number and high-resolution allelic 

data, and the software HLA Explore (Omixon) and AlloSeq Assign (CareDx) to 

obtain HLA genotypes.   

 

Data Analysis   
 

Gene-content haplotypes were identified manually, based on the precise copy 

number determination, the known linkage disequilibrium among KIR genes, and 

allelic information, as described previously (25).  

 

HLA-A, HLA-B, and HLA-C were classified according to their known relevant 

epitopes for KIR recognition. We considered the following KIR-HLA pairs: HLA-

A*11 and KIR2DS2 (33); HLA-A*03/HLA-A*11 and KIR3DL2 (34); HLA-C2 e 

KIR2DL1 (35); HLA-C1 and KIR2DL2 (35); HLA-C1 and KIR2DL3 (35); HLA-Bw4 

and KIR3DL1 (36,37); HLA-C2 and KIR2DS1 (38).   

 

Genetic association analysis was performed using the R package BIGDAWG 

(39), which handles multiallelic data to test for association at the haplotype, locus, 

and allele. Associations for presence and absence and KIR copy numbers were 

tested with the software IBM SPSS statistics software (40), using Mantel-
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Haenszel method (41). The significance threshold was set at pcorr < 0.05 after 

correction for multiple tests using the Bonferroni method (42).  

  

Results  

 

KIR Copy Number Variation is Associated with Increased Risk to Sporadic Breast 

Cancer   

 

Most previous studies of KIR in diseases, including cancer, were limited to 

analyzing presence and absence variation due to technical limitations to 

genotype KIR in high-resolution in a large scale (27,28,43–45). Leveraging the 

precise copy number (CN) determination of our method, we investigated if the 

CN variations of KIR2DL1, KIR2DL23, KIR2DL4, KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, 

KIR2DS35, KIR2DS4, and KIR3DL1S1 were associated with sporadic BC risk. 

For this analysis, we included all genes except KIR3DL3 and KIR3DL2, which 

exhibit limited or no CN variation. The presence of three copies of KIR2DL5 was 

associated with protection (OR = 0.21, 95%CI 0.07-0.618, p = 0.003, pcorr = 

0.027), while the presence of three copies of KIR3DL1S1 was associated with 

increased risk (OR=2.44, 95%CI 1.40-4.12, p = 0.001, pcorr =0.009; Table 2). We 

have previously demonstrated that the duplication of KIR3DL1S1 is usually 

associated with the recently described duplication of genes 

KIR3DP1~KIR2DL4~KIR3DS1 (25). We found that this recently discovered large 

structural variant significantly increases the risk of sporadic BC (OR = 2.42, 

95%CI 1.30-4.61 p = 0.007) (Figure 1). We have not identified associations for 

other gene-content haplotypes (Suppl. table 1).  

 

Despite the associations with KIR copy numbers, no associations were observed 

when we analyzed only the presence and absence of genes (suppl. table 2). The 

analysis of KIR CN variation in the immunohistochemical subtypes, tumor grade 

and presence of metastasis did not show significant results (supp. table 3)   

  

KIR Allelic Variation is Associated with Aggressive Breast Cancer   
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Likewise, allelic variation of KIR in disease is poorly known in diseases due to the 

high levels of polymorphism and sequence identity among KIR genes (46–50). 
We compared the KIR allelic frequencies between patients and controls and 

among disease outcomes (Suppl table 4). Because the functionality of KIR 

molecules relies on the simultaneous presence of specific HLA ligands (REF), we 

furthered our analysis by comparing allelic frequencies in the presence of the 

known HLA ligands for each receptor. We have not identified associations when 

comparing patients with controls (Suppl. table 5), but KIR-HLA combinations 

were associated with more aggressive forms of BC.   

  

KIR2DL3*001 in the Presence of HLA-C1 is Associated with Non-Luminal HER2+ 

Breast Cancer  

 

The gene KIR2DL23, initially thought to be two genes (KIR2DL2 and KIR2DL3) 

encode for potent inhibitory KIR that recognize subgroups of HLA-C molecules. 

KIR2DL2 and KIR2DL3 molecules recognize HLA-C1, a subgroup of HLA 

molecules carrying asparagine at residue at position 80 (reviewed by Augusto & 

Petzl-Erler, 2015 (51)). We identified that the allele KIR2DL3*001 in the presence 

of HLA-C1 ligand was significantly reduced in patients with the aggressive non-

luminal HER2+ (ER and PR negative) compared with all other subtypes (OR = 

0.23, p = 0.002, pcorr = 0.016) (Figure 2; Suppl. Table 6) and with luminal (OR = 

0.27, p = 0.004, pcorr = 0.022) (Suppl. Table 7). We did not find associations for 

ligand alone (Suppl. Table 8), indicating that this functional KIR-HLA pair was 

protective rather than the HLA ligand alone.  

  

KIR2DS1*002 in the Absence of HLA-C2 is Strongly Associated with Triple 

Negative Breast Cancer  

 

KIR2DS1 is an activating ligand that recognizes HLA-C2, the group of HLA 

molecules with lysine at the position 80 (38). We identified a strong association 

of KIR2DS1*002 in the absence of HLA-C2 in TN patients compared to all other 

subtypes (OR = 3.34, p < 2.7 x10-5, pcorr < 1.4 x10-4) (Figure 3; suppl. Table 9) 

and with luminal cases only (OR = 3.18, p < 6.6 x10-5, pcorr < 3.3 x10-4) (suppl. 

table 10). No association was found for the ligand alone (results not shown). 
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Interestingly, we observed an opposite effect when we compared luminal patients 

versus other subtypes, (OR = 0.46, p = 0.006, p corr = 0.03; Supp. Table 11), 

consistent with an overall association of KIR2DS1*002+ absence of HLA-C2 with 

the subtypes with a poor prognosis.  No association was found for the ligand 

alone (results not shown).  

  

KIR Associations with Breast Cancer Grades and Lymph Node Metastasis 

Status  

 

KIR2DL1 also recognizes HLA-C2 molecules (35), and this pair has been 

described as the most potent for NK cell education against target cells (52–54). 

We observed a strong protective effect of the pair KIR2DL1*001+HLA-C2, with 

this combination significantly increased in patients with less severe BC grade I 

compared with the most severe grades II+III (OR = 0.25, p = 0.0048, pcorr = 0.038) 

(Figure 4; Suppl. Table 12).  

Finally, we identified a borderline association of KIR2DL3*005 + HLA-C1 with 

presence or absence of metastasis in lymph nodes, being this combination 

increased in metastatic BC (OR = 3.9, p = 0.005, pcorr = 0.05) (Supp. table 13).  

  

Discussion  

 

To our knowledge, this is the first study to examine high-resolution KIR allelic 

variation and copy number in cancer. The few studies that have investigated the 

KIR in BC (27–30,55) have analyzed relatively small cohorts and were limited to 

identifying presence and absence of genes, which corresponds to the lowest 

genotyping resolution. However, copy-number directly affects the immune 

response (56), and the limitation of only assessing presence and absence results 

in loss of power to detect locus-level associations. Here, we found significant 

associations of KIR copy number and alleles with BC despite the complete lack 

of associations for presence and absence variation, a clear example that high 

resolution is required to assess the full extent of KIR associations with disease.   

Applying our precise copy number determination allowed us to identify that the 

presence of three copies of KIR3DL1S1 increases the risk of sporadic BC. Our 

previous work has demonstrated that the duplication of KIR3DL1S1 is almost 
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always accompanied by duplication of the pseudogene KIR3DP1 and KIR2DL4, 

forming a novel variant carried by 1% of European Americans from the U.S. (25). 

This recently discovered variant was strongly associated with susceptibility in our 

cohort of sporadic BC. Although our study cannot identify a mechanism, 

KIR3DL1S1 is a critical receptor for NK cell education (57–59), while KIR2DL4 

expression is uniquely regulated by epigenetic mechanisms (60,61). Moreover, 

the duplication of these genes is associated with the presence of a chimeric 

KIR3DP1 allele that is transcribed and putatively can produce a secreted protein 

(62).   

 

We also found the presence of three copies of KIR2DL5 associated with 

protection against sporadic BC. KIR2DL5 is a unique receptor that, differently 

from most KIR, do not seem to bind HLA (63). Recently, KIR2DL5 has been 

shown to bind the poliovirus receptor (PVR) on the cell surface, regulating the 

cytotoxicity of NK cells against tumor cells (64). Expressed in multiple 

malignancies, PVR is typically low expressed in normal tissues, and higher PVR 

levels have been associated with a poor prognosis in different cancers (65–67), 

including BC (68). PVR is also a ligand for TIGIT (T cell immunoreceptor with Ig 

and ITIM domains) (69) and blocking the TIGIT-PVR axis is promising for BC 

immunotherapy (68–71). Therefore, our findings that having more copies of 

KIR2DL5 protects against BC is intriguing and warrant further evaluation of how 

KIR2DL5 interacts with TIGIT-PVR in modulating BC susceptibility. 

  

We identified that KIR2DL3*001 in the presence of its ligand HLA-C1 was 

significantly reduced in HER2+ patients, a protective effect considering HER2+ 

BC tends to be more aggressive than other types. Because KIR2DL3*001 is 

highly frequent, we also tested the presence of the gene KIR2DL3 (all alleles) in 

the presence of the ligand to check if the association could be driven by gene 

content instead of allelic variation. The presence of KIR2DL3 + HLA-C1 had a 

weaker effect (OR = 0.31) and was not significant after correction (p = 0.014, pcorr 

= 0.154), indicating an association with the allele KIR2DL3*001.  

 

HER2 signaling can downregulate HLA class I expression in breast cancer cell 

lines in vitro (72–75), which was corroborated by immunohistochemistry (76) and 
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mRNA signatures in HER2+ tumors (77), increasing their susceptibility to NK cell 

cytotoxicity. It is widely accepted that cells containing inhibitory KIR receptors 

represent the main subset of educated NK lymphocytes (78). NK cells that 

developed without MHC class I are unable to kill tumor cell lines (79,80). 

Moreover, even in MHC class I-sufficient scenarios, NK cells lacking inhibitory 

receptors for self-MHC class I are hypo-responsive to in vitro stimulation through 

several activating receptors (19,81). Therefore, expression of self-MHC class I-

reactive inhibitory receptors enhances the responsive potential of NK cells 

against infected and cancer cells (19,82). KIR2DL3*001 is known for a moderate 

avidity for HLA-C1 but with high specificity, with minimal cross-reactivity with C2 

(52,83). Dunphy et al. (2015) has shown that the proportion of cells expressing 

KIR2DL3 is higher in KIR2DL3*001 homozygotes in comparison to KIR2DL3*002 

homozygotes, therefore increasing the size of the NK cell subset that may interact 

with HLA-C1 (84). In addition, they also observed significantly higher expression 

levels on the cell surface of KIR2DL3*001 positive cells, biasing the toward higher 

expression in two ways. Interestingly, another KIR2DL3 allele, KIR2DL3*005, 

was increased in metastatic patients. This allele encodes a receptor with 

increased affinity and avidity for HLA-C1 due to alterations in the interdomain 

hinge angle (95). Thus, the protective effect of KIR2DL3*001+HLA-C1 and 

KIR2DL3*005+HLA-C1 observed in patients with HER2+ tumors and with 

metastasis, respectively, might be in part explained by how this pair affects NK 

cell education in combination with the impact of HER2 signaling on HLA 

expression.   

 

The importance of NK cells for early tumor immune surveillance is supported by 

studies showing increased cancer risk in individuals with low NK cell activity (85). 

HER2-specific antibodies, such as trastuzumab and pertuzumab, can activate NK 

cell-mediated antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC), contributing to 

their antitumor efficacy (86). Antibody-dependent NK cell activation results in the 

release of cytotoxic granules as well as the secretion of pro-inflammatory 

cytokines and chemokines, resulting in cytolytic killing of tumor cells. Ehlers and 

collaborators (87) showed that KIR-ligand-mismatched NK cells degranulated 

stronger compared to the matched NK cells under trastuzumab treatment, which 

raised HER2+ cells cytotoxicity. However, many HER2 positive patients develop 



91 
 

 

resistance to mAB treatment, requiring additional alternative therapies. For 

example, anti-HER2 therapy benefits are higher in ER-negative tumors, and 

progressively decrease in tumors with increased ER expression (88). On the 

other hand, there is an increased resistance to NK cell mediated ADCC in 

estrogen positive HER2+ tumors. Estrogens also up regulate HLA class I in BC 

cell lines (89–91), potentially influencing susceptibility to NK cell activity. 

Interestingly, we observed a protective effect of KIR2DL3*001+HLA-C1 in HER2 

positive/ ER negative tumors; however, we did not observe the same effect for 

ER positive tumors, which could be due to ER positive tumors’ ability to evade 

NK cells cytotoxicity.    

 

Finding effective treatment for triple negative breast cancer is challenging, and 

the gold standard treatments are surgery and chemotherapy (92). However, the 

prognosis is poor, and recurrence is common. Morales-Esteves and collaborators 

(93) previously showed that the presence of the gene KIR2DS1 and HLA-C2 

extended the efficacy of mAbs treatment in breast cancer patients. Interestingly, 

we observed that presence of the allele KIR2DS1*002 without the ligand HLA-C2 

increased the risk to triple negative BC approximately three times, a subtype of 

cancer that is not treatable with mAbs. Therefore, our results show that allelic 

variation of KIR2DS1 increases the risk of this aggressive type of BC and 

suggests this gene as a potential target for studies focusing on triple negative BC 

treatment.  

 

We found the pair KIR2DL1*001+HLA-C2 associated with a lower risk of 

developing the more aggressive BC grades II and III, which could be a 

consequence of KIR2DL1 pivotal role in regulating NK cells. KIR2DL1 binds the 

ligand HLA-C2 with high avidity and affinity (38,52), and KIR2DL1 alleles exhibit 

differential expression for both cell surface levels and proportion of NK cells 

expressing the receptor (52,84,94). Moreover, KIR2DL1 and HLA-C2 are 

responsible for the strongest regulatory signal among KIR, being the major 

educator of NK cell cytotoxicity (52–54). Our previous work has shown that a 

KIR2DL1 variant that marks lower expression of this receptor is associated with 

higher HLA-C expression in global populations, possibly indicating a 

compensation mechanism driven by strong selective pressure (94).   
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A limitation of our study is the power to detect associations of variants with smaller 

effects in the subgroups of patients. Although we analyzed hundreds of patients 

and controls, not all subtypes are represented with large sample sizes. Despite 

this limitation, however, we were able to demonstrate that KIR variation plays a 

significant role in BC risk, and the genetic association is supported by previous 

functional studies.  

  

Concluding Remarks  

 

We have provided solid evidence that the variation of KIR genes is implicated in 

BC. More importantly, we have shown that high-resolution analysis of KIR, 

including allelic diversity and copy number analysis, is a requirement to fully 

assess the effect of KIR variation in disease. We hope our work contributes to 

identifying BC susceptibility markers that might be used for cancer prevention 

and treatment, particularly in patients from low- or middle-income countries 

typically neglected in major genomic efforts.  
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Figure Legends  
 
Figure 1. KIR3DP1, KIR2DL4 and KIR3DL1S1 duplications are associated 
with breast cancer.   
 
Figure 2. KIR2DL3*001 in the presence of HLA-C1 is associated with 
protection against HER2 overexpression cases  
 
Figure 3. KIR2DS2*001 in the absence of HLA-C2 is associated with 
susceptibility for triple negative breast cancer.   
 
Figure 4. KIR2DL1*001 in the presence of HLA-C2 is protective against 
aggressive breast cancer (Grades 2 and 3).   
 
Table legends  
 
Table 1. Breast cancer patients stratification. Summary of breast cancer patients 
subtypes. f = frequency; NA = samples without subtype information.  
 
Table 2. KIR copy number variation in breast cancer patients and controls. OR = 
Odds Ratio; CI.lower = Lower Confidence Interval; CI.upper = Upper Confidence 
Interval; p.corrected = p-value corrected with Bonferroni; f = frequencies.  
 
Supplementary information   
 
Supplementary table 1. KIR haplotypes in patients versus controls. OR = Odds 
Ratio; CI.lower = Lower Confidence Interval; CI.upper = Upper Confidence 
Interval; p.corrected = p-value corrected with Bonferroni; f = frequencies; cA = 
Centromeric A haplotypes grouped; cB = Centromeric B haplotypes grouped; tA 
= Telomeric A haplotypes grouped; tB = Telomeric B haplotypes grouped.  
 
Supplementary table 2. KIR presence and absence polymorphism frequencies 
in breast cancer patients, controls and subtypes. f = frequencies; TN = Triple 
Negative Breast Cancer; HER2+ = HER2 overexpression; Metastasis = 
Metastasis in lymph nodes.  
 
Supplementary table 3. Copy number variation frequencies in BC patients, 
controls and subtypes. f = frequencies; TN = Triple Negative Breast Cancer; 
HER2+ = HER2 overexpression; Metastasis = Metastasis in lymph nodes.  
 
Supplementary table 4. KIR allelic frequencies in breast cancer patients, 
controls and subtypes. f = frequencies; TN = Triple Negative Breast Cancer; 
HER2+ = HER2 overexpression; Metastasis = Metastasis in lymph nodes.  
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Supplementary table 5. KIR allelic variation and HLA ligand in breast cancer 
patients and controls. OR = Odds Ratio; CI.lower = Lower Confidence Interval; 
CI.upper = Upper Confidence Interval; p.corrected = p-value corrected with 
Bonferroni; f = frequencies.  
 
Supplementary table 6. KIR allelic variation and HLA ligand in HER2 patients 
vs other subtypes. OR = Odds Ratio; CI.lower = Lower Confidence Interval; 
CI.upper = Upper Confidence Interval; p.corrected = p-value corrected with 
Bonferroni; f = frequencies; HER2+ = HER2 overexpression.  
 
Supplementary table 7. KIR allelic variation and HLA ligand in HER2+ patients 
versus luminal patients. OR = Odds Ratio; CI.lower = Lower Confidence Interval; 
CI.upper = Upper Confidence Interval; p.corrected = p-value corrected with 
Bonferroni; f = frequencies; HER2+ = HER2 overexpression.  
 
Supplementary table 8. KIR ligand frequencies. OR = Odds Ratio; CI.lower = 
Lower Confidence Interval; CI.upper = Upper Confidence Interval; p.corrected = 
p-value corrected with Bonferroni; f = frequencies; TN = Triple Negative Breast 
Cancer.  
Supplementary table 9. KIR allelic variation and HLA ligand in triple negative 
patients versus other subtypes. OR = Odds Ratio; CI.lower = Lower Confidence 
Interval; CI.upper = Upper Confidence Interval; p.corrected = p-value corrected 
with Bonferroni; f = frequencies; TN = Triple Negative Breast Cancer.  
 
Supplementary table 10. KIR allelic variation and HLA ligand in triple negative 
patients vs luminal patients. OR = Odds Ratio; CI.lower = Lower Confidence 
Interval; CI.upper = Upper Confidence Interval; p.corrected = p-value corrected 
with Bonferroni; f = frequencies; TN = Triple Negative Breast Cancer.  
 
Supplementary table 11. KIR allelic variation and HLA ligand in Luminal patients 
versus other subtypes. OR = Odds Ratio; CI.lower = Lower Confidence Interval; 
CI.Upper = Upper Confidence Interval; p.corrected = p-value corrected with 
Bonferroni; f = frequencies.  
 
Supplementary table 12. KIR allelic variation and HLA ligand in Grade 2 and 3 
breast cancer patients versus Grade 1. OR = Odds Ratio; CI.lower = Lower 
Confidence Interval; CI.upper = Upper Confidence Interval; p.correcteded = p-
value correct with Bonferroni; f = frequencies.  
 
Supplementary table 13. KIR allelic variation and HLA ligand in patients with 
and without lymph node metastasis. OR = Odds Ratio; CI.lower = Lower 
Confidence Interval; CI.upper = Upper Confidence Interval; p.corrected = p-value 
corrected with Bonferroni; f = frequencies; Metastasis = Metastasis in lymph 
nodes.  
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Figure 1. KIR3DP1, KIR2DL4 and KIR3DL1S1 duplications are associated 
with breast cancer.   
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Figure 2. KIR2DL3*001 in the presence of HLA-C1 is associated with 
protection against HER2 overexpression cases  
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Figure 3. KIR2DS2*001 in the absence of HLA-C2 is associated with 
susceptibility for triple negative breast cancer.   
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Figure 4. KIR2DL1*001 in the presence of HLA-C2 is protective against 
aggressive breast cancer (Grades 2 and 3).   
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6.3 CAPÍTULO III: HLA Alleles Are Associated with Aggressive Tumors in 
Brazilian Women Diagnosed with Sporadic Breast Cancer.  

 

 

HLA alleles are associated with aggressive tumors in Brazilian women 
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Abstract  
Although HLA molecules play a critical role in the immune response, their 

implication in cancer susceptibility is less known. Here, we explore the HLA allelic 

variation in 576 patients with sporadic breast cancer (BC) and 743 controls. The 

allele HLA-C*12:03 was associated with triple negative BC, as well as variations 

in amino acid positions 11 and 12 of HLA-B. HLA-DPB1*17:01 was associated 

with protection to the development of lymph node metastasis. Moreover, amino 

acid positions 151 (H and R) of HLA-A and 9 (M) and 11 (V) in HLA-DRB1 were 

associated with the more aggressive BC. Here, we show strong evidence that 

HLA polymorphism is implicated in the risk of aggressive BC subtypes and 

outcomes. 
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Introduction 
 
The genes encoding human leukocyte antigen (HLA) molecules are the most 

polymorphic in the human genome and are located in the major histocompatibility 

complex in the short arm of chromosome six at position 6p21.3 (1). HLA 

molecules play a critical role in the immune response by presenting antigenic 

peptides to T cells (2). Despite the substantial evidence showing that HLA 

variation is pivotal in modulating the risk to viral and autoimmune diseases (3–

12), the mechanisms behind its implications in cancer susceptibility are less 

known. Here, we explore the HLA allelic risk and outcomes in a cohort of Brazilian 

women diagnosed with sporadic breast cancer (BC). 

 

HLA class I molecules are expressed on all nucleated and present peptides 

derived from cytosolic antigens to CD8+ T cells to eliminate tumor and infected 

cells (2), and interact with killer cell immunoglobulin-like receptor (KIR) expressed 

by NK cells (13,14). HLA class II, on the other hand, are expressed on antigen-

presenting cells, which include B cells, activating T cells, macrophages, and 

dendritic cells, and present peptides from exogenous antigens to CD4+ T cells 

(2). In the context of cancer, HLA variation can affect immune evasion if certain 

variants present tumor antigens less efficiently (15).  

 

Breast tumor is the most common type of cancer among women (16–21). The 

classification of breast tumors is important for the prognosis and treatment 

direction, and they are classified according to the degree of aggressiveness, 

lymph node metastasis status, immunohistochemical subtype, among others 

(22). BC patients can be classified according to the degree of aggressiveness, 

which classifies tumor cells based on their similarity to normal cells (23,24). This 

classification divides the tumors into grades I, II and III, with grade I being the 

least aggressive and grade III the worst prognosis (24,25). BC cases can also be 

classified by their immunohistochemical subtype; in this classification, the 

presence or absence of estrogen and progesterone receptors in the tumor cell is 

analyzed, as well as the amplification of the human epidermal growth factor 

receptor-type 2 gene (ERBB2 or HER2) and the Ki-67 labeling index, a marker of 

cell proliferation (26–29).  
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Luminal A is characterized by the presence of estrogen (ER) and progesterone 

(PR) receptors, HER2 negative, and having a KI67 expression below 14% 

(26,27). Luminal B subtype is divided into Luminal B HER2 negative, which is 

positive for ER and can also be positive for PR, negative for HER2 amplification, 

showing a high expression of KI67 (14% or more), or Luminal B HER2 positive 

type, being ER positive and having HER2 amplification (26–28). The fourth 

subtype is called non-luminal enriched HER2, which has both ER and PR 

negative and HER2 positive (26,27). Ki67 expression is high, and these tumors 

are usually grade III and have an unfavorable prognosis (29). The last subtype 

considered in our study is the triple negative (TN) which is negative for ER, PR 

and HER2 amplification (26,27,30). This subtype is the most aggressive of all and 

has the worst prognosis.  

 

Only a few studies analyzed the association of HLA alleles with sporadic BC, 

even fewer the context of BC subtypes (31–35), and none in a South American 

population. Recent studies have shown that while the BC mortality is reducing in 

high-income income countries (36–39), the mortality rates in Brazil is rapidly 

increasing every year (40). Therefore, understanding how HLA variation affects 

BC risk in Brazilian women might provide novel insights about the disease 

mechanisms that could ultimately contribute to reducing health disparities. Here, 

we analyzed HLA class I and II allelic variation in a well characterized Brazilian 

BC cohort and healthy controls, as well as subtypes of BC and the development 

of lymph node metastasis.  

 

Methods 
 
We analyzed genomic DNA from peripheral blood cells from 576 women with 

sporadic BC and 743 unrelated healthy women. Samples were collected by 

oncologists from the Federal University of Paraná, Curitiba, Brazil, who 

diagnosed and classified the patients according to clinical guidelines jointly 

established by the American Society of Clinical Oncology and the College of 

American Pathology. The median age in patients is 56 years old. Women ranging 

from 40 to 60 years old without history of cancer were included as control group. 
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BC cases were stratified according to degree of aggressiveness, 

immunohistochemical subtype, and the presence of metastasis in lymph nodes 

(Suppl. Table 1).  In this study we considered the immunohistochemical subtypes 

defined in the St. Gallen conference (26,27).  

A total of 100 ng of high-quality DNA is fragmented using the Twist EF Kit 2.0 l 

(Twist Bioscience), incubating for 5 minutes at 37 °C. Subsequently, the 

fragmented DNA have their ends repaired, poly-A tail added, and are ligated 

through PCR to Illumina compatible dual index adapters uniquely barcoded. After 

ligation, fragments are purified with 0.8X ratio Ampure XP magnetic beads 

(Beckman Coulter) followed by double size selection (0.42X and 0.15X ratios) to 

select libraries of approximately 800 bp. Finally, libraries are amplified and 

purified with magnetic beads. After quantification by quantitative PCR, 30 ng of 

each sample are precisely pooled using ultrasonic acoustic energy, and the 

enrichment targeted capture is performed with hybridization kits from Twist 

Bioscience. Briefly, the libraries are bound to 2,064 biotinylated 120 bp probes. 

By using streptavidin magnetic beads, the targeted fragments are captured and 

then amplified and purified. Enriched libraries are analyzed in BioAnalyzer 

(Agilent) and quantified by digital-droplet PCR. Finally, enriched libraries are 

sequenced using NovaSeq6000 or HiSeq4000 (Illumina) with paired end 150bp 

sequencing protocol. After sequencing, raw fastq files are processed 

simultaneously by the software HLA Explore (Omixon) and AlloSeq Assign 

(CareDx) to obtain HLA genotypes. Genetic association analysis was performed 

using the R package BIGDAWG (41), which handles multiallelic data to test for 

association at the haplotype, locus, and allele. The significance threshold was set 

at pcorr < 0.05 after correction for multiple tests using the Bonferroni method (42). 

 

Results 
 
We analyzed HLA class I and II allelic variation and their corresponding amino 

acid variation in BC patients and controls. We also compared subgroups of 

patients regarding the degree of aggressiveness, immunohistochemical 

subtypes, and presence of lymph node metastasis. Although we did not find any 

association for allelic or amino acid variation when comparing BC patients with 
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controls (Suppl Table 2 and 3), we identified strong associations when comparing 

patients with different tumor subtypes.  

 

We observed that HLA-C*12:03 was associated with TN cases compared to other 

subtypes (OR = 2.7, CI 1.27 - 5.43, p = 0.0025, pcorr = 0.033) (Figure 1A; Suppl. 

Table 2). For the amino acid analysis, we identified a few positions in different 

HLA genes associated with TN cases. Amino acid positions 11 and 12 in HLA-B 

are associated with susceptibility or protection in TN cases. An alanine (A) in 

position 11 of HLA-B confers protection to the development of TN breast cancer 

(OR = 0.53, CI 0.33 - 0.84, p = 0.0037, pcorr = 0.037), while the presence of a 

serine (S) in the same position confers risk (OR = 1.90, CI 1.19 - 3.00, p = 0.0037, 

pcorr = 0.037). Regarding position 12, a methionine (M) confers protection (OR = 

0.54, CI 0.34 - 0.84, p = 0.0038, pcorr = 0.038) while a valine (V) confers risk (OR 

= 1.88, CI 1.19 - 2.98, p = 0.0038, pcorr = 0.038) (Figure 1B; Suppl. Table 3). 

 

We also observed that HLA-DPB1*17:01 was associated with protection against 

the development of lymph node metastasis. The frequency of this allele was 

significantly increased in patients that did not develop lymph node metastasis 

(OR = 0.21, CI 0.05 - 0.63, p = 0.0019, pcorr = 0.037) (Figure 1C; Suppl. Table 2). 

Moreover, we compared the frequencies of HLA class I and II alleles between BC 

cases with and without the development of lymph nodes metastasis. The 

presence of histidine (H) in position 151 of HLA-A was associated with protection 

to grade III BC (OR = 0.3, CI 0.12 - 0.67, p = 0.0016, pcorr = 0.016) while an 

arginine (R) confers risk (OR = 3.36, CI 1.49 - 8.51, p = 0.0016, pcorr = 0.016), 

when compared to grade I. In addition, two positions in HLA-DRB1 were also 

associated with protection against grade III BC: the presence of a lysine (K) in 

position 9 and an aspartic acid (D) in position 11 were increased in grade I (OR 

= 0.13, CI 0.01 - 0.73, p = 0.0033, pcorr = 0.033) (Figure 1D; Suppl Table 3). 

 

Discussion 
 

To our knowledge, this is the first study to examine HLA class I and II allelic 

variation in sporadic BC immunohistochemical subtypes, cancer grade, and the 

development of lymph node metastasis.  
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In our study, HLA-C*12:03 was associated to protection against TN breast 

cancer. This allele was also associated in a recent meta-analysis that included 

12,901 breast cancer cases and 12,583 controls (33). Although the authors did 

not observe any associations between any HLA allele and breast cancer risk 

using the stringent p-value cutoff of p < 5x10−8, HLA-C*12:03 was the allele with 

the lowest p-value (OR = 1.29, p = 1.08x10−3). 

 

In our study, HLA-DPB1*17:01 was shown to be protective against the 

development of lymph node metastasis.  HLA-DPB1 is a classical class II 

molecule that plays a central role in the immune system by presenting peptides 

derived from extracellular proteins. Variation of HLA-DPB1 has been previously 

associated with different types of cancer such as Hodkign`s lymphoma (43), 

acute lymphoblastic leukemia (44)  and cervical cancer (45). Previously, clinical 

observations and animal experiments have shown that, although tumor cells are 

derived from host cells, they elicit immune responses. Histopathological studies 

show that many tumors are surrounded by mononuclear cell infiltrates composed 

of T lymphocytes, natural killer (NK) cells, and activated macrophages, and that 

activated lymphocytes and macrophages are present in lymph nodes that drain 

tumor growth sites. Therefore, the presence of specific HLA molecules can affect 

the immune response in different ways. 

 

The use of genetically modified T cells is being explored as a treatment for 

patients with metastatic cancer. Recently, Lu and collaborators demonstrated the 

safety and efficacy of administering autologous CD4+ T cells (a method that 

involves the administration of a patient’s own autologous immune cells) that are 

genetically engineered to express HLA*DPB1*0401-restricted antitumor TCR that 

targets MAGE-A3 as therapy for patients with metastatic cancer (46). So, our 

findings may present a new target molecule that could be used as cancer 

immunotherapy.   

 

In our study, we identified a polymorphism in two positions of HLA-B that were 

associated with TN breast cancer cases. Amino acids alanine and methionine 

present in positions 11 and 12, respectively, define a subgroup of HLA-B alleles 
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(HLA-B*08, HLA-B *13, HLA-B *15, HLA -B *35, HLA-B *40, HLA-B *44-47, HLA-

B *49, HLA-B *50, HLA-B *51-59, HLA-B *78, HLA-B *82 and HLA-B *83). A 

previous study demonstrated that HLA-B*13:01 was associated to protection 

against BC, whilst HLA-B*55:01 was associated with aggravated risk (31). De 

Léon et al (2009) performed a study in a mestizo Mexican population, and found 

that HLA-B*15:01 was associated with risk (OR, 3.714; p = 0.031) (35). While 

these authors found that these alleles confer risk to the development of BC, we 

identified that the amino acid polymorphisms identified in theses alleles actually 

confer protection against the development of aggressive TN breast cancer. 

 

Regarding the amino acid changes in positions 11 and 12 of HLA-B, we found 

that an alanine (A) in position 11 of HLA-B confers protection to the development 

of TN breast cancer, while the presence of a serine (S) in the same position 

confers risk. According to the Grantham score the change A>S is considered 

moderately conservative (Score = 99).  The Grantham score is a prediction of the 

effect of substitutions between amino acids based on chemical properties, 

including polarity and molecular volume, characterized into classes of increasing 

chemical dissimilarity: conservative (0-50), moderately conservative (51-100), 

moderately radical (101-150), or radical (≥151) (48).  

 

Regarding position 12, a methionine (M) confers protection while a valine (V) 

confers risk. According to the Grantham score the change M>V is considered 

conservative (Score = 21).  Therefore, these changes are not likely to affect the 

protein function. 

 

We also identified polymorphisms in HLA-A and HLA-DRB1 associated to 

protection or risk to the development of grade III BC. In HLA-A position 151, we 

identified an arginine that defines a subgroup of alleles: HLA-A*23, HLA-A*29-

33, HLA-A*74. HLA-A was not associated with breast cancer in previous studies. 

Position 151 is part of the alpha 2 chain and is not predicted to affect protein 

binding (47). According to the Grantham score the change H>R is considered 

conservative (Score = 29).   Therefore, regarding our results, the substitution is 

not predicted to cause any deleterious effect in the molecule.  
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In HLA-DRB1, the presence of a lysine and an aspartic acid in positions 9 and 11 

respectively, were associated to protection against grade III BC. These two amino 

acids distinguish the HLA-DRB1*09 group of alleles. HLA-DRB1*09:01 was 

recently associated to severe cases of COVID-19 in the Japanese population 

(49). This specific allele group was not previously associated with BC. However, 

there are many reports of HLA-DRB1 alleles associated with BC. Bayraktar et al 

found that HLA-DRB1*1801 was associated to protection against BC (31). Aureli 

and collaborators found HLA-DRB1*10:01 and HLA-DRB1*11:01 associated with 

risk of development of BC (34). Moreover, Gun et al reported that HLA-DRB1*13 

was associated with protection against BC (32). However, HLA-DRB1*13:01 was 

associated with risk of developing BC in a Mexican mestizo population (35).  

Previous studies identified polymorphisms in HLA-G associated to breast cancer, 

where in a meta-analysis the authors identified the association of HLA-G 14-bp 

Insertion/Deletion and HLA-G +3142 C/G polymorphisms with BC (50). HLA-G 

was also identified as a pivotal mediator of breast cancer resistance to 

trastuzumab, as HLA-G binding to KIR2DL4 impairs the cytotoxicity of NK cells 

in HER2 positive breast cancer microenvironment (51). Despite the possible 

importance of HLA-G to BC, we did not find any polymorphism of HLA-G 

associated to BC and its subtypes in our study. 

 

Many studies have been performed for HLA and BC (31–35), however none of 

them explored BC grade, immunohistochemical subtypes and lymph nodes 

metastasis status, especially in South American women. HLA has an important 

role in presenting antigens to T lymphocytes, and for fighting against tumor cells. 

In our study we did not find any HLA allele or amino acid position associated with 

sporadic BC. However, here we show that HLA is associated with more 

aggressive subtypes such as TN and grade III BC and is also associated with 

lymph node metastasis.  
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Figure Legends  
 
Figure 1A. HLA-C*12:03 is associated with increased risk to the 
development of triple negative breast cancer.   
 
Figure 1B. Changes in amino acid positions 11 and 12 of HLA-B are 
associated with triple negative breast cancer.  
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Figure 1C. HLA-DPB1*17:01 is associated with protection gainst lymph 
node metastasis. 
 
Figure 1D. Positions 9 and 11 of HLA-DRB1, and 151 of HLA-A are 
associated with risk and protection against grade III BC   
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Figure 1A. HLA-C*12:03 is associated with increased risk to the 
development of triple negative breast cancer.   
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Figure 1B. Changes in amino acid positions 11 and 12 of HLA-B are 
associated with triple negative breast cancer.  
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Figure 1C. HLA-DPB1*17:01 is associated with protection gainst lymph 
node metastasis. 
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Figure 1D. Positions 9 and 11 of HLA-DRB1, and 151 of HLA-A are 
associated with risk and protection against grade III BC   
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7.CONCLUSÕES 
 

 Neste trabalho exploramos a variação de presença e ausência, 

haplotípica, de número de cópias e alélica de KIR, utilizando sequenciamento de 

nova geração e uma pipeline bioinformática projetada especificamente para 

resolver os obstáculos técnicos na determinação de genótipos KIR.  

 No primeiro capítulo, exploramos a diversidade de KIR em uma amostra 

populacional de 2130 indivíduos euro descendentes dos Estados Unidos. A 

determinação precisa do número de cópias de KIR nos permitiu identificar um 

conjunto de haplótipos de conteúdo gênico incomuns, responsáveis por 5,2% da 

variação estrutural. Além disso, nós mostramos que a maior parte da variação 

de haplótipos centroméricos e teloméricos ocorre em poucos haplótipos (cA01, 

cB01, cB02, tA01 e tB01). Neste estudo, KIR2DL4 foi o gene moldura que mais 

variou em número de cópias (6,5% de todos os indivíduos). Além disso, 

observamos 250 alelos com resolução de 5 dígitos, dos quais 90 têm frequências 

≥1%. Com os dados de haplótipos de conteúdo gênico e informações alélicas, 

nós conseguimos demonstrar o desequilíbrio de ligação existente entre genes 

KIR, dado que poderá ser usado por outros pesquisadores na hora de resolver 

ambiguidades alélicas em seus estudos. 

Nós também encontramos padrões de sequência que eram consistentes 

com a presença de novos alelos em 398 (18,7%) indivíduos, e contextualizamos 

vários polimorfismos de nucleotídeo únicos (SNPs) órfãos dentro do complexo. 

Também identificamos uma nova variante de KIR2DL1 (Pro151Arg), e 

demonstramos por dinâmica molecular que esta substituição pode afetar a 

interação com HLA-C. Esse foi o primeiro estudo a descrever a variação de KIR 

em alta resolução para todos os genes em uma população, no qual 

estabelecemos bases importantes que servirão de exemplo para futuros estudos 

que venham a explorar a diversidade de KIR.   

No segundo capítulo desta tese, nós exploramos a variação de KIR e seus 

ligantes HLA em uma amostra de 550 paciente com câncer de mama esporádico 

e 747 controles. Utilizando a mesma metodologia do primeiro capítulo, nós 

identificamos que a presença de três cópias de KIR2DL5 estava associada à 

proteção (OR = 0,21, pcorr = 0,027), enquanto a presença de três cópias de 

KIR3DL1S1 estava associada ao risco aumentado para BC (OR = 2,44, pcorr = 
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0,009). Também identificamos que o par KIR2DL3*001+HLA-C1 estava 

significativamente reduzido em pacientes com o subtipo HER2+ não luminal (ER 

e PR negativo) em comparação com todos os outros subtipos (OR = 0,23, pcorr = 

0,016), além de uma forte associação de KIR2DS1*002+HLA-C2 em pacientes 

com tumores triplo negativos em comparação com todos os outros subtipos (OR 

= 3,34, pcorr < 1,4 x10-4). Por fim, observamos um forte efeito protetor do par 

KIR2DL1*001+HLA-C2, significativamente aumentado em pacientes com BC de 

grau I em comparação com os graus mais agressivos II+III (OR = 0,25, pcorr = 

0,038). 

No terceiro e último capítulo, nós exploramos a diversidade alélica de HLA 

classe I e classe II em BC e seus subtipos. Nós encontramos o alelo HLA-

C*12:03 associado à BC triplo negativo, bem como variações em amino ácidos 

nas posições 11 e 12 de HLA-B. HLA-C*12:03 já havia sido associado à BC em 

uma meta-análise realizada com dados de mulheres Asiáticas. HLA-DPB1*17:01 

foi associado à proteção ao desenvolvimento de metástases em linfonodos. E 

por fim, a posição 151 de HLA-A estava associada ao desenvolvimento de 

câncer de mama grau 3, e as posições 9 e 11 de HLA-DRB1 estavam associadas 

à proteção contra o câncer de mama de grau 3.  

Nenhum estudo anterior explorou totalmente a gama de variação 

estrutural e de sequência de KIR como apresentamos neste trabalho. 

Demonstramos que a junção do sequenciamento de alto rendimento com 

ferramentas computacionais de última geração permite a exploração de todos os 

aspectos da variação de KIR, incluindo a determinação da diversidade de 

haplótipos em nível populacional, melhorando a compreensão dessa complexa 

família gênica e fornecendo uma referência importante para estudos futuros. 
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