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RESUMO

Debortoli G. Variantes nos genes OCA2 e HERC2 associadas a fenotipos classicos de
pigmentacado e estruturas secundarias presentes na iris em amostra miscigenada da
populacdo brasileira [tese]. Ribeirdo Preto: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de
Medicina de Ribeirao Preto; 2018; 214p.

A pigmentacdo dos olhos, cabelos e pele, bem como presenca ou auséncia de sardas, esta
entre os exemplos mais visiveis da variacdo fenotipica humana. O estudo da diversidade
genética em genes de pigmentacdo tem beneficiado diferentes areas do conhecimento, como
a area da genética e antropologia forense, bem como a area relacionada a satide e bem-
estar. Adicionalmente, a presenca de estruturas secundarias na iris tem sido reportada
como importante fator na percepcao de cor de olho observada que um individuo pode ter
referente a iris e também a fatores de risco para algumas doencas oculares, ainda que as
bases genéticas envolvidas nestas caracteristicas sejam pouco conhecidas. Os genes OCA2 e
HERC2 representam dois genes associados a variacdo normal da pigmentacao. Este trabalho
avaliou a relacao de polimorfismos nas regides regulatorias e codificantes destes dois genes
com os fenotipos de pigmentacao e estruturas secundarias presentes na iris encontrados em
uma amostra populacional de 340 individuos do estado de Sao Paulo, por meio de
sequenciamento de nova geracdo. Analises de regresséo logistica e linear para as variaveis
qualitativas e quantitativas da cor dos olhos e estruturas secundarias presentes na iris
foram realizadas. 170 pontos de variacdo ao longo das regides estudadas foram
identificados, dos quais 18 estdo associadas a pelo menos um fenétipo de pigmentacdo e
estruturas secundarias presentes na iris. Destaca-se a existéncia de muitos polimorfismos
que nao se mostrara-se associados quando avaliados independentemente, porém foram
associados quando analisados sob a otica de interacdes epistaticas, considerada uma
possivel explicacdo para a variabilidade encontrada nestes fenotipos, principalmente
aqueles intermediarios, como a cor dos olhos verdes e mel. O uso de variaveis quantitativas
para os olhos revelou pela primeira vez a associacdo do polimorfismo nao sinénimo
rs201872292 no gene HERC2 com olhos claros, independente do efeito do polimorfismo
rs12913832. Ainda, a associacdo do polimorfismo rs58358300 localizado em um intron do
gene HERC2 com pigmentacdo da esclera, o que representa a primeira vez que um
polimorfismo € associado a esta caracteristica. Este foi o primeiro estudo no Brasil que se
propds a analisar polimorfismos genéticos em genes candidatos a variacdo normal da
pigmentacdo humana com estruturas secundarias presentes na iris. Os resultados
confirmam a hipétese de que polimorfismos dos genes OCA2 e HERC2 podem contribuir
para a formacéao dos fenotipos classicos de pigmentacao de olhos, pele, cabelos e estruturas

secundarias presentes na iris humana dos individuos da populacéao brasileira.

Palavras-chave: OCA2. HERC2. Pigmentacdo humana. Estruturas secundarias da iris.

Epistasia. Sequenciamento de nova geracao.



ABSTRACT

Debortoli G. Variants within OCA2 and HERC?2 genes associated with classical pigmentation
phenotypes and iris features in Brazilian admixed population sample. [thesis]. Ribeirdo
Preto: University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto Medical School; 2018; 214p.

The pigmentation of the eyes, hair and skin, as well as the presence or absence of freckles,
are amongst the most visible examples of human phenotypic variation. The study of genetic
diversity in pigmentation genes has contributed greatly to the fields of forensics genetics,
anthropological genetics and public health. In addition, the presence of iris features has
been reported to influence the perception of overall iris color and also consists in risk
factors for ocular diseases, although very little is known about the genetic basis of these
traits. The OCA2 and HERC2 genes have been associated with normal variation of
pigmentation in diverse populations. The present study evaluated the relationship of
polymorphisms in the regulatory and coding regions of these two genes with the
pigmentation phenotypes and iris features found in a population sample of 340 individuals
from the state of Sdo Paulo, Brazil, through next-generation sequencing. Logistic and linear
regression analyzes for the qualitative and quantitative variables were performed. A total of
170 points of variation throughout the studied regions were identified, of which 18 were
associated with at least one pigmentation phenotype when analyzed as qualitative and/or
quantitative variables and iris features. It is worth mentioning that many associations that
were not observed when evaluated independently, were indeed associated when analyzed
from the perspective of epistatic effects, which is considered a possible explanation for the
variability found in these phenotypes, especially those presented as intermediate, such as
green and hazel eye colors. The use of quantitative variables to evaluate the eye color,
acquired from photographs, revealed for the first time the association of the non-
synonymous mutation rs201872292 in the HERC2 gene with light eyes, independently of
the effect of the rs12913832 polymorphism. We highlight the association of the
polymorphism rs58358300 located in an intron of the HERC2 gene with sclera
pigmentation, which was the first time that a polymorphism is associated with this feature.
This was the first study in Brazil to analyze genetic polymorphisms in candidate genes
related to normal variation of human pigmentation and iris features by next-generation
sequencing. The results confirm the hypothesis that OCA2 and HERC2 genes may
contribute to classic pigmentation phenotypes of eyes, skin, hair, freckles and iris features

in the Brazilian population.

Keywords: OCA2. HERC2. Human pigmentation. Iris features. Epistasis. Next-generation

sequencing
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1 INTRODUCAO

1.1. Bases moleculares da pigmentacao

A pigmentacdo da pele, olhos e cabelos estd entre os exemplos mais visiveis da
variacao fenotipica humana (Nan et al, 2009). A pigmentacdo humana é atribuida ao
numero, tipo e distribuicdo celular dos melanossomos, que sao compartimentos
subcelulares produzidos pelos melanécitos, e que sintetizam e armazenam a melanina
(biopolimero que atua na absorcao de luz). Durante o processo de melanogénese, os
melanossomos sdo secretados para os queratinécitos localizados na juncao entre a epiderme
e a derme (McEvoy et al, 2006). Ja no caso dos melanécitos dos olhos, os melanossomos
nao sao secretados, mas mantidos no citoplasma (Jablonski e Chaplin, 2000; Sturm e
Frudakis, 2004; Sturm et al., 2008; Sturm, 2009).

As variacoes fenotipicas nas cores de pele, cabelo e olhos, observadas em diferentes
regides geograficas, resultam de dois tipos distintos de melanina depositados na epiderme,
fios de cabelo e iris: a eumelanina (cuja formacdo da cor castanho/preta esta associada a
pigmentacdo mais escura) e a feomelanina (cuja formacado da cor vermelha/amarela esta
associada a pigmentacdo mais clara) (Gerstenblith et al., 2007). Em cabelos ruivos ha uma
predominancia das quantidades de feomelanina comparadas as de eumelanina, enquanto
nos cabelos escuros as quantidades de eumelanina prevalecem, e nos cabelos loiros ha
pouca representacdo de cada tipo (Rees, 2003). Um fato interessante é que, apesar da
origem embrionaria comum dos melanécitos da pele e do cabelo, os genes que afetam a
pigmentacao podem expressar-se de maneira independente, gerando combinacdes
conhecidas de cabelos escuros e pele clara ou cabelos claros e pele escura (Sturm et al,
2001).

A sintese de melanina utiliza o aminoacido tirosina como principal substrato. A
tirosinase constitui enzima essencial para mediacdo dos primeiros passos do processo da
melanogénese, que envolve a hidroxilacdo da tirosina em DOPA e a subsequente oxidacao
desta em DOPAquiona (Parra, 2007). Na presenca de cisteina, a DOPAquiona reage com esta
formando a DOPAcisteinila, que por conseguinte é oxidada e polimerizada dando origem a
feomelanina (Hearing, 2011; Simon et al, 2009). Na auséncia de cisteina, a eumelanina é
formada através de dois processos. O primeiro processo ocorre quando a DOPAcroma gera a
DHI (do inglés, 5,6-dihydroxyindole), que rapidamente é oxidada e polimerizada para formar
a DHI-melanina. O segundo processo ocorre quando ha a presenca de DOPAcroma
tautomerase [codificada pelo gene TYRP2 (do inglés, Tyrosinase Related Protein 2)] formando
a DHICA (do inglés, DHI-2-caboxylic acid), que por fim, através de subsequentes reacdes
cataliticas mediadas pela tirosinase [codificada pelo gene TYRPI (do inglés, Tyrosinase
Related Protein 1)], forma a DHICA-melanina (Cichorek et al., 2013; del MarmoleBeermann,

1996; KondoeHearing, 2011; Sugumaran, 1991) (Figura 1).
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Figura 1 - Esquema simplificado da sintese de melanina nos melanécitos durante o processo de
melanogénese. A producdo de eumelanina e feomelanina é determinada pela disponibilidade de
cisteina dentro dos melanossomos. (Adaptado de Cichorek et al., 2013)

Alguns estudos tém demonstrado que a regulacdo da via metabédlica inerente ao
processo de melanogénese deve ser examinada para entender a gama de diferencas
fenotipicas em caracteristicas pigmentares (Sturm, 2009; Yamaguchi et al., 2007).
Diferentes proteinas estruturais e enzimaticas descritas como participantes da
melanogénese podem ser classificadas como (1) proteinas transmembranas (com funcdes de
transporte de ions e solutos, bem como, outras atividades de trafego proteico), (2) proteinas
com atividades cataliticas (enzimas desidrogenases, hidrolases, proteinas quinases, entre
outras), (3) proteinas associadas com atividades motoras do citoesqueleto e (4) proteinas de
sinalizacao celular, proteinas heat-shock, e outras associadas com organelas como reticulo
endoplasmatico, mitocondrias e nucleo celular, constituindo, desta forma, mais de 170

genes implicados neste complexo processo (Chi et al., 2006; Hearing, 1999).

No que se refere aos genes envolvidos, SNPs (do inglés, Single Nucleotide
Polymorphisms) localizados em regides exdnicas podem alterar as propriedades funcionas de
proteinas codificadas através da substituicdo de aminoacidos especificos, enquanto que as

mutacdes encontradas em regides regulatérias podem levar a alteracdes de seus niveis de
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expressao, resultando em alteracoes fenotipicas (cor dos olhos, pele, cabelos e presenca de

sardas).

1.1.1. Pigmentacao dos olhos

Assim como na pele e cabelos, o principal fator que explica a diversidade de
pigmentacao dos olhos € o tipo e a quantidade de melanina presente na iris. Estudos
indicam que olhos claros possuem uma menor concentracdo de melanina quando

comparados a olhos com coloracdes mais escuras (Hu et al., 2009; Prota et al., 1998).

Adicionalmente, a proporcdo entre eumelanina e feomelanina também esta
relacionada a diferentes coloracdes observadas. A maioria dos olhos contém uma maior
quantidade de eumelanina e pouca concentracdo de feomelanina. De fato, a feomelanina
mostra concentracoées muito préoximas tanto em olhos azuis quanto em olhos castanhos,
sendo que os ultimos sdo caracterizados pelos maiores niveis de eumelanina
(WielguseSarna, 2005). Entretanto, individuos com olhos verdes sado Unicos no sentido de
que estes possuem concentracoes de feomelanina maiores em relacdo a baixas

concentracoes de eumelanina (Prota et al., 1998).

Apesar da melanina contribuir majoritariamente na explicacdo da pigmentacao da
iris, outros fatores que podem contribuir na diversidade de cores de olhos sdo a distribuicao

dos melanossomos na iris e a presenca ou auséncia de estruturas secundarias.

1.1.2. Estruturas secundarias presentes na iris

As estruturas secundarias da iris podem ser definidas como diferentes texturas
presentes na superficie da mesma. Estas estruturas, assim como a cor da iris, possuem

uma diversidade quanto a sua distribuicdo e quantidade.

Entre as estruturas presentes na superficie da iris, cinco podem ser citadas: (1) as
criptas de Fuchs, (2) os nodulos de Wolfflin, (3) pontos de pigmentacéo na iris, (4) sulcos de
contracao e (5) melanose conjuntival (também conhecida como pigmentacdo na esclera).
Criptas de Fuchs sdo lacunas em forma de diamante que surgem durante o
desenvolvimento do olho por reabsorcdo da membrana pupilar (Purtscher, 1965). Nédulos
de Wolfflin consistem em pequenos agrupamentos de colageno atrofiados que se acumulam
na parte mais externa da zona ciliar. Sulcos de contracdo representam anéis descontinuos
que se estendem ao redor da parte mais externa da zona ciliar, e pontos de pigmentacédo sao

pequenas regides de hiper-pigmentacédo devido ao acimulo de melanina (Figura 2).

E importante ressaltar que poucos estudos tém voltado atencdo para compreender as
bases genéticas que possam estar envolvidas na diversidade destas estruturas. Apesar das

consequéncias funcionais destas ainda serem pouco compreendidas, alguns estudos
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indicam que certas estruturas, como os nodulos de Wolfflin e pontos de pigmentacdo na iris,
podem influenciar na percepc¢ao de cor da iris (Liu et al., 2010; Mackey et al., 2011). Além
disso, discussodes na literatura também indicam que avaliar estas estruturas pode auxiliar a
revelar riscos associados a diferentes patologias. Pontos de pigmentacdo na iris, por
exemplo, sdo considerados marcadores de risco relativo para melanoma ocular (Holly et al,
1990; Horn et al., 1994).

Zona pupilar Pontos de pigmentacao

Collarette iridiana Criptas de Fuchs

Zona ciliar

Sulcos de contragao Nédulos de Wolfflin

Figura 2 - Esquema de superficie de uma iris humana. A iris pode ser dividida em duas zonas que sao
separadas pela collarette iridiana (linha branca irregular ao redor da pupila). A zona pupilar é a regido
proxima a pupila (parte interna da collarette iridiana), enquanto que a zona ciliar é a parte mais
externa e compreende o restante da iris. Diferentes estruturas na superficie da iris podem ser
observadas, como sulcos de contracdo, nédulos de Wolfflin, criptas de Fuchs e pontos de pigmentacao.
(Adaptado de Edwards, 2016).
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1.1.3. Bases genéticas da pigmentacao dos olhos

De acordo com Larson e Pedersen (2004), a cor dos olhos € uma caracteristica
fenotipica com cerca de 98% de herdabilidade, o que significa que a maior parte da

diversidade fenotipica existente pode ser explicada por variacdes genéticas.

Diferentes grupos de pesquisa apontam que a grande maioria da diversidade de
pigmentacao dos olhos € atribuida a um tnico locus localizado no intron 86 do gene HERC?2
(do inglés, HECT and RLD Domain Containing E3 Ubiquitin Protein Ligase 2) (Eiberg et al.,
2008; Kayser et al, 2008; Sturm et al, 2008). Este polimorfismo conhecido como
rs12913832A>G ¢ tido como o principal marcador capaz de explicar majoritariamente a
variacdo de cor existente entre olhos azuis e castanhos. O alelo “A” possui uma frequéncia
elevada em populacoes com ancestralidade diferentes da europeia, enquanto que o alelo “G”
é frequentemente encontrado em populacoes europeias. Tradicionalmente, acredita-se que
este polimorfismo atue sob um modelo de heranca dominante/recessiva, de forma que,
individuos homozigotos para o alelo “A” e heterozigotos “AG” apresentam olhos castanhos,

enquanto que individuos homozigotos para o alelo “G” apresentam olhos azuis.

Do ponto de vista molecular, este sitio esta inserido em uma regido altamente
conservada, contendo sitios de ligacao de diferentes proteinas regulatérias (Visser et al,
2012). Estudos apontam que este polimorfismo atua na regulacao do gene OCAZ2 (do inglés,
Oculocutaneous Albinism II), localizado 10kb a montante (upstream) do gene HERC2.
Acredita-se que esta regulacdo ocorra por meio de um loop de cromatina de longo alcance
que permite a interacdo entre o sitio do gene HERC2 com a regido promotora do OCA2, de
forma que o alelo “A” do polimorfismo rs12913832 estaria associado a uma maior expressao
do gene OCA2, levando ao aparecimento de olhos castanhos, enquanto que o alelo “G”
estaria associado a uma baixa expresséo, e assim ocasionando o aparecimento de fenotipos

mais claros (olhos azuis) (Visser et al., 2012; Visser et al., 2014).

Apesar de ser apontado como o principal sitio de variacdo responsavel por controlar
as diferencas entre olhos azuis e castanhos, ha discrepancias entre a associacao deste
polimorfismo e a pigmentacao dos olhos, uma vez que alguns estudos indicam que a relacéo
entre os alelos com olhos azuis ou castanhos nem sempre é verdadeira (Mengel-From et al.,
2010; Sturm et al., 2008).

Outros genes também foram associados a diversidade na cor dos olhos, mesmo que
de forma mais sutil. E importante ressaltar que a maioria destas associacoes foi encontrada

em populacdes europeias.

Entre elas referem-se os genes ASIP (do inglés, Agouti Signaling Protein) (Bonilla et al.,
2005; Kanetsky et al, 2002); IRF4 (do inglés, Interferon Regulatory Factor 4) (Han et al,
2008, Liu et al, 2010; Walsh et al, 2012); SLC24A4 (do inglés, Solute Carrier Family 24
Member 4) (Sulem et al.,, 2007; Larsson et al., 2011); SLC24A5 (do inglés, Solute Carrier
Family 24 Member 5) (Beleza et al., 2013; Pietroni et al.,, 2014); SLC45A2 (do inglés, Solute
Carrier Family 45 Member 2) (Graf et al., 2007; Liu et al., 2010); TYR (do inglés Tyrosinase)
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(Liu et al.,, 2010; Sulem et al.,, 2007); TYRP1 (do inglés, Tyrosinase Related Protein 1)
(Frudakis et al., 2003).

1.1.4. Bases genéticas das estruturas secundarias

Apesar das bases genéticas de estruturas secundarias presentes na iris serem muito
pouco compreendidas, Larson e Pedersen, 2004 descrevem que a herdabilidade destas
caracteristicas sdo altas (66% para criptas de Fuchs; 78% para sulcos de contracdo e

nodulos de Wolfflin e 58% para pontos de pigmentacdo na iris) (Larsson e Pedersen, 2004).

Até o momento, trés grupos de pesquisa tém voltado seus esforcos para identificar
variantes genéticas que possam estar ligadas ao aparecimento destas estruturas (Edwards
et al., 2016; Larsson et al., 2011; Sturm, 2009), sendo que muitas das variantes associadas
aparentemente sdo diferentes das variantes associadas a pigmentacdo dos olhos (Larsson et
al., 2011). Tais variantes normalmente estdo localizadas em genes relacionados a
embriogénese e desenvolvimento do olho, quando comparado aos genes para pigmentacao
dos olhos, que em sua totalidade estdo envolvidos com algum processo da melanogénese.
Alguns destes genes podem ser citados, como o SEMA3A (do inglés, Semaphorin 3A) e seu
polimorfismo rs10235789 fortemente associado a criptas de Fuchs, o qual explica 1,5% da
variabilidade observada nesta caracteristica; TRAF3IP1 (do inglés, TRAF3 Interacting Protein
1) e o polimorfismo rs3739070, cuja associacdo com sulcos de contracao representa 1,7%
da variabilidade para esta caracteristica (Edwards et al., 2016; Larsson et al., 2011); HERC1
(do inglés, HECT And RLD Domain Containing E3 Ubiquitin Protein Ligase Family Member 1)
rs11630290, associado com pontos de pigmentacao na iris (Larsson et al., 2011); DSCR9 (do
inglés, Down Syndrome Critical Region 9) rs7277820, o qual supostamente pode modular a
cor dos olhos controlando a presenca e a quantidade de nédulos de Wolfflin na iris (Larsson
etal, 2011).

E importante ressaltar que o conhecimento a respeito das bases genéticas que
envolvem estas estruturas é escasso e pouco compreendido. Os marcadores supracitados
explicam muito pouco da variabilidade existente, o que leva a crer que muitos polimorfismos

ainda néao identificados possam contribuir para explicar a variabilidade ainda desconhecida.

1.2. O0CA2

O gene OCA2 (assim chamado devido ao fenétipo anormal de pigmentacao, albinismo
oculocutaneo tipo 2), esta localizado na regido cromossdémica 15ql1l. De acordo com sua
sequéncia RefSeq (NG_009846.1), possui 344.438pb, 24 éxons e codifica a proteina

transmembrana melanossomal conhecida como proteina P, composta por 838 aminoacidos.

Proteinas que modulam a producao de melanina nos melanécitos sdo normalmente
encontradas dentro ou proximas aos melanossomos. Dentre estas, destaca-se a atuacao da

proteina P codificada pelo gene OCAZ2. Acredita-se que tal proteina esteja envolvida no
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transporte de tirosina e regulacdo do pH melanossomal (Wilde et al.,, 2014; Yamaguchi e
Hearing, 2014).

Estudos revelam que delecoes em regides que englobam este gene no cromossomo
15, como observado nas Sindromes de Prader-Willi e Angelman, estdo associadas com a
hipopigmentacao da pele, cabelo e olhos, e copias extras destas regides resultam em

hiperpigmentacao generalizada da pele (Sturm et al., 2008).

A despeito das mutacdes associadas com o albinismo oculocutaneo tipo 2 e outras
doencas, diversos estudos tem associado polimorfismos dentro ou préximos ao gene OCA2
com a variacdo normal da pigmentacdo, sendo este considerado um dos principais genes na
determinacao fenotipica da cor dos olhos (Bouakaze et al., 2009; Eiberg et al, 2008;
Frudakis et al.,, 2007; Han et al, 2008; Kayser et al.,, 2008; Lao et al, 2007; Nan et al,
2009; Shekar et al., 2008; Sulem et al., 2007).

Alelos de diversos sitios polimérficos foram associados com cor de olhos azuis em
europeus. Entretanto, dois SNPs sdo constantemente identificados ou avaliados em
diferentes estudos. Os polimorfismos rs1800407 e rs1800414, nos éxons 13 e 19, foram
associados a cor dos olhos castanho com tons de verde em europeus e pele clara em
individuos asiaticos, respectivamente (Branicki et al., 2009; Edwards et al, 2010).
Entretanto, dados de estudos recentes demonstram que a influéncia do gene OCA2 na
variacdo normal da pigmentacdo da pele, olhos e cabelos nao é determinada exclusivamente
por mutacdes em regides codificantes de proteina, mas também por mutacdes que afetam
regioes regulatorias que controlam os niveis de expressao deste gene (Visser et al., 2012;
Visser et al., 2014).

1.3. HERC2

O gene HERC?2 esta localizado na regido cromossomica 15q13, 10kb upstream em
relacdo ao gene OCA2. De acordo com sua sequéncia RefSeq (NG_016355.1), possui
211.116pb, 93 éxons e codifica a proteina E3 ubiquitin-protein ligase HERC2 composta por

4.834 aminoacidos.

Assim como o gene OCAZ2, estd majoritariamente ligado a determinacéo fenotipica da
cor dos olhos, mas também influencia a pigmentacéo dos cabelos e pele. Estudos apontam
que o gene HERC?2 esta envolvido na regulacado do gene OCA2 (Eiberg et al., 2008; Kayser et
al., 2008; Sturm et al., 2008; Visser et al.,, 2012), através de interacdes com proteinas que
aumentam a acdo de fatores de transcricdo na regido promotora do gene OCA2,

contribuindo na determinacdo da cor dos olhos (Visser et al.,, 2012).

Por nao codificar proteinas diretamente envolvidas no processo de melanogénese, o
gene HERC2 nao € considerado um gene pigmentar. Entretanto, contém diversos SNPs
relacionados a pigmentacdo. Dentre eles, conforme dito anteriormente, o SNP rs12913832

localizado no intron 86 (21kb upstream em relacdo ao gene OCA2), que é considerado um
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dos principais determinantes da variacdo da cor dos olhos humano, com forte poder
preditivo (Branicki et al., 2011; Spichenok et al., 2011).

1.4. Interacoes epistaticas entre os genes OCA2 e HERC2

Sabendo que a pigmentacdo é um fenémeno poligénico, e que o efeito de multiplos
genes na determinacdo de um fenotipo ndo pode ser limitado a suas atuacdes
independentes, torna-se natural inferir que efeitos epistaticos possam atuar sobre esta
caracteristica e deve ser levado em consideracdo em estudos de tracos poligénicos, tais
como a determinacdo fenotipica da cor dos olhos, cujo papel principal é atribuido aos dois
genes aqui estudados, OCA2 e HERC?2 (Pospiech et al., 2014; Pospiech et al., 2011).

A existéncia de interacdo epistatica entre estes dois genes ja foi relatada do ponto de
vista molecular. A regido ao redor do SNP rs12913832 do gene HERC2 é altamente
conservada entre diferentes espécies de animais e esta fortemente associada a regulacao dos
niveis de expressdo de OCA2 por conectar-se com a regido promotora deste através de um
loop de cromatina de longo alcance, atuando como um elemento intensificador (enhancer)
melandcito-especifico. Maiores niveis de expressdo de OCA2 em melanécitos foram
associados a individuos portadores do alelo ancestral rs12913832*A no gene HERC?2 (Visser
etal., 2012).

Entretanto, diante da grande quantidade de sitios de variacao existentes ao longo dos
genes OCA2 e HERC2, observa-se a necessidade de estudos mais abrangentes considerando
o impacto das interacoes epistaticas entre tais genes sobre o amplo espectro de variacdo que
caracteriza a pigmentacdo humana (Branicki et al.,, 2009). O estudo da diversidade destes
genes em populacdes altamente heterogéneas fornecera elementos necessarios para a

identificacao de eventuais interacoes ainda desconhecidas.

1.5. Populacao brasileira como modelo tri-hibrido

A populacao brasileira € o produto da miscigenacdo entre trés principais grupos

étnicos: amerindios, europeus e africanos.

A interacdo com diferentes biomas na América do Sul contribuiu para a
diversificacdo da estruturacdo social de diferentes tribos indigenas. Esta interacao refletiu-
se em composicoes genéticas e culturais distintas, dando origem a diferentes grupos
populacionais de amerindios. Populagcées habitantes da cordilheira dos Andes eram
caracterizadas por maiores tamanhos populacionais, maior intensidade de fluxo génico e,
consequentemente, menor diferenciacdo populacional. Populacdes localizadas ao oeste da
Cordilheira dos Andes, particularmente aquelas localizadas na floresta Amazonica, eram
caracterizadas por menores tamanhos populacionais e isolamento em relacdo a aldeias de

tribos distintas, o que acarreta em uma elevada diferenciacdo genética. Deste modo, quando
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iniciou-se o contato com imigrantes europeus e africanos (Tarazona-Santos et al. 2001), as
populacoes de cada localidade apresentavam caracteristicas genéticas e culturais bastante

variaveis (Ribeiro, 1995).

O processo de miscigenacao iniciou entre os anos de 1500 e 1530 com a chegada dos
europeus (portugueses) em um continente habitado por aproximadamente dois milhdes de
nativos americanos (Almeida, 1997; Salzano e Bortolini, 2002). Apés a abertura dos portos
em 1808, o fluxo de imigrantes europeus foi intensificado com a chegada de italianos,
alemaes e espanhdis (Salzano e Bortolini, 2002; Venancio, 2007). Estima-se que cerca de 15
milhdes de europeus tenham cruzado o Atlantico até 1880 e que entre 1881 a 1915 o
numero de migrantes tenha alcancado seu apogeu, chegando a cerca de 31 milhdes de
individuos (Fausto, 2000).

O componente africano na populacado brasileira foi atribuido a pratica escravagista
que teve inicio por volta de 1538 e se manteve por aproximadamente 350 anos (Salzano e
Freire-Maia, 1970). Durante este periodo, milhares de escravos foram embarcados no litoral
atlantico da Africa, em diversos locais da costa que se estende do Senegal ao norte da
Namibia e também no litoral da Africa Oriental, de Mocambique 4 Somalia. Estes entraram
no pais principalmente pelo Maranhao, Bahia, Rio de Janeiro e Pernambuco, sendo
posteriormente distribuidos para as demais regides (Tavares, 1988). Estima-se que, até
1880, pelo menos 10 milhdes de africanos tenham sido trazidos para o continente

americano.

Além de europeus e africanos, o Brasil recebeu imigrantes de outros paises, tais
como japoneses e sirio-libaneses que sairam de seus paises em busca de melhores

condicoes de vida nas Américas (Muniz et al., 2008).

A migracdo em massa destes diferentes grupos populacionais promoveu padroes
genéticos diferentes, havendo o estabelecimento de populacoes com varios tipos e graus de
mistura em toda Ameérica. Além disso, a migracdo em massa promoveu também mudancas
demograficas, havendo reducdo da populacdo nativa em aproximadamente 90% do que
existia a época do inicio da colonizacao (Bedoya et al., 2000). Este processo migratério que
envolveu o Brasil desde a época de seu descobrimento e que perdura ha mais de cinco
séculos culminou na atual composicao da populacédo brasileira e implicou ndo somente em
alteracdes nas composicoes genéticas inerentes a miscigenacdo, como também na insercdo

de diferentes culturas e costumes.

O aparecimento de diferentes fenétipos de pigmentacdo na populacao brasileira pode
estar associado a distribuicao dos diferentes alelos, polimérficos ou néo, que segregam nas
populacdes parentais. Adicionalmente, o processo de miscigenacao em terras brasileiras,
associado a expansdo populacional e consequente acimulo de mutacdes de novo e de
eventos de recombinacdo, certamente levou ao surgimento de haplétipos tinicos, compostos

por alelos que podem interagir de forma sinérgica.

Neste contexto, estudos em genética molecular e de populacdes tornam-se de grande

contribuicdo na tentativa de caracterizar as bases genéticas da pigmentacdo de uma
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populacdo sabidamente tri-hibrida como a brasileira, que possui um confiavel registro

histérico de miscigenacao.
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2 JUSTIFICATIVA

A identificacdo de polimorfismos genéticos associados a pigmentacdo humana e a
busca pela compreensao das bases envolvidas nos mecanismos moleculares responsaveis
pela determinacao de fendétipos especificos, tém contribuido de forma significativa na area

forense e na area relacionada a pratica clinica.

A descoberta de polimorfismos funcionais pode ser especialmente informativa em
ambas as abordagens (forense e clinica) aqui apresentadas, uma vez que, estes fazem-se
necessarios para se evitar a possibilidade de uso de polimorfismos que apresentem padrao
de associacdo do tipo populacao-especificos, o que tornaria sua utilizacdo restrita a
populacdes com padrdoes de ancestralidade e desequilibrio de ligacdo semelhantes aos da

populacédo onde os marcadores foram descritos.

Até o momento, poucos estudos na literatura propéem uma analise tao aprofundada
destes dois genes (OCA2 e HERC2) em uma mesma amostragem sob a perspectiva aqui
apresentada, incluindo analise completa das regides regulatérias e exonicas com o emprego
da técnica de sequenciamento de nova geracdo. Além disso, destaca-se o fato dos referidos
genes ainda nao terem sido caracterizados e estudados de forma tado contundente e
detalhada em uma populacdo de origem miscigenada tri-hibrida como a brasileira, a qual

apresenta condi¢des propicias para a identificacdo de novos sitios de variacdo que possam

ter um efeito funcional em genes de pigmentacao.
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3  HIPOTESE

Polimorfismos localizados em regides exoOnicas e regulatérias dos genes OCA2 e
HERC2, apresentam correlacdo com a intensidade de pigmentacdo dos olhos, pele e cabelos
em populacdes urbanas brasileiras e com a presenca de estruturas secundarias presentes
na iris. Isto se deve tanto a modificacoes proteicas, alteracoes do padriao de expressao

génica e interacoes epistaticas entre sitios polimoérficos distribuidos pelos dois genes.
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4 OBJETIVOS

O objetivo geral do presente projeto consiste na analise da diversidade genética das
regioes codificante e regulatérias do genes OCA2 e HERC2 em amostras de 340 individuos
da populacdo do Estado de Sao Paulo. Adicionalmente, o estudo permitira atingir outros

objetivos, como por exemplo:

* Determinar as frequéncias de alelos, genétipos de cada regido génica analisada.

* Identificar novos polimorfismos funcionais.

* Avaliar quantitativamente a cor do olho e da pele por meio de duas diferentes

metodologias.

* Identificar estruturas secundarias na iris por meio da analise de imagens digitais.

* Associar os alelos e genétipos encontrados com as caracteristicas fenotipicas de

pigmentacao.

* I[dentificar as possiveis interacdes epistaticas entre os polimorfismos das regides

avaliadas
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5 MATERIAL E METODOS

A metodologia descrita neste trabalho foi executada seguindo protocolos produzidos
no Laboratério de Pesquisas Forenses e Genomicas (LPFG) (Anexo B a C), sob coordenacao
do Prof. Celso Teixeira Mendes Junior, com excecdo das analises para a obtencdo de
medidas quantitativas para a cor dos olhos e também as analises de epistasia. Deste modo,
esta secao apresentara uma versao resumida dos protocolos, enfatizando modificacoes

efetuadas nos mesmos.

5.1. Caracterizacdo da amostra e aspectos éticos

Neste trabalho foram avaliados 340 individuos voluntarios amostrados junto ao
Hemocentro de Ribeirdo Preto — SP. O presente estudo foi aprovado em seus aspectos éticos
pelo Comité de Etica em Pesquisa da FFCLRP-USP, de acordo com o Processo CEP-FFCLRP
CAAE n.° 25696413.7.0000.5407.

Cada individuo participante assinou um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) permitindo o uso de seu material biolégico (10 mL de sangue periférico, mantido em
tubo Vacutainer® com anticoagulante EDTA) para estudo. Questionarios foram aplicados a
cada um dos participantes da pesquisa para obtencdo de informacdes a respeito dos

fenotipos de pigmentacao e ancestralidade.

Os participantes, composto por individuos de ambos os sexos, com idade variando de
18 e 70 anos, foram classificados em grupos de acordo com a cor dos olhos, cabelos e pele,
bem como quanto a presenca ou auséncia de sardas. As classificacoes foram realizadas por
dois membros do LPFG de forma independente para que nao houvesse influéncia sobre as
respostas, seguida por diadlogo para alcancar uma definicdo consensual. Desta forma, a

classificacao fenotipica foi estabelecida pela heteroclassificacao.

A classificacdo dos individuos com relacdo a pigmentacdo da pele foi realizada
conforme o sistema proposto por Fitzpatrick (1988), que avalia a resposta da pessoa em
relacdo a exposicdo ao sol. A Escala Fitzpatrick (EF) é dividida em seis categorias onde a
pontuacao mais baixa (I) representa pele muito clara e sensivel a radiacdo ultra-violeta e a
maior pontuacao (VI) representa pele escura, que nunca se bronzeia em reacdo a radiacdo

ultra-violeta.

Adicionalmente, a intensidade da pigmentacao da pele foi quantificada por meio do
espectrofotémetro portatil CMR-2500d e do software SkinAnalysis (Konica Minolta Holdings,
Inc.), com as especificacdes de iluminador D65 e observador 2°. O uso deste equipamento
permitiu realizar analises quantitativas de modo a tornar mais objetiva a classificacdo da

pele a partir da determinacdo do indice de melanina de cada individuo analisado.

A cor dos olhos e dos cabelos foi caracterizada e dividida de acordo com categorias

criadas em nosso laboratoério. Estas classificacoes foram elaboradas a partir de diferentes
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classificacoes, uma vez que ndo ha um consenso quanto a classificacao destes fenotipos na
literatura (Edwards et al., 2016). Portanto, as categorias para classificacdo da cor dos olhos
foram (1) azul, (2) verde, (3) mel, (4) castanho claro e (5) castanho escuro. Em relacéo a cor
dos cabelos a classificacdo compreendeu o (1) ruivo, (2) loiro-claro, (3) loiro-escuro, (4)
castanho-claro, (5) castanho-escuro e (6) preto. Imagens fotograficas de regides corporais
pequenas e bem delimitadas (olho, raiz dos cabelos, regides do braco ndo-expostas ao sol e
regido da testa exposta ao sol) foram coletadas de modo que estas ndo permitissem a
identificacdo do doador. Para tal, foi utilizada uma maquina fotografica Canon Powershot
SX510 HS com abertura, shutterspeed e ISO fixados para f = 3,4, 1/10 e 100,
respectivamente, tendo sido utilizada uma distancia média de 7 cm entre a camera e o
individuo para obtencao das imagens fotograficas. As imagens foram utilizadas para compor
um banco de dados, a fim de tornar mais objetiva a classificacao de cor dos olhos e cabelos.
Sempre que possivel, a coleta foi realizada no mesmo local, de modo a tentar minimizar
efeitos externos que pudessem interferir na qualidade das fotos e mensuracao dos dados do

espectrofotometro.

O controle e cuidado com o local e a iluminacdo foram primordialmente importantes
para as fotografias das iris do individuos coletados. Isto porque as imagens fotograficas das

iris foram utilizadas para realizar analises quantitativas da cor do olho.

5.1.1. Analise quantitativa da cor dos olhos e estruturas secundarias

Analises quantitativas da cor dos olhos e de estruturas secundarias presentes em
ambos os olhos foram realizadas por meio de imagens fotograficas, com o auxilio de um
programa desenvolvido no laboratério do Prof. Esteban J. Parra na University of Toronto,
Mississauga, Canada. Tais analises foram conduzidas em tal laboratério durante o periodo
de estagio no exterior concedido pela CAPES (Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal

de Nivel Superior).

As imagens fotograficas foram capturadas durante a coleta de amostras. Cada
participante teve as duas iris (direita e esquerda) fotografadas. Visando manter uma
iluminacdo constante, foi acoplado a camera um flash externo em forma de anel que
projetava uma luz de LED branca, continua e estavel. O flash externo poderia ser ajustado
quanto a sua intensidade de luz e quanto ao reflexo desta luz na periferia da pupila de trés
diferentes formas, sendo uma com o flash completo em forma de anel e duas outras formas
dividindo o flash em luz direita e esquerda. Quatro imagens fotograficas foram capturadas
para cada individuo. Para cada iris foi obtido uma foto com o flash voltado para a parte
interna do olho (Figura 3A), e uma foto com o flash voltado para a parte externa do olho
(Figura 3B).
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Figura 3 - Imagem fotografica da iris mostrando o posicionamento do flash. A: flash interno (voltado
para a parte interna do olho, sentido ponto lacrimal). B: flash externo (voltado para a parte externa do
olho, sentido contrario ao ponto lacrimal).

Para a analise quantitativa através destas fotografias, optamos por utilizar as
imagens que possuiam o flash voltado para a parte interna do olho. Isto porque a analise é
realizada na metade da iris oposta ao ponto lacrimal e, deste modo, o flash acarretaria em

uma menor influéncia.

O programa para analise quantitativa da cor dos olhos e identificacdo de estruturas
secundarias esta detalhadamente descrito em Edwards et al. (2016). O programa consiste
em uma aplicacao para a Web, acessada pelo site http://iris.davidcha.ca. Apos insercao das
fotos no site, cinco etapas sdo seguidas de modo a avaliar a quantificacdo pigmentar da iris.
Para cada foto, € solicitado ao usuario que identifique (a) o ponto central aproximado da iris,
(b) o ponto central aproximado da pupila e, em seguida, (c) desenhe um circulo que melhor
se ajuste em torno dos limites da esclera, zona pupilar e collerette iridiana (que separa as

zonas pupilar e ciliar da iris) (Figura 4).

Figura 4 - Etapas para delimitacdo da iris e posterior analise de quantificacado. O usuario projeta
circulos que melhor se ajustem (A) a regido que delimita a esclera da iris (circulo vermelho), (B) em
torno da periferia da pupila (circulo rosa), e (C) a collarette iridiana (circulo azul). (D) Isto permite que
o programa identifique a zona pupilar (delimitada pelos circulos azul e rosa) e a zona ciliar (delimitada
pelos circulos azul e vermelho).
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Apos estas definicoes, (d) o programa recorta uma fatia da iris em um angulo de 60°
da regiao ciliar e da regidao pupilar oposta ao ponto lacrimal do olho, e (e) realiza uma
mensuracdo da cor média dos olhos (Figura 5). As seis etapas finais sdo utilizadas para
identificar estruturas secundarias também presentes nos olhos, como (a) sulcos de
contracao, (b) nédulos de Wolfflin, (c) criptas de Fuch e pigmentos delimitados (d) na iris e

(e) na esclera e (f) anel de pigmentacao ao redor da pupila.

2384

Figura 5 - Imagem aumentada do corte de diferentes cores de olho (azul, verde, mel, castanho claro e
castanho escuro, respectivamente), realizado pelo algoritmo do programa utilizado para analises
quantitativas.

Cada conjunto de iris (olho direito e olho esquerdo) foi analisado por um unico
pesquisador (Guilherme Debortoli). Depois de processar todas as fotografias da iris, a
visualizacdo independente das regides cortadas de cada uma das iris foi realizada pelo
analista para verificar visualmente quaisquer evidéncias de obstrucdo ou delimitacdo

incorreta que pudesse dificultar a analise pelo algoritmo.

A metodologia implantada no algoritmo para quantificacdo da cor do olho extrai
medidas de cor no espectro de cores RGB (do inglés, red, green e blue) das fotografias da
iris, e transforma estas medidas na escala CIELAB (do inglés, International Commission on
Illumination LAB). CIELAB é um sistema internacional de cores padronizado e projetado
para aproximar a percepcao de cor pela visdo humana (CIE, 1986), motivo pelo qual, tal
espectro de cores foi utilizado. As medidas quantitativas fornecidas pelo espectro de cores
CIELAB podem ser observadas em trés dimensoes diferentes, sendo uma dimenséao de brilho
(L*) e duas dimensodes de cores (a* e b*). A primeira dimensao, L*, € usada para representar
o brilho, possuindo valores continuos de O a 100, onde O é escuro e 100 é claro. As
dimensdes de a* e b* representam as escalas cromaticas, com valores negativos de a*
indicando verde e positivo indicando vermelho, e valores negativos de b* indicando azul e

positivos indicando amarelo.

5.2. Regides genoémicas cobertas pelo sequenciamento de nova geracao

O sistema de enriquecimento de alvos HaloPlex da Agilent Technologies, permitiu a
analise das regioes gendmicas de interesse em um grande numero de amostras, através de
um ensaio customizado que envolveu dez genes descritos na literatura como participantes
no processo de melanogénese. Dentre eles, os genes OCA2 e HERC2 tiveram suas regides
regulatorias [promotora e 3'UTR (do inglés, 3’ Untranslated Region)], e codificadora (éxons e

parte dos introns que flanqueiam estes éxons), cobertos pelo referido ensaio (Figuras 6, 7 e
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8). A Tabela 1 mostra o detalhamento da cobertura das regides avaliadas nos genes OCA2 e
HERC2 aqui estudados.

Adicionalmente, além destas regides génicas analisadas no ensaio, um conjunto de
34 AlMs (do inglés, Ancestry Informative Markers) que compode o sistema 34-plex do
consorcio SNPforlD foi incluido no ensaio (Phillips et al., 2007), com a finalidade de
controlar possiveis associacdes espurias nos testes de associacdo genética através de
regressoes logisticas e lineares. A descricdo dos 34 polimorfismos que compde o consércio

SNPforlD esta inclusa no Apéndice A.

Tabela 1 - Regides regulatoérias e exonicas avaliadas nos genes OCA2 e HERC2. O numero de
éxons e os tamanhos de cada regidao foram estimados com base na sequéncia RefSeq de
cada gene, utilizando- se o software CLC Sequence Viewer 6.8.2 (CLC bio A/S)

N° de Tamanho a Tamanho N° de
Promotora éxons dos éxons SUTR 3'UTR total Amplicons
OCA2 ~2.500pb 24 3.140pb 110pb 513pb ~5.140pb 30
HERC2 ~2.500pb 93 15.340pb 109pb 726pb ~17.340pb 102

® 0 tamanho da regiao 5’'UTR de cada gene ja se encontra contabilizado na coluna “Tamanho total dos
éxons”, uma vez que tal regido se encontra no primeiro éxon.

* o tamanho da regido 3’UTR de cada gene ja se encontra contabilizado na coluna “Tamanho total dos
éxons”, uma vez que tal regido se encontra no ultimo éxon.
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Figura 6 - Regides cobertas pelo ensaio HaloPlex para o gene OCA2. Os éxons estdo definidos como barras azuis na vertical ao longo da extensao do gene.
Acima, em vermelho estdo indicadas as coberturas das regides (promotora, éxons e 3°UTR).
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Figura 7 - Regides cobertas pelo ensaio HaloPlex para o gene HERC2. Os éxons estdo definidos como barras azuis na vertical ao longo da extensao do gene.
Acima, em vermelho estdo indicadas as coberturas das regides (promotora, éxons e 3’UTR).
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Figura 8 - Regides cobertas pelo ensaio HaloPlex para os genes OCA2 e HERC2. Os éxons estdo definidos como barras azuis na vertical ao longo da extensao
do gene. Acima, em vermelho estdo indicadas as coberturas das regides (promotora, éxons e 3°’UTR).
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5.3. Procedimentos laboratoriais

5.3.1. Extracao do DNA genoémico (Anexo B - Item 1)

Amostras de sangue foram coletadas e armazenadas em geladeira a 4°C. A extracao
do DNA foi realizada utilizando o protocolo de salting-out (Miller et al., 1988) com

modificacoes.

Resumidamente a extracdo consistiu em uma lise celular seguido de uma
precipitacdo de proteinas e detritos celulares (os quais foram descartados durante o
processo) e, por fim, uma precipitacdo final de acidos nucléicos de modo a obter o DNA.

Apo6s este processo o DNA foi ressuspendido em 200 uL de agua e armazenado a -20°C.

5.3.2.  Quantificacdo do DNA gendmico (Anexo B - Item 2)

A qualidade e concentracdo do DNA gendmico foram avaliadas por meio de
eletroforese em gel de agarose, NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Inc.) e Qubit®
(Life Technologies, Inc).

O NanoDrop® foi utilizado para avaliar o grau de contaminacao do material genémico
por proteinas. Para tal, razdes de densidade optica 260/280 variando de 1,8 a 2,0 foram
consideradas adequadas. Posteriormente, foi realizada a eletroforese em gel de agarose, a
fim de verificar o grau de degradacdo do material, considerando como indicativo de

degradacao qualquer banda abaixo de 2,5kb.

O Qubit® foi utilizado para avaliar a concentracdo de DNA genémico por meio do
dsDNA BR Assay (Invitrogen, Carlsbad, CA), de modo que ao final do processo fossem
obtidas aliquotas de DNA a uma concentracdo de 5ng/ul, normalizando assim as

concentracdes para utilizacdo na montagem das bibliotecas.

5.3.3. Preparo das bibliotecas (Anexo B - Itens 3 a 4)

Apés a quantificacdo, as bibliotecas de amplicons para cada uma das 340 amostras
foram preparadas seguindo as recomendacdes do fabricante para o ensaio HaloPlex (Agilent

Technologies). Resumidamente, o protocolo consistiu dos seguintes passos:
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1. Digestao do DNA gendémico com enzimas de restricdo;
2. Hibridizacdo dos fragmentos de DNA a sondas biotiniladas;

3. Captura dos fragmentos-alvo utilizando beads magnéticas recobertas por

estreptavidina;
4. Ligacao dos fragmentos circularizados;
5. Amplificacdo por PCR dos fragmentos-alvo capturados para montagem da biblioteca;
6. Purificacdo das bibliotecas com beads magnéticas;
7. Quantificacdo da biblioteca de cada individuo (vide item 5.2.3.1);
8. Preparo do pool contendo até 96 bibliotecas (vide item 5.2.3.1)

9. Sequenciamento na plataforma MiSeq Personal Sequencer (Illumina, Inc.) (vide item
5.2.3.2).

5.3.3.1.  Controle de qualidade e quantificacdo das bibliotecas (Anexo B - Item 5)

O controle de qualidade € um importante passo, uma vez que a obtencao de uma
qualidade satisfatéria das bibliotecas geradas é imperativa para o sucesso do
sequenciamento. E ideal que haja uma homogeneidade na distribuicdo dos tamanhos dos
fragmentos, pois, do contrario, isto poderia levar a uma baixa cobertura ou a falha de

cobertura em determinadas por¢cdes da sequéncia (Cher, 2011).

Para tal, duas diferentes abordagens foram utilizadas para a verificacdo da qualidade

das bibliotecas:
1. Eletroforese capilar (Bioanalyzer 2100, Agilent Technologies);

2. Fluorimetria (Qubit® 2.0 Fluorometer, Thermo Fisher Scientific Inc.);

Apoés a quantificacdo, as bibliotecas foram armazenas a -20°C.

5.3.3.2. Sequenciamento de nova-geracgdo (Anexo B - Item 6)

A partir das concentracoes das bibliotecas individuais, foram preparadas solucées a
4 nmol/L para cada biblioteca. Dez microlitros de cada amostra foram misturados em um
Unico microtubo, gerando pool de até 96 bibliotecas. O pool de bibliotecas foi diluido de
modo que ao final do processo fosse obtido 600 ul de uma solucdo a 16pM. Tal material foi

entdo injetado no cartucho de sequenciamento MiSeq Reagent Kit V3 (600 cycles) do MiSeq
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Personal Sequencer. Estas etapas foram realizadas seguindo especificacoes do fabricante

({llumina, Inc).

5.4. Processamento de analise dos dados

O fluxograma de analises no NGS (do inglés, Next-generation Sequencing) pode ser
sumarizado em duas etapas principais: a primeira etapa de analise, que consiste na geracao
dos dados no formato fastq, aplicacdo de filtros de qualidade e o alinhamento a um genoma
de referéncia. A segunda etapa compreende o processo de determinacdo das variantes
através de comparacdo a um genoma de referéncia. Com os pontos de variacdo gerados e ja
mensurados quanto a qualidade, analises subsequentes podem ser realizadas (anotacao de

variantes e analises de associacao).

Os procedimentos realizados no processamento e analise dos dados estédo
detalhadamente descritos no Anexo C. Aqui sera apresentada uma breve descricdo destes

passos.

5.4.1. Primeira etapa de analises

5.4.1.1. Obtencdo dos dados brutos e controle de qualidade (Anexo C - Item 1)

A primeira etapa de analise, os arquivos brutos que sdo gerados pelo sequenciador
sdo transformados em um formato fastq onde € atribuida uma pontuacdo de qualidade
(phred-score) (Ewing e Green, 1998). Os dados sdo entdo disponibilizados para download no

site da Illumina, em um ambiente denominado BaseSpace (Illumina, Inc).

A partir dos arquivos fastqg de cada uma das amostras sequenciadas, é realizada uma
série de processos que consistem na avaliacdo da qualidade antes da trimagem e
alinhamento dos fragmentos sequenciados a um genoma de referéncia. Os softwares fastqC
(Andrews, 2010) e SAMstat (Lassmann et al., 2011) foram utilizados para avaliar a qualidade
das reads. Com os relatérios gerados por estes dois programas, estratégias podem ser

definidas para melhorar a qualidade dos dados caso estes nao estejam satisfatorios.

5.4.1.2. Trimagem e alinhamento das sequéncias

Sequéncias de adaptadores, bem como bases diagnosticadas com baixo phred-score
pelo fastqC devem ser retiradas das extremidades das reads, em um processo referido como

trimagem. A partir do que pode ser observado no relatério gerado pelo fastqC, a trimagem foi
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realizada buscando pela sequéncia dos adaptadores paired-end utilizados no

sequenciamento, com o uso do cutadapt (Martin, 2011).

Apos processamento das reads, estas foram mapeadas contra um genoma de
referéncia utilizando o algoritmo BWA-MEM (Li et al., 2009), em funcéo da sua especificidade
em lidar com sequéncias de tamanho entre 70 e 1 Mb, além de rapidez e acuracia. O
genoma de referéncia utilizado foi o Homo sapiens, UCSC, hgl9, disponibilizado pela
Illumina (Illumina, Inc). Ao final do processo de alinhamento de cada amostra, um arquivo no
formato SAM (Sequencing Alignment/Map) € gerado e posteriormente transformado em
arquivo BAM (Binary Alignment/Map), ordenado e indexado, com o emprego do programa
SAMtools (Li et al., 2008, Li et al., 2009).

Uma vez ordenados e indexados, os arquivos BAM podem ser visualizados por
programas como o IGV (do inglés, Integrative Genomics Viewer) (uma ferramenta de
visualizacdo e exploracao interativa de conjuntos de dados genomicos) (Robinson et al.,
2011; Thorvaldsdéttir et al., 2013).

Os resultados derivados do processamento dos dados brutos, descrevendo a
distribuicado da qualidade média das bases que compdem as reads pré- e pos-trimagem dos
adaptadores paired-end da Illumina e a qualidade de mapeamento ao genoma de referéncia,

podem ser visualizados no Anexo D.

5.4.2. Segunda etapa de analises

5.4.2.1. Determinacdo de variantes: HaplotypeCaller (Anexo C - Item 1.3)

Na segunda fase de analises acontece a etapa de determinacado de variantes que
termina com a geracado de um arquivo: o VCF (do inglés, Variant Calling Format). O VCF é
um formato de arquivo de texto padronizado para representar SNPs, InDels, STRs e
variacdes estruturais encontradas em posicoes especificas em relacdo a um genoma de
referéncia. O arquivo VCF consiste no resultado da analise realizada pelo programa GATK
v.3.5 (do inglés, Genome Analysis Toolkit) (DePristo et al., 2011; McKenna et al., 2010; Van
der Auwera et al., 2013).

Para realizar a determinacao de SNPs e InDels foi utilizada a ferramenta
HaplotypeCaller (HC) do GATK com o parametro --emiteRefConfidence GVCF. O HC
considera simultaneamente todas as amostras a serem analisadas e, ao encontrar uma
regido apresentando sinais de variacao (regido ativa), o programa descarta o mapeamento
preexistente e realiza uma remontagem das reads naquela regido. O programa realinha
entdo cada haplétipo contra o haplétipo de referéncia com o objetivo de identificar
potenciais sitios de variacdo. Desta forma, possibilita a nomeacdo de SNPs e InDels de

forma simultanea, sendo mais preciso quando lidando com regides reconhecidamente
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problematicas, como por exemplo, onde sado encontrados diferentes tipos de variacoes

proximas umas das outras.

Os parametros --dontUseSoftClippedBases e -drf Duplicateread foram adicionados a
linha de comando default, pois o primeiro direciona o programa a ndo analisar bases soft-
clipped (bases nao alinhadas nas extremidades das reads), o que diminui a determinacao de
falso-positivos, enquanto que o segundo é necessario devido as caracteristicas do ensaio
HaloPlex, onde a vasta maioria dos fragmentos em uma determinada regido possuem

exatamente mesmo tamanho.

5.4.2.2.  Avaliacdo e remogdao de gendtipos de baixa qualidade: VCFx (Anexo C -
Item 1.3.2)

Visando reduzir ainda mais a taxa de falso-positivos, o arquivo VCF gerado pelo HC
foi submetido a rotina do script VCFx (ferramenta escrita em linguagem C++) (Castelli et al,,
2015), que interroga os genétipos com base na proporcdo de reads que foi utilizado pelo
método HC para determinacdo de variantes. As regras que o programa VCFx utiliza para a

interrogacao dos genotipos estao descritas no Anexo C.

E importante realizar esta avaliacdo uma vez que alguns dos genétipos considerados
pelo HC podem nao ser verdadeiros, principalmente quando a genotipagem se refere a um
segmento com baixa cobertura de sequenciamento ou quando, no caso de genoétipos

heterozigotos, um dos alelos é pouco representado.

A definicao de todos os gendétipos interrogados, seja como homozigoto ou
heterozigoto, foi realizada avaliando visualmente a proporcdo e qualidade das reads, bem
como a qualidade da chamada das bases em cada read. Quando nao foi possivel definir o

alelo, este foi dado como um alelo missing.

5.4.2.3. Anotacdo de variantes

Apébs gerar o arquivo .vcf com as informacdes sobre as variantes encontradas, o
processo de anotacdo e interpretacdo funcional destas variantes torna-se de extrema
importancia, uma vez que existem bancos de dados com informacdes sobre mutacées que
podem estar associadas a diferentes doencas ou até mesmo a variacdo fenotipica normal. A
forma mais comum de anotacdo é baseada em varios bancos de dados publicos de
variacoes, como por exemplo o dbSNP. Em termos de predicdo funcional de variantes, as
ferramentas empregam diferentes abordagens que vao desde a analise de uma sequéncia
simples (pequena) até uma regido completa de um gene, gerando assim, informacdes sobre o
impacto destas variantes na formacédo de proteinas (Kassahn et al.,, 2014; Pabinger et al.,
2014).
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Para esta finalidade foi empregado o uso do web-server SNPnexus, considerado uma
ferramenta de anotacao funcional robusta para avaliar o potencial significado de variantes
candidatas detectadas por sequenciamento e apontar as isoformas de genes/proteinas que
podem ser fenotipicamente importantes (Chelala et al.,, 2009; Dayem Ullah et al, 2012;
Dayem Ullah et al.,, 2013). Ao acessar o website http://snp-nexus.org, pode-se escolher entre
diferentes anotacdes. Os parametros de anotacdo utilizados para gerar o relatério do

SNPnexus deste trabalho foram:

* Regioes gendmicas: RefSeq; Ensembl; UCSC

* Efeitos de SNPs ndo sinénimos na funcdo proteica: SIFT (Kumar et al, 2009);
PolyPhen (Adzhubei et al., 2013)

* Elementos regulatorios: Sitios de ligacdo de fatores de transcricao; miRBASE
(KozomaraeGriffiths-Jones, 2014); ENCODE (ENCODE, 2012); Roadmap Epigenomics
Consortium (Kundaje et al., 2015).

* Conservacao: PHAST (Hubisz et al., 2011); GERP++ (Davydov et al., 2010).

* Associacao com diferentes fenétipos: GAD (Becker et al,, 2004); ClinVar (Landrum et
al., 2014); COSMIC (Forbes et al., 2008); NHGRI (MacArthur et al., 2017)

* Polimorfismos néo codificantes: CADD (Kircher et al, 2014); fitCons (Gulko et al.,
2015); EIGEN (lonita-Laza et al., 2016); FATHMM (Shihab et al., 2013)

De modo a complementar as informacdes geradas pelo relatério do SNPnexus, foram
também utilizados o HaploReg (para confirmar as informacdes obtidas pelo SNPnexus) (Ward

e Kellis, 2016) e o UCSC Genome Browser (Casper et al., 2018).

5.5. Analises estatisticas

Salvo indicacdo contraria, todas as analises estatisticas foram conduzidas no
programa PLINK 1.9 (Purcell et al.,, 2007), um programa de analise do genoma projetado
para analisar associacbes entre genoétipos e dados fenotipicos. Foram calculadas as
frequéncias alélicas, genotipicas, hetorozigosidade e aderéncia ao equilibrio de Hardy-
Weinberg. Um mapa de desequilibrio de ligacdo foi gerado para toda a extensdo que
compreende os genes OCA2 e HERC2. Um mapa de desequilibrio de ligacao foi gerado para
toda a extensdo que compreende os genes OCA2 e HERC2 com o emprego do programa

Haploview, utilizando-se os parametros default (Barrett et al., 2005).

De modo a testar as associacoes com as diferentes categorias de caracteristicas
fenotipicas de pigmentacéo e estruturas secundarias presentes na iris, analises de regressao

logistica ajustadas para ancestralidade, e assim controlando para possiveis efeitos da



Material e Métodos 49

estratificacao populacional, foram realizadas. O ajuste para a ancestralidade foi realizado
adicionando-se como covariaveis no modelo de regressdo as estimativas de mistura
individual fornecidas apds as analises pelo programa STRUCTURE. As regressdes foram
feitas para cada polimorfismo independentemente, levando em consideracdo um modelo
aditivo de heranca para o alelo de menor frequéncia do polimorfismo analisado. A escolha
pelo modelo aditivo de heranca, também chamado de modelo genético livre, deve-se ao fato
de que raramente ha uma justificativa biolégica para a escolha de um modelo de heranca,
seja ele dominante, co-dominante ou recessivo (Branicki et al., 2009, Lewis, 2002, Minelli et
al., 2005). Portanto, para os efeitos aditivos dos polimorfismos, um Odds Ratio (OR) > 1 ou <
1 representa o efeito de cada alelo de menor frequéncia (MAF, do inglés Minor Allele
Frequency), ou seja, um OR > 1 significa que o MAF aumenta o risco ao fenétipo

proporcionalmente ao numero de alelos MAF testados.

A linha de comando utilizada no terminal para realizar a analise de regressao

logistica controlando para a ancestralidade no programa PLINK 1.9 foi:

plink --bfile banco _de dados --logistic --covar arquivo.cov --out

arquivo_de saida

Onde:

--bfile especifica o arquivo de entrada no programa PLINK, isto é, o banco de dados

formatado conforme especificado pelo manual do programa.
--logistic especifica para realizar uma regressao logistica.

--covar especifica o arquivo formatado com as trés covariaveis de estimativas de
ancestralidade individual a serem inclusas no modelo, uma para ancestralidade europeia,

africana e amerindia.

--out especifica o nome do arquivo de saida do programa PLINK.

Apobs esta primeira analise de regressdao, o polimorfismo que se mostrou mais
associado, ou seja, com o menor valor de p, foi condicionado no modelo de regressdo como
uma covariavel para testar se os outros polimorfismos que também foram associados
exercem uma associacao independente do polimorfismo condicionado. A linha de comando
utilizada no terminal para realizar a analise de regressdo logistica simultaneamente
controlando para a ancestralidade e condicionando para um determinado polimorfismo no
programa PLINK 1.9 foi:
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plink --bfile banco de dados --logistic --covar arquivo.cov --condition
nome polimorfismo --out arquivo de saida
Onde:

--condition especifica o nome do polimorfismo a ser condicionado.

A abordagem de analise condicional tem sido utilizada como uma ferramenta para
identificar possiveis sinais secundarios e independentes de associacdo (Psychiatric, 2011,
Lango Allen et al., 2010, Yang et al., 2012).

Desta forma, se muitos dos polimorfismos que foram associados na primeira etapa
da analise de regressdo também exibirem um p significativo na segunda etapa, isto pode
significar que eles tenham efeitos independentes na determinacéao do fenétipo em relacdo ao
polimorfismo condicionado. Esta estratégia permite a descoberta de diferentes SNPs que
possam estar associados com o fenétipo estudado (Galarneau et al.,, 2010, Trynka et al.,
2011).

Para verificar a independéncia de associacdo entre os polimorfismos que
continuaram associados ap6s a primeira analise condicional, foram realizados testes de
desequilibrio de ligacdo par a par para cada um dos polimorfismos em todas as analises de
associacao. Adicionalmente, para os mesmos polimorfismos associados no presente estudo,
foi verificado o desequilibrio de ligacao destes nas populacées africanas, europeias e do leste
asiatico presentes no 1000Genomes, através da ferramenta LDlink acessada pelo site
https://analysistools.nci.nih.gov/LDlink/, selecionando a aba
“LDmatrix” (MachielaeChanock, 2015, MachielaeChanock, 2018).

Para as analises quantitativas da cor do olho (L*, a* e b*) e cor da pele (indice de
melanina), foram realizadas regressoes lineares ajustadas para ancestralidade no programa
PLINK 1.9 para determinar a associacao e o efeito de cada polimorfismo seguindo o mesmo
fluxo de trabalho descrito para a analise de regressao logistica, com excecdo do parametro --
logistic, o qual foi alterado para --linear de modo a realizar uma analise de regressao linear.

Todos os outros parametros da linha de comando permaneceram os mesmos.

O teste nao-paramétrico pareado de Wilcoxon signed rank test with continuity
correction foi empregado para comparar as medianas de IM entre regido exposta e néo
exposta ao sol de individuos heteroclassificados com pele clara, intermediaria e escura, e
também para avaliar se as medianas de L*a*b* diferem entre o olho direito e esquerdo. O
teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar as medianas das estimativas de
ancestralidade europeia, africana e amerindia entre (1) os grupos de cor de pele clara,
intermediaria e escura, e também entre os grupos de categorias do IBGE (branco, amarelo,

pardo e preto). Para os olhos, o teste foi utilizado para comparar as medianas do valor de b*
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entre os grupos heteroclassificados de acordo com a cor dos olhos (azul, verde, mel,
castanho-claro e castanho-escuro). Os testes foram conduzido no ambiente estatistico R
com as funcodes wilcox.test() e kruskal.test(), para os testes de Wilcoxon signed rank test with

continuity correction e Kruskal-Wallis, respectivamente.

O teste de correlacao de Spearman foi utilizado para verificar a correlacdo entre o IM

e as estimativas de ancestralidade europeia, africana e amerindia. Assim como os testes de

Wilcoxon e Kruskal-Wallis, este foi conduzido no ambiente R com a funcao cor.test().

5.5.1. Analises de epistasia entre polimorfismos

Analises de epistasia (interacdes gene-gene) para testar se a associacado de dois ou
mais polimorfismos contribuem com um efeito aditivo maior que seus efeitos separadamente
na determinacao dos fenétipos foram executados no ambiente estatistico R (http://www.R-
project.org/), com o emprego do pacote mb-mdr (Calle et al, 2010), que utiliza a
metodologia em mineracdo de dados conhecida como Reducdo da Dimensionalidade

Multifatorial (MDR, do inglés Multifactor Dimensionality Reduction).

A abordagem MDR foi desenvolvida para identificar interacdes gene-gene, e seus
possiveis efeitos na determinacdo de fenoétipos quantitativos (Hahn et al.,, 2003, Ritchie et
al., 2001).

Esta abordagem busca identificar combinacdes de gendétipos multilocus que sao
associados a um alto risco para o fenétipo estudado, e combinacoes associadas a um baixo
risco. Assim, o MDR reduz os dados e define uma tinica variavel que incorpora a informacao
de diferentes loci que podem ser divididos como combinacées de alto e baixo risco. Esta
nova variavel pode ser avaliada quanto a sua capacidade de classificar e prever o risco de
apresentar o fenétipo estudado usando testes de permutacdo para avaliar a significancia
(Good, 2000). Valores de p < 0,05 foram adotados como limiar de significancia apos os testes

de permutacéo.

As analises de epistasia com o emprego do pacote mb-mdr foram realizadas nas
variaveis quantitativas para cor dos olhos (L*,a* e b*), e variaveis quantitativas para o indice
de melanina em regido exposta e nao exposta ao sol. Apenas os modelos de segunda ordem,
ou seja, combinacdes par a par entre os genétipos de polimorfismos tagSNPs para os genes
OCA2 e HERC2 foram analisados.

Para a obtencado dos tagSNPs o programa PriorityPruner (http://
prioritypruner.sourceforge.net/index.html), foi utilizado para selecionar tagSNPs a partir de
uma lista de polimorfismos que estdo em desequilibrio de ligacdo, selecionando
preferencialmente SNPs definidos como de maior prioridade, como, por exemplo, os SNPs

com mais resultados significativos em um estudo de associacao.
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Desta forma, o algoritmo do programa funciona removendo SNPs que estdo em
desequilibrio de ligacdo com os SNPs mais importantes, ou seja, aqueles que apresentaram
maior significancia nos testes de regressao linear para cada uma das variaveis quantitativas
analisadas no presente trabalho. O programa comeca selecionando (mantendo) o SNP mais
significativo (com o menor valor de p), calcula o desequilibrio de ligacdo com SNPs
adjacentes e designa os SNPs acima de um determinado R? como "marcado", selecionando-
os para eliminacéo. Para todas as cinco variaveis quantitativas um limiar acima de R? 0,75

foi adotado para a obtencao dos tagSNPs.

5.5.2. Marcadores informativos de ancestralidade

As estimativas de contribuicdo ancestral nas amostras do presente estudo foram
obtidas com um conjunto de marcadores informativos de ancestralidade presentes no
SNPforlD 34-plex AIMs (Phillips et al., 2007).

As estimativas de ancestralidade foram realizadas no programa STRUCTURE
(Pritchard et al, 2000), definindo modelo admixture com K=3 e considerando como
referéncia um conjunto de 14 populacdes da terceira fase do projeto 1000Genomes (total de
1.412 individuos). Estes individuos foram usados como amostras representativas das
populacoes parentais para a analise de ancestralidade. As populacoes parentais foram
divididas em trés grandes grupos: 404 individuos europeus representando (1) finlandeses
residentes na Finlandia (FIN), (2) britanicos da Inglaterra e Escécia (GBR), (3) habitantes da
Toscana na Italia (TSI) e (4) e ibéricos da Espanha (IBS); 504 individuos africanos
representando (1) Yoruba de Ibadan na Nigéria (YRI), (2) Quos Luhya de Webuye, Quénia
(LWK), (3) gambianos da Divisao Oeste, Gambia (GWD), (4) Esan da Nigéria (ESN) e (5) os
Mende de Serra Leoa (MSL); 504 individuos de populacoes representativas do leste asiatico,
compreendendo (1) chineses Han de Pequim (CHB), (2) japoneses de Toquio (JPT), (3) Dai de
Xishuangbanna, China (CDX), (4) chineses Han do sul da China (CHS) e (5) individuos de
Kinh in Ho Chi Minh, Vietna (KHV).

Uma vez que o projeto 1000Genomes nao inclui um grupo de amerindios autdéctones
que pudesse apropriadamente representar a ancestralidade nativa americana, foram
utilizadas as populacoes do leste asiatico como substitutas para a populacdo parental
nativa americana. Usando um modelo de mistura, propor¢coes de ancestralidades
individuais referentes a cada uma das populacdes parentais (europeus, africanos e

asiaticos) foram estimadas.

Uma analise de componente principal com os 34 AIMs do SNPforID para estas
mesmas populacdes foi realizada para verificar a distribuicdo das populacées sobre os dois

eixos (componentes) principais. Esta analise foi conduzida no ambiente R com o auxilio do

pacote SNPrelate (Zheng et al., 2012).
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6 RESULTADOS

6.1. Caracterizacao populacional e fendtipos de pigmentacao

A amostra populacional de estudo constituiu em 340 individuos, sendo que destes,
173 eram homens e 167 mulheres. Entretanto, oito amostras foram excluidas de todas as
analises devido a alta taxa de genotipos nao determinados, o que prejudicaria as analises
genéticas subsequentes. Portanto, 332 amostras, sendo 168 homens e 164 mulheres,

compuseram a amostragem final.

Algumas categorias para a descricdo da cor da pele e cor dos cabelos foram
agrupadas de modo a sumarizar melhor os resultados obtidos, uma vez que algumas destas
mostraram-se com uma baixa representacdo amostral. Portanto, as cores de pele
consideradas na EF como I e II foram classificadas como pele clara; as cores de pele
consideradas na EF como III e IV foram classificadas como pele intermediaria e por fim, as
cores de pele consideradas na EF como V e VI foram classificadas como pele escura. A
distribuicdo das caracteristicas da cor da pele resultou em (a) 139 individuos (41,9%)
classificados como pele clara, dos quais 30 (21,6%) com presenca de sardas, (b) 137
individuos (41,3%) com pele intermediaria, dos quais 10 (7,3%) com presenca de sardas e (c)
56 individuos (16,9%) com pele escura, dos quais 3 (5,4%) apresentaram sardas (Figura 9).

No geral, 43 dos individuos (13,0%) considerados apresentaram sardas.

200

] 1507 Pele
% I:l Clara
a . Intermediaria
[ . Escura
.8 100
2
@ Sardas
g o
[ .

Sim
- IZI

(30)

0

Figura 9 - Distribuicdo dos individuos de acordo com a classificacdo da cor da pele e presenca de
sardas. O numero de individuos dentro de cada categoria de cor de pele com presenca de sardas esta
destacado entre parénteses.

Em relacdo a cor dos cabelos, as categorias loiro-claro e loiro-escuro foram
agrupadas como cor de cabelo loiro, enquanto que castanho-claro e castanho-escuro
também foram agrupadas como cor de cabelo castanho. A classificacdo da cor dos cabelos
resultou em 10 individuos (3,1%) com cabelos ruivos, 48 (14,8%) com cabelos loiros, 181

(55,9%) com cabelos castanhos e 85 (26,2%) com cabelos pretos (Figura 10).
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Figura 10 - Distribuicdo dos individuos de acordo com a classificacdo da cor de cabelo. O numero de
individuos dentro de cada categoria de cor de cabelo esta destacado entre parénteses.

A distribuicdo das caracteristicas da cor dos olhos resultou em (a) 36 individuos
classificados com olho azul, (b) 60 individuos com olho verde, (c) 19 individuos com olho
mel, (d) 71 individuos com olho castanho-claro, e (e) 146 individuos com olho castanho-

escuro (Figura 11).
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Figura 11 - Distribuicdo dos individuos de acordo com a classificacdo da cor dos olhos. O ntimero de
individuos dentro de cada categoria de cor dos olhos esta destacado entre parénteses.

As caracteristicas de estruturas secundarias presentes na iris ou esclera foram
classificadas em presenca ou auséncia de estrutura, sendo elas: (1) noédulos de Wolfflin, (2)
sulcos de contracao, (3) anel de pigmentacao na periferia da iris, (4) pigmentacao na esclera
e (5) distribuicdo de pontos de pigmentacdo na iris. A analise de quantificacdo da cor do

olho e de identificacao de estruturas secundarias presentes na iris foi realizada em 225 dos
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332 individuos que compuseram a amostragem final. Isto porque algumas fotografias da iris

nao atingiram os limiares minimos de qualidade e resolucédo para as analises. Portanto, os

resultados abaixo que sumarizam a presenca de estruturas secundarias na iris levam em

consideracao 225 individuos.

A presenca de nédulos de Wolfflin ocorreu em 17 individuos dentre os classificados
com cor de olho azul (47%) e em 20 individuos com cor de olho verde (33%). No geral,

37 dos individuos (16,4%) considerados apresentaram nédulos de Wolfflin.

A presenca de sulcos de contracdo ocorreu em 1 individuo classificado com cor de
olho azul, em 7 individuos com cor de olho verde, em 7 individuos classificados com
cor de olho mel, em 24 individuos classificados com cor de olho castanho-claro e em

22 individuos classificados com cor de olho castanho-escuro.

A presenca de anel de pigmentacdo na periferia da iris ocorreu apenas em 11

individuos classificados com cor de olho castanho-escuro.

A presenca de pigmentacdo na esclera ocorreu em 2 individuos classificados com cor
de olho azul, em 1 individuo classificado com cor de olho verde, em 1 individuo
classificado com cor de olho mel, em 5 individuos classificados com cor de olho

castanho-claro e em 30 individuos classificados com cor de olho castanho-escuro.

A presenca de pontos de pigmentacdo na iris ocorreu em 13 individuos classificados
com cor de olho azul, 24 individuos classificados com cor de olho verde, em 9
individuos classificados com cor de olho mel, em 9 individuos classificados com cor
de olho castanho-claro e em 2 individuos classificados com cor de olho castanho-

€scuro.
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Figura 12 - Distribuicdo dos individuos de acordo com a presenca (Sim) ou auséncia (Nao) de
estruturas secundarias presentes na iris dentro das categorias de cor dos olhos. A: Noédulos de
Wolfflin; B: Sulcos de contracdo; C: Anel de pigmentacdo; D: Pigmentacédo na esclera; E: Pontos de
pigmentacdo na iris. O ntumero de individuos com a presenca de cada estrutura secundaria entre as

categorias de cor do olho esta destacado entre parénteses.
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Além das frequéncias de caracteristicas fenotipicas pigmentares, as frequéncias de
classificacao baseada nos critérios adotados pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica) estdo representadas na Figura 13. De acordo com os critérios adotados pelo
IBGE, os individuos foram heteroclassificados como brancos, amarelos, pardos, e pretos
(214, 11, 63, 44, respectivamente). Quanto a autoclassificacdo, 212 se consideraram

brancos, 1 indigena, 12 amarelos, 65 pardos e 42 individuos pretos.
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Figura 13 - Distribuicdo da autoclassificacdo e heteroclassificacdo dos individuos de acordo com as
categorias do IBGE. O numero de individuos dentro de cada categoria esta destacado entre
parénteses.

6.1.1. AIMs e controle da estratificacao populacional

A Figura 14 mostra a distribuicdo da ancestralidade gendémica de cada individuo em
trés agrupamentos (clusters) definidos por meio dos marcadores informativos de
ancestralidade contidos no SNPforlD 34-plex. A Tabela 2 mostra os valores de atribuicao das
populacoes a cada um dos agrupamentos gerados pelo STRUCTURE. As populacoes
africanas, europeias e do leste asiatico do 1000Genomes foram agrupadas majoritariamente

nos clusters 3, 1 e 2 respectivamente.

Observa-se que as amostras de Ribeirao Preto (RBP) possuem 71,4% de componente
designado como europeu; 9% do componente asiatico/amerindio (representado pelas

populacoes do leste asiatico) e 19,6% de contribuicao africana.

A Figura 15 mostra a representacao dos dois primeiros eixos de uma analise de PCA
incluindo individuos da amostra RBP, bem como as amostras AFR, EUR e EAS do projeto
1000Genomes. O objetivo desta analise foi verificar visualmente a distribuicao dos
individuos da amostra RBP nos agrupamentos referentes a AFR, EUR e EAS. A maioria dos
individuos da amostra RBP se sobrepde aos individuos da amostra EUR, com um gradiente

em direcdo a amostra AFR; poucos individuos se sobrepdem a amostra EAS.
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Figura 14 - Estrutura populacional da amostra de Ribeirdo Preto (RBP) em comparacdo com
populacdes parentais (EUR, EAS e AFR), obtido a partir do conjunto de AIMs contidos no SNPforID 34-

plex. Cada barra vertical representa a distribuicdo da ancestralidade gendémica nos trés agrupamentos
inferidos pelo STRUCTURE.

Tabela 2 - Propor¢cdo de cada populacdo atribuida a cada um dos trés clusters definidos pelo
programa STRUCTURE.

Agrupamentos inferidos

Populacao Europeu Asiatico/Amerindio Africano
1 (AFR) 0,004 0,002 0,994
2 (EUR) 0,981 0,010 0,008
3 (EAS) 0,003 0,996 0,001
4 (RBP) 0,714 0,090 0,196

EUR = Populagéoes europeias do 1000Genomes; AFR = Populacoes africanas do 1000Genomes; EAS =
Populacoes do leste asiatico do 1000Genomes; RPB = Amostras do presente estudo coletadas em
Ribeirdo Preto - SP.
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Figura 15 - Componentes principais obtidos a partir do conjunto de AIMs (SNPforlD 34-plex) que relacionam as frequéncias genotipicas da populacéo
analisada (RBP) com populacdes mundiais (EUR, AFR e EAS). Estes dois primeiros eixos explicam 29,78% e 19,33% (PC1 e PC2, respectivamente), da

variancia observada.
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6.2. Analise quantitativa da cor da iris

As analises quantitativas para obter valores continuos que permitem a caracterizacao
objetiva da cor do olhos e a identificacdo de estruturas secundarias presentes na iris foram
realizadas em imagens fotograficas de 225 individuos dos 332 que compuseram o estudo
(Figuras 16 e 17). Devido a qualidade de algumas imagens ndo foi possivel identificar a
estrutura secundaria conhecida como criptas de Fuchs e, portanto, nao foi realizada a

identificacao e associacao destas com os polimorfismos genéticos.

Figura 16 - Imagens fotograficas representativas das iris incluidas no estudo: olho azul, verde, mel,
castanho-claro e castanho-escuro, respectivamente.
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Figura 17 - Estruturas secundarias presentes na iris e esclera identificadas no presente estudo. A:
Pontos de pigmentacdo na iris. B: Presenca de pigmentacdo na esclera. C: Nédulos de Wolfflin na
periferia da iris. D: Anel de pigmentacao ao redor da iris. E: Sulcos de contracdo. As estruturas estao
apontadas pelas flechas vermelhas.
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6.2.1. Comparacodes entre as iris direita e iris esquerda

Tendo em vista que as analises quantitativas para cor dos olhos foram conduzidas
nos dois olhos de cada um dos 225 individuos incluidos, o teste pareado de Wilcoxon signed
rank test with continuity correction foi utilizado para verificar se ha diferencas nas medianas

dos valores de L*, a* e b* entre os olhos direitos e esquerdos.

Os testes revelaram diferencas significativas nas trés dimensédes (L*, p = 0,01; a*,
p=0,0001; b*, p=0,0001), evidenciando diferencas nas medianas entre os valores de

L*a*b* quando comparado entre os dois olhos.

Desta forma, as analises de associacdo genética foram realizadas levando em

consideracao os valores de L*a*b* para apenas um dos olhos, o direito.

6.2.2. Distribuicao dos valores L*a*b*

Quando plotados em um grafico de trés dimensdes, evidencia-se uma substancial
dispersao dos valores de L*a*b* entre as diferentes iris analisadas no presente estudo
(Figuras 18). Os graficos bi-dimensionais (L* vs. a*, L* vs. b* e b* vs. a*), podem ser

visualizados no Apéndice C.
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Figura 18 - Distribuicdo das iris nas coordenadas do espaco de cores L*a*b*. Cada circulo representa
a iris direita de um individuo. A cor dentro de cada circulo equivale a média da cor da iris capturada
pela porcao extraida pelo algoritmo no espaco de cores L*a*b*.

De modo geral, olhos azuis tendem a mostrar maiores valores de L*, valores de a*
proximos a O e valores de b* negativos, enquanto que olhos castanhos tendem a menores
valores de L*, e maiores valores de a* e b*. Olhos castanho-escuros possuem menores
valores de L*a*b* comparados aos olhos castanho-claros. Alguns individuos com olhos
verdes obtiveram valores sobrepostos aos dos individuos com olhos azuis e individuos com

olhos mel tiveram valores sobrepostos aqueles dos individuos com castanho-claros.

Ao plotar a heteroclassificacao realizada pela equipe do LPFG para cada um dos 225
individuos no mesmo plano tridimensional L*a*b*, observa-se que a heteroclassificacao
obteve elevada concordancia com os valores dispostos no plano L*a*b*, com agrupamento de
olhos azuis e verdes nos valores que vao de O a valores negativos de b*, e olhos castanhos

sendo distribuidos em sua maioria nos valores de O a positivos de b* (Figura 20).
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Figura 19 - Distribuicao das iris nas coordenadas do espaco de cores L*a*b*. Cada circulo representa
a iris direita de um individuo. A cor dentro de cada circulo equivale a heteroclassificacdo realizada
pela equipe do LPFG, considerando cores azul, verde, mel, castanho-claro e castanho-escuro.

Dentre as trés dimensoes CIELAB (L*, a* e b*), a variacdo da cor dos olhos foi mais

perceptivel e melhor explicada pela dimensdo cromatica b* (Figura 20). Quando b* foi
comparado entre pares de grupos heteroclassificados para a cor dos olhos, observa-se que,
exceto para olhos mel vs. castanho-claros (ns, p > 0,05), todos os outros grupos tiveram
diferencas significativas quanto as suas medianas. Os graficos para as dimensdes L* e a*

podem ser visualizados no Apéndice D.
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Figura 20 - Diferenciacdo das medianas do valor de b* entre os grupos heteroclassificados de acordo
com a cor dos olhos. Valor de p global do teste de Kruskal-Wallis no topo do grafico. Linha pontilhada
demarca a mediana de b* da amostra total. ns = nao significativo; p > 0,05; ** = p < 0,01; **** =
p < 0,0001.

A Figura 21 mostra as estimativas de ancestralidade entre os diferentes grupos para
cor dos olhos avaliados categoricamente. A ancestralidade europeia foi a que apresentou as
maiores proporcoes em todos os grupos, independentemente das cores de olhos, com
estimativas variando de 49% a 92%. Em segundo, a ancestralidade africana apresentou
valores que vao de 4% a 29% e, por fim, a ancestralidade amerindia com valores de 3% a
7%.

O teste de Kruskal-Wallis para a diferenciacdo das medianas de ancestralidade
europeia entre os pares de cor de olhos nao resultou em diferenciacao significativa quando
comparado os grupos (1) olho azul vs. olho verde, (2) olho verde vs. olho mel, (3) olho mel vs.
olho castanho claro e (4) olho verde vs. olho castanho claro. Todas as demais comparacgoes

evidenciaram diferencas significativas em termos de ancestralidade europeia.

Em relacdao a ancestralidade africana, nao houve diferenca nas estimativas quando
comparados os grupos (1) olho azul vs. olho verde, (2) olho mel vs. olho castanho claro, (3)
olho verde vs. olho castanho claro e (4) olho azul vs. olho castanho claro. Todas as demais

comparacoes evidenciaram diferencas significativas em termos de ancestralidade africana.

Por fim, para as comparacoes envolvendo a ancestralidade amerindia, nao houveram
diferencas entre os grupos (1) olho azul vs. olho verde, (2) olho verde vs. olho mel, (3) olho

mel vs. olho castanho claro, (4) olho azul vs. olho mel, (5) olho verde vs. olho mel e (6) olho
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azul vs. olho castanho claro. Apenas as comparacoes envolvendo olhos castanho-escuros

apresentaram diferencas significativas em termos de ancestralidade amerindia.
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Figura 21 - Contribuicdo ancestral entre os individuos que apresentam olhos azuis, verdes, mel,
castanho-claros e castanho-escuros. A: Ancestralidade europeia; B: Ancestralidade africana; C:
Ancestralidade amerindia; Valor global de p para o teste de Kruskal-Wallis no top do grafico; ns = nao
significativo, p > 0,05; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p <= 0,001; **** = p < =0,0001. D: Valores das
medianas de estimativas de ancestralidade plotadas nos graficos anteriores.

6.3. Analises entre os indices de melanina

6.3.1.

Indice de melanina vs. cor de pele e classificacdo do IBGE

A variacao indice de melanina em regido nao exposta ao sol e exposta ao sol foi

avaliada contra os diferentes fenotipos de pigmentacdo de pele (clara, intermediaria e
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escura) (Figuras 22), e categorias de classificacdo do IBGE (Figuras 23), buscando encontrar

diferencas entre os grupos.
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Figura 22 - Variacdo do indice de melanina nos individuos de pele clara, intermediaria e escura, em
area exposta e ndo exposta ao sol. Valor de probabilidade para o teste de Wilcoxon signed rank test
with continuity correction acima dos boxplots correspondendo a comparacdes dos indices entre area
exposta e ndo exposta para cada um dos trés tipos de pele.
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Figura 23 - Variacdo do do indice de melanina nos individuos classificados como branco, amarelo,
pardo e preto de acordo com as categorias do IBGE, em area exposta e nao exposta ao sol. Valor de
probabilidade para o teste de Kruskal-Wallis acima dos boxplots correspondendo a comparacdes dos
indices entre area exposta e ndo exposta para cada uma das quatro categorias.



Resultados 67

Um aumento do indice de melanina pode ser observado entre individuos de pele clara
para os individuos de pele escura, bem como de individuos classificados como brancos para
os classificados como pretos. O teste pareado de Wilcoxon signed rank test with continuity
correction foi aplicado para verificar se ha diferenca nas medianas entre area nao exposta e
exposta ao sol para individuos classificados segundo a cor da pele (clara, intermediaria e
escura). Todas as comparacoes resultaram em diferencas significativas e, portanto, aceita-se
a hipoétese alternativa de que ha diferenca nas medianas entre area exposta e nao exposta

ao sol, como consequéncia do bronzeamento.

Dentre os individuos classificados pelas categorias do IBGE, ha sobreposicao da
distribuicdo do indice de melanina entre os individuos classificados como brancos e

amarelos, o que ocasionou auséncia de diferenciacdo para esta comparacao (p > 0,05).

O teste de correlacao de Spearman foi realizado para observar a correlacdo entre o

indice de melanina e a ancestralidade estimada por meio do SNPforlD 34-plex (Figura 24).

Observa-se uma forte correlacdo negativa entre a ancestralidade europeia e o indice
de melanina (r =-0,69, p=2,2x10"°). A medida que a ancestralidade europeia dos
individuos torna-se maior o indice de melanina diminui, ou seja, a pele apresenta-se mais
clara. O contrario pode ser visto para a forte correlacdo positiva entre a ancestralidade
africana e o indice de melanina (r = 0,70, p = 2,2x10'°). A medida que a ancestralidade
africana dos individuos aumenta, aumentam-se os niveis de melanina, ou seja, a pele
apresenta-se mais escura. Em compensacao, para a ancestralidade amerindia, observa-se
fraca correlacdao positiva (r = 0,29, p = 5,6x10® quando comparado as correlacoes

anteriores.
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Figura 24 - Correlacdo entre ancestralidade e indice de melanina para area ndo exposta ao sol. A:
Ancestralidade europeia; B: Ancestralidade africana; C: Ancestralidade amerindia.

A contribuicdo ancestral dos individuos de pele clara foi de 93% europeia, 4%
africana e 3% amerindia. Para individuos de pele intermediaria, a composicao ancestral foi
de 75% europeia, 19% africana e 6% amerindia. Individuos com pele escura apresentaram

valores de contribuicdo europeia em 34%, africana 60% e amerindia 6% (Figura 25).

O teste de Kruskal-Wallis para a diferenciacao das medianas par a par entre os
grupos nado foi significativo apenas na comparacao de pele intermediaria vs. pele escura

para ancestralidade amerindia (Figura 25C)
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Figura 25 - Contribuicdo ancestral entre os individuos que apresentam pele clara, intermediaria e
escura. A: Ancestralidade europeia; B: Ancestralidade africana; C: Ancestralidade amerindia; Valor
global de p para o teste de Kruskal-Wallis no top do grafico; ns = nao significativo; p > 0,05; *** = p <=
0,001; **** = p <= 0,0001; D: Valores das estimativas de ancestralidade entre os grupos.

A contribuicdo ancestral dos individuos autoclassificados de acordo com as
categorias do IBGE foi de (a) 89% europeia, 8% africana e 3% amerindia para individuos
classificados como brancos, (b) 14% europeia, 4% africana e 82% amerindia para individuos
classificados como amarelos, (c) 64% europeia, 29% africana e 7% amerindia para
individuos classificados como pardos e (d) 28% europeia, 66% africana e 6% amerindia para
individuos classificados como pretos (Figura 26). O tinico individuo que se autoclassificou
como indigena possui uma estimativa de ancestralidade em 72% europeia, 14% africana e
12% amerindia. Por apresentar apenas uma observacdo a categoria indigena nao foi
apresentada nos graficos das Figuras 23 e 26. Nao houve diferenciacdo significativa entre as
medianas de individuos brancos e amarelos para ancestralidade africana (Figura 26B) e,

entre pardos e pretos para a ancestralidade amerindia (Figura 26C).
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Figura 26 - Contribuicdo ancestral entre os individuos autoclassificados de acordo com as categorias
do IBGE em branco, amarelo, pardo e preto. Valor global de p para o teste de Kruskal-Wallis no top do
grafico; * = p <= 0,05; **** = p <= 0,0001; ns = nao significativo, p > 0,05.

6.4. Identificacao das variantes genéticas

A determinacao de variantes pela rotina HC encontrou 749 variantes ao longo das
regides cobertas (vide secdo 5.2, Figura 8) pelo ensaio. Visando diminuir a taxa de falso-
positivos, o arquivo VCF gerado foi submetido a rotina do script VCFx (Castelli et al.,, 2015),
que interroga os genotipos com base na quantidade e proporcao de reads para determinacao

de variantes.

Esta avaliacao é necessaria uma vez que alguns dos genétipos considerados pelo HC
podem nao ser verdadeiros, principalmente quando a genotipagem se refere a um segmento
com baixa cobertura de sequenciamento ou quando, no caso de genotipos heterozigotos, um

dos alelos é pouco representado.

Apoés a aplicacao da rotina VCFx, um filtro para a remocao de variantes com MAF (do
inglés, Minor Allele Frequency) inferiores a 0,01 e maximo de 5% de genétipos néo
determinados permitido por individuo foi utilizado com o emprego do programa PLINK 1.9. A
aplicacao dos filtros resultou na retirada de oito amostras do total de 340 coletadas e 579
variantes. Portanto, foram avaliadas 170 variantes ao longo dos genes OCA2 e HERC2

(Apéndice B) e sua distribuicdo pode ser vista na Tabela 3.

Com o emprego do programa Haploview, um mapa de desequilibrio de ligacao (DL) foi
gerado para os 170 polimorfismos que foram analisados neste trabalho. Nove blocos de

haplétipos sdo observados, sendo trés no gene OCA2 e cinco no HERC2 (Figura 27).
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Tabela 3 - Distribuicdo dos 170 pontos de variacdo nas regides dos genes OCA2 e HERC?2.

Regidoes/Genes OCA2 HERC2
Promotora 14 7
5°UTR 3 0
CDS 12 24
Introns* 15 920
3’UTR 1 4

45 125

CDS: do inglés, Coding Sequence; *: Regides intronicas flanqueadoras aos éxons cobertas pelo ensaio

HaloPlex.
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Figura 27 - Representacao do desequilibrio de ligacdo dos genes OCA2 e HERC2. Os blocos em desequilibrio estdo cercados em preto. Os blocos de haplétipos
foram definidos de acordo com o método de Gabriel et al. (2002). No canto inferior esquerdo estdo os nove blocos representados, sendo o trés primeiros
pertencentes ao gene OCAZ2 e os outros seis ao gene HERC2. No mapa acima, vermelho indica LOD (Log of Odds) 2 2 e D’ = 1; azul indica LOD < 2 e D’ = 1;
tons de rosa indicam LOD = 2 e D’ < 1; branco indica LOD <2 e D’ < 1.
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6.4.1. Associacao genética com fenoétipos de pigmentacao

Primeiramente foram realizadas analises de regressao logistica utilizando como
covariaveis no modelo somente as estimativas de mistura para controle da estratificacao
populacional. Sessenta e quatro das 170 variantes foram associadas com algum fendétipo de
pigmentacdo. De modo a identificar possiveis efeitos independentes entre as variantes
encontradas e os fenétipos de pigmentacdo, uma nova analise de regressao logistica, desta
vez condicionando a analise ao polimorfismo com o menor valor de p resultante da analise
anterior. Apos esta analise, dos 64 polimorfismos encontrados com alguma associacdo
fenotipica de pigmentacdo, um menor conjunto de 13 variantes foram associadas com um
ou mais fenétipos de pigmentacdo, sendo (a) nove delas a cor do olho, (b) trés a cor dos

cabelos, (c) trés a cor da pele e (d) uma a presenca de sardas.

O DL foi verificado entre as variantes que se mostraram associadas a um mesmo
fenotipo de pigmentacéo, a fim de confirmar a independéncia das associacoes resultantes da
analise de regressao logistica anterior. Foi gerado um mapa de desequilibrio de ligacdo para
cada uma das combinacdes par a par entre as variaveis categoricas de pigmentacdo. Todas
as comparacoes par a par evidenciaram um baixo e/ou nulo DL (Apéndice C). Portanto, ao
final de todas as analises de DL e ap6s a consequente constatacdo de independéncia entre
as variantes associada a um mesmo feno6tipo, conclui-se pela real associacao de todas as 13
variantes relatadas no paragrafo anterior. A distribuicdo das associacdes pelas diferentes
regides génicas estd apresentada na Tabela 4, e o detalhamento das associagdes esta
apresentado nas Tabelas 5, 6 e 7. Distribuicoes das frequéncias alélicas e genotipicas,
heterozigozidade e aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg, estdo apresentadas no

Apéndice B.

Tabela 4 - Distribuicado dos polimorfismos nas regides dos genes OCA2 e HERC2, cujos alelos
encontram-se associados com algum fenétipo de pigmentacao.

OCA2 HERC2 Total
Promotora - - -
5°UTR - - -
CDS 4 ) 9
Introns 2 1 3
3°UTR - 1 1
Total 6 7 13
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Tabela 5 - Associagcdes genéticas encontradas envolvendo alelos de nove polimorfismos analisados nos genes OCA2 e HERC2 com a
pigmentacao dos olhos. Valores de p significativos apés correcao de Bonferroni para multiplos testes estdo destacados em negrito.

Associacao rsID (posicao) Al Odds Ratio [IC 95%] p RBP EUR AFR EAS
Olho azul
vs. nao azul rs12913832 (28365618) G 8,328 [3,47 - 19,95] 1,97x10¢ 0,417 0,866 0,005 0,002
vs. mel rs12913832 (28365618) A 0,088 [0,02 - 0,32] 2,0x10* 0,582 0,134 0,995 0.998
vs. castanho claro rs12913832 (28365618) A 0,023 [0,00 - 0,08] 2,44x10® 0,582 0,134 0,995 0,998
vs. castanho escuro rs1129038 (28356859) T 17,96 [5,75 - 56,05] 6,53x10° 0,420 0,863 0,005 0,001
Olho verde
vs. mel rs12913832 (28365618) A 0,206 [0,08 - 0,51] 0,0006 0,582 0,134 0,995 0,998
vs. castanho claro rs12913832 (28365618) A 0,077 [0,03 - 0,18] 1,11x10® 0,582 0,134 0,995 0,998
rs12913832 (28365618) A 0,035 [0,02 - 0,00] 3,91x10° 0,582 0,134 0,995 0,998
vs. castanho escuro rs61756152 (28412872)* A 4,497 [1,33 - 15,21] 0,0155 0,109 0,055 0,091 0,295
rs1800407 (28230318)* T 10,38 [1,50 - 71,68] 0,0176 0,051 0,047 0,000 0,001
Olho mel
vs. castanho claro rs12910433 (28228644) G 5,949 [1,98 - 17,81] 0,0014 0,497 0,247 0,906 0,846
rs1129038 (28356859) T 7,641 [2,52 - 23,09] 0,0003 0,420 0,863 0,005 0,001
vs. castanho escuro rs1800407 (28230318)* T 8,291 [1,68 - 40,88] 0,0093 0,051 0,047 0,000 0,001
rs1800419 (28096538)* A 2,976 [1,17 - 7,54] 0,0215 0,491 0,639 0,376 0,560
Olho castanho claro
rs12913832 (28365618) G 2,798 [1,47 - 5,30] 0,0016 0,417 0,866 0,005 0,002
vs. castanho escuro rs201872292 (28475625)* A 2,944 (1,41 - 6,11] 0,0037 0,096 0,055 0,041 0,294
rs1800401 (28260053)* A 0,377 10,15 - 0,93] 0,0356 0,082 0,037 0,124 0,005
Olho castanho escuro
rs12913832 (28365618) G 0,182 (0,11 - 0,30] 2,63x10* 0,417 0,866 0,005 0,002
rs201872292 (28475625)* A 0,356 (0,17 - 0,71] 0,0038 0,096 0,055 0,041 0,294
vs. nao castanho escuro rs1800401 (28260053)* A 2,921 1,33 - 6,41] 0,0075 0,082 0,037 0,124 0,005
rs74005645 (28447282)* T 3,720 [1,40 - 9,86] 0,0083 0,120 0,001 0,536 0,005
rs1800419 (28096538)* A 0,597 [0,36 - 0,97] 0,0403 0,491 0,639 0,376 0,560

Sublinhado = Polimorfismo condicionado para verificacdo de sinais independentes; * = Polimorfismo associado ap6s analise condicional ao polimorfismo com
maior associagdo (menor valor de p); rsID = Nome de identificacdo do polimorfismo no banco de dados dbSNP; A1 = Alelo de menor frequéncia (MAF); RBP =
Frequéncia alélica na populacédo de estudo; EUR = Frequéncia alélica nas populacoes europeias do 1000Genomes; AFR = Frequéncia alélica nas populacdes
africanas do 1000Genomes; EAS = Frequéncia alélica nas populacdoes do leste asiatico do 1000Genomes.
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Tabela 6 - Associacoes genéticas encontradas envolvendo alelos de trés polimorfismos analisados nos genes OCA2 e HERC2 com a
pigmentacao dos cabelos. Valores de p significativos mesmo apoés correcao de Bonferroni para multiplos testes estdo destacados em negrito.

Associacao rsID (posicao) Al Odds Ratio [IC 95%)] P RBP EUR AFR EAS
Cabelo ruivo
vs. loiro rs11636232 (28386626) T 0,103 [0,01 - 0,95] 0,0450 0,191 0,450 0,002 0,000
Cabelo loiro
vs. castanho rs12913832 (28365618) G 4,996 [2,67 - 9,33] 4,57x107 0,417 0,866 0,005 0,002
rs1800419 (28096538)* A 0,5347 [0,30 - 0,92] 0,0256 0,491 0,639 0,376 0,560
Us. preto rs12913832 (28365618) G 8,535 [2,43 - 29,88] 0,0007 0,417 0,866 0,005 0,002

Sublinhado = Polimorfismo condicionado para verificacdo de sinais independentes; * = Polimorfismo associado ap6s analise condicional ao polimorfismo com
maior associacdo (menor valor de p); rsID = Nome de identificacdo do polimorfismo no banco de dados dbSNP; Al = Alelo de menor frequéncia (MAF); RBP =
Frequéncia alélica na populacdo de estudo; EUR = Frequéncia alélica nas populacoes europeias do 1000Genomes; AFR = Frequéncia alélica nas populacoes
africanas do 1000Genomes; EAS = Frequéncia alélica nas populacdes do leste asiatico do 1000Genomes.

Tabela 7 - Associacoes genéticas encontradas envolvendo alelos de quatro polimorfismos analisados nos genes OCA2 e HERC2 com a
pigmentacao da pele e presenca de sardas.

Associacao rsID (posicao) Al Odds Ratio [IC 95%] P RBP EUR AFR EAS
Pele clara
rs41304383 (28116282) C 4,200 [1,50 - 11,70] 0,0060 0,046 0,050 0,059 0,000
Us. nao clara rs12913832 (28365618)* G 1,730 [1,16 - 2,57] 0,0044 0,417 0,866 0,005 0,002
rs1800404 (28235773)* T 1,618 [1,02 - 2,54] 0,0345 0,594 0,842 0,106 0,386
rs41304383 (28116282) C 3,983 [1,42 - 11,12] 0,0083 0,046 0,050 0,059 0,000
vs. intermediaria rs12913832 (28365618)* G 1,795 [1,20 - 2,68] 0,0044 0,417 0,866 0,005 0,002
rs1800404 (28235773)* T 1,617 [1,08 - 2,52] 0,0345 0,594 0,842 0,106 0,386
Presenca de sardas
Us. auséncia rs118112076 (28474686) C 4,357 [1,18 - 16,06] 0,0270 0,018 0,016 0,000 0,000

Sublinhado = Polimorfismo condicionado para verificacdo de sinais independentes; * = Polimorfismo associado ap6s analise condicional ao polimorfismo com
maior associacao (menor valor de p); rsID = Nome de identificacdo do polimorfismo no banco de dados dbSNP; Al = Alelo de menor frequéncia (MAF); RBP =
Frequéncia alélica na populacao de estudo; EUR = Frequéncia alélica nas populacdes europeias do 1000Genomes; AFR = Frequéncia alélica nas populacoes
africanas do 1000Genomes; EAS = Frequéncia alélica nas populacdes do leste asiatico do 1000Genomes.
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6.4.2. Associacao genética com estruturas secundarias na iris

A analise de associacdo das variantes genéticas com estruturas secundarias da iris
foram conduzidas utilizando o mesmo fluxo de trabalho proposto para a analise de

associacdo genética com fenétipos de pigmentacao descritos no tépico anterior.

Apbs a regressao logistica ajustada apenas para ancestralidade, 43 das 170 variantes

se mostraram associadas com algum fenétipo de estrutura secundaria presente na iris.

Utilizando uma segunda etapa de regressdo condicionando para o polimorfismo com
o menor valor de p para evidenciar possiveis sinais independentes que poderiam contribuir
para o aparecimento dos diferentes fenoétipos, duas variantes foram associadas. O
polimorfismo rs12913832A>G foi associado com trés fenétipos de estruturas presentes na
iris: (a) pontos de pigmentacédo na iris, (b) nédulos de Wolfflin e (c) sulcos de contracdo. O
polimorfismo rs58358300A>C, também localizado no gene HERC2 foi associado com

pigmentacao na esclera. O detalhamento das associacoes esta descrito na Tabela 8.
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Tabela 8 - Associacdes genéticas encontradas envolvendo alelos de oito polimorfismos analisados nos genes OCA2 e HERCZ2 com caracteristicas
de estruturas secundarias presentes na iris. Valores de p significativos mesmo apo6s correcao de Bonferroni para multiplos testes estao
destacados em negrito.

Associacao rsID (posicao) Al Odds Ratio [IC 95%)] p RBP EUR AFR EAS

Pontos de pigmentacao na iris rs12913832 (28365618) G 2,406 [1,46 - 3,90] 0,0005 0,417 0,866 0,005 0,002
Noédulos de Wolfflin rs12913832 (28365618) G 3,661 [1,66 - 7,20] 0,0001 0,417 0,866 0,005 0,002
Pigmentacao na esclera rs58358300 (28419393) C 9,247 [2,97 - 28,79] 0,0001 0,104 0,001 0,553 0,002
Sulcos de contracao rs12913832 (28365618) G 0,477 [0,30 - 0,75] 0,0013 0,417 0,866 0,005 0,002

rsID = Nome de identificacdo do polimorfismo no banco de dados dbSNP; A1l = Alelo de menor frequéncia (MAF); RBP = Frequéncia alélica na populacao de
estudo; EUR = Frequéncia alélica nas populacoes europeias do 1000Genomes; AFR = Frequéncia alélica nas populacoes africanas do 1000Genomes; EAS =
Frequéncia alélica nas populacdes do leste asiatico do 1000Genomes
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6.4.3. Associacao genética com os valores quantitativos de CIELAB

As analises de associacao genética para os valores de L*a*b* extraidos por imagem
fotograficas da iris, foram realizadas por meio de regressdo linear utilizando um modelo

aditivo de heranca para o MAF dos polimorfismos.

Em uma primeira analise, (a) 55 polimorfismos foram associados a dimensao L*, (b)
16 polimorfismos foram associados a dimensdo a* e (c) 35 polimorfismos associados a
dimensao b*. Apés analise condicional para o polimorfismo de menor valor de p, (a) 2
polimorfismos foram associados a dimensdo L*, (b) 1 polimorfismo foi associado com a
dimensao a* e (c) 2 polimorfismos foram associados a dimensado b* (Tabela 8). Os trés
polimorfismos estdo localizados no gene HERC2, sendo dois em regides de introns e um no

éxon 31.
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Tabela 9 - Associacdes genéticas encontradas envolvendo alelos de trés polimorfismos analisados nos genes OCA2 e HERC2 com as dimensoées
L*a*b* do espaco de cores CIELAB.

Associacao rsID (posicao) Al Beta [IC 95%)] P RBP EUR AFR EAS
L rs12913832 (28365618) G 3,745 [2,18 - 5,30] 4,67x10°¢ 0,417 0,866 0,005 0,002
rs6497271 (28365431)* A -5,498 [-8,35 - -2,65] 1,96x10* 0,066 0,037 0,277 0,005
a* rs12913832 (28365618) G -2,607 [-3,81 - -1,40] 3,39x10° 0,417 0,060 0,005 0,020
b* rs12913832 (28365618) G -5,517 [-6,80 - -4,22] 6,46x10'° 0,417 0,866 0,005 0,002
rs201872292 (28475625)* A 3,950 [1,61 - 6,28] 0,0010 0,086 0,018 0,041 0,294

Sublinhado = Polimorfismo condicionado para verificagcdo de sinais independentes; * = Polimorfismo associado ap6s analise condicional ao polimorfismo com
maior associacdo (menor valor de p); rsID = Nome de identificacdo do polimorfismo no banco de dados dbSNP; Al = Alelo de menor frequéncia (MAF); RBP =
Frequéncia alélica na populacdo de estudo; EUR = Frequéncia alélica nas populacdes europeias do 1000Genomes; AFR = Frequéncia alélica nas populacdes
africanas do 1000Genomes; EAS = Frequéncia alélica nas populacdes do leste asiatico do 1000Genomes.
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6.4.4. Associacao genética com indice de melanina

Foram realizadas analises de regressdo linear para associacdes genéticas e o indice
de melanina para a regido nao exposta e exposta ao sol. A analise de regresséo linear para
associacoes genéticas e o indice de melanina da pele para a regido nédo exposta ao sol
evidenciou em uma primeira analise 28 polimorfismos (do total de 170 analisados),
associados. Apos condicionar para o polimorfismo com o menor valor de p em busca de
sinais independentes em uma segunda analise, quatro polimorfismos mantiveram sua
associagao. Trés polimorfismos estdo localizados no gene OCA2, e um no gene HERC2. Para
o gene OCA2, os polimorfismos estdo localizados respectivamente em um intron, éxon e

regiao promotora. Para o gene HERC?2, os dois polimorfismos estéo localizados em introns.

Para a regido exposta ao sol, em uma primeira analise evidenciou-se 13
polimorfismos (do total de 170 analisados), associados. Dois destes polimorfismos foram
associados previamente com o indice de melanina para regido nao exposta ao sol, e uma

nova associacao no éxon 2 do gene OCAZ2 foi observada (Tabela 10).
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Tabela 10 - Associacdes genéticas encontradas envolvendo alelos de quatro polimorfismos analisados nos genes OCA2 e HERCZ2 com o indice
de melanina em regido nao exposta e exposta ao sol.

Associacao rsID (posicao) Al Beta [IC 95%)] p RBP EUR AFR EAS
rs1800414 (28197037) C -0,323 [-0,53 - -0,10] 0,0033 0,016 0,000 0,000 0,596

indice de melanina® rs12913832 (28365618)* G -0,055 [-0,09 - -0,01] 0,0109 0,497 0,866 0,005 0,002
rs13313425 (28096842)* A -0,083 [-0,16 - -0,00] 0,0360 0,078 0,024 0,388 0,038
rs12913832 (28365618) G -0,0479 [-0,08 - -0,00] 0,0204 0,497 0,866 0,005 0,002

Indice de melanina® rs1800414* (28197037) C -0,204 [-0,40 - -0,00] 0,0457 0,016 0,000 0,000 0,596
rs61738394* (28326942) T 0,207 [0,01 - 0,39] 0,0309 0,010 0,000 0,012 0,000

2 = Regido néo exposta ao sol; ® = Regido exposta ao sol; Sublinhado = Polimorfismo condicionado para verificacdo de sinais independentes; * = Polimorfismo
associado apés analise condicional ao polimorfismo com maior associacdo (menor valor de p); rsID = Nome de identificacado do polimorfismo no banco de
dados dbSNP; Al = Alelo de menor frequéncia (MAF); RBP = Frequéncia alélica na populacédo de estudo; EUR = Frequéncia alélica nas populacoes europeias
do 1000Genomes; AFR = Frequéncia alélica nas populacdes africanas do 1000Genomes; EAS = Frequéncia alélica nas populacdes do leste asiatico do
1000Genomes.
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6.5. Analises epistaticas de segunda ordem

Potenciais efeitos de interacdo epistatica envolvendo os marcadores dos genes OCA2
e HERC?2 foram observados nas variaveis L*, a* e b* para a cor dos olhos, bem como para as
variaveis de indice de melanina para regido exposta e ndo exposta ao sol utilizando o método

mb-mdr.

Com base nos valores de p observados pelos testes de regressao linear envolvendo
todos os 170 polimorfismos previamente analisados para cada uma das cinco variaveis

quantitativas analisadas, cinco conjuntos independentes de tagSNPs foram gerados.

Ademais, todas as analises epistaticas foram realizadas controlando os possiveis
efeitos da estratificacdo populacional devido a ancestralidade, com a inclusdao das

estimativas de mistura europeia, africana e amerindia (leste asiatico) como covariaveis.

6.5.1. Interacoes epistaticas: CIELAB (L*, a* e b¥)

Interacao de segunda ordem abrangendo 93, 92 e 94 tagSNPs para as dimensdes L*,

a* e b* respectivamente, foram examinadas para 225 amostras.

Uma vez que o SNP rs12913832A>G do gene HERC2, € tido como o polimorfismo
principal na determinacdo da cor dos olhos, a analise de epistasia foi primeiramente
realizada controlando apenas para ancestralidade. Em todas as trés variaveis as interacoes
multilocus observadas mais significativas envolveram o polimorfismo rs12913832A>G (dados
nao mostrados). Desta forma, as analises aqui apresentadas foram realizadas controlando
para a ancestralidade e também para possiveis efeitos principais proporcionados por este
marcador. O controle para efeitos principais para analise de epistasia, quando ha
conhecimento prévio sobre um polimorfismo principal determinante, faz-se necessario pois
se efeitos principais estiverem presentes na analise, pode ser dificil avaliar se uma interacao
especifica foi detectada por causa dos efeitos principais, ou porque de fato é um efeito

epistatico real.

As Tabelas 11, 13 e 15 apresentam os polimorfismos mais frequentes em diferentes
modelos de segunda ordem para as dimensoes L*, a* e b*, respectivamente. As Tabelas 12,
14 e 16 apresentam as interacdes entre os dez modelos mais significativos compostos por
polimorfismos do gene OCA2 e HERC2 para as trés dimensdes do espaco de cor CIELAB (L*,

a* e b*), respectivamente.
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Tabela 11 - Polimorfismos presentes nos 51 modelos de segunda ordem significativos (p <
0,05) para a dimensao L* dentre as 4.278 comparacdes multilocus avaliadas.

OCA2 HERC2
rsID Posicao n rsID Posicao n
rs41304383 28116282 10 rs138923800 28451772 11
rs2594928 28171147 8 rs143333992 28451776 9
rs7175046 28116275 5 snp_157* 28456382 8
rs1800419 28096538 4 rs201182375 28419566 7
rs1800404 28235773 3 snp_266* 28567867 5
rs12592307 28090173 1 rs11636232 28386626 4
rs12910433 28228644 1 rs372420106 28419526 3
rs4778139 28346511 1 rs376640270 28467246 3
rs11074322 28368995 2
rs112483884 28419330 2
rs141441362 28419619 2
rs4778242 28355991 2
rs4778243 28356130 2
rs6497271 28365431 2
rs77865049 28419644 2
rs8025035 28377772 2
rs11631797 28502279 1
rs201872292 28475625 1
snp_282* 28568057 1

rsID = Nome de identificacao do polimorfismo no banco de dados dbSNP; n = nimero de modelos de
interacdo nos quais o polimorfismo é observado; * = Polimorfismo que néo possui rsID

Tabela 12 - Dez modelos de interacdes de segunda ordem mais significativos compostos por
polimorfismos do gene OCA2 e HERC2 para a dimensao L* do espaco de cor CIELAB.
Valores p significativos assinalados em negrito.

SNPs Alto Risco (H) Baixo Risco (L)

Total p

a b NH betaH a-b p NL betal a-b p
rs77865049 rs41304383 1 28,03 CT-TC 7,0x10* 0 NA - - 1,1x10°
rs143333992 rs7175046 1 27,44 AG-CG 0,0010 0 NA - - 3,9x10°
snp_266 rs41304383 1 26,79 GG-TC 0,0013 0 NA - - 1,8x10*
rs143333992 rs201182375 1 26,30 AG-TC 0,0016 0 NA - - 1,8x10*
rs143333992 rs2594928 1 25,30 AG-TT 0,0023 0 NA - - 2,4x10*
rs143333992 rs1800419 1 24,83 AG-AA 0,0025 0 NA - - 2,6x10*
rs4778242 rs2594928 1 2447 CT-TT 0,0032 0 NA - - 4,4x10*
rs41304383 rs7175046 1 12,92 TC-CG 0,0020 0 NA - - 5,6x10*
rs201182375 rs2594928 1 12,30 TC-TT 0,0032 0 NA - - 0,0012
rs143333992 rs6497271 1 22,36 AG-GG 0,0055 0 NA - - 0,0055

a = Polimorfismo 1; b = Polimorfismo 2; NH = Numero de células designadas como alto-risco que
foram combinadas no modelo; beta H = Coeficiente de regressao beta para categoria de alto-risco; NL
= Numero de células designadas como baixo-risco que foram combinadas no modelo; beta L =
Coeficiente de regressao beta para categoria de baixo-risco; Total p = Valor de p apés 1000 testes de
permutacdo para acessar o nivel de significancia da interacdo; NA = Coeficiente beta nao calculado
por ndo haver pelo menos uma combinacdo de baixo-risco assinalada.
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Tabela 13 - Polimorfismos presentes nos 101 modelos de segunda ordem significativos (p <
0,05) para a dimensao a* dentre as 4.186 comparacoes multilocus avaliadas.

OCA2 HERC2
rsID Posicao n rsID Posicao n
rs41304383 28116282 10 rs113016718 28419713 13
rs2594928 28171147 9 rs138923800 28451772 13
rs1800404 28235773 7 rs201872292 28475625 13
rs7175046 28116275 6 rs143333992 28451776 11
rs1800419 28096538 5 rs200598834 28447419 9
rs56082644 28327170 5 snp_266 28567867 9
rs10852218 28231793 3 rs201182375 28419566 6
rs12910433 28228644 3 rs11636232 28386626 5
rs7495174 28344238 3 rs376640270 28467246 5
rs12592307 28090173 2 rs77865049 28419644 )
rs17652037 28260128 2 rs78970358 28431980 5
rs1800407 28230318 2 rs11074322 28368995 3
rs1800410 28230184 2 rs112483884 28419330 3
rs4778218 28211758 2 rs11631797 28502279 3
rs13313425 28096842 1 rs117504827 28502065 3
rs1800401 28260053 1 rs142399136 28419587 3
rs4640131 28259863 1 rs4778247 28361764 3
rs58843292 28345931 1 rs58164482 28422819 3
rs7170989 28200408 1 rs8024600 28443682 3
rs7175266 28000484 1 snp_157 28456382 3
rs139335991 28419746 2
rs141441362 28419619 2
rs4778243 28356130 2
rs5811535T 28346814 2
rs12913832 28365618 1
rs142477460 28475864 1
rs7494786 28414665 1
rs77093318 28419375 1
snp_264 28567859 1
snp_268 28567895 1

rsID = Nome de identificacdo do polimorfismo no banco de dados dbSNP; n = nimero de modelos de
interacao nos quais o polimorfismo é observado; * = Polimorfismo que nao possui rsID
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Tabela 14 - Dez modelos de interacdes de segunda ordem mais significativos compostos por
polimorfismos do gene OCA2 e HERC2 para a dimensado a* do espaco de cor CIELAB.
Valores p significativos assinalados em negrito.

SNPs Alto Risco (H) Baixo Risco (L)

Total p
a b NH beta H a-b p NL betalL a-b p

rs138923800 rs5811535
snp_266 rs143333992
rs143333992 rs41304383
rs143333992 1rs7175046
rs143333992 rs1800419

1 2390 TG-AA 1,3x10*

1

1

1

1
rs138923800 rs11636232 1 23,19 TG-CT 2,1x10*

1

1

1

1

25,40 GG-AG 5,8x10°

1 -804 TG - AAT 0,0287 1,0x10*
1 -517 GA-AG 0,0739 2,0x10*
2495 AG-TC 7,8x10° 1 -508 AG-TT 0,0788 4,0x10*
2555 AG-CG 5,1x10° 1 -520 AG-CC 0,0719 4,0x10*
25,51 AG-AA 5,3x10° 0 NA - - 4,0x10*

1 -7,80 TG-CC 0,0335 4,0x10*
rs143333992 rs201182375 2561 AG-TC 5,1x10° 1 -521 AG-TT 0,0718 6,0x10*
rs77865049 rs41304383 27,01 CT-TC 1,9x10° 0 NA - - 8,0x10*
rs11636232 rs2594928 11,89 CT-TT 1,7x10* 1 -3,11 CC-TT 0,0992 8,0x10*
rs78970358 rs1800419 8,67 CT-AG 0,0169 1 -7,35 CT-GG 0,0194 0,0230

a = Polimorfismo 1; b = Polimorfismo 2; NH = Numero de células designadas como alto-risco que
foram combinadas no modelo; beta H = Coeficiente de regressao beta para categoria de alto-risco; NL
= Numero de células designadas como baixo-risco que foram combinadas no modelo; beta L =
Coeficiente de regressao beta para categoria de baixo-risco; Total p = Valor de p apés 1000 testes de
permutacdo para acessar o nivel de significAncia da interacdo; NA = Coeficiente beta ndo calculado
por ndo haver pelo menos uma combinacdo de baixo-risco assinalada.
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Tabela 15 - Polimorfismos mais aparecem em diferentes modelos de segunda ordem para a
dimensao b* levando em consideracao 4.371 comparacoes multilocus: 28 polimorfismos
compondo um total de 29 modelos com p < 0,05 apés 1000 permutacdes para acessar o

nivel de significancia.

OCA2 HERC2
rsID Posicao n rsID Posicao n
rs56082644 28327170 8 rs376640270 28467246 6
rs12910433 28228644 3 rs11636232 28386626 5
rs2594928 28171147 3 rs117902599 28499434 5
rs7495174 28344238 3 rs12913832 28365618 3
rs10852218 28231793 1 rs11631797 28502279 2
rs12592307 28090173 1 rs139335991 28419746 2
rs1800404 28235773 1 rs11074322 28368995 1
rs1800410 28230184 1 rs142399136 28419587 1
rs1800419 28096538 1 rs201872292 28475625 1
rs41304383 28116282 1 rs372420106 28419526 1
rs4778218 28211758 1 rs4778242 28355991 1
rs58843292 28345931 1 rs4778243 28356130 1
rs7170989 28200408 1 rs71467328 28518229 1
rs78970358 28431980 1
snp_282 28568057 1

rsID = Nome de identificacdo do polimorfismo no banco de dados dbSNP; n = nimero de modelos de
interacdo nos quais o polimorfismo é observado; * = Polimorfismo que néo possui rsID

Tabela 16 - Dez modelos de interacoes de segunda ordem mais significativos compostos por
polimorfismos do gene OCA2 e HERC2 para a dimensdo b* do espaco de cor CIELAB.
Valores p significativos assinalados em negrito.

SNPs Alto Risco (H) Baixo Risco (L)
Total p
a b NH betaH a-b P NL betalL a-b p

rs11636232 rs1800419 2 2;3313 oSS 8:8?33 1 -2,44 CC-AA 0,0851 0,0032
rs11631797 rs117902599 0  NA - - 1 -10,31 GA-CA 0,0118 0,0034
rs139335991 rs56082644 1 9,81 GG-TT 0,0680 1 -19,52 GA-TT 0,0097 0,0042
rs56082644 rs7170989 1 10,01 TT-TT 0,0612 1 -19,93 TT-CT 0,0080 0,0078
rs12910433 rs12592307 O  NA ; - 1 -21,68 AA-TT 0,0035 0,0096
rs142399136 rs56082644 1 10,09 GG-TT 0,0603 1 -20,09 GA-TT 0,0077 0,0180
rs56082644 rs12910433 1 10,25 TT-GG 0,0531 1 -20,41 TT-AG 0,0061 0,0112
rs56082644 rs1800404 1 15,04 TT-TT 0,0452 1 -20,96 TT-TC 0,0050 0,0150
rs11636232 rs10852218 O  NA - - 1 -18,83 TT-CT 0,0105 0,0154
rs117902599 rs201872292 0  NA ; - 1 -16,91 CA-AG 0,0213 0,0290

a = Polimorfismo 1; b = Polimorfismo 2; NH = Numero de células designadas como alto-risco que
foram combinadas no modelo; beta H = Coeficiente de regressao beta para categoria de alto-risco; NL
= Numero de células designadas como baixo-risco que foram combinadas no modelo; beta L =
Coeficiente de regressao beta para categoria de baixo-risco; Total p = Valor de p apdés 1000 testes de
permutacdo para acessar o nivel de significancia da interacdo; NA = Coeficiente beta nao calculado
por ndo haver pelo menos uma combinacao de baixo-risco assinalada.
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6.5.2. Interacdes epistaticas: Indice de melanina

Interacdo de segunda ordem abrangendo 95 e 97 tagSNPs para indice de melanina
em regido nao exposta e exposta ao sol respectivamente, foram examinadas para 327
amostras. Assim como para a andalise de epistasia para as dimensodes CIELAB, o controle

para ancestralidade e efeitos principais também foram empregados.

As Tabelas 17 e 19 apresentam os polimorfismos mais frequentes em diferentes
modelos de segunda ordem para o indice de melanina em regido ndo exposta e exposta ao
sol, respectivamente. As Tabelas 18 e 20 apresentam as interacoes entre os dez modelos
mais significativos compostos por polimorfismos do gene OCA2 e HERC2 para regido nao

exposta e exposta ao sol.

Tabela 17 - Polimorfismos mais frequentes em diferentes modelos de segunda ordem para o
indice de melanina em regido nao exposta ao sol, levando em consideracao 4.465
comparacgoes multilocus: 73 polimorfismos compondo um total de 175 modelos com p <
0,05 apoés 1000 permutacodes para acessar o nivel de significancia.

rs142399136 28419587
rs149963581 28457540

rs4778245 28357230
rs61757160 28478323
rs8025035 28377772

rs113921795 28451756
rs372420106 28419526
rs59556486 28499436

OCA2 HERC2
rsID Posicao n rsID Posicao n
rs4778139 28346511 15 rs113016718 28419713 14
rs114561380 28344613 10 rs138923800 28451772 12
rs7175266 28000484 10 rs58358300 28419393 11
rs13313425 28096842 9 rs201182375 28419566 10
rs4640131 28259863 9 rs73362604 28422684 9
rs10852218 28231793 7 rs113294881 28388194 8
rs115488780 28346322 7 rs7494786 28414665 8
rs28595435 28344740 6 snp_151 28456028 8
rs61738394 28326942 6 snp_268 28567895 8
rs7170989 28200408 6 rs112483884 28419330 7
rs2594928 28171147 5 rs142477460 28475864 6
rs58843292 28345931 5 rs200598834 28447419 6
rs12910433 28228644 4 rs2525936 28441817 6
rs1800410 28230184 4 rs6497271 28365431 6
rs41304383 28116282 4 rs77865049 28419644 6
rs41534647 28267758 4 rs10162958 28507825 5
rs1800401 28260053 3 rs139377364 28467383 5
rs1800419 28096538 3 rs141441362 28419619 5
rs111707210 28347419 2 rs7403363 28389508 5
rs112277343 28116987 2 snp_135 28447234 5
rs12592307 28090173 2 snp_264 28567859 5
rs1800404 28235773 2 rs112222559 28451737 4
rs1800416 28171294 2 rs11636232 28386626 4
rs7175046 28116275 2 rs139335991 28419746 4
rs17652037 28260128 1 rs4778243 28356130 4
rs7497270 28344328 1 rs61754657 28413640 4
rs74007958 28362029 4
snp_262 28567840 4
rs12913832 28365618 3
3
3
3
3
3
2
2
2
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rs78696453 28419650 2
snp_261 28567799 2
rs111681126 28501195 1
rs112371820 28544707 1
rs113970029 28502462 1
rs114694773 28413446 1
rs143333992 28451776 1
rs151156359 28459219 1
rsS7727285 28483619 1
snp_176 28467512 1

rsID = Nome de identificacao do polimorfismo no banco de dados dbSNP; n = nimero de modelos de
interacdo nos quais o polimorfismo é observado; * = Polimorfismo que nao possui rsID

Tabela 18 - Dez modelos de interacdes de segunda ordem mais significativos compostos por
polimorfismos do gene OCA2 e HERCZ2 para o indice de melanina em regido nao exposta ao
sol. Valores p significativos assinalados em negrito.

SNPs Alto Risco (H) Baixo Risco (L)

beta Total p

a b NH H a-b p NL betalL a-b p
rs113294881 rs13313425 1 0,19 CT-GG 0,0052 2 :8:2; 22 __ 22 g:gg:g 1,4x10°
rs112222559 rs4640131 2 8:8; gg : ié 8:832; 1 -0,30 CT-AG 8,2x10* 2,2x10*
rs138923800 rs74007958 O NA - - 1 -1,00 TG-GA 1,7x10* 2,3x10*
snp_268 rs10162958 1 0,49 GA-GG 0,0676 1 -0,91 GA-AG 6,8x10* 2,4x10*
rs10162958 rs115488780 1 0,28 AG-CG 0,0346 1 -0,38 GG-CG 0,0147 2,4x10*
rs113294881 rs4640131 1 0,14 CT-AA 0,0353 1 -0,43 CT-AG 3,0x10* 2,5x10*
rs4778243  rs7175266 1 0,17 GG-TC 0,0443 1 -0,30 GA-TC 0,0067 0,0020
rs114561380 rs4640131 1 0,23 TC-AA 0,0178 1 -0,45 TC-AG 8,2x10* 0,0031
snp_268 rs77865049 1 0,20 GA-CC 0,0974 1 -0,50 GA-CT 0,0088 0,0034
rs74007958 rs4640131 1 0,10 GA-AA 0,0833 1 -0,36 GA-AG 0,0011 0,0100

a = Polimorfismo 1; b = Polimorfismo 2; NH = Numero de células designadas como alto-risco que
foram combinadas no modelo; beta H = Coeficiente de regressao beta para categoria de alto-risco; NL
= Numero de células designadas como baixo-risco que foram combinadas no modelo; beta L =
Coeficiente de regressdo beta para categoria de baixo-risco; Total p = Valor de p apés 1000 testes de
permutacao para acessar o nivel de significancia da interacdo; NA = Coeficiente beta nao calculado
por néao haver pelo menos uma combinacao de baixo-risco assinalada.
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Tabela 19 - Polimorfismos mais frequentes em diferentes modelos de segunda ordem para o
indice de melanina em regido exposta ao sol, levando em consideracdo 4.656 comparacoes
multilocus: 75 polimorfismos compondo um total de 193 modelos com p < 0,05 apés 1000
permutacoes para acessar o nivel de significancia.

OCA2 HERC2
rsID Posicao n rsID Posicao n
rs1800410 28230184 15 rs138923800 28451772 20
rs41304383 28116282 14 snp_268 28567895 15
rs4640131 28259863 10 rs58358300 28419393 14
rs114561380 28344613 9 rs78696453 28419650 14
rs41534647 28267758 9 snp_264 28567859 12
rs10852218 28231793 8 rs77865049 28419644 11
rs58843292 28345931 8 snp_151 28456028 11
rs7497270 28344328 8 rs113294881 28388194
rs1800419 28096538 7 rs201182375 28419566
rs111707210 28347419 ) rs8025035 28377772
rs115488780 28346322 6 rs112371820 28544707
rs12910433 28228644 6 rs142477460 28475864
rs4778218 28211758 ) rs73362604 28422684
rs62007492 28344765 6 rs76333042 28506246
rs13313425 28096842 S rs112222559 28451737
rs1800401 28260053 5 snp_262 28567840
rs28595435 28344740 S rs139377364 28467383
rs1800404 28235773 4 rs2525936 28441817
rs7170989 28200408 4 rs78970358 28431980
rs12592307 28090173 3 rs113921795 28451756
rs2594928 28171147 3 rs1962780 28483543
rs7175266 28000484 3 rs2428650 28475370
rs17652037 28260128 2 rs74007958 28362029
rs1800416 28171294 2 rs7403363 28389508
rs1800407 28230318 1 rs10438451 28408573
rs1800418 28116336 1 rs117504827 28502065
rs56082644 28327170 1 rs4778242 28355991
rs7175046 28116275 1 rs4778243 28356130

snp_282 28568057

rs10162958 28507825

rs11636232 28386626

rs142399136 28419587
rs149592795 28419695
rs149963581 28457540
rs200598834 28447419

rs7495441 28359744
rs8024600 28443682
rs916976 28513513
snp_266 28567867
rs112483884 28419330
rs12913832 28365618

rs139335991 28419746

rs143333992 28451776

rs201872292 28475625

rs372420106 28419526

rs7494786 28414665

rs77093318 28419375
rsID = Nome de identificacao do polimorfismo no banco de dados dbSNP; n = nimero de modelos de
interacdo nos quais o polimorfismo é observado; * = Polimorfismo que nao possui rsID
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Tabela 20 - Dez modelos de interacdes de segunda ordem mais significativos compostos por
polimorfismos do gene OCA2 e HERC2 para o indice de melanina em regido exposta ao sol.
Valores p significativos assinalados em negrito.

SNPs Alto Risco (H) Baixo Risco (L)

Total p
a b NH beta H a-b p
rs138923800 rs74007958 O
rs138923800 rs113294881 O NA - -
snp_151 rs138923800 O NA - -
snp_268 rs10162958 1 0,72 GA-GG 0,0044
1
1
1
1
0

Z
o

betalL a-b p

NA - - -0,92 TG-GA 2,4x10* 1,3x10°
-0,91 TG-CT 2,5x10* 1,3x10°
-0,90 AG-TG 3,5x10* 1,3x10°
-0,80 GA-AG 0,0014 2,7x10*
NA - - 2,7x10*
-0,92 TG -AC 2,3x10* 0,0020

-0,85 TG-CT 7,5x10* 0,0040

snp_268 rs58843292 0,73 GA-GA 0,0039
rs138923800 rs58358300 0,45 TG-CC 0,0717
rs138923800 1rs2594928 0,45 TG-TT 0,0778
rs113294881 1rs4640131 0,12 CT-AA 0,0768 -0,34 CT-AG 0,0024 0,0100
rs138923800 1rs1800404 NA - - -0,30 TG-CC 0,0358 0,0358
rs62007492 rs1800404 1 049 AA-TT - 1 -0,87 CG-CT 0,0046 0,0460

Ll = I R

a = Polimorfismo 1; b = Polimorfismo 2; NH = Numero de células designadas como alto-risco que
foram combinadas no modelo; beta H = Coeficiente de regressdo beta para categoria de alto-risco; NL
= Numero de células designadas como baixo-risco que foram combinadas no modelo; beta L =
Coeficiente de regressao beta para categoria de baixo-risco; Total p = Valor de p apés 1000 testes de
permutacdo para acessar o nivel de significancia da interacdo; NA = Coeficiente beta ndo calculado
por nao haver pelo menos uma combinacéo de baixo-risco assinalada.
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7 DISCUSSAO

7.1. Amostra populacional

A populacdo brasileira é considerada uma populacdo majoritariamente tri-hibrida,
com contribuicdes de populacoes parentais europeias, africanas e dos amerindios
autéctones que ja viviam no continente sul-americano a época do descobrimento do Brasil.
Este longo processo de mistura que perdura a mais de 500 anos reflete na heterogeneidade
fenotipica relacionada a cor dos olhos, cabelos e pele que observamos ao longo de todo o

territério nacional.

No que se refere a estes tracos fenotipicos, o censo brasileiro realizado pelo IBGE
ainda faz uso principalmente da cor da pele para classificar individuos etnicamente em
cinco categorias: (a) branco, (b) pardo, (c) preto, (d) amarelo e (e) indigena. Alguns estudos
na literatura tendem a utilizar estas categorias auto-declaradas para estratificar a amostra

quando nao ha informacoes da ancestralidade genémica das mesmas.

Esta abordagem é questionada, ndo apresentando-se como uma estratégia eficiente
para controlar a estratificacdo populacional devido a dissociacdo entre a mesma e a
ancestralidade gendmica (Suarez-Kurtz et al,, 2007; Pimenta et al, 2006; Santos et al,
2009; Lins et al.,, 2011; Parra et al, 2003; Pena et al., 2011). Em contrapartida, outros
estudos indicam que a cor da pele auto-declarada seria consistente com a contribuicao
ancestral dominante ou relativa (Blanton et al.,, 2008; Cardena et al, 2013; Manta et al,
2013; Muniz et al., 2008; Pena et al., 2009; Queiroz et al, 2013; Santos et al.,, 2010). Isso
sugere que a dindmica demografica das populacdes exerce influéncia sobre a correlacao

entre pigmentacdo e ancestralidade genémica.

De acordo com o ultimo censo brasileiro realizado em 2010 pelo IBGE, cerca de
69,8% dos individuos na regido de Ribeirdo Preto se declararam como sendo brancos,
seguido de 22,8% pardos, 6,4% pretos, 0,9% amarelos e 0,1% indigenas. No presente
trabalho, 63,9% dos individuos se declararam brancos, seguido de 19,6% pardos, 12,7%
pretos, 3,6% amarelos e 0,3% indigenas, o que consiste em valores bastante semelhantes

aos do ultimo censo.

Estudos realizados em amostras de individuos da regido de Ribeirdao Preto (SP),
estratificados em brancos, pretos e pardos mostraram uma miscigenacdo substancial em
todos estes trés grupos (Ferreira et al., 2006; Muniz et al., 2008). Analise posterior dos
dados conduziu a estimativas de contribuicado europeia, africana e amerindia na populacao
de 71,64%, 19,72% e 8,64%, respectivamente (Silva et al., 2018, submetido a Forensic
Science International Genetics). Tais estimativas de mistura estdo em concordancia com as
estimativas aqui apresentadas, sendo (a) 71,4% de componente europeu, (b) 19,6% de
contribuicao africana e (c) 9% de componente amerindio (representado pelas populacoes do

leste asiatico) (Tabela 2).
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De uma forma geral, a ancestralidade europeia predomina em todas as regides do
pais, atingindo suas maiores estimativas nas regioes sudeste e principalmente na regido sul,
com 79% e 85% respectivamente (Santos et al, 2015). Existem localidades que desviam
deste padrao. Na regido norte do pais a contribuicdo amerindia chega a 52% (Guerreiro et
al., 1993), e na regido nordeste pode-se observar cerca de 50% de contribuicao africana em

algumas populacodes (Santos et al., 2015).

No presente trabalho, a relacdo entre cor de pele auto-declarada e ancestralidade
gendmica corrobora outros estudos mostrando que, embora tenham sido observadas
diferencas significativas entre os quatro grupos de cor auto-declarada (branco, amarelo,
pardo e preto), em ancestralidade genoémica e pigmentacao da pele (mensurada pelo indice
de melanina), observou-se também consideravel dispersdo dentro de cada grupo e

substancial sobreposicdo entre os mesmos (Figuras 23 e 26).

A Figura 23 evidencia um exemplo de sobreposicdo e possivel fator que pode levar
um individuo a se auto-declarar preto, onde os indices de melanina para regido exposta ao
sol entre os individuos pardos se sobrepde de maneira quase perfeita ao indice de melanina
para regidao nao exposta ao sol em individuos que se auto-declararam pretos. O mesmo
ocorre com individuos declarados brancos, que, quando expdéem a pele ao sol, podem ter
tons de pele semelhantes aos individuos declarados pardos. Em ambos os casos, a
capacidade de bronzeamento da pele € um componente importante a ser considerado, pois
pode interferir na percepcao de cor que leva a classificacdo desses individuos como brancos,
amarelos, pardos e pretos. Além disso, na populacdo estudada, nao € possivel distinguir
brancos e amarelos considerando somente a cor da pele. Neste caso, Pena et al (2011)
sugere que, nao s6 o tom de pele, mas também outros tracos fenotipicos como o formato dos
olhos, nariz e labios assim como o tipo de cabelo, devam ser considerados na classificacao

em branco, pardo, preto e amarelo.

E interessante observar que a cor da pele tenha aqui se apresentado apenas como
um substituto impreciso da ancestralidade. Apesar disso, o indice de melanina se
correlaciona fortemente com a ancestralidade europeia (correlacdo negativa, r = -0,69) e
africana (correlacdo positiva, r = 0,70), conforme observado na Figura 24. Uma possivel
explicacdo para essa correlacdo pode estar relaciona aos fatos de que (1) a ancestralidade
gendmica difere entre os grupos e (2) polimorfismos que sdo associados a pigmentacdo sdo
também bons marcadores de ancestralidade, como, por exemplo, os polimorfismos
rs12913832A>G do gene HERC2 e rs16891982C>G do gene SLC45A2, ambos presentes no
SNPforlD 34-plex. Esta correlacdo nao é perfeita possivelmente em virtude de a pigmentacao
ser uma caracteristica complexa, onde diferentes genes interagem para determinar, neste
caso, a cor da pele. Estes dados indicam que a determinacédo da ancestralidade baseada na
auto-declaracao proposta pelo IBGE é vulneravel a classificacées espurias e deve ser
evitada. O conceito de ancestralidade e cor auto-declarada nado devem ser encarados como
sindénimos em estudos genéticos, devendo-se empregar a ancestralidade individual estimada
por AIMs sempre que necessario. Ainda assim, nado podemos descartar a classificacdo do

IBGE, uma vez que esta pode ser util em outras areas onde a ancestralidade genética é
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dispensavel, como, por exemplo, para se identificar tendéncias sociais em economia
(Magalhaes da Silva et al., 2015).

Um ponto importante que deve ser ressaltado é que durante a coleta de amostras,
muitas destas foram direcionadas para obtencdo de fenétipos menos representados, como
cor de olhos azuis, verdes e mel, bem como cabelos ruivos e loiros, e pele preta. A
interpretacao das estimativas aqui apresentadas deve ser realizada com cautela uma vez
que individuos com fenoétipos de pigmentacdo mais claros estdo associados a um
componente ancestral europeu mais elevado, bem como, individuos com pele preta
associados a um componente africano e, desta forma, aumentando as estimativas dos
respectivos componentes observados (Freire-Aradas et al.,, 2014). Portanto, a selecdo nao
aleatéria de amostras para compor este trabalho possivelmente alterou, mesmo que de

forma sutil, as estimativas de mistura dos componentes ancestrais.

7.2. Estruturas secundarias presentes na iris

A diversidade presente na cor dos olhos tém sido objeto de estudo de diferentes
grupos de pesquisa ao longo da ultima década, mesmo apés a descoberta do polimorfismo
rs12913832A>G do gene HERC2, descrito como principal marcador a explicar a
variabilidade existente entre olhos azuis e castanhos (Sturm et al, 2008; Eiberg et al.,
2008).

Entretanto, apenas trés grupos de pesquisas distintos procuraram observar a
variabilidade presente em outras caracteristicas presentes na iris, como nédulos de Wolfflin,
sulcos de contracdo, pontos de pigmentacdo na iris e na esclera. Algumas dessas
caracteristicas podem alterar a percepcdo de cor da iris (Liu et al, 2010; Mackey et al,
2011) e, ainda que as consequéncias funcionais de muitas destas caracteristicas ainda
permanecam desconhecidas, estas podem ser de grande importancia na pratica forense, no
que se refere a predicao da pigmentacado dos olhos, e também para a area biomédica, onde
algumas destas estruturas secundarias tem sido reportadas como marcadores de risco para
diferentes patologias, como por exemplo, melanoma uveal, no qual pigmentos na iris
consistem em fatores de risco (Holly et al., 1990; Horn et al., 1994). Ademais, faltam estudos
em populacoes diferentes das europeias e asiaticas que possam contribuir para o melhor

entendimento da distribuicao e diversidade genética vinculadas a estas caracteristicas.

Seguindo esta linha de raciocinio, a populacdo brasileira pode contribuir
grandemente na tentativa de identificar fatores genéticos envolvidos no aparecimento destas
caracteristicas, uma vez que, conforme dito no tépico anterior, € uma populacdo

majoritariamente tri-hibrida.

A distribuicdo dos nédulos de Wofflin foi predominante em individuos com olhos
claros (Figura 12A). Estas estruturas circulares presentes na parte mais externa da zona

ciliar sdo altamente associadas a cor dos olhos claros em comparacdo com olhos escuros,
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conforme observou Kim et al. (2012) em amostras do leste asiatico, onde nenhum dos 112
individuos com olhos escuros apresentou nodulos de Wolfflin. Edwards et al (20195)
observou uma maior frequéncia de noédulos de Wolfflin em individuos com ancestralidade
europeia (25,8%) quando comparado a individuos do leste asiatico (0%) e sul asiaticos
(0,8%). No presente estudo a ancestralidade média dos individuos que apresentaram
nodulos de Wolfflin foi de 87,2% europeia, 3,8% amerindia e 8% africana (dados nao
mostrados), corroborando os achados a despeito da presenca desta caracteristica em
individuos com ancestralidade europeia. Ainda assim, € importante enfatizar que Falls
(1970) sugere que esta caracteristica pode nao ser ausente em iris mais escuras, mas sim,
dificilmente identificavel por estar escurecida devido a elevada quantidade de melanina

presente.

Os sulcos de contracdo foram mais presentes em individuos com olhos escuros
(Figura 12B). Nos estudos de Larson e Pedersen (2004) e Sidhartha et al. (2014) observou-se
também que a extensdo com que os sulcos de contracdo se distribuem ao longo da iris esta
associado a olhos escuros. No presente estudo, a ancestralidade média dos individuos que
apresentaram sulcos de contracao foi de 77% europeia, 8% amerindia e 14% africana (dados
nao mostrados), corroborando os resultados obtidos por Quillen et al. (2011) que observou
uma correlacao positiva entre sulcos de contracao e ancestralidade europeia em uma
amostragem de Brasilia (DF). Interessantemente, Quillen et al. (2011) associou sulcos de
contracao com olhos claros, contrastando com o observado em nosso estudo e na literatura
[Larson e Pedersen (2004) e Sidhartha et al. (2014)].

A distribuicdo de pontos de pigmentacdo na iris foi levemente mais frequente em
olhos claros (Figura 12E). A ancestralidade média dos individuos que apresentaram pontos
de pigmentacdo na iris foi de 81% europeia, 7% amerindia e 11% africana (dados nao
mostrados). No estudo de Edwards et al. (2015), pontos de pigmentacao na iris foram mais
frequente em individuos com ancestralidade europeia quando comparado a individuos do
leste e sul asiaticos. Uma vez que pontos de pigmentacdo sdo pequenas regides delimitadas
de acumulo de pigmentos marrons/pretos, € mais provavel observar esta caracteristica em
individuos com olhos claros e, desta forma, mais provavel de observar em individuos com

ancestralidade europeia, onde diferentes cores de olhos sao mais frequentes.

A pigmentacdo da esclera, também chamada de melanose conjuntival, foi mais
frequente em individuos com olhos escuros, principalmente castanho-escuros (Figura 12D).
Apesar de nao ser ainda muito bem compreendida, esta caracteristica parece estar
associada a populacées com olhos escuros, uma vez que a ancestralidade média dos
individuos que apresentaram esta caracteristica no presente trabalho foi de 45% europeia,
11% amerindio e 43% africana (dados nédo mostrados). Edwards et al. (2015) evidenciou este
mesmo padrdo, ao observar uma maior frequéncia desta caracteristica em populacdes do
sul e do leste asiatico (populacdes com uma frequéncia elevada de individuos com olhos

escuros), quando comparado a individuos com ancestralidade europeia.
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E importante enfatizar que a ancestralidade europeia esta associada a estas
caracteristicas, visto que em todas elas, exceto em melanose conjuntival, a ancestralidade
europeia dos individuos que as possuem é maior que a média do presente estudo, 71,4%.
Isto poderia indicar um viés causado pela identificacdo das estruturas, as quais seriam mais
facilmente identificaveis em olhos claros. Porém, sulcos de contracdo contradizem esta
possibilidade de viés, visto que ocorrem mais frequentemente em olhos escuros e, ainda
assim, os individuos apresentando esta estrutura na iris possuem uma estimativa de

ancestralidade europeia superior (77%).

7.3. Variantes dos genes OCA2 e HERC2 e pigmentacao humana

No presente trabalho, foi proposto a analise por meio de sequenciamento de nova
geracao das regioes exonicas e regulatorias dos genes OCA2 e HERC?2 implicados na via de
melanogénese. Esta via compde um intrincado processo na qual varios genes contribuem

para o aparecimento dos diferentes fenétipos de pigmentacao (Sturm, 20006).

Grandes consércios como o ENCODE (ENCODE, 2012), que buscam delinear todos os
elementos funcionais codificados no genoma humano, disponibilizam uma crescente de
informacoes a respeito das variantes implicadas em fenotipos complexos como a
pigmentacdo humana, sugerindo que estas variantes nédo afetam diretamente as proteinas
envolvidas mas, possivelmente, os mecanismos que norteiam o processo de expressao
destas (Ward e Kellis, 2016). De fato, estudos genéticos sobre a variacdo normal da
pigmentacao tém permitido identificar uma grande porcado da variancia genética observada
entre estes fenotipos localizada em regides ndo-codificantes do genoma (Albert e Kruglyak,
2015). Desta forma, torna-se natural pensar que novos elementos com funcdes regulatérias
no processo de pigmentacdo sejam frequentemente identificados, visto que apenas
aproximadamente 1,5% do genoma humano é constituido por DNA codificante de proteinas
(Ponting e Hardison, 2011; Vernot et al, 2012). Um exemplo muito bem descrito na
literatura consiste no polimorfismo rs12913832A>G localizado no intron 86 do gene HERC?2
aqui estudado, o qual esta fortemente associado a variacdo normal da cor dos olhos por
influenciar a ligacdo simultanea do fator de transcricdo Helicase-Like (HLTF) no intron 86 do

gene HERC?2 e na regido promotora do gene OCA2.

Ainda que represente uma pequena proporcdo do genoma humano, a o DNA
codificante de proteinas deve sempre ser levado em consideracdo, uma vez que variacoes
nao sinbdnimas, isto €, que causam mudanca de aminoacido, levam a alteragcoes na
estrutura proteica podendo alterar a funcdo dessa proteina, enquanto que as variacoes
sinénimas, que nao alteram o aminoacido, podem afetar a conformacdo, splicing e a
estabilidade do pré-mRNA e mRNA, eventualmente afetando os niveis de expressdao da

proteina (Teng et al., 2012).

Neste contexto, procuramos identificar novas variantes além daquelas ja descritas na

literatura para os genes OCA2 e HERC2 que estejam associadas com a pigmentacdo. Duas
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abordagens distintas foram utilizadas buscando melhor caracterizar e reforcar a
autenticidade das associacoes encontradas. A primeira levando em consideracdo analises de
associacdo através de variaveis categoricas (discretas), comumente avaliadas em estudos de
associacdo com fenoétipos de pigmentacao (Duffy et al.,, 2007; Kayser et al.,, 2008; Sturm et
al., 2008; Sulem et al, 2008; Sulem et al, 2007), e a segunda envolvendo variaveis
quantitativas obtidas por imagens fotograficas (para avaliacdo da cor dos olhos) e com o
auxilio de um espectrofotometro portatil capaz de mensurar o indice de melanina na pele
(para avaliacdo da cor da pele) (Andersen et al., 2013; Edwards et al., 2012; Edwards et al.,
2010; Leite et al., 2011; Liu et al., 2010; Rawofi et al., 2017).

Além disso, analises epistaticas para as variaveis quantitativas foram realizadas,
trazendo a tona associacdes de polimorfismos que quando analisados de forma individual
nao apresentam associacdo com o fenétipo. Isto ja era esperado por dois motivos: o primeiro
refere-se ao fato de que uma vez que a pigmentacdo humana é um fenémeno caracterizado
pelo envolvimento de mais de 170 genes, é evidente pensar que interacdées de magnitudes
diferentes entre os mais diversos genes envolvidos sejam identificadas neste tipo de
abordagem; e segundo, espera-se que o uso de informacbdes categorizadas a partir de
caracteristicas continuas (como a cor dos olhos, pele e cabelos) simplifique a natureza
quantitativa da caracteristica. Portanto, polimorfismos adicionais que contribuem para a
variacdo da pigmentacdo tornam-se identificaveis se todo o espectro quantitativo de

coloracdo puder ser explorado (Liu et al.,, 2010).

Considerando todos os 170 polimorfismos aqui analisados, 48 destes tiveram pelo
menos uma associacdo com alguma caracteristica de pigmentacdo e/ou estrutura
secundaria presente na iris, seja esta uma caracteristica avaliada por meio de variaveis
categoricas, quantitativas, ou por meio da analise exploratoria de epistasia (levando em
consideracdo apenas as 10 interacoes mais significativas encontradas para cada variavel

quantitativa).

7.3.1. 1rs12913832A>G: o principal preditor da cor do olhos e outras

caracteristicas fenotipicas

Por muito tempo a cor do olho em humanos foi tratada como um simples carater
mendeliano (Andersen et al., 2016). Tradicionalmente, esta caracteristica sempre foi descrita
como uma heranca mendeliana dominante, com a cor “castanho” sendo dominante sobre a
cor “azul”, ainda que diferentes estudos tenham demonstrado inconsisténcias com esse

simples modelo de heranca dominante (Frudakis et al., 2007; Sturm e Larsson, 2009).

Os genes OCA2 e HERC2 aqui analisados possuem uma extensa lista de estudos na
literatura associando-os a variacao normal da pigmentacdo humana, principalmente a
variacdo na cor dos olhos (Andersen et al.,, 2016; Beleza et al.,, 2013; Bennett e Lamoreux,
2003; Donnelly et al., 2012; Eiberg et al., 2008; Frudakis et al.,, 2007; Kayser et al., 2008).
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Ainda assim, € importante enfatizar que os trabalhos que analisaram estes dois genes com
uma abordagem mais ampla (e ndo apenas polimorfismos especificos) estdo restritos a
populacoes fora do continente sul-americano, principalmente populacdes europeias
(Andersen et al., 2016) e asiaticas (Rawofi et al.,, 2017). Apesar da vasta maioria destes
estudos de pigmentacao estar restrita a estas populacoes, alguns estudos ja se propuseram
a analisar polimorfismos especificos destes dois genes em populacdes miscigenadas sul-
americanas, incluindo amostragens da populacdo brasileira (Cerqueira et al, 2014; Freire-

Aradas et al.,, 2014), salientando um trabalho recente de nosso grupo (Andrade et al., 2017).

Ademais, até onde sabemos, este &€ o primeiro trabalho no Brasil que se propds a
analisar a associacdo com a cor do olhos por meio de uma metodologia objetiva que busca
avaliar quantitativamente a mesma. Como mencionado anteriormente, esta metodologia
possui vantagens em relacdo aos tradicionais métodos subjetivos de categorizacao da cor do
olho. A cor da iris é considerado um traco quantitativo inato. Embora as categorias
discretas possam capturar diferencas extremas na cor da iris (por exemplo, azul vs.
castanho), elas ndo sao capazes de capturar toda a variacdo da cor dos olhos. Além disso,
nao ha consenso formal sobre quantas categorias devem ser usadas, o que dificulta a
confiabilidade de resultados dependentes de avaliacoes inter e intra-observador de métodos

categoricos (Seddon et al., 1990).

Como esperado, os genes OCA2 e HERC2 tiveram as suas maiores associacoes
relacionadas a cor dos olhos sendo que, dentre todos os polimorfismos que tiveram seus
alelos associados, o principal foi o rs12913832A>G do gene HERC2 (Tabela 5). Como
mencionado anteriormente, o marcador em si esta localizado no meio de uma regido de
ligacdo para o fator de transcricdo Helicase-Like (HLTF), que remodela a estrutura da
cromatina em torno dos genes. Visser et al. (2012) e Sturm et al. (2008) observaram que este
polimorfismo influencia a regulacdao do gene OCA2. Quando o alelo ancestral "A" esta
presente, o HLTF é capaz de se ligar a esta regido e comecar a desenovelar a estrutura da
cromatina expondo locais para outras proteinas reguladoras que promovem a transcricdo do
gene OCA2. Em contraste, quando o alelo derivado “G” esta presente, o sitio torna-se
inacessivel para a molécula HLTF. Como resultado, menos proteinas reguladoras sao

capazes de acessar essa regido e a transcricdo de OCA2 é substancialmente reduzida.

A associacdo com a cor dos olhos para este polimorfismo corrobora os achados na
literatura, onde o alelo “G” esta associado a maiores chances de possuir olhos claros
quando comparado ao alelo “A” (Tabela 5). O mesmo ocorre quando analisado sob a
perspectiva de uma variavel quantitativa, aqui evidenciada pela distribuicdo dos individuos
homozigotos “GG” na coordenada b* do espaco de cores CIELAB (Figura 28), onde
claramente ha um agrupamento, ainda que disperso, destes individuos no eixo negativo que
compreende a cor azul. Em relacdo as outras duas coordenadas (L* e a*), o alelo “G” foi
associado a valores positivos do coeficiente beta para a coordenada L*, que representa o
brilho/claridade (maiores valores de L* indicam um maior brilho/claridade) [beta = 3,745
(IC 95% = 2,18 - 5,30) p = 4,67x10°], de acordo com o esperado para olhos claros

(associados ao alelo “G”) (Tabela 9). Para a variavel a*, o alelo “A” foi associado a valores
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positivos do coeficiente beta [beta = 2,607 (IC 95% = 1,40 - 3,81) p = 3,39x107°] (Tabela 9).
Valores positivos de a* indicam a cor vermelha, também estando de acordo com o esperado

para o alelo “A”, associado a olhos castanho-claros e escuros.

0 5 10 15 20 25 30 35 40

a*

[ AA & AG O GG

Figura 28 - Distribuicdo dos genoétipos do polimorfismo rs12913832 plotados entre os valores a* e b*
do espaco de cores CIELAB.

A analise de regressao linear indicou que o total de varidncia que pode ser explicada
pela variavel independente (rs12913832A>G), foi de 36% (R® ajustado = 0,36), 14% (R®
ajustado = 0,14) e 26% (R? ajustado = 0,26) para as variaveis dependentes L*, a* e b*,
respectivamente (dados nédo mostrados). Liu et al. (2010) e Andersen et al. (2013), também
encontraram wuma varidncia majoritariamente explicada por este polimorfismo em
populacdes europeias (44%, R? ajustado = 0,44 e 68%, R’ ajustado = 0,68, respectivamente).
Ainda que ambos os estudos tenham utilizado metodologias diferentes da aqui apresentada
para avaliar quantitativamente a cor dos olhos através de fotografias, isto €, medidas
diferentes do espaco de cor CIELAB, as duas metodologias, mais a aqui apresentada,
tiveram em comum o fato de apontarem para o rs12913832A>G como o polimorfismo capaz
de explicar grande parte da variacdo existente, corroborando a importancia deste

polimorfismo na determinacdo da cor dos olhos.

Apesar da forte relacdo com a pigmentacdo dos olhos, associacdées com outros
fenétipos que nao a cor do olhos foram também descritas para este polimorfismo. Branicki
et al. (2009), e Han et al. (2008) e Walsh et al. (2013) relataram associa¢cdées com cor dos
cabelos e pele, o que também foi encontrado em nosso estudo. Para a cor dos cabelos, o
alelo “G” foi associado a cabelos loiros quando comparado a cabelos castanhos [OR = 4,996
(IC 95% = 2,67 - 9,33) p = 4,57x107] e pretos [OR = 8,535 (IC 95% = 2,43 - 29,88) p =
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7,0x10%] (Tabela 6). Para cor de pele, o alelo “G” se mostrou associado a uma maior chance
de ter pele clara vs. pele nao clara [OR = 1,730 (IC 95% = 1,16 - 2,57), p = 0,0044] e
intermediaria [OR = 1,795 (IC 95% = 1,20 - 2,68), p = 0,0044] (Tabela 7). Liu et al. (2015)
observou a associacédo do alelo “A” a pele escura através de uma metodologia diferente para
avaliar a cor da pele quantitativamente. Cerqueira et al (2014) observou em uma
amostragem da populacdo brasileira a associacdo do alelo “C” do polimorfismo
rs1129038C>T com pele escura por meio de medidas quantitativas (indice de melanina).
Isso representa uma associacdo equivalente a aqui relatada, visto que o alelo “C” deste
polimorfismo, que esta localizado na regido 3°UTR do gene HERC2, estd em um alto
desequilibrio de ligacdo com o alelo “A” do rs12913832A>G. Han et al. (2008) ainda
evidencia uma possivel associacao com a capacidade de bronzeamento da pele. Apesar do
alelo “G” mostrar-se associado ao indice de melanina em regido néo exposta [OR -0,055 (IC
95% = -0,09 - -0,01) p = 0,0109] e exposta [OR = -0,0479 (IC 95% = -0,08 - 0,00) p = 0,0204]
ao sol, tal associacdo com a capacidade de bronzeamento nao foi evidenciada no presente
estudo (Tabela 9).

Algumas estruturas presentes na iris também foram associadas ao rs12913832A>G.
O alelo “G” foi associado com maiores chances de aparecimento de pontos de pigmentacao
na iris [OR = 2,406 (IC = 1,46 - 3,96) p = 0,0005] e nédulos de Wolfflin [OR = 3,661 (IC =
1,66 - 7,20) p = 0,0001] (esta ultima mantendo-se significativa mesmo ap6s a correcdo de
Bonferroni para multiplos testes). Este mesmo alelo foi associado como um fator protetor
para aparecimento de sulcos de contracao na iris [OR = 0,477 (IC 95% = 0,30 - 0,75) p =
0,0013] (Tabela 8).

Até o presente momento, apenas trés grupos de pesquisa tem voltados seus esforcos
em caracterizar as bases genéticas que possam estar envolvidas no aparecimento de
estruturas presentes na iris (Edwards et al.,, 2016; Larsson et al.,, 2011; Sturm e Larsson,
2009). No que diz respeito ao polimorfismo rs12913832A>G, até onde sabemos, esta é
primeira vez que sua associacdo € descrita em estruturas presentes na iris. Ainda que os
poucos estudos na literatura tenham associado estas estruturas com polimorfismos
localizados em genes relacionados a embriogénese e desenvolvimento dos olhos, nenhum
destes observou a possivel associacdo com genes ja estabelecidos como participantes na

determinacao da cor dos olhos.

Apesar das associacdes aqui descritas, € importante observar que ambas as
estruturas (pontos de pigmentacao na iris e nédulos de Wolfflin) estdo presentes em maior
frequéncia em individuos com a cor dos olhos mais claras (azul e verde), onde o alelo “G”
deste polimorfismo esta também associado (Figura 12A e E) (Tabela 5). Em relacdo ao sulcos
de contracao, a qual apresentou-se mais frequente em individuos com olhos escuros (Figura
12B; Tabela 8), o alelo “G” se mostrou como um fator protetor para o aparecimento desta
estrutura. Desta forma, nédo se pode descartar que o polimorfismo rs12913832A>G
apresente associacao em nosso estudo devido a distribuicdo e frequéncia com que estas
estruturas fazem-se presentes na amostragem. Estudos controlando para possiveis efeitos

de confundimento para a cor dos olhos, envolvendo uma maior amostragem independente
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da aqui apresentada e, onde a distribuicdo dos individuos entre as diferentes categorias

para cor dos olhos esteja mais homogénea, podem auxiliar na confirmacao destes achados.

7.3.2. Associacoes de polimorfismos nao-sinénimos localizados na regido

codificadora dos genes OCA2 e HERC2

As regides codificadoras dos genes aqui estudado apresentaram 11 polimorfismos
individualmente associados a pigmentacdo. Dados obtidos através do relatério gerado pelo
web-server SNPnexus mostraram que quatro destes polimorfismos sdo mutacoes sinonimas

e sete sdo mutacdes ndo sinoénimas (Tabela 21).

Tabela 21 - Lista de polimorfismos localizados na regido codificante dos genes OCA2 e HERC2
associados no presente estudo com base no genoma de referéncia hgl9.

REF - ALT Gene (éxon) rsID (cromossomo:localizacao) Aminoacidos

G-A OCA2 (21) rs1800419 (15:28096538) Alanina > Alanina
T-C OCA2 (17) rs1800414 (15:28197037) Histidina > Arginina
C-T OCA2 (12) rs1800407 (15:28230318) Arginina > Glutamina
C-T OCA2 (10) rs1800404 (15:28235773) Alanina > Alanina
G-A OCA2 (9) rs1800401 (15:28260053) Arginina > Triptofano
C-T OCA2 (2) rs61738394 (15:28326942) Glicina > Arginina
C-T HERC2 (78) rs11636232 (15:28386626) Glutamina > Glutamina
G-A HERC?2 (68) rs61756152 (15:28412872) Alanina > Alanina
C-T HERC2 (47) rs74005645 (15:28447282) Valina > Metionina
G-C HERC2 (33) rs118112076 (15:28474686) Serina > Arginina
G-A HERC2 (31) rs201872292 (15:28475625) Treonina > Metionina

REF = Alelo referéncia; ALT = Alelo alternativo; rsID = Identificacdo do polimorfismo; Cinza =
mutacdes nao sindénimas

As mutacdes ndo-sinonimas afetam diretamente a estrutura da proteina formada e
possivelmente sua funcado (Ramensky et al, 2002; Teng et al., 2012). Trés dos sete
polimorfismos com mutacdées nao-sindnimas encontrados como associados a alguma
caracteristica de pigmentacdo no presente trabalho ja foram descritos em outros estudos,

sendo todos eles localizados no gene OCA2.

O alelo “C” do polimorfismo rs1800414T>C foi associado em nosso estudo com uma
diminuicao no indice de melanina tanto para regido ndo exposta quanto para a exposta ao
sol [beta = -0,323 (IC 95% = -0,53 - -0,10) p = 0,0033] e [beta = -0,204 (IC 95% = -0,40 -
0,00] p = 0,0457], respectivamente). Este polimorfismo é caracterizado pelo alelo alternativo
“C”, presente em uma alta frequéncia em individuos do leste asiatico, e ausente em outros
grupos populacionais, conforme estudos conduzidos por Edwards et al. (2010) e Eaton et al.
(2015). Este alelo esta presente em apenas nove dos 327 individuos analisados
quantitativamente para o indice de melanina na presente amostragem. Destes nove
individuos, oito apresentam uma composicdo ancestral que varia de 80% a 90% para o

componente leste asiatico, além de possuirem feicoes fenotipicas caracteristicas de
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asiaticos, como, por exemplo, a presenca de dobra epicantica, e sobrenomes que remetem a
populacoes asiaticas. Isto evidencia outro aspecto importante a respeito da populacao
brasileira, cuja formacao, apesar de majoritariamente europeia, africana e amerindia,
também teve a contribuicdo de outras populacdées como os japoneses, sirios e libaneses
(Salzano, 1986).

O polimorfismo rs1800407C>T é caracterizado pela mudanca do aminoacido arginina
pela glutamina. Ainda que este apresente uma baixa frequéncia em todas as trés principais
populacoes que compuseram a populacao brasileira, ele possui um efeito relativamente alto
na determinacao da cor do olho. De acordo com Walsh et al. (2012), este polimorfismo é tido
como o segundo com o maior fator preditivo para as diferentes coloracdées do olhos em
populacdes europeias, estando associado com a penetrancia de olhos verdes e mel quando
na presenca do genoétipo heterozigoto AG ou homozigoto AA no sitio rs12913832A>G do gene
HERC2 (Mengel-From et al., 2010; Pospiech et al., 2011).

Em nosso estudo, o polimorfismo rs1800407C>T mostrou-se associado tanto a olhos
verdes quanto a olhos mel (Tabela 5). Ao analisar o efeito conjunto deste polimorfismo com o
polimorfismo rs12913832A>G, observou-se que a combinacdo multilocus CC-GG, mostrou-
se significante para olhos verdes vs. olhos nao-verdes para a analise de epistasia com o
pacote mb-mdr (dados nao mostrados). Este achado corroborou o estudo de Péspiech et al.
(2011), que observou a associacdo multilocus entre o genétipo “CC” do rs1800407C>T e “GG”
do rs12913832A>G com olhos verdes quando comparados a olhos nao-verdes. Nao foram
observadas associacdes epistaticas do rs1800407C>T e o rs12913832A>G com olhos mel

(associacao esta também relatada por Péspiech et al. (2011)).

O polimorfismo rs1800401G>A é caracterizado pela mudanca do aminoacido arginina
para triptofano. Alguns estudos ndo encontraram associacdo significativa (Andersen et al.,
2016; Mengel-From et al.,, 2010), enquanto que apenas um estudo encontrou associacdo
com olhos castanho quando comparado a olhos néo-castanhos (Rebbeck et al.,, 2002). Em
nosso estudo, o alelo “A” foi associado como um fator protetor para o aparecimento de olhos
castanho-claro vs. castanho-escuro [OR = 0,377 (IC 95% = 0,15 - 0,93) p = 0,0356], e a um
fator de risco para olhos castanho-escuro vs. olhos nao-castanho-escuro [OR = 2,921 (IC
95% = 1,33 - 6,41) p = 0,0075] (Tabela 5). E interessante observar polimorfismos que
possam distinguir entre cores mais homogéneas, como, por exemplo, diferentes tons de
castanho, uma vez que a grande maioria dos polimorfismos descritos na literatura tem sido

associada a distincao entre fenotipos extremos como cor de olho azul vs. olho castanho.

Além dos trés marcadores nao-sinénimos supracitados previamente associados a
variacdo normal da pigmentacdo humana, outros ainda néo relatados mostraram-se
associados em nosso estudo: rs61738394C>T, rs74005645C>T, rsl118112076G>C e
rs201872292G>A.

A mutacado nao-sinénima rs61738394C>T é caracterizada pela mudanca de um
aminoacido glicina para arginina e o alelo “I” foi associado com um aumento do indice de
melanina em regido da pele exposta ao sol [beta = 0,207 (IC 95% = 0,01 - 0,39) p = 0,0309],
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ou seja, ao fenotipo de pele escura (Tabela 10). Os genétipos homozigoto "TT” e heterozigoto
“CT” foram previamente reportados em individuos com albinismo oculocutaneo (Oetting et
al., 2005; Rosenmann et al, 2009; Spritz et al.,, 1997). O relatério gerado pelo web-server
SNPnexus indicou que a mutacdo é benigna, isto €, ndo acarreta mudancas drasticas na
proteina de modo a causar possiveis danos, ainda que uma analise mais detalhada através
do UCSC Genome Browser evidencie uma conservacdo do aminoacido em espécies de
primatas (Apéndice E). Aparentemente, este alelo estd presente apenas em populacoes
africanas do 1000Genomes, porém com uma frequéncia extremamente baixa (Tabela 10),
similarmente a frequéncia observada em nosso estudo. Todos os sete individuos portadores
de tal alelo foram classificados como apresentando ou pele intermediaria (pele tipo IV na
escala Fitzpatrick), ou pele escura (pele tipo V na escala Fitzpatrick). Uma vez que este
polimorfismo nao foi associado com o indice de melanina para regido nao-exposta ao sol,
isto é, a cor da pele constitutiva, este poderia estar associado a capacidade de
bronzeamento, ainda que este apresente-se em uma baixa frequéncia alélica estudos mais
abrangentes e de maior porte no que se refere a tamanho amostral devem ser conduzidos de

modo a confirmar o efeito deste polimorfismo na variacdo normal da pigmentacédo da pele.

O polimorfismo rs74005645C>T apresenta uma substituicAio de um aminoacido
valina por metionina e o alelo “T” foi associado com o aparecimento de olhos castanho-
escuros quando comparado a olhos nao castanho-escuros [OR = 3,720 (IC 95% = 1,40 -
9,86) p = 0,0083] (Tabela 5). Quando observamos a frequéncia deste alelo nas populacédes do
1000Genomes, ele é majoritariamente encontrado em populacoes africanas, com uma
frequéncia de aproximadamente 53%. Nao observa-se este alelo em populacoes europeias e
apenas 0,5% em populacoes do leste asiatico. No presente estudo, o alelo apresentou uma
frequéncia de 12% (Tabela 5). De acordo com o relatério gerado pelo SNPnexus, a mutacao é
considerada benigna, e sua conservacdo nao é alta entre diferentes espécies (Apéndice F), o

que esta de acordo com a classificacdo benigna da mutacéo.

Outro polimorfismo nao-sindénimo que mostrou-se associado com alguma
caracteristica de pigmentacdo pelas analises de regressao independentes, foi o
rs118112076G>C. A mutacao é caracterizada pela mudanca de um aminoacido serina para
arginina, e é considerada benigna pelo relatério gerado pelo SNPnexus. Dentre o conjunto de
aminoacidos proximos, ele é o que apresenta menor conservacido entre espécies de
vertebrados, dando suporte a classificacdo deste como benigno (Apéndice G). O alelo “C”
deste polimorfismo foi associado ao aparecimento de sardas em nossa amostragem [OR =
4,357 (IC 95% = 1,18 - 16,06) p = 0,0270] (Tabela 7) e sua baixa frequéncia alélica em nosso
estudo (1,8%) é condizente com a encontrada em populacoes europeias do 1000Genomes
(1,6%). Além disso, cabe ressaltar que a presenca de sardas € mais frequente em populacoes
europeias ou a elas relacionadas. Portanto a associacdo aqui apresentada pode fazer sentido
quando observada sob uma o6tica da frequéncia deste alelo em populacoes europeias, ainda
que sua frequéncia seja extremamente baixa para um possivel efeito de causa no

aparecimento de sardas.
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Por fim, o Gltimo polimorfismo nao-sinénimo que mostrou-se associado com alguma
caracteristica de pigmentacdo foi o rs201872292G>A. Interessantemente, o alelo “A” foi
associado como um fator protetor para o aparecimento de olhos castanho-claro vs.
castanho-escuro [OR = 0,377 (IC 95% = 0,15 - 0,93) p = 0,0356], a um fator de risco para
olhos castanho-escuro vs. olhos nao-castanho-escuro [OR = 2,921 (IC 95% = 1,33 - 6,41) p=
0,0075] (Tabela 5), e a um aumento na variavel quantitativa b* do espaco de cor CIELAB
[beta = 3,950 (IC 95% = 1,61 - 6,28) p = 0,0010] (Tabela 9). O alelo “A” tem uma substancial
frequéncia em populacoes do leste asiatico quando comparado as populacdes africanas e
europeias (29%, 4% e 1,8%, respectivamente). Este alelo foi também mais frequente em
populacdes latinas (32%) que compuseram o ExXAC (do inglés, Exome Aggregation
Consortium) (Lek et al., 2016), que agregou além das populacdées que compde o
1000Genomes, outras populacoes totalizando 60.706 individuos analisados. A frequéncia
deste alelo no presente estudo foi de 8%, o que pode ter sido inflada pelos individuos com
descendéncia asiatica presentes na amostragem, e também pelo componente amerindio
presente na populacdo brasileira. A mudanca de aminoacido causada pela mutacdo do
rs201872292A>G é a de um aminoacido treonina para metionina. O aminoacido ancestral
(treonina) € conservado em primatas e em grande parte dos mamiferos placentarios
(Apéndice H). Segundo a literatura, assume-se que sequéncias de proteinas observadas em
diferentes organismos tenham sobrevivido a selecdo natural, e por conseguinte, posicoes de
aminoacidos que mostram-se conservados em diferentes espécies possivelmente possuem
um papel funcional importante, com as substituicoes de aminoacidos observadas em
posicoes conservadas possivelmente acarretando em efeitos prejudiciais nas funcdes dos
genes (Choi, 2012; Cichorek et al, 2013). Além da associacdo independente reportada na
analise de regressdo, o rs201872292A>G mostrou-se presentes nos modelos de associacdo
multilocus nas analises de epistasia, sendo observados (em ordem de frequéncia de
ocorréncia) nos modelos de interacdo para as variaveis quantitativas a*, L*, b* e para pele
exposta ao sol (Tabelas 11-16, 19 e 20). O relatério gerado pelo SNPnexus forneceu
informacodes conflitantes a despeito do seu efeito previsto na funcao proteica, sendo indicado
como tolerante e possivelmente danoso. O presente trabalho evidencia que a associacao
encontrada esta de acordo com a distribuicdo alélica mundial. De fato, individuos asiaticos
e amerindios possuem uma diversidade muito baixa em relacdo a cor dos olhos, estando
praticamente restrita a coloracdo castanho e diferentes tonalidades deste (Rawofi et al,
2017).

7.3.3. Associacoes de polimorfismos sinénimos localizados na regiao codificadora

dos genes OCA2 e HERC2

As mutacoes sindnimas consistem naquelas em que ha a mudanca de um unico
nucleotideo, sendo que esta ndo altera o aminoacido gerado, sendo assim conhecidas como

mutacoes silenciosas. Por esse motivo, muitas vezes sdo negligenciadas em detrimento de
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variantes nao-sindénimas (quando ha a mudanca do aminoacido formado), visto que estas
possuem uma probabilidade maior de ocasionar erros na producdo da proteina e
possivelmente efeitos danosos ao individuo (Agrawal et al, 2012; Sankin et al.,, 2014).
Entretanto, evidéncias de consequéncias moleculares funcionais de mutacées sindénimas
influenciam o processo de expressdao génica, podendo afetar o correto splicing de pré-
mRNAs; alterar a estabilidade do mRNA e também a velocidade da sintese proteica (Bali e
Bebok, 2015; Hunt et al., 2014).

Quatro polimorfismos envolvendo mutacgdées sinonimas foram associados com
caracteristicas de pigmentacédo no presente estudo: rs1800419A>G e rs1800404C>T do gene
OCA2, e rs11636232C>T e rs61756152G>A do gene HERC2. Destes quatro, trés foram
previamente citados como associados a alguma caracteristica de pigmentacao
(rs1800419A>G, rs1800404C>T e rs11636232C>T), e apenas o rs61756152G>A nao foi
reportado (Andrade et al., 2017; Duffy et al., 2007; Freire-Aradas et al., 2014; Jannot et al,,
2005; Lins et al.,, 2011; Mengel-From et al., 2010).

O polimorfismo rs1800419A>G codifica um aminoacido alanina e o alelo “A” foi
associado a maiores chances de possui olhos cor mel vs. castanho-escuros [OR = 2,976 (IC
95% = 1,17 - 7,54) p = 0,0215], e a menores chances de possuir olhos castanho-escuros vs.
olhos nao castanho-escuros [OR = 0,597 (IC 95% = 0,36 - 0,97) p = 0,0403] (Tabela 5). Estas
duas associacdes se mostram consistentes, uma vez que o alelo “A” estaria associado a
fen6tipos mais claros. Ademais, Duffy et al. (2007) também reportou a associacédo do alelo
“A” com olhos azuis e o alelo “G” com olhos nao azuis em amostras de gémeos da Australia.
Entretanto, o alelo “A” foi também associado no presente estudo a menores chances de
aparecimento de cabelos loiros, ou seja, um tipico fenétipo claro [OR = 0,5347 (IC 95% =
0,30 - 0,92) p = 0,0256] (Tabela 6). Embora a associacdo com olhos e cabelos seja
aparentemente contraditoria, € preciso levar em consideracdo que a proteina OCAZ2 pode
apresentar papel funcional diferente na pigmentacdo dos olhos e cabelos. Assim como para
outros polimorfismos discutidos anteriormente, o rs1800419A>G também mostrou-se
presente nos modelos de associacdo multilocus nas analises de epistasia, sendo observados
(em ordem de frequéncia de ocorréncia) nos modelos de interacdo para as variaveis
quantitativas a*, L* e b* do espaco de cor CIELAB (Tabelas 11-16). As analises de epistasia
foram consistentes com os achados das associacoes independentes, uma vez que vemos o
genotipo “AA” sistematicamente interagindo com genoétipos de outros SNPs para determinar
fenotipos mais claros. A frequéncia alélica do alelo “A” é praticamente a mesma em
europeus e leste asiatico, seguidos de africanos (56,3%, 56,5% e 37,1%, respectivamente), e

no presente estudo apresentou uma frequéncia de 49% (Tabela 5).

O polimorfismo rs1800404C>T codifica um aminoacido alanina e teve o alelo “T”
associado com a maior chance de apresentar pele clara quando comparado a pele ndo clara
[OR = 1,618 (IC 95% = 1,02 - 2,54) p = 0,0345] e pele intermediaria [OR = 1,617 (IC 95% =
1,03 - 2,52) p = 0,0345] (Tabela 7). Em um trabalho de nosso grupo (Andrade et al., 2017),
envolvendo outra amostragem da mesma localidade, o alelo “T” também foi associado com

fenotipos claros (cor da pele, cabelos e olhos), sendo confirmado também por analise de
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haplétipos quando em conjunto com os polimorfismos rs1800416T>G e rs1800407C>T. Na
analise de epistasia do presente estudo o rs1800404C>T foi um dos polimorfismos que,
assim como o rs201872292G>A citado anteriormente, mais mostrou-se presentes nos
modelos de associacdo multilocus, sendo observado (em ordem de frequéncia de ocorréncia)
nos modelos de interacdo para todas as variaveis quantitativas analisadas (a*, indice de
melanina em regido exposta ao sol, L*, indice de melanina em regido nédo exposta ao sol e b¥)
(Tabelas 11-20). Quando observadas as interacdes epistaticas envolvendo o indice de
melanina em regides exposta e ndo exposta ao sol, a associacdo do alelo “T” foi compativel
com pele clara. Por outro lado, quando observadas as interacoes epistaticas do genétipo
“TT” para as variaveis L*, a* e b*, houveram modificacoes no valor do coeficiente beta
compativeis com olhos escuros. O fato de observar um mesmo alelo (“I”) associado ao
aparecimento de um fenétipo claro e um fenétipo escuro evidencia a complexidade da
epistasia per se, bem como da regulacdo da pigmentacado em diferentes tecidos. Ademais,
cabe ressaltar que as analises aqui realizadas partem do menor tipo de interacdo em termos
de magnitude, isto é, interacdes entre dois loci, quando na realidade, supde-se que muito
outros estejam atuando de forma sinérgica. A frequéncia do alelo “T” € maior em populacodes
europeias, chegando a cerca de 84%, seguido de 36% para o leste asiatico e 10% em
populacoes africanas (Tabela 7). As frequéncias tanto no presente estudo, quanto no estudo
de Andrade et al. (2017) para a populacdo de Ribeirdo Preto foi de 59,4% e 62,3%,

respectivamente.

A variante rs11636232C>T teve seu alelo derivado “T” associado a menor
probabilidade de surgimento de cabelos ruivos quando comparado a loiros [OR = 0,103 (IC
95% = 0,01 - 0,95) p = 0,0450] (Tabela 6). Mengel-From et al. (2010), associou o alelo “T”
com o aparecimento de olhos azuis quando comparado a olhos castanhos em
dinamarqueses. No estudo de Andrade et al. (2017), resultados aparentemente
contraditérios foram observados, uma vez que o alelo “T” foi associado a fenoétipos claros
(olhos azuis/verdes) e escuros (cabelos castanhos), o que novamente evidencia a
importancia de avaliar interacoes epistatica com outros polimorfismos. Freire-Aradas et al.
(2014) incluiu o rs11636232C>T em trés modelos de predicdo para cor dos olhos em um
estudo com 99 individuos de duas populacgdes sul-americanas (79 de Natal, Rio Grande do
Norte, e 20 individuos de Barquisimeto, Venezuela), enfatizando a importancia de possiveis
SNPs com menores efeitos contribuindo na classificacdo de diferentes fenétipos para cor dos
olhos. A analise de epistasia revelou este polimorfismo presente nos modelos de associacao
multilocus, sendo observados (em ordem de frequéncia de ocorréncia), nos modelos de
interacdo para todas as variaveis quantitativas aqui analisadas (a*, b*, L*, indice de
melanina em regido nao exposta ao sol e indice de melanina em regido exposta ao sol)
(Tabelas 11-20), estando em concordancia com as associacdes independentes para o alelo
“T” com fenétipos claros, uma vez que o genétipo “I'T” mostrou-se associado a fenétipos
claros quando interagindo com outros SNPs. Além disso, o relatério gerado pelo SNPnexus
apontou efeitos benignos para esta mutacdo sindénima, ndo acarretando em alteracoes

danosas para a proteina. Por fim, ndo se pode descartar efeitos de amostragem sobre a
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discrepancia observada envolvendo o alelo “T” entre nosso estudo e os outros relatados na

literatura.

O ultimo polimorfismo reportado no presente estudo nas analises de associacao
independentes para as regides codificadoras dos genes OCA2 e HERC2 foi o
rs61756152G>A. Este polimorfismo teve o alelo “A” associado com maiores chances de
possuir olhos verdes em comparacéo a olhos castanho-escuros [OR = 4,497 (IC 95% = 1,33 -
15,21] p = 0,0155] (Tabela 5). A sua frequéncia nas populacdes do 1000Genomes foi de 5%,
9% e 29% aproximadamente nas populacdes europeias, africanas e do leste asiatico, e de
10% no presente estudo (Tabela 5). E interessante observar a alta frequéncia do alelo
associado a olhos verdes na populacao brasileira em populacbes asiaticas. Uma vez que
olhos verdes ndo ocorrem naturalmente no leste da Asia, é possivel que interacoes
epistaticas estejam relacionadas ao presente achado de associacdo independente. Embora
tal marcador ndo esteja presente entre as 10 principais interacoes epistaticas relatadas nas
Tabelas 12, 14, 16, 18 e 20, foram observadas interacdes menos significativas (dados néo
mostrados). Adicionalmente, ndo se pode descartar interacdes com polimorfismos de outros
genes, o que nao foi considerado no presente estudo. Por fim, o relatério gerado pelo
SNPnexus apontou uma predicao de possivelmente benigna para esta mutacdo sindénima,

nao acarretando maiores danos na funcéo proteica.

7.3.4. Associacoes de polimorfismos localizados na regido intronica dos genes

OCA2 e HERC2

Além de regides regulatérias como enhancers e insulators, que sdo alguns elementos
presentes nas proximidades da regido promotora dos genes e que estdo envolvidos na
regulacdo da expressao génica (Irimia e Roy, 2014), elementos regulatérios também podem
estar presentes em regides intronicas, regulando a expressao propriamente dita ou outros
processos, tais como o splicing que levara a expressdo de diferentes isoformas proteicas
(Wang et al., 2012).

Nas ultimas décadas, algumas funcoes atribuidas aos introns comecaram a surgir na
literatura. Em particular, regulando a remocao de introns e a juncdo subsequente de éxons
(0 chamado processamento intrénico), os genes eucaridticos podem gerar multiplos
transcritos, expandindo vastamente a diversidade molecular. Inicialmente sugerido por
Gilbert (1978), o processo, conhecido como splicing alternativo, parece ser difundido em
eucariotos, aparentemente atingindo seu apice em mamiferos (Barbosa-Morais et al., 2012),
no qual 95% dos genes compostos por varios éxons sofrem splicing alternativo (Wang et al.,
2008, Pan et al., 2008).

No presente trabalho, o ensaio customizado foi planejado de modo a abranger as
regides regulatérias e codificantes, bem como alguns fragmentos de introns que

apresentavam polimorfismos previamente relatados na literatura (como, por exemplo, o
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rs12913832A>G do gene HERC?2). Entretanto, alguns fragmentos intrénicos também foram
capturados devido a sua proximidade com as extremidades 5’ e 3’ dos éxons. Cabe ressaltar
que a cobertura de captura (nimero de sondas distintas) e sequenciamento destes ultimos
fragmentos € muito menor do que a dos alvos planejados. Portanto, € possivel que sejam

dados mais susceptiveis a erros de genotipagem.

Cinco polimorfismos localizados em introns dos genes OCA2 e HERC2 foram
associados com alguma caracteristica de pigmentacdo no presente trabalho. Os
polimorfismos rs12910433A>G, rs13313425G>A e rs41304383T>C estdo localizados no
gene OCA2, enquanto que os polimorfismos rs6497271G>A e rs58358300A>C estdo
localizados no gene HERC2.

O polimorfismo rs12910433A>G foi associado com maiores chances de aparecimento
de olhos mel contra olhos castanho-claros [OR = 5,949 (IC 95% = 1,98 - 17,81) p = 0,0014]
(Tabela 5). A frequéncia do alelo “G” no presente trabalho foi de 49,7%, e nas populacoes
europeias, africanas e do leste asiatico do 1000Genomes foi de 24,7%, 90,6% e 84,6%,
respectivamente (Tabela 5). Este polimorfismo foi reportado por Murray et al. (2015), como
parte de um bloco haplotipico nas populacoes do leste asiatico, em que os polimorfismos
nao sinonimos rs1800414T>C e o rs74653330C>T (nao reportado no presente trabalho) sao
associados ao clareamento da pele em asiaticos. Apesar do rs12910433A>G ser encontrado
em um alto desequilibrio de ligacdo com o rs1800414T>C no leste asiatico, eles nédo se
encontram em LD no presente trabalho (R* = 0,02 e D' = 1,00), o que pode ser decorrente da
miscigenacdo presente na populacido brasileira ou de outros aspectos demograficos
inerentes a ela. A analise de epistasia revelou que o rs12910433A>G mostrou-se presente
nos modelos de associacdo multilocus, sendo observados (em ordem de frequéncia de
ocorréncia) nos modelos de interacdo para todas as variaveis quantitativas analisadas no
presente estudo (indice de melanina em regido exposta ao sol, indice de melanina em regido
nao exposta ao sol, b*, a* e L*) (Tabelas 11-20). As analises foram consistentes com aquilo
observado para as associacdes independentes. Por fim, o relatério gerado pelo SNPnexus
evidenciou que o rs12910433A>G esta a 15 nucleotideos de um sitio de splicing em uma
regido com sequéncias de “AG” (Adenina e Guanina), as quais estdo associadas a regulacao

por splicing alternativo (Burset et al., 2000).

A variante rs13313425G>A teve o seu alelo “A” associado com a diminuicao no indice
de melanina para a regido nao exposta ao sol [beta = -0,083 (IC 95% = -0,16 - 0,00) p =
0,0360] (Tabela 10). As analises multilocus de epistasia também evidenciaram a presenca
deste polimorfismo nos modelos de interacao para as variaveis quantitativas de indice de
melanina para regido ndo exposta e exposta ao sol (Tabelas 17-20). A analise de epistasia
corrobora a associacdo independente encontrada para uma diminuicdo do indice de
melanina em regido nao exposta ao sol com os genoétipos heterozigoto “GA” e homozigoto
“AA" associados a uma pequena reducdo do indice de melanina, representada pela

diminuicao do valor do coeficiente beta para esta variavel. Interessantemente, o alelo “A” é

substancialmente mais frequente nas populacoes africanas quando comparada as europeias
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e do leste asiatico do 1000Genomes (38,8%, 2,4% e 3,8%, respectivamente) e do presente
trabalho (7,8%) (Tabela 10).

O polimorfismo rs41304383T>C teve o alelo “C” associado com a maior chance de
apresentar pele clara em nosso estudo quando comparado a pele nao clara [OR = 4,200 (IC
95% = 1,50 - 11,70) p = 0,0060] e pele intermediaria [OR = 3,983 (IC 95% =1,42 - 11,12) p=
0,0083] (Tabela 7). O rs41304383T>C foi também um dos polimorfismos que mais mostrou-
se presentes nos modelos de associacdo multilocus nas analises de epistasia, sendo
observados nos modelos de interacdo para todas as variaveis quantitativas analisadas
(Tabelas 11-20). A frequéncia do alelo “C” &€ baixa nas populacdes europeias e africanas do
1000Genomes (5% e 5,9%, respectivamente), e nula em populacoes do leste asiatico (Tabela
7). No presente estudo, a frequéncia do alelo “C” é de 4,6%, e desta forma proxima das
frequéncias europeias e africanas. Assim como para o rsl12910433A>G descrito
anteriormente, o rs41304383T>C também encontra-se proximo a um sitio de splicing (18
nucleotideos) e de acordo com o relatério do SNPnexus, também esta associado a elementos
regulatérios enhancers. Estudos apontam que o splicing alternativo pode ocorrer
simultaneamente a transcricdo (Matveeva et al, 2016), indicando que os dois processos
podem levar a aumento da producdo de transcritos OCA2 e/ou moléculas funcionalmente

mais ativas.

No gene HERC2, o polimorfismo rs6497271G>A teve o seu alelo “A” associado a uma
diminuicao do coeficiente beta nas analises de regressdo independente para a variavel
quantitativa L* do espaco de cor CIELAB [beta = -5,498 (IC 95% = -8,35 - -2,65) p =
1,96x107] (Tabela 9), ou seja, uma associagdo com pouco brilho/claridade. A alta frequéncia
deste em populacdes africanas do 1000Genomes (27,7%) e baixa frequéncia em europeus
(3,7%) e leste asiaticos (0,5%) (Tabela 9), condiz com a associacdo encontrada, uma vez que
olhos com coloracdo escura, como por exemplo castanho-escuros, sdo mais frequentes em
populacoes africanas e olhos castanho-escuros possuem menos brilho/claridade quando
comparado a outras cores, conforme evidenciado por Edwards et al. (2015). A analise de
epistasia revelou que o polimorfismo rs6497271G>A esta presente em modelos de interacdo
multilocus para as variaveis quantitativas L* e regido da pele nao exposta ao sol (Tabela 11,
12 e 17, 18). Para a associacdo independente da variavel L*, o genétipo “GG” foi associado
com o aumento do valor de L* em uma das dez intera¢cdes mais significantes para esta
variavel. Uma analise mais detalhada através do UCSC Genome Browser evidenciou que a
posicao do rs6497271G>A mostra-se extremamente conservada em espécies de primatas e
também mamiferos placentarios (Apéndice I), sugerindo um possivel papel biolégico ou
funcional, ainda que distante do sitio de splicing mais préximo (1061 nucleotideos), segundo
relatorio gerado pelo SNPnexus. Por fim, a consulta no HaploReg evidenciou a associacao
com modificacoes do estado da cromatina (enhancers), e modificacoes de histonas
(H3K4mel e H3K27ac_Enh).

O polimorfismo rs58358300A>C teve o alelo derivado “C” fortemente associado ao
aparecimento de pigmentacdo na esclera da iris [OR = 9,247 (IC 95% = 2,97 - 28,79) p =

0,0001] (Tabela 8). Como dito anteriormente no tépico 7.2, esta caracteristica parece estar
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associada com individuos cuja ancestralidade remetem a populacdées com predominéancia de
olhos escuros, como pode ser observado no estudo de Edwards et al. (2015), que observou a
presenca desta caracteristica em maior frequéncia em individuos do sul e leste asiatico,
quando comparados a individuos com ancestralidade europeia. No presente estudo o alelo
“C” teve uma frequéncia total de 10,4% e cerca de 40% quando observado nos individuos
apresentando esta caracteristica (dados nao mostrados). A frequéncia do alelo “C” é maior
nas populacodes africanas do 1000Genomes (55,3%), seguido de populacdes do leste asiatico
(0,2%) e populacdes europeias (0,1%), o que € consistente com a possivel associacdo desta
caracteristica com individuos apresentando olhos escuros (Tabela 8). A analise de epistasia
revelou ainda que o rs58358300A>C esta presente nos modelos de interacao para as
variaveis de indice de melanina em regido néo exposta e exposta ao sol (Tabela 17-20), onde
o genotipo “CC” foi associado a um aumento no indice de melanina e o genétipo heterozigoto
“CA” associado a uma diminuicdo do indice de melanina. E interessante ressaltar que, de
todas as caracteristicas de estruturas secundarias presentes na iris, nenhum marcador
genético foi previamente associado a pigmentacdo na esclera (Edwards et al., 2016; Larsson
e Pedersen, 2004; Larsson et al, 2011). De acordo com o SNPnexus e HaploReg o
polimorfismo rsS8358300A>C esta localizado em uma regido de intron, a 148 nucleotideos
do sitio de splicing mais préoximo, e marcacdo de histonas (H3K4mel) foram detectadas
neste locus, sugerindo que este possa atuar como um enhancer, podendo indicar um
possivel efeito funcional, ainda que mais estudos sejam necessarios para a verificacdo de tal

suposicao.

Por fim, é importante enfatizar que todas as analises aqui apresentadas foram
realizadas controlando para os possiveis efeitos da ancestralidade. Ainda assim, néo se pode
descartar a possibilidade de que as associacdes aqui evidenciadas representem falso-
positivos. Adicionalmente, embora o desequilibrio de ligacdo tenha sido levado em
consideracdo nas analises realizadas, buscando evitar associacbes redundantes com as
variantes que foram identificadas no presente estudo como possivelmente causais, ndo se
pode descartar a possibilidade de que futuramente haja outro entendimento quanto a esta
questdo, uma vez que a verdadeira variante causal pode ndo ter sido capturada neste

estudo.

7.3.5. Epistasia e sua importancia nos estudos genéticos de pigmentacao

O termo “epistasia” foi usado pela primeira vez por Bateson (1909), para descrever
um efeito de mascaramento pelo qual uma variante ou alelo em um locus impede a variante

em outro locus de manifestar seu efeito.

No presente trabalho, analises de epistasia para avaliar a interacdo multilocus de
polimorfismos ao longo das regides regulatérias e codificadora dos genes OCA2 e HERC2
foram realizadas. Este tipo de abordagem tem sido realizada ao longo da ultima década na

tentativa de elucidar os mecanismos genéticos envolvidos na varidncia normal da
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pigmentacao em humanos de diversas populacdes mundiais (Branicki et al., 2009; Pospiech
et al., 2011; Ruiz et al., 2013; Ulivi et al., 2013; Maronas et al., 2014; Pospiech et al., 2014).
Do ponto de vista de complexidade, é natural pensar que fenétipos de pigmentacdo, cuja
quantidade de genes envolvidos com as diversas vias que envolvem o processo de
melanogenese chega a mais de 170, esteja suscetivel a tal processo. Considerando a
proximidade dos genes OCA2 e HERC2, interacdes epistaticas entre eles ndo podem ser

descartadas.

Isto pode ser observado pela quantidade de modelos de interacao de segunda ordem
observados no presente trabalho para as diferentes medidas quantitativas de pigmentacao
analisadas (Tabelas 11-20). Alguns dos polimorfismos associados independentemente
através das analises de regressdo logistica (para variaveis categoéricas) e linear (variaveis
quantitativas) foram também observados nos modelos de interacdo aqui apresentados.
Porém, ainda mais interessante &€ observar que polimorfismos ao longo dos dois genes aqui
estudados que nao foram associados pelas analises de regressdo independentes, foram
associados quando avaliados sobre um contexto epistatico (multilocus). Observacédo esta,

também evidenciada por Frudakis et al. (2003).

Em termos de acuracia na predicao de algumas categorias de fendtipos de
pigmentacdo, todos os estudos conduzidos na literatura até o momento ndo séo
satisfatorios, especialmente em casos onde sao avaliados fenétipos intermediarios, como,
por exemplo, a cor de olhos verdes e mel (Liu et al., 2009; Spichenok et al., 2011; Walsh et
al,, 2013). Uma solucao potencial para aumentar a acuracia da predicdo de caracteristicas
de pigmentacao intermediarias é via interagdes gene-gene e sua consideracao na modelagem
de predicdo. Varios estudos anteriores ja relataram que os efeitos epistaticos podem ser
relevantes para fenétipos de pigmentacao (Akey et al.,, 2001; Branicki et al., 2009; Eiberg et
al., 2008; Liu et al, 2010). PosSpiech et al. (2014), relatou a significancia estatistica dos
efeitos epistaticos entre HERC2 e OCA2 e entre HERC2 e SLC24A4 e revelou uma nova
interacédo entre HERC2 e TYRPI na determinacédo da cor dos olhos em humanos. Ademais, €
importante enfatizar que além de Marofnas et al. (2014), que avaliou o desenvolvimento de
um teste para uso forense preditivo para cor da pele, onde em sua amostragem continha
apenas trés individuos brasileiros, nenhum outro estudo buscou avaliar os possiveis efeitos

epistaticos em genes de pigmentacao em brasileiros.

Por fim, a analise de epistasia aqui realizada constitui um bom primeiro passo em
direcdo a busca por interacoes de outras magnitudes (3x3, 4x4 e assim por diante),
refinando ainda mais os achados e possibilitando a adicdo de outros polimorfismos
localizados em genes diferentes dos aqui estudados como por exemplo os genes ASIP,
SLC24AS5, SLC45A2, MCIR (do inglés, Melanocortin 1 Receptor) e IRF4, descritos também na

literatura como importantes no papel da pigmentacao.
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8 CONCLUSAO

O presente trabalho teve como principais conclusoées:

A cor da pele autodeclarada pode nao representar adequadamente a ancestralidade
individual, o que pbéde ser observado, uma vez que muitos individuos que se auto-
classificaram como brancos possuiam de fato uma ancestralidade africana
substancialmente alta, da mesma forma que individuos que se auto-classificaram como
pretos tinham valores significativos de ancestralidade europeia, ainda que uma correlacao

entre cor de pele e ancestralidade tenha sido observada.

A analise quantitativa para cor dos olhos através do uso de fotografias mostrou-se
relativamente eficaz. Apesar das dificuldades encontradas devido a pouca qualidade de
algumas das fotos utilizadas, a concordancia entre as variaveis quantitativas e classificacao
categorica realizada por nosso laboratério foi considerada satisfatéria uma vez que as
classificacoes para olhos azuis e castanho sobrepuseram-se ao esperado no eixo de cor
L*a*b* do espaco de cor CIELAB.

Este foi o primeiro trabalho no Brasil utilizando uma metodologia de Sequenciamento
de Nova Geracdo para analisar os genes OCA2 e HERC2 aos diversos fenétipos de
pigmentacao normal na populacdo brasileira, confirmando o polimorfismo do gene HERC2
rs12913832 como o principal polimorfismo associado a cor dos olhos. Além disso, até onde
sabemos, este foi o primeiro trabalho em que associou-se este polimorfismo com estruturas

secundarias presentes na iris.

O uso de variaveis quantitativas para os olhos revelou pela primeira vez, até onde
sabemos, a associacdo do polimorfismo ndo sinénimo rs201872292 no gene HERC2 com

olhos claros, independente do efeito do polimorfismo rs12913832.

Este foi o primeiro estudo no Brasil que se propos a analisar polimorfismos genéticos
em genes candidatos a variacdo normal da pigmentacdo humana com estruturas
secundarias presentes na iris. Destaca-se a associacdo do polimorfismo rs58358300
localizado em um intron do gene HERC2 com pigmentacao da esclera. Esta é a primeira vez
que um polimorfismo é associado a esta caracteristica, que apesar de ser a caracteristica
menos estudada do ponto de vista de associacdes com variantes genéticas, dentre todas as
estruturas presentes na iris, estudos indicam sua importancia clinica como um possivel
fator de risco para melanomas, ainda que muito raros (Damato e Coupland, 2008; Pinto-
Proenca et al., 2018).

Os polimorfismos associados através das analises independentes de regressdo neste
trabalho estao localizados em regides de introns e éxons, com apenas uma observacdo de
associacao para regidao 3°UTR, com o polimorfismo rs1129038 localizado no gene HERC2,
extensivamente relatado na literatura como em completo desequilibrio de ligacdo com o

polimorfismo rs12913832 do mesmo gene.
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Alguns dos polimorfismos associados nas analises independentes de regressao
logistica e linear foram também associados quando analisados sob a perspectiva de
interacdo epistatica com outros polimorfismos. Entretanto, é interessante destacar o
aparecimento de diversos outros polimorfismos que nao tiveram sua associacao
independente observada, mas que foram associados quando em conjunto com outros
polimorfismos, evidenciando a importancia desta abordagem em trabalhos futuros,
principalmente na tentativa de buscar polimorfismos que desempenhem um papel funcional
na predicado de fenotipos de pigmentacao intermediarios, como a cor de olhos verdes e mel,

impactando de forma positiva na area da genética forense e identificacdo humana.

De modo geral, os resultados desse trabalho reafirmam a relevancia dos genes OCA2
e HERC2 na determinacao dos diversos fenétipos de cor do olho, pele, cabelos e estruturas

secundarias da iris encontrados na populacao brasileira.
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APENDICES

Apéndice A -Tabelas com as frequéncias alélicas dos marcadores informativos de ancestralidade entre as populacdes do 1000genomes
utilizados para o controle da estratificacao populacional.

o

SNP Cromossomo (pb) Gene Alelos AFR EUR EAS AFR-EUR AFR-EAS EUR-EAS

C 0,900 0,000 0,000 0,900 0,900 0,000
rs2814778 1(159174683) DARC T 0.100 1,000 1,000 ) ) )

A 0,559 0,986 0,951 0,427 0,392 0,035
rs1573020 1 (36768200) THRAP3 G 0.441 0.014 0.049 ) ) )

A 0,518 0,796 0,364 0,278 0,154 0,432
rs2065160 1 (204790977) - G 0,482 0.204 0.636 ) ) )

C 0,957 0,538 0,990 0,419 0,033 0,452
rs182549 2 (136616754) MCM6 T 0.043 0.462 0.010 ) ) )

C 0,615 0,835 0,374 0,220 0,241 0,461
rs896788 2 (7149155) RNF144A T 0.385 0.165 0.626 - ) )

A 0,859 0,550 0,728 0,309 0,131 0,178
rs1498444 3 (168645035) - C 0.141 0,450 0.272 ) ) )

A 0,525 0,073 0,046 0,452 0,479 0,027
rs2026721 4 (159181963) - G 0,475 0,927 0.954 ) ) )

A 0,134 0,718 0,396 0,584 0,262 0,322
rs4540055 4 (38803255) TLRI C 0,513 0,054 0,102 - - -

T 0,353 0,228 0,501 - - -

C 0,056 0,877 0,020 0,821 0,036 0,857
rs16891982 5 (33951693) SLC45A2 G 0.944 0.123 0.980 ) ) )

A 0,681 0,264 0,268 0,417 0,413 0,004
rs917118 7 (4457003) - G 0,319 0.736 0.732 ) ) )

C 0,910 0,761 0,588 0,149 0,322 0,173
rs7897550 10 (17064992) CUBN T 0,090 0,239 0,412 - - -

C 0,414 0,007 0,000 0,407 0,414 0,007
rs1978806 10 (34755348) PARD3 T 0.586 0.993 1,000 i ) )

A 0,316 0,107 0,053 0,209 0,263 0,054
rs5030240 11 (32424389) WT1 C 0,369 0,696 0,342 - - -

G 0,316 0,197 0,604 - - -

C 0,966 0,707 0,905 0,259 0,061 0,198
rs10843344 12 (29369871) FAR? T 0.034 0.293 0.095 ) ) )

C 0,435 0,993 0,969 0,558 0,534 0,024
rs773658 12 (56603834) RNF41 G 0.565 0.007 0.031 ) ) )



rs2065982
rs1335873
rs1886510
rs10141763
rs730570
rs12913832
rs1426654
rs3785181
rs881929

rs2304925

rs1024116

rs2303798

rs1321333

rs722098

rs239031

rs2572307

rs5997008

rs2040411

13 (34864240)
13 (20901724)
13 (22374700)
14 (36170607)
14 (101142890)
15 (28365618)
15 (48426484)
16 (90105333
16 (31079371)
17 (75551667)
18 (75432386)
19 (42410331)
20 (38849642)
21 (16685598)
21 (17710424)

21 (25672460)

22 (26350103)

22 (47836412)

RALGAPA1

HERC2

SLC24A5

GASS8

ZNF668

ARHGEF1

MYO18B

QPP »>»HO>EH0E00»> S OEOE0HQQrHOE3P QR >HQ >

0,904
0,096
0,153
0,847
0,236
0,764
0,617
0,383
0,754
0,246
0,991
0,009
0,912
0,088
0,919
0,081
0,902
0,098
0,525
0,475
0,292
0,708
0,433
0,567
0,956
0,044
0,224
0,776
0,612
0,388
0,431

0,569
0,458
0,542
0,782
0,218

0,951
0,049
0,718
0,282
0,520
0,480
0,914
0,086
0,143
0,857
0,507
0,493
0,022
0,978
0,939
0,061
0,502
0,498
0,224
0,776
0,564
0,436
0,991
0,009
0,540
0,460
0,783
0,217
0,007
0,993

0,007

0,993
0,061
0,939
0,655
0,345

0,342
0,658
0,649
0,351
0,144
0,856
0,554
0,446
0,792
0,208
0,980
0,020
0,925
0,075
0,439
0,561
0,108
0,892
0,491
0,509
0,121
0,879
0,784
0,216
0,947
0,053
0,442
0,558
0,057
0,943

0,000

1,000
0,041
0,959
0,260
0,740

0,047
6,565
d284
&297
6,611
&484
a890
&020
d400

0,301

0,272
6,558
&416
6,559
6,605

0,424

0,397

0,127

0,562
0,496
6,092
6,063
0,038
6,011
6,013
0,480
0,794

0,034

0,171
6,351
6,009
6,218
6,555

0,431

0,417

0,522
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0,609
6,069
@376
6,360
6,649
6,473
6,903
6,500
6,394

0,267

0,443
6,207
6,407
6,341
6,050

0,007

0,020

0,395

pb = Pares de base; AFR = Frequéncia alélica nas populacdes africanas do I1000Genomes; EUR = Frequéncia alélica nas populacdes europeias do

1000Genomes; EAS = Frequéncia alélica nas populacdes do leste asiatico do 1000Genomes; 8 = Diferencial de frequéncia alélica.
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Apéndice B -Tabela com os 170 polimorfismos analisados dos genes OCA2 e HERC2

Gene Cromossomo:Posicao rsID REF ALT
OCA2 15:28000484 rs7175266 T C
OCA2 15:28090173 rs12592307 C T
OCA2 15:28096538 rs1800419 G A
OCA2 15:28096842 rs13313425 G A
OCA2 15:28116275 rs7175046 C G
OCA2 15:28116282 rs41304383 T C
OCA2 15:28116336 rs1800418 C T
OCA2 15:28116379 rs1800417 A G
OCA2 15:28116987 rs112277343 T A
OCA2 15:28171147 rs2594928 C T
OCA2 15:28171294 rs1800416 T G
OCA2 15:28171416 rs113151152 T C
OCA2 15:28197037 rs1800414 T C
OCA2 15:28200408 rs7170989 C T
OCA2 15:28211758 rs4778218 G A
OCA2 15:28211921 rs1800411 A G
OCA2 15:28228644 rs12910433 A G
OCA2 15:28230184 rs1800410 T C
OCA2 15:28230318 rs1800407 C T
OCA2 15:28230378 rs117886461 G A
OCA2 15:28231793 rs10852218 C T
OCA2 15:28235725 rs1800405 G A
OCA2 15:28235773 rs1800404 T C
OCA2 15:28259863 rs4640131 A G
OCA2 15:28260053 rs1800401 G A
OCA2 15:28260128 rs17652037 C A
OCA2 15:28267758 rs41534647 A G
OCA2 15:28326942 rs61738394 C T
OCA2 15:28327170 rs56082644 C T
OCA2 15:28344238 rs7495174 A G
OCA2 15:28344328 rs7497270 C T
OCA2 15:28344613 rs114561380 T C
OCA2 15:28344695 rs7496326 C T
OCA2 15:28344740 rs28595435 G C
OCA2 15:28344765 rs62007492 G A
OCA2 15:28345896 rs73377799 A G
OCA2 15:28345931 rs58843292 G A
OCA2 15:28346033 rs60727732 A AC
OCA2 15:28346322 rs115488780 C G
OCA2 15:28346511 rs4778139 A C
- 15:28346655 rs73377800 A T
- 15:28346795 rs73377802 C G
- 15:28346814 rs5811535 A AT
- 15:28347024 rs115585970 C T
- 15:28347419 rs111707210 G A
HERC2 15:28355991 rs4778242 C T
HERC2 15:28356130 rs4778243 G A
HERC2 15:28356349 rs4778244 A G
HERC2 15:28356859 rs1129038 C T
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HERC2
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15:28357230
15:28357357
15:28358492
15:28359744
15:28360081
15:28361764
15:28362029
15:28365431
15:28365618
15:28366438
15:28368995
15:28370102
15:28370389
15:28377772
15:28378122
15:28380518
15:28386626
15:28388194
15:28388274
15:28389508
15:28389744
15:28389880
15:28397812
15:28408573
15:28412872
15:28413446
15:28413640
15:28414492
15:28414665
15:28419290
15:28419330
15:28419375
15:28419393
15:28419526
15:28419566
15:28419587
15:28419619
15:28419644
15:28419650
15:28419695
15:28419713
15:28419746
15:28419974
15:28420614
15:28422026
15:28422471
15:28422609
15:28422627
15:28422684
15:28422819
15:28424100
15:28427801
15:28427916

rs4778245
rs62007495
rs75620448
rs7495441
rs7497014
rs4778247
rs74007958
rs6497271
rs12913832
rs78809959
rs11074322
rs75159657
rs61585051
rs8025035
rs4778141
rs4778249
rs11636232
rs113294881
rs56013620
rs7403363
rs57039476
rs1133496
rs7165158
rs10438451
rs61756152
rs114694773
rs61754657
rs55907941
rs7494786
rs72714141
rs112483884
rs77093318
rs58358300
rs372420106
rs201182375
rs142399136
rs141441362
rs77865049
rs78696453
rs149592795
rs113016718
rs139335991
rs57079108
rs73379676
rs6497284
rs73362603
rs61756153
rs61756154
rs73362604
rs58164482
rs9806328
rs73362608
rs12591531
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HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2
HERC2

15:28427970
15:28431980
15:28436596
15:28437061
15:28437441
15:28441111
15:28441817
15:28443658
15:28443682
15:28446638
15:28447234
15:28447282
15:28447419
15:28451737
15:28451756
15:28451762
15:28451772
15:28451776
15:28456028
15:28456306
15:28456382
15:28457540
15:28457555
15:28459219
15:28461161
15:28464038
15:28467246
15:28467383
15:28467512
15:28467557
15:28474686
15:28475370
15:28475625
15:28475864
15:28478323
15:28478780
15:28478799
15:28483543
15:28483617
15:28483619
15:28492190
15:28493688
15:28493737
15:28494032
15:28499434
15:28499436
15:28499459
15:28501195
15:28502065
15:28502279
15:28502462
15:28502744
15:28506246

rs73362609
rs78970358
rs7166814
rs72714143
rs11856675
rs74005643
rs2525936
rs8041209
rs8024600
rs76296532
snp_135
rs74005645
rs200598834
rs112222559
rs113921795
rs150246661
rs138923800
rs143333992
snp_151
rs201431906
snp_157
rs149963581
rs143863603
rs151156359
rs8030794
rs112306125
rs376640270
rs139377364
snp_176
rs192627690
rs118112076
rs2428650
rs201872292
rs142477460
rs61757160
rs62008730
rs72714147
rs1962780
rs60422914
rsS7727285
rs76160479
rs57189560
rs78460234
rs2240204
rs117902599
rs59556486
rs8036480
rs111681126
rs117504827
rs11631797
rs113970029
rs16950941
rs76333042

P00 0> 0000030000033 0000 >H>00000»2> Q0333300
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HERC2 15:28507825 rs10162958 A G
HERC2 15:28507925 rs78374687 C T
HERC2 15:28508467 rs74877971 A G
HERC2 15:28510895 rs2240202 G A
HERC2 15:28513513 rs916976 A G
HERC2 15:28516084 rs8039195 T C
HERC2 15:28518229 rs71467328 C T
HERC2 15:28544707 rs112371820 C T
HERC2 15:28567799 snp_261 C T
HERC2 15:28567840 snp_262 A G
HERC2 15:28567859 snp_264 G A
HERC2 15:28567867 snp_266 G A
HERC2 15:28567895 snp_268 G A
HERC2 15:28568000 snp_276 T A
HERC2 15:28568057 snp_282 C T
rsID = Identificacdo do polimorfismo; REF = Alelo referéncia; ALT Alelo

alternativo; - = polimorfismos em regido intergénica.
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Apéndice C -Tabelas com as comparacoes par-a-par de desequilibrio de ligacao entre os
polimorfismos associados nas analises de regressao logistica e linear

Associacoes rsID DL Haplétipo Frequéncia

GA 0,0000

rs12913832 R?=0,08 AA 0,1099

Olho verde vs. castanho-escuro 161756152 D’ = 1.00 GG 0.4172
AG 0,4729

GT 0,0087

2 —

Olho verde vs. castanho-escuro 1512913832 R, _ 0,01 AT 0,0425
rs1800407 D’= 0,59 GC 0,4085

AC 0,5403

TA 0,0365

Olho verde vs. castanho-escuro rs1800407 RZ, f 0,20 CA 0,0733
rs61756152 D’=0,68 TG 0,0148

CG 0,8754

TT 0,0092

Olho mel vs. castanho-escuro rs1120038 RZ, i 0,00 CT 0,0420
rs1800407 D’= 0,07 TC 0,4110

CC 0,5378

TA 0,2220

2 —

Olho mel vs. castanho-escuro rs1129038 R, _ 0,00 CA 0,2689
rs1800419 D’= 0,07 TG 0,1982

CG 0,3109

TA 0,0394

Olho mel vs. castanho-escuro rs1800407 RZ, : 0,01 CA 0,4516
rs1800419 D’= 0,54 TG 0,0118
CcG 0,4972
Olho castanho-claro vs. castanho-escuro; GA 0,0000
Olho castanho-escuro vs. ndo castanho- rs12913832 R?=0,07 AA 0,0964
escuro; rs201872292 D'=1,00 GG 0,4172
Valores de b* (CIELAB) AG 0,4864
GA 0,0180

Olho castanho-claro vs. castanho-escuro o _ ’
Olho castanho-escuro vs. ndo castanho- rs12913832 R, : 0,01 AA 0,0648
eSCUTO rs1800401 D' = 0,47 GG 0,3991
AG 0,5180
AA 0,0128
Olho castanho-claro vs. cas‘Eanho—escuro 1201872292 R =0,00 GA 0,0700
Olho castanho-escuro vs. ndo castanho- rs1800401 D' = 0.06 AG 0,0835
eseuro GG 0,8336
GT 0,0000
Olho castanho-escuro vs. nao castanho- rs12913832 R?=0,09 AT 0,1205
escuro rs74005645 D'=1,00 GC 0,4172
AC 0,4623
Olho castanho-ezzléaio?s. nao castanho- 112913832 R =0,00 gﬁ 8:%;;?
Cabelo loiro vs ’castanho rs1800419 D"=0,06 GG 0,1993
) AG 0,3097
AT 0,0000
Olho castanho-escuro vs. ndo castanho- rs201872292 R?=0,01 GT 0,1205
escuro rs74005645 D'=1,00 AC 0,0964
GC 0,7831
AA 0,0572
Olho castanho-escuro vs. ndo castanho-  rs201872292  R?= 0,00 GA 0,4337
escuro rs1800419 D'=0,20 AG 0,0392
GG 0,4699
AT 0,0287
Olho castanho-escuro vs. ndo castanho- rs1800401 R?=0,04 GT 0,0918
escuro rs74005645 D'=0,25 AC 0,0541
GC 0,8254
AA 0,0253
Olho castanho-escuro vs. ndo castanho- rs1800401 R?=0,01 GA 0,4657
escuro rs1800419 D'=0,37 AG 0,0576

GG 0,4514
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TA 0,0454
Olho castanho-escuro vs. ndo castanho- rs74005645 R?=0,00 CA 0,4455
escuro rs1800419 D'=0,20 TG 0,0751
CG 0,4340
CG 0,0196
Pele clara vs. nao clara; rs41304383 R?=0,00 TG 0,3975
Pele clara vs. intermediaria rs12913832 D'= 0,00 CA 0,0271
TA 0,5558
CcC 0,0163
Pele clara vs. nao clara; rs41304383 R?=0,00 TC 0,3888
Pele clara vs. intermediaria rs1800404 D'=0,13 CT 0,0304
TT 0,5645
GC 0,0819
Pele clara vs. nao clara; rs12913832 R?=0,12 AC 0,3232
Pele clara vs. intermediaria rs1800404 D'=0,51 GT 0,3353
AT 0,2596
CG 0,0000
Indice de melanina em regido nao exposta e rs1800414 R?=0,01 TG 0,4172
exposta ao sol rs12913832 D'=1,00 CA 0,0196
TA 0,5632
CA 0,0000
Indice de melanina em regido nao exposta rs1800414 R?=0,00 TA 0,0846
ao sol rs13313425 D'=1,00 CcG 0,0196
TG 0,8958
GA 0,0027
Indice de melanina em regido nio exposta rs12913832 R?=0,05 AA 0,0819
ao sol rs13313425 D'=0,92 GG 0,4157
AG 0,4997
GT 0,0000
P . L rs12913832 R?=0,00 AT 0,0105
Indice de melanina em regido exposta ao sol 161738394 D' = 1.00 GC 04172
AC 0,5723
CT 0,0000
i . = rs1800414 R?=0,12 TT 0,0105
Indice de melanina em regido exposta ao sol 161738394 D' =051 cC 0.0196
TC 0,9699
AA 0,0572
Olho castanho-escuro vs. nédo castanho- rs201872292 R?=0,00 GA 0,4337
escuro rs1800419 D'=0,20 AG 0,0392
GG 0,4699
AT 0,0287
Olho castanho-escuro vs. ndo castanho- rs1800401 R?=0,04 GT 0,0918
escuro rs74005645 D'=0,25 AC 0,0541
GC 0,8254
AA 0,0253
Olho castanho-escuro vs. ndo castanho- rs1800401 R?=0,01 GA 0,4657
escuro rs1800419 D'=0,37 AG 0,0576
GG 0,4514
TA 0,0454
Olho castanho-escuro vs. ndo castanho- rs74005645 R?=0,00 CA 0,4455
escuro rs1800419 D'=0,20 TG 0,0751
CG 0,4340
CG 0,0196
Pele clara vs. nao clara; rs41304383 R?=0,00 TG 0,3975
Pele clara vs. intermediaria rs12913832 D'= 0,00 CA 0,0271
TA 0,5558
CcC 0,0163
Pele clara vs. nao clara; rs41304383 R?=0,00 TC 0,3888
Pele clara vs. intermediaria rs1800404 D'=0,13 CT 0,0304
TT 0,5645
Pele clara vs. néo clara; rs12913832 R=0,12 (A}(C: 8’32;2
Pele clara vs. intermediaria rs1800404 D'=0,51 ’

GT 0,3353
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AT 0,2596

CG 0,0000

Indice de melanina em regido néo exposta e rs1800414 R?=0,01 TG 0,4172
exposta ao sol rs12913832 D'=1,00 CA 0,0196

TA 0,5632

CA 0,0000

Indice de melanina em regido nao exposta rs1800414 R?=0,00 TA 0,0846
ao sol rs13313425 D'=1,00 CG 0,0196

TG 0,8958

GA 0,0027

Indice de melanina em regido nao exposta rs12913832 R?=0,05 AA 0,0819
ao sol rs13313425 D'=0,92 GG 0,4157

AG 0,4997

GT 0,0000

i .. . . rs12913832 R2=0,00 AT 0,0105
Indice de melanina em regido exposta ao sol 1561738394 D' = 1,00 GC 04172
AC 0,5723

CT 0,0000

. . N rs1800414  R°=0,12 T 0,0105
Indice de melanina em regido exposta ao sol 61738394 D' =051 cc 0.0196
TC 0,9699

AA 0,0572

Olho castanho-escuro vs. ndo castanho- rs201872292 R?=0,00 GA 0,4337
escuro rs1800419 D'=0,20 AG 0,0392

GG 0,4699

AT 0,0287

Olho castanho-escuro vs. ndo castanho- rs1800401 R?=0,04 GT 0,0918
escuro rs74005645 D' =0,25 AC 0,0541

GC 0,8254

AA 0,0253

Olho castanho-escuro vs. ndo castanho- rs1800401 R?=0,01 GA 0,4657
escuro rs1800419 D'=0,37 AG 0,0576

GG 0,4514

TA 0,0454

Olho castanho-escuro vs. ndo castanho- rs74005645 R?=0,00 CA 0,4455
escuro rs1800419 D'=0,20 TG 0,0751

CG 0,4340

CG 0,0196

Pele clara vs. nao clara; rs41304383 R?=0,00 TG 0,3975

Pele clara vs. intermediaria rs12913832 D'= 0,00 CA 0,0271

TA 0,5558

CcC 0,0163

Pele clara vs. nao clara; rs41304383 R?= 0,00 TC 0,3888

Pele clara vs. intermediaria rs1800404 D'=0,13 CT 0,0304

TT 0,5645

GC 0,0819

Pele clara vs. nao clara; rs12913832 R?=0,12 AC 0,3232

Pele clara vs. intermediaria rs1800404 D'=0,51 GT 0,3353

AT 0,2596

CG 0,0000

Indice de melanina em regido néo exposta e rs1800414 R?=0,01 TG 0,4172
exposta ao sol rs12913832 D'=1,00 CA 0,0196

TA 0,5632

CA 0,0000

Indice de melanina em regido nao exposta rs1800414 R?=0,00 TA 0,0846
ao sol rs13313425 D' = 1,00 CG 0,0196

TG 0,8958

GA 0,0027

Indice de melanina em regido nao exposta rs12913832 R?=0,05 AA 0,0819
ao sol rs13313425 D'=0,92 GG 0,4157

AG 0,4997

Indice de melanina em regido exposta ao sol  rs12913832 GT 0,0000
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AT 0,0105

rs61738304 K =0.00 GC 0,4172

’ AC 0,5723

CT 0,0000

i . < rs1800414 R?=0,12 TT 0,0105
Indice de melanina em regido exposta ao sol 61738394 D' =051 cc 0.0196
TC 0,9699

DL = Valores de R? e D’ (medidas desequilibrio de ligacédo)
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Apéndice D -Tabelas com as frequéncias alélicas, genotipicas, heterozigosidade esperada e observada e aderéncias ao Equilibrio de Hardy-

Weinberg.

Frequéncias alélicas e genotipicas, heterozigose observada (Ho) e esperada (He), e aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (pEHW) dos nove pontos de
variacdo associados a pelo menos um fenétipo de pigmentacao para individuos agrupados para cor dos olhos. Valores de p significativos estdo destacados em

negrito.

Ponto de variacao

Olho azul (2n=72)

Olho verde (2n=120) Olho mel (2n=38)

Olho castanho-
claro (2n=142)

Olho castanho-
escuro (2n=292)

Total (2n=664)

A/A 0,2222 0,3167 0,4211 0,2113 0,1781 0,2289
A/G 0,5833 0,3833 0,4737 0,6056 0,5342 0,5241
G/G 0,1944 0,3000 0,1053 0,1831 0,2877 0,2470
rs1800419 A 0,5104 0,5115 0,5444 0,4677 0,4588 0,4910
(28096538) G 0,4896 0,4885 0,4556 0,5323 0,5412 0,5090
Ho 0,5833 0,3833 0,4737 0,6056 0,5342 0,5241
He 0,4996 0,4999 0,4501 0,4996 0,4940 0,4998
pEHW 0,5037 0,0740 1,0000 0,0994 0,4024 0,4419
A/A 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0345 0,0151
A/G 01111 0.0167 0,0000 0,1268 0,2207 0,1390
G/G 0,8889 0,9833 1,0000 0,8732 0,7448 0,8459
rs13313425 A 0,0260 0,0382 0,0500 0,1181 0,1271 0,0846
(28096842) G 0,9740 0,9618 0,9500 0,8819 0,8729 0,9154
Ho 0,1111 0,0167 0,0000 0,1268 0,2207 0,1390
He 0,1049 0,0165 0,0000 0,1187 0,2477 0,1549
pEHW 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,1821 0,0696
T/T 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
T/C 0,0278 0,1167 0,3158 0,1268 0,0753 0,1024
c/c 0,9722 0,8833 0,6842 0,8732 0,9247 0,8976
rs1800407 T 0,0417 0,0611 0,0833 0,0461 0,0330 0,0512
(28230318) c 0,9583 0,9389 0,9167 0,9539 0,9670 0,9488
Ho 0,0278 0,1167 0,3158 0,1268 0,0753 0,1024
He 0,0274 0,1099 0,2659 0,1187 0,0725 0,0972
pEHW 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
A/A 0,0000 0,0167 0,0000 0,0000 0,0205 0,0120
A/G 0,0556 0,0500 0,1053 0,1127 0,2192 0,1416
rs1800401 G/G 0,9444 0,9333 0,8947 0,8873 0,7603 0,8464
(28260053) A 0,0365 0,0496 0,0556 0,1060 0,1099 0,0828
G 0,9635 0,9504 0,9444 0,8940 0,8901 0,9172
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Ho 0,0556 0,0500 0,1053 0,1127 0,2192 0,1416
He 0,0540 0,0799 0,0997 0,1063 0,2264 0,1519
pEHW 1,0000 0,0830 1,0000 1,0000 0,7114 0,2614
T/T 0,8056 0,7167 0,1579 0,0423 0,0137 0,2410
T/C 0,1389 0,2167 0,7368 0,6620 0,2740 0,3584
c/c 0,0556 0,0667 0,1053 0,2958 0,7123 0,4006
rs1129038 T 0,8438 0,5802 0,4056 0,2235 0,2940 0,4202
(28356859) c 0,1562 0,4198 0,5944 0,7765 0,7060 0,5798
Ho 0,1389 0,2167 0,7368 0,6620 0,2740 0,3584
He 0,2188 0,2888 0,4986 0,4679 0,2560 0,4873
pEHW 0,0696 0,0644 0,0749 0,0007 0,5311 0,0000
G/G 0,8333 0,7167 0,1579 0,0423 0,0137 0,2440
G/A 0,1389 0,2167 0,6842 0,6479 0,2603 0,3464
A/A 0,0278 0,0667 0,1579 0,3099 0,7260 0,4096
rs12913832 G 0,8542 0,5763 0,3944 0,2166 0,2940 0,4172
(28365618) A 0,1458 0,4237 0,6056 0,7834 0,7060 0,5828
Ho 0,1389 0,2167 0,6842 0,6479 0,2603 0,3464
He 0,1755 0,2888 0,5000 0,4642 0,2463 0,4863
pEHW 0,2747 0,0644 0,1876 0,0009 0,7386 0,0000
A/A 0,0000 0,0167 0,0000 0,0423 0,0411 0,0301
A/G 0,0278 0,1000 0,2632 0,3099 0,1301 0,1596
G/G 0,9722 0,8833 0,7368 0,6479 0,8288 0,8102
rs61756152 A 0,0469 0,1374 0,1833 0,1359 0,0879 0,1099
(28412872) G 0,9531 0,8626 0,8167 0,8641 0,9121 0,8901
Ho 0,0278 0,1000 0,2632 0,3099 0,1301 0,1596
He 0,0274 0,1244 0,2285 0,3166 0,1898 0,1957
pEHW 1,0000 0,2205 1,0000 1,0000 0,0015 0,0525
T/T 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1027 0,0452
T/C 0,0000 0,0167 0,0000 0,0845 0,2945 0,1506
c/c 1,0000 0,9833 1,0000 0,9155 0,6027 0,8042
rs74005645 T 0,0000 0,0267 0,0000 0,1820 0,2005 0,1205
(28447282) (o} 1,0000 0,9733 1,0000 0,8180 0,7995 0,8795
Ho - 0,0167 - 0,0845 0,2945 0,1506
He - 0,0165 - 0,0809 0,3750 0,2119
pEHW - 1,0000 - 1,0000 0,0137 0,0000
A/A 0,0000 0,0167 0,0000 0,0282 0,0274 0,0211
£s201872292 A/G 0,0278 0,0667 0,2632 0,3099 0,1233 0,1506
(28475625) G/G 0,9722 0,9167 0,7368 0,6620 0,8493 0,8283
A 0,0365 0,1221 0,1722 0,1198 0,0742 0,0964



Ho

pEHW

0,9635
0,0278

0,0274
1,0000

0,8779
0,0667

0,0950
0,1228

0,8278
0,2632

0,2285
1,0000

0,8802
0,3099
0,2991
1,0000

0,9258
0,1233
0,1622
0,0552
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0,9036
0,1506

0,1742
0,0515

Frequéncias alélicas e genotipicas, heterozigose observada (Ho) e esperada (He), e aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (pEHW) dos quatro pontos de
variacdo associados a pelo menos um fenétipo de pigmentacao para individuos agrupados para cor dos cabelos. Valores de p significativos estdo destacados

em negrito.
5:3:‘;:: Ruivo (2n=20) Loiro (2n=96) Castanho (2n=362) Preto (2n=170) Total (2n=664)
A/A 0,2000 0,2292 0,2210 0,2353 0,2289
A/G 0,4000 0,4167 0,5912 0,4588 0,5241
1800415 G/G 0,4000 0,3542 0,1878 0,3059 0,2470
Is
(28096538) A 0,4310 0,5000 0,5000 0,5000 0,4910
G 0,5690 0,5000 0,5000 0,5000 0,5090
Ho 0,4000 0,4167 0,5912 0,4588 0,5241
He 0,4800 0,4922 0,4995 0,4975 0,4998
PEHW 0,5732 0,3769 0,0174 0,5142 0,4419
G/G 0,3000 0,7292 0,1989 0,0353 0,2440
G/A 0,5000 0,2292 0,4088 0,2824 0,3464
1512913832 A/A 0,2000 0,0417 0,3923 0,6824 0,4096
(28365618) G 0,7931 0,4956 0,3308 0,3308 0,4172
A 0,2069 0,5044 0,6692 0,6692 0,5828
Ho 0,5000 0,2292 0,4088 0,2824 0,3464
He 0,4950 0,2637 0,4813 0,2907 0,4863
pEHW 1,0000 0,3033 0,0550 0,7154 0,0000
T/T 0,0000 0,1250 0,0552 0,0118 0,0542
T/C 0,2000 0,4792 0,2707 0,1765 0,2741
c/c 0,8000 0,3958 0,6740 0,8118 0,6717
rs11636232 T 0,3190 0,2271 0,1617 0,1617 0,1913
28386626 c 0,6810 0,7729 0,8383 0,8383 0,8087
Ho 0,2000 0,4792 0,2707 0,1765 0,2741
He 0,1800 0,4633 0,3086 0,1800 0,3094
pEHW 1,0000 1,0000 0,0961 0,5884 0,0590
rs77093318 A/A 0,2000 0,0000 0,0222 0,0241 0,0243
(28419375) A/AT 0,2000 0,0417 0,1556 0,1566 0,1398
AT/AT 0,6000 0,9583 0,8222 0,8193 0,8359



0,0690
0,9310
0,2000
0,4200
0,1331

0,0833 0,1008
0,9167 0,8992
0,0417 0,1556
0,0408 0,1800
1,0000 0,0805

0,1008
0,8992
0,1566
0,1838
0,1902
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0,0942
0,9058
0,1398
0,1707
0,0638

Frequéncias alélicas e genotipicas, heterozigose observada (Ho) e esperada (He), e aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (pEHW) dos quatro pontos de
variacao associados a pelo menos um fenétipo de pigmentacao para individuos agrupados para cor da pele e presenca de sardas. Valores de p significativos
estdo destacados em negrito.

Ponto de variacao

Clara (2n=278)

Intermediaria (2n=274) Escura (2n=112)

Presenca de Sardas (2n=86) Total (2n=664)

c/c 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
c/T 0,1367 0,0584 0,1179 0,0698 0,0934
41304383 T/T 0,8633 0,9416 0,8821 0,9302 0,9066
rs
(28116282) c 0,0684 0,0292 0,0357 0,0349 0,0467
T 0,9316 0,9708 0,9643 0,9651 0,9533
Ho 0,1367 0,0584 0,1179 0,0698 0,0934
He 0,1273 0,0567 0,1110 0,0673 0,0890
pEHW 0,7414 0,5499 1,0000 1,0000 1,0000
c/c 0,0647 0,2117 0,5179 0,1163 0,2018
c/T 0,3453 0,4672 0,4107 0,3953 0,4066
1800404 T/T 0,5899 0,3212 0,0714 0,4884 0,3916
IS c 0,2374 0,4453 0,7232 0,3140 0,4051
(28235773)
T 0,7626 0,5547 0,2768 0,6860 0,5949
Ho 0,3453 0,4672 0,4107 0,3953 0,4066
He 0,3621 0,4940 0,4004 0,4308 0,4820
pEHW 0,5627 0,5487 1,0000 0,7220 0,0044
G/G 0,4173 0,1460 0,0536 0,2326 0,2440
G/A 0,3813 0,3650 0,2143 0,4186 0,3464
A/A 0,2014 0,4891 0,7321 0,3488 0,4096
rs12913832 ; g g g g
(28365618) G 0,6079 0,3285 0,1607 0,4419 0,4172
A 0,3921 0,6715 0,8393 0,5581 0,5828
Ho 0,3813 0,3650 0,2143 0,4186 0,3464
He 0,4767 0,4412 0,2698 0,4932 0,4863
pEHW 0,0165 0,0424 0,1301 0,3574 0,0000
rs118112076 c/c 0,4173 0,1460 0,0536 0,0000 0,0000



C/G 0,3813 0,3650 0,2143 0,0930 0,0361
G/G 0,2014 0,4891 0,7321 0,9070 0,9639
C 0,4692 0,2798 0,4795 0,0181 0,0181
(28474686) G 0,5308 0,7202 0,5205 0,9819 0,9819
Ho 0,3813 0,3650 0,2143 0,0930 0,0361
He 0,4767 0,4412 0,2698 0,0887 0,0355
pEHW 0,0206 0,0518 0,1301 1,0000 1,0000
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Frequéncias alélicas e genotipicas, heterozigose observada (Ho) e esperada (He), e aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (pEHW) dos dois pontos de
variacao associados a estruturas secundarias presentes na iris. Valores de p significativos estao destacados em negrito.

Ponto de variacdo Por}tf)s de pigmentacao Nédulos de Wolfflin Pigmentacao na esclera Sulcos de contracao  Total
na iris (2n=114) (2n=74) (2n=78) (2n=122) (2n=450)
G/G 0,5263 0,7297 0,0513 0,2131 0,3289
G/A 0,4035 0,2162 0,2564 0,4098 0,3689
A/A 0,0702 0,0541 0,6923 0,3770 0,3022
rs12913832 G 0,7281 0,8378 0,1795 0,5820 0,5024
(28365618) A 0,2719 0,1622 0,8205 0,4180 0,4976
Ho 0,4035 0,2162 0,2564 0,4098 0,3689
He 0,3960 0,2717 0,2945 0,4866 0,4996
pEHW 1,0000 0,2154 0,5775 0,2903 0,0001
c/C 0,0000 0,0000 0,2051 0,0328 0,0356
C/A 0,0351 0,0000 0,3846 0,0656 0,0978
A/A 0,9649 1,0000 0,4103 0,9016 0,8667
rs58358300 c 0,01754 0,0000 0,3974 0,0656 0,0844
(28419393 A 0,98246 1,0000 0,6026 0,9344 0,9156
Ho 0,0351 - 0,4790 0,0656 0,0978
He 0,0345 - 0,3846 0,1225 0,1546
pEHW 1,0000 1,0000 0,3124 0,0141 0,0000
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Apéndice E -Graficos bi-dimensionais entre os valores de L*a*b* para cor dos olhos.
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Apéndice F -Diferenciacdo das medianas do valor de L* e a* para cada um dos grupos heteroclassificados para cor dos olhos.

Valores de L*
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Valores de a*
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E3 Azul
E3 Verde
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B3 Castanho-claro
BE Castanho-escuro

Diferenciacdo das medianas do valor de L* e a* para cada um dos grupos heteroclassificados como cor de olho azul, verde, mel, castanho claro e castanho escuro. Valor de p
global do teste de Kruskal-Wallis no topo do grafico. Linha pontilhada demarca a mediana de L* e a* em seus respectivos graficos. ns = néo significativo, p > 0,05; ** = p < 0,01;
*** = p<0,001; *** = p < 0,0001.
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Apéndice G -Imagem do UCSC Genome Browser mostrando a conservacdo do aminoacido alterado pelo polimorfismo rs6178394C>T em
diferentes espécies.
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Apéndice H -Imagem do UCSC Genome Browser mostrando a conservacdo do aminoacido alterado pelo polimorfismo rs74005645C>T em
diferentes espécies.
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Apéndice I -Imagem do UCSC Genome Browser mostrando a conservacdo do aminoacido alterado pelo polimorfismo rs118112076G>C em
diferentes espécies.
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Apéndice J -Imagem do

diferentes espécies.
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UCSC Genome Browser mostrando a conservacdo do aminoacido alterado pelo polimorfismo rs201872292G>A em
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ANEXOS

Anexo A -Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome da pesquisa: Sequenciamento de nova geracdo de genes envolvidos na biossintese
de melanina em amostra da populagao brasileira

Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Celso Teixeira Mendes Junior

Enderego para contato: Av. Bandeirantes, 3900; CEP: 14040-901, Ribeirdo Preto - SP
Departamento de Quimica, FFCLRP-USP

Telefone: (16) 3602-0417

Prezado (a) doador (a),

A pigmentagdo humana é determinada pela presenca de um pigmento denominado melanina.
Proteinas produzidas por mais de 120 genes estdo envolvidas na produgcdo de melanina em células
especificas e na distribuicdo desta melanina para outras células de nosso organismo. Variagdes
normais nos genes envolvidos nestes processos levam aos diferentes tons de cor de cabelos, olhos e

pele que vemos nas pessoas.

Nesse estudo, faremos a analise da sequéncia de algumas regides do DNA que podem estar
relacionadas a determinacdo das caracteristicas fisicas dos brasileiros, como a cor de olhos, pele e
cabelos, tipo de cabelos e presenca de sardas. Com isso buscamos identificar as variagdes
(polimorfismos do DNA) e os mecanismos responsaveis pela determinagdo da cor das pessoas.
Embora o conhecimento a ser produzido neste estudo nao lhe trara beneficios diretos, os resultados
desta pesquisa podem trazer grande contribuicdo para o desenvolvimento de terapias para tratar

problemas de pele.

Para a realizagdo desta pesquisa ndo havera a necessidade de procedimentos que possam
comprometer sua saude. Caso concorde em participar da pesquisa, serao coletados cerca de 10 mL
de seu sangue (aproximadamente uma colher de sopa). A coleta sera feita por um profissional
habilitado e altamente capacitado nessa atividade. Serdo ainda obtidas imagens fotograficas de
regides pequenas e bem delimitadas de seu corpo (olho, raiz dos cabelos e regies do brago nao-
expostas ao sol), as quais ndo permitirdo sua identificacdo, mantendo, assim, o carater confidencial

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto - USP

Avenida Bandeirantes, 3900 - bloco 3 - sala 16 - 14040-901 - Ribeirao Preto - SP - Brasil
Fone: (16) 3602-4811 / Fax: (16) 3633-2660 / E-mail: coetp@ffclrp.usp.br
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da informacao. Adicionalmente, um colorimetro portatil, equipamento frequentemente usado em
pesquisas dermatoldgicas, sera usado para definir a cor de sua pele e dos seus cabelos com maior
precisdo, em um procedimento rapido indolor e livre de qualquer desconforto. Em todo este
procedimento n&o existem riscos previsiveis além de um pequeno desconforto durante a coleta de

sangue.

Os seguintes aspectos lhe sdo esclarecidos para que vocé decida sobre sua participacao

voluntaria:

a.) Esta pesquisa nao lhe trara qualquer custos. Visando Ihe proporcionar maior conforto e

comodidade, a coleta sera realizada uma Unica vez em data e local a combinar.

b.) N&o havera nenhuma forma de reembolso em dinheiro, uma vez que sua participagdo na

pesquisa nao proporcionara nenhum gasto.

c.) Vocé terd a garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a
qualquer duvida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros relacionados com a
pesquisa. Isso podera ser feito a qualquer momento. Nos temos 0 compromisso de proporcionar
informagdes atualizadas durante o estudo, ainda que esta possa influenciar a sua vontade de

continuar autorizando a sua participagao.

d.) Vocé tera a liberdade de retirar o seu consentimento a qualquer momento sem que isso

Ihe traga prejuizo algum ou qualquer tipo de constrangimento.

e.) Vocé tera garantida a seguranga de que nao sera identificado e que sera mantida a sua

privacidade e o carater confidencial das informagdes concedidas.

f.) A amostra biologica sera coletada com total responsabilidade e custo dos pesquisadores.
A coleta de seu sangue sera Unica e feita com material descartavel, sendo necessario apenas um
pequeno furo com agulha em veia do seu brago, o que pode, de fato, ser um procedimento
desconfortavel, mas apenas pela “picada” com a agulha.

g.) O sangue doado por vocé ndo sera empregado na realizagdo de pesquisas de outra

natureza sem sua autorizagéo.

h.) Sera aplicado um questionario visando uma melhor compreensdo de sua origem e

caracteristicas fisicas. Toda informacgao obtida sera mantida em sigilo.

i.) Os resultados da pesquisa serdo apresentados em reunides cientificas (simpodsios e

congressos) e serdo publicados em revistas cientificas especializadas.

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto - USP
Avenida Bandeirantes, 3900 - bloco 3 - sala 16 - 14040-901 - Ribeirao Preto - SP - Brasil
Fone: (16) 3602-4811 / Fax: (16) 3633-2660 / E-mail: coetp@ffclrp.usp.br
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Assinatura do pesquisador responsavel

Eu, , RG n°
residente na

nO
, cidade de telefone

abaixo assinado, tendo recebido as informagdes acima e ciente dos meus
direitos, concordo em participar da pesquisa por livre e espontanea vontade. Declaro ainda que recebi

uma copia deste termo de consentimento assinada pelo pesquisador responsavel.

Tendo ciéncia do exposto acima, assino abaixo.

Ribeirdo Preto, de de20_ .

Assinatura do doador

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto - USP
Avenida Bandeirantes, 3900 - bloco 3 - sala 16 - 14040-901 - Ribeirao Preto - SP - Brasil
Fone: (16) 3602-4811 / Fax: (16) 3633-2660 / E-mail: coetp@ffclrp.usp.br



Anexos 149

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PARA ARMAZENAMENTO DE MATERIAL BIOLOGICO

Nome da pesquisa: Sequenciamento de nova geragao de genes envolvidos na biossintese

de melanina em amostra da populagao brasileira

Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Celso Teixeira Mendes Junior

Enderego para contato: Av. Bandeirantes, 3900; CEP: 14040-901, Ribeirdo Preto - SP
Departamento de Quimica, FFCLRP-USP

Telefone: (16) 3602-0417

Prezado (a) doador (a),

Como vocé concordou em participar da pesquisa “Sequenciamento de nova geragao das
regides regulatérias de dez genes envolvidos na biossintese de melanina em amostra da populagao
brasileira”, solicito agora uma nova autorizagdo para que possamos armazenar parte do material
biolégico processado, para uso em pesquisas futuras desta mesma natureza, isto €, envolvendo a

analise de outros genes e marcadores genéticos (polimorfismos do DNA).

Caso concorde, seu material biolégico sera armazenado sob minha responsabilidade em um
freezer localizado em meu laboratério, compondo Biorrepositorio devidamente registrado junto ao
Comité de Etica em Pesquisa desta Instituicdo. Este Biorrepositério sera futuramente transformado
em Biobanco, conforme determinagdo do Conselho Nacional em Saude. Os seguintes aspectos Ihe
serao esclarecidos para que vocé decida sobre esta autorizagdo voluntaria:

a.) Vocé tem a liberdade de decidir se seu material sera armazenado.

b.) Vocé tera a liberdade de retirar o seu consentimento a qualquer momento sem que isso

Ihe traga prejuizo algum ou qualquer tipo de constrangimento.

c.) O armazenamento nao lhe trara qualquer custo. A amostra bioldgica serd armazenada

com total responsabilidade e custo dos pesquisadores.

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto - USP
Avenida Bandeirantes, 3900 - bloco 3 - sala 16 - 14040-901 - Ribeirao Preto - SP - Brasil
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d.) Toda nova pesquisa a ser realizada com o material armazenado sera submetida para
aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) institucional e, quando for o caso, da

Comissado Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

e.) Caso deseje, vocé tem o direito de ser consultado sempre que houver intengéo de uso de
seu material biolégico em pesquisas futuras, para que eu autorize ou ndo autorize sua nova
utilizagao.

f.) Vocé tera a garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a
qualquer duvida acerca do seu material biolégico, condicbes de armazenamento e sua utilizagédo
em outros projetos de pesquisa. Isso podera ser feito a qualquer momento. Nés temos o
compromisso de proporcionar informagdes atualizadas durante o estudo, ainda que esta possa

influenciar a sua vontade de continuar autorizando a sua participagao.

g.) Vocé tera garantida a seguranga de que nao sera identificado e que sera mantida a sua
privacidade e o carater confidencial das informag¢des concedidas. Toda informagéo obtida sera
mantida em sigilo.

h.) Vocé tem o direito de ser informado sobre eventual perda ou destruicdo de suas amostras

biolégicas, bem como sobre eventual encerramento do Biorrepositério.

i.) Os resultados de novas pesquisas serdo apresentados em reunides cientificas (simpoésios

e congressos) e serdo publicados em revistas cientificas especializadas.

Assinatura do pesquisador responsavel

Eu, , RG n°

residente na n°

, cidade de , telefone

abaixo assinado, tendo recebido as informagdes acima e ciente dos meus

direitos, concordo com o armazenamento de meu material bioldgico por livre e espontanea vontade.

Declaro ainda que:

() desejo exercer o direito de ser consultado sempre que houver intengdo de uso de

meu material biolégico em pesquisas futuras.

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto - USP
Avenida Bandeirantes, 3900 - bloco 3 - sala 16 - 14040-901 - Ribeirao Preto - SP - Brasil
Fone: (16) 3602-4811 / Fax: (16) 3633-2660 / E-mail: coetp@ffclrp.usp.br
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( ) dispenso o direito de ser consultado quando houver intengdo de uso de meu material
biolégico em pesquisas futuras, autorizando automaticamente seu uso em estudos
desta mesma natureza, isto é, envolvendo a andlise de outros genes e marcadores
genéticos (polimorfismos do DNA).

Atesto que recebi uma copia deste termo de consentimento assinada pelo pesquisador
responsavel. Tendo ciéncia do exposto acima, assino abaixo.

Ribeirdo Preto, de de 20 .

Assinatura do doador
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Avenida Bandeirantes, 3900 - bloco 3 - sala 16 - 14040-901 - Ribeirao Preto - SP - Brasil
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1. EXTRACAO DE DNA GENOMICO
Apos a coleta, a extragdo do DNA deve ser realizada a partir das amostras de
sangue total utilizando o protocolo de salting-out (Miller, Dykes, & Polesky, 1988) com

modificagdes.

O sangue coletado e mantido em tubo Vacutainer® com EDTA ¢ transferido para
um tubo falcon graduado de 50mL, ao qual ¢ adicionado tampao de Lise I gelado (Tris-
HCI 0,01M pH 7,5; Sacarose 0,3M; MgCl, 0,005M; Triton 1%; H2O gsp) até completar
o volume de 45mL. De forma a lisar as hemacias, o conteudo ¢ delicadamente misturado
por inversdo e centrifugado durante 15 minutos a 5000rpm em centrifuga 5430 R
(Eppendorf AG). A extragdo prossegue com o botdo de células obtido, o qual deve ser
ressuspendido em 4,5mL de tampao de Lise II (NaCl 0,075M, EDTA 0,024M, H20 gsp,
pH 8), 125uL de SDS 10% e 1,ImL de perclorato de sddio (5M) e vortexado a
temperatura ambiente por 10 segundos para rompimento dos globulos brancos. Para lisar
as proteinas, sdo adicionados 2mL de NaCl 6M (saturado) ao tubo falcon, que ¢ vortexado
a temperatura ambiente por 15 segundos. A seguir, o conteudo é centrifugado por 15
minutos a 5000rpm em centrifuga 5430 R (Eppendorf AG). O sobrenadante ¢ transferido
para um novo tubo falcon de 50mL, ao qual ¢ adicionado SmL de isopropanol absoluto a
temperatura ambiente (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha) e homogeneizado por

inversdo até que o DNA se separe e fique suspenso na solugao.

Finalmente, o DNA ¢ retirado com o auxilio de uma pipeta estéril e transferido
para um microtubo de 1,5mL contendo 1mL de etanol (Merck Millipore, Darmstadt,
Alemanha) 70% gelado. O microtubo ¢ entéo centrifugado por 5 minutos a 5000rpm em
centrifuga MiniSpin Plus (Eppendorf AG), e o sobrenadante descartado a seguir. O
microtubo € deixado em centrifuga a vacuo (Concentrator plus, Eppendorf AG) durante
Smin para remog¢do completa do etanol. Por fim, o DNA aderido ao microtubo ¢é
dissolvido em 200puL de d4gua MilliQ, mantido na geladeira por 1 semana e posteriormente

armazenado a -20°C no banco de amostras do laboratorio.

2. QUANTIFICACAO E VERIFICACAO DA QUALIDADE DO DNA
O NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.) ¢ utilizado para avaliar
o grau de contaminagdo do material gendmico por proteinas e para estimativa inicial da

concentragio de DNA. E importante que as amostras possuam uma razio OD 260/280
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variando de 1,8 a 2,0. Além disso, ¢é realizada a eletroforese em gel de agarose, a fim de
verificar o grau de degrada¢do do material, considerando como indicativo de degradacao

qualquer banda abaixo de 2,5kb (4gilent Technologies).

Na sequéncia, as amostras sdo quantificadas através de fluorescéncia por meio do
Qubit™ dsDNA BR Assay (Life Technologies). Para isso, o DNA gendmico ¢ diluido em
agua MilliQ em uma proporg¢go de 1:10. Inicialmente, ¢ preciso fornecer ao instrumento
uma curva padréo. Para tanto, o corante (fluor6foro) para dsDNA ¢ diluido no buffer do
Qubit (1:200) e 10uL dos padrdes (1 e 2) sdo diluidos em 200uL da solugdo anterior.
Realizada a leitura dos padrdes, uma curva padrdo ¢ estabelecida, a partir da qual ¢
calculada a concentragdo da amostra original, com base no volume adicionado para

leitura.

Conhecendo agora a concentragio das amostras, essas sdo diluidas a concentragao
de Sng/pL, no intuito de normalizar as amostras a uma concentragdo compativel para a

montagem das bibliotecas de fragmentos.

3. PREPARO DOS REAGENTES PARA ENRIQUECIMENTO DE ALVO

Regides alvo, incluindo a sequéncia promotora, CDS (Coding DNA Sequence),
5’UTR e 3°’UTR de genes humanos, além de outras regides de interesse, foram submetidas
ao ensaio in silico de desenho de sondas para captura de DNA alvo utilizando o aplicativo
SureDesign da Agilent Technologies

(https://earray.chem.agilent.com/suredesign/home.htm). Para desenho das sondas, o

SureDesign tomou como referéncia as coordenadas dos genes em questdo junto ao release
hg19/GRCh37 do genoma humano. Visando a cobertura de 284.367pb, um total de 12.131
sondas foi desenhado, abrangendo 99,63% de tal extensdo. Devido a distribuicdo dos
sitios de restri¢do utilizados posteriormente no preparo das bibliotecas, as sondas
desenhadas capturam uma regido de 488.658pb, que garante o sequenciamento parcial

dos introns flanqueadores dos exons alvo.

4. ENRIQUECIMENTO DO ALVO E PREPARO DA BIBLIOTECA
Apos a quantificagdo, cada amostra de DNA ¢ processada individualmente,
gerando uma biblioteca contendo todos os amplicons. A captura das regides-alvo utiliza

reagentes do kit de enriquecimento de alvo customizado HaloPlex (Agilent Technologies)
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e segue o protocolo sugerido pelo fabricante. Resumidamente, o protocolo consiste dos
seguintes passos: 1) digestdo do DNA gendmico com enzimas de restri¢do; 2) hibridagao
dos fragmentos de DNA a sondas biotiniladas cujos finais sdo complementares a esses
fragmentos-alvo (durante esse passo os fragmentos sdo circularizados e indices, que irdo
identificar cada individuo durante o sequenciamento, sdo adicionados); 3) captura dos
fragmentos-alvo utilizando beads magnéticas recobertas por estreptavidina; 4) ligacao
dos fragmentos circularizados; 5) amplificagdo por PCR dos fragmentos-alvo capturados

para montagem da biblioteca.

4.1. Digestao e hibridacdo do DNA

A digestdo das amostras ¢ feita conforme indicagdes do fabricante, com algumas
modifica¢des (HaloPlex Target Enrvichment System For Illumina Sequencing, Agilent
Technologies, 2013). Um total de 225ng (45uL de uma solugdo 5ng/uL) de DNA
gendmico de cada amostra e do Enrichment Control DNA (ECD), no volume total de

45uL, é separado e reservado em gelo.

Digestdo: Para o mix de restrigdo, preparado para lotes de 12 amostras (11
amostras de DNA gendmico e outra de ECD), sdo misturados 476uL de RE buffer e
11,9pL de BSA e esse conteudo ¢ distribuido em 8 tubos. Em cada um dos 8 tubos é
adicionado um par de enzimas de restri¢do (7uL de cada). Cada amostra é digerida pelos
8 pares de enzima separadamente. Para isso, cada amostra ¢ distribuida em 8 tubos (5puL
por tubo) onde sdo adicionados SpL dos mixes contendo as enzimas de restricdo
resultando, para um total de 12 amostras, em 96 tubos de digestdo que sdo incubados no
termociclador (SureCycler 8800 Thermal Cycler, Agilent Technologies) a 37°C por 30

minutos.

Hibridag8o: Para o mix de hibrida¢do s@o misturados 650uL da Hybridization
Solution e 260uL das sondas Haloplex em um tubo e 70uL dessa solugdo ¢é distribuida
por amostra. Adicionalmente, sdo diluidos nessa solucdo 10puL de um dos indices
disponiveis em cada um dos doze tubos (indices diferentes sdo utilizados para cada
amostra, permitindo sua identificacdo ap6s a mistura das amostras para o

sequenciamento).

O DNA digerido de cada amostra (80uL somando todos os 8§ tubos de digestdo) é

entdo transferido para os microtubos contendo o mix de hibridagdo (70uL) e seus indices
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correspondentes (10uL). Essas solu¢des sao incubadas a 54°C durante 16 horas. O tempo
de duragdo da hibridagdo ¢ determinado de acordo com a densidade de sondas do ensaio.
Segundo instruc¢des do fabricante (Haloplex, Agilent Technologies), ensaios que atingem
cobertura de entre 500kb - SMb exigem 16 horas de hibridagdo, enquanto que ensaios
com cobertura de entre 1-500kb exigem apenas 3 horas de hibridagdo. Apesar de o
presente ensaio estar voltado para a cobertura de apenas 488,7kb, os ensaios iniciais

demonstraram a necessidade de um tempo de hibridagéo de 16 horas.

4.2. Captura, ligacio, elui¢io e PCR

Captura: A captura dos fragmentos hibridados ¢ feita com o uso de 520uL de beads
magnéticas recobertas por estreptavidina. Com o auxilio de uma placa magnética
(DynaMag™-2 Magnet, Life Technologies), o sobrenadante da solu¢do de beads ¢é
removido e substituido por 520uL de Capture Solution. Deste conteudo, 40uL é
adicionado a cada solugdo de DNA hibridizado (160puL) e ap6s 15min de incubagao em
temperatura ambiente, os tubos contendo as solugdes sdo colocados junto a uma placa
magnética de 96 pogos (Agencourt SPRIPlate 96R, Beckman Coulter) para a remogao do
sobrenadante. A seguir, adiciona-se 100uL de Wash Solution por amostra, e essa solugdo
¢ incubada no termociclador a 46°C por 10min. Apos esse periodo, o sobrenadante ¢

novamente removido.

Ligacdo: Procedendo com a ligacdo e circularizagdo dos fragmentos alvo,
adiciona-se 617,5uL de Ligation Solution e 32,5uL de DNA ligase e distribui-se 50uL
dessa solugdo a cada amostra hibridada e capturada. A solugo € entdo incubada a 55°C

por 10min.

Eluicdo: A seguir, lavamos o conteudo de DNA ligado com 100pL de SSC buffer,
retirando o sobrenadante ao final da etapa com o auxilio da placa magnética. Para eluir o
DNA das beads adicionamos 25uL de NaOH (50mM) e encubamos em temperatura

ambiente por lmin..

PCR: Com o auxilio da placa magnética, coletamos o DNA eluido num total de
20pL por amostra e o transferimos para tubos contendo mix de PCR. Tal mix para a reagao
de PCR ¢ preparado com 209,3uL de agua MilliQ, 130pL de 5X Herculase II Reaction
Buffer, 5,2uL de dNTPs (100mM, 25mM para cada ANTP), 13uL de cada um dos primers
forward e reverse (25uM), 6,5uL de acido acético (2M) e 13puL da polimerase Herculase
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11 Fusion, somando um total de 30uL por amostra. O volume final da reagdo ¢ de S0pL
por amostra. As condi¢des de ciclagem da PCR seguem uma etapa inicial de desnaturagéo
por 10 minutos a 98°C, seguida por 20 ciclos de 98°C por 30 segundos, 60°C por 30
segundos e 72°C por 1 minuto, e um passo final a 72°C por 10 minutos. Ap6s o término

da reac@o de PCR o produto é mantido a 8°C.

4.3. Purificacio da biblioteca

Os produtos de PCR s@o entdo purificados utilizando AMPure XP beads (Beckman
Coulter) de acordo com as instrugdes da Agilent Technologies. Um total de 40uL do
produto de PCR ¢ misturado a 100uL de AMPure XP beads mais 40uL de agua MilliQ
por amostra. A seguir, essa solucdo ¢ colocada junto a placa magnética para remogao do
sobrenadante e ¢ lavada duas vezes com alcool 70%, que ¢ completamente removido ao
final. Entdo, adicionamos 40puL de Tris-HCI (pH = 8,0) para eluir o DNA capturado pelas
AMPure XP beads. O produto final de 40puL ¢ armazenado a -20 °C.

5. CONTROLE DE QUALIDADE E QUANTIFICACAO DA BIBLIOTECA

A qualidade das bibliotecas ¢ um dos principais determinantes para o sucesso da
corrida de sequenciamento. Bibliotecas de fragmentos que nfo correspondem a
distribui¢do de tamanho recomendada podem levar a uma baixa cobertura ou a falha de

cobertura em determinadas porgdes das sequéncias alvo (Cher, 2011).

O controle de qualidade das bibliotecas ¢ feito através do sistema de eletroforese
capilar 27100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) utilizando um chip de alta-sensibilidade.
A eletroforese ¢ capaz de separar os fragmentos com base no tamanho, permitindo dessa
forma avaliar a qualidade das bibliotecas geradas. E esperado para este ensaio que as
bibliotecas apresentem um perfil de picos variando de 175 a 625pb, conforme previsto
por um eletroferograma padrdo (Figura 1). A partir da sele¢do manual da faixa de
fragmentos gerados (175 a 625pb) é possivel obter a concentragdo (em pg/pL e pmol/L)
referente a este intervalo, sendo a molaridade utilizada para a quantificagdo de cada uma
das bibliotecas para composi¢do adequada do pool de bibliotecas para o sequenciamento.
Adicionalmente, as bibliotecas individuais podem ser quantificadas por fluorescéncia
(Qubit™ dsDNA BR Assay, Life Technologies) para composi¢do adequada do pool de

bibliotecas para o sequenciamento.
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Figura 8: Perfil de picos esperado no eletroferograma para as bibliotecas de fragmento deste ensaio. Tal
eletroferograma ¢ produzido pela Agilent Technologies durante a avaliagdo do kit Haloplex customizado
por meio de ensaio in silico de desenho de sondas para captura de DNA alvo utilizando o aplicativo
SureDesign. Para leitura correta no 2100 Bioanalyzer ¢ critico que os 13 picos previstos no ladder sejam
identificados, que os picos do menor (35pb) ¢ do maior (10380pb) marcador apresentem um tempo de
corrida correspondente entre as amostras analisadas e o ladder e que as linhas de base sejam planas (Cher,

2011).

6. SEQUENCIAMENTO

Como descrito no item anterior, a partir das concentracdes obtidas no 2700
Bioanalyzer e Qubit, prepara-se solugdes a 4nM de biblioteca, de maneira que cada
biblioteca tenha a mesma representatividade. O 2100 Bioanalyzer ¢ utilizado também
para quantificagdo deste pool final de bibliotecas. O pool final de bibliotecas pode ser
adicionalmente quantificado por fluorescéncia (Qubit™ dsDNA BR Assay, Life
Technologies) ou PCR em tempo real (ViidA™ 7 Real-Time PCR System, Applied
Biosystems). Na PCR quantitativa em tempo real (QPCR), através da construgdo de uma
curva padrio, é possivel determinar a quantidade absoluta de DNA nas amostras a serem
sequenciadas (Applied Biosystems ViiA™ 7 Real-Time PCR System. User Guide. Life
Technologies, 2010, 262p).

A seguir, SpL do pool de bibliotecas a 4nM sdo desnaturados pela adi¢do de SpL
de NaOH (0,2M) e 990uL de Hybridization Buffer (HT1) para obtenc¢do de uma biblioteca
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a 20pM, que ¢ diluida com HT1 para que se chegasse a 600pL de uma solugdo de
concentragdo 16pM. Essa solugdo ¢ inserida no cartucho de sequenciamento do MiSeq
Personal Sequencer (Preparing Libraries for Sequencing on the MiSeq, California, USA,
1llumina, Inc, 2013, 14p).

Antes de iniciar o sequenciamento € preciso carregar uma SampleSheet ou
planilha de amostras (*.csv) contendo as informag¢des necessarias para configurar a
corrida, as quais correspondem a lista de amostras a serem sequenciadas e as sequéncias

dos indices utilizados em cada amostra.

Durante o sequenciamento, as moléculas de DNA fita simples se ligam a
superficie da flow cell por meio dos adaptadores presentes em suas extremidades. O
sequenciamento ocorre a partir da sintese da fita complementar ao fragmento ligado na
flow cellutilizando didesoxinucleotideos marcados com fluoroforos especificos para cada
base (A, T, C e G). O software Bustard relaciona entdo a fluorescéncia emitida apds cada
incorporagdo ao didesoxinucleotideo correspondente com o cluster de fragmentos fixados
aregido que emitiu o sinal. No caso do sequenciamento usando reagentes MiSeq Reagent
Kit V3 (600 cycle), sao realizados 301 ciclos em leituras do tipo paired-end (cada
fragmento ¢ sequenciado tanto na fita forward quanto na reverse) perfazendo um total de
2x301 ciclos de leitura, além de 8 ciclos referentes a leitura do indice incorporado em
cada fragmento capturado, o que relaciona de maneira univoca o fragmento a uma

determinada amostra.
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1. ANALISE DE DADOS DE SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO

O fluxograma de analises no NGS pode ser sumarizado em trés fases principais:
a fase primaria, que consiste na gerag¢do dos dados no formato FastQ, a fase secundaria,
que compreende a aplicagdo de filtros de qualidade ¢ o alinhamento a um genoma de
referéncia e a fase terciaria, que compreende o processo de determinag@o das variantes

através de comparacdo das sequéncias alvo a um genoma de referéncia.

1.1. Analise priméaria

O processamento dos dados segue passos gerais pré-estabelecidos, de acordo com
o0 objetivo pretendido, e tem inicio no base calling (ou a interpretacdo da imagem obtida
a partir do sequenciador), quando sdo gerados os dados brutos do sequenciamento no
formato base call (*.bcl). Estes dados sdo entdo disponibilizados através do ambiente de

computacdo em nuvem da [llumina, BaseSpace (https://basespace.illumina.com), no

formato FastQ (*.fastq.gz), o qual possui uma pontuacdo de qualidade associada (Q-

score) a cada base sequenciada.

Essa pontuagio de qualidade, também denominada Phred-score por ter sido
introduzida como convengdo pelo programa Phred (Ewing, Hillier, Wendl, & Green,
1998), se relaciona a probabilidade de erro na determinagdo de uma base. A medida se
baseia na formula a seguir, onde dado a determinagdo de uma base X, a probabilidade de
que X nio seja verdadeira (P(X)) é expressa pela relagdo Q(X) =-10 logio (P(X)) ou P(X)
=109%/1% Assim, um Q30 indica probabilidade de ocorréncia de um erro a cada 1.000

bases determinadas.

Cada arquivo FastQ ¢ nomeado como no exemplo a seguir, onde PIG0001
representa o nome da amostra, S1 representa o nimero da amostra e indica neste exemplo
que esta € a primeira amostra listada na SampleSheet, 1001 indica o nimero da linha que
a amostra ocupa na flow cell, sendo sempre o mesmo, ja que a flow cell utilizada possui
apenas uma linha, R1 e R2 indicam que o arquivo ¢ composto por reads forward e reverse,

respectivamente, enquanto o ultimo segmento 001 sempre recebe essa denominagao:

PIG0O001 sl LOO1 R1 001.fastg.gz
PIGO001 S1 L0OO1 R2 00l1.fastg.gz
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1.2. Analise secundaria

Essa segunda etapa consiste na aplicagdo de filtros de qualidade e posterior

alinhamento dos fragmentos sequenciados a um genoma de referéncia.

1.2.1. Avaliacdo da qualidade

Em um primeiro momento, ¢ importante verificar a qualidade das reads
sequenciadas, a fim de garantir que os dados nao apresentem problemas que poderiam
afetar o passo seguinte de mapeamento. Para tanto, pode ser empregado o software
FastQC (Andrews S., 2010), o qual utiliza um arquivo FastQ para gerar um relatorio
completo da qualidade das sequéncias (Figura 1a). A partir dos resultados apresentados é

possivel decidir por estratégias que melhorem a qualidade dos dados gerados.

LRUCUUDOL L\l)lluv
W i JT

PRI

iiiiiiiiiiiiii il [

F;Lu '-U“

I ‘\[

Figura 1: Grafico de distribuigdo da qualidade por base no programa FastQC. Cada coluna apresenta um boxplot com
os valores de qualidade média das bases incorporadas em todas as reads em um determinado ciclo. Como pode ser
observado em (a) ocorre uma diminuigéo da qualidade (Q<30) das reads ndo-processadas a partir dos ciclos 150-154.
O eixo Y apresenta os scores de qualidade, sendo dividido conforme cores que indicam: verde (boa qualidade), laranja
(qualidade razoavel) e vermelho (baixa qualidade). (b) Apds processadas pelo cutadapt, foi obtida uma maior proporgdo
das reads com qualidade desejavel, ainda que a partir dos ciclos 225-229 tenha ocorrido uma diminui¢ao da qualidade,

0 que, no entanto, ¢ comum para ensaios da //lumina.

1.2.2. Trimagem

Sequéncias de adaptadores, bem como bases diagnosticadas com baixo Q-score
devem ser retiradas das extremidades das reads, em um processo referido como trimagem.
As sequéncias obtidas podem ser trimadas de diversas maneiras: por tamanho, qualidade

ou a partir de sequéncias conhecidas.
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A trimagem por qualidade parte do principio de que é preferivel trabalhar com
sequéncias menores de maior qualidade, removendo sequéncias de bases na extremidade
da read que tenham uma qualidade abaixo do limite estabelecido como adequado. A partir
do que pdde ser observado no relatério gerado pelo FastQC optou-se por realizar a
trimagem apenas pelos adaptadores paired-end TruSeq da Illumina utilizados no

sequenciamento.

No processo de sequenciamento [llumina, todos os clusters sdo sequenciados
seguindo o numero de ciclos previstos pelo kit de reagentes utilizado (no caso, 2x301
ciclos). Mesmo que um cluster inclua um pequeno fragmento a ser sequenciado, os ciclos
de sequenciamento ndo sdo interrompidos, continuando até alcangar o niimero total de
ciclos. Como consequéncia, as reads geradas como output podem conter, além das
sequéncias alvo (caso essas sejam menores que o numero de ciclos), as sequéncias dos
adaptadores do outro extremo do fragmento. Caso ainda restem ciclos apds o
sequenciamento dos adaptadores, leituras adicionais continuam sendo feitas, embora com
qualidade extremamente baixa, uma vez que nucleotideos inexistentes sdo aleatoriamente
identificados (possivelmente devido a fluorescéncia de diferentes nucleotideos nao
incorporados e ndo retirados durante a lavagem). Logo, é preciso encontrar e remover
esses adaptadores, o que resultard, consequentemente, na remogao das bases incorporadas

aleatoriamente.

Em fungdo da construgdo realizada pelo Haloplex (PCR primer --- Illumina
adaptor --- TARGET --- Illumina adaptor --- Barcode --- PCR primer), ao remover as
sequéncias dos adaptadores de uma read podemos remover tudo o que existe depois

dessas sequéncias, neste caso os primers da PCR e o barcode, quando presente.

A trimagem pelos adaptadores pode ser realizada com uso do cutadapt (Martin,

2011) utilizando a seguinte linha de comando (Tabela 1):

cutadapt -e 0.2 -a AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC -A
AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGTAGATCTCGGTGGTCGCCGTATCATT -0
sample.trimmed.rl. fastg -p sample.trimmed.r2.fastqg
input.raw.rl.fastq input.raw.r2.fastqg
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Tabela 1: Descrigdo dos componentes da linha de comando executada no cutadapt

Comandos utilizados no cutadapt Funciio do comando executado

-¢ 0.2 indica o nivel maximo de tolerancia de erros
(mismatches, inser¢oes e delegdes) entre as
sequéncias dos adaptadores e sequéncias
presentes nas reads, para que uma sequéncia
adaptadora seja efetivamente trimada.

-a indica que o parametro a seguir se refere a
sequéncia do adaptador forward.

-A indica que o parametro a seguir se refere a
sequéncia do adaptador reverse.

-0 indica o arquivo output da primeira read do
par.

-p indica o arquivo output da segunda read do par.

Tal procedimento resultou em melhorias significativas na qualidade média das

reads processadas (Figura 1b).

1.2.3. Alinhamento ao genoma de referéncia

Estando as reads processadas, o proximo passo ¢ mapea-las contra um genoma de
referéncia. A maior parte dos programas de alinhamento disponiveis usam um dentre os
seguintes algoritmos de mapeamento: baseado em Aash ou na transformagdo de Burrows-
Wheeler (BWT). Estes algoritmos irdo construir um arquivo de alinhamento com base
nos dados de single-end e em uma analise seguinte utilizardo os dados de paired-end para

refinar os alinhamentos gerados.

Para fazer o alinhamento pode ser utilizado o BWA (Li & Durbin, 2009), o qual
utiliza um algoritmo do tipo BWT, que tem como principal vantagem o menor consumo
de memoria. O BWA ¢ um pacote de softwares, que consiste em trés algoritmos, que sao
chamados por diferentes comandos: aln/samse/sampe para 0 BWA-backtrack, bwasw

para 0 BWA-SW e men para o BWA-MEM.

Antes de realizar o alinhamento, porém, é preciso indexar o genoma de referéncia
por meio do indice FM (Ferragina, Manzini, Veli, & Navarro, 2004). Neste caso,
utilizamos um genoma ja indexado (Homo sapiens, UCSC, hgl9), disponibilizado pela

Illumina através do iGenomes em: https://support.illumina.com/sequencing/

sequencing_software/igenome.html. Pode-se também indexar localmente o genoma de

interesse por meio de ferramentas especificas. Para tanto, ¢ necessario gerar trés
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diferentes arquivos, arquivo indice, arquivo fasta indice e um dicionario de sequéncia, os
quais podem ser obtidos por meio dos programas BWA, Samtools e Picard,

respectivamente.

O algoritmo utilizado para realizar o alinhamento ¢ o BWA-MEM em fungdo da
sua especificidade para sequéncias com tamanho entre 70 € 1Mb e por ser mais rapido e

acurado que o BWA-SW. A seguinte linha de comando deve ser utilizada (Tabela 2):

bwa mem -t 6 -R

"\@\R\G\\tID:sampleID\tLB:sampleLB\tSM:tag\tPL:illumina\tPU:samp
leP' /path/to/reference/hgl9.fa

sample.trimmed.rl.fastg sample.trimmed.r2.fastqg

> mapped.sample.sam

Tabela 2: Descrigdo dos componentes da linha de comando executada no BWA.

Comandos utilizados no BWA Funcido do comando executado

-t number of threads (nimero de processos com
um enderego/espaco compartilhado no Linux).

-R indica que o pardmetro a seguir se refere a linha
do cabegalho de determinado grupo de reads.

\t comando convertido em TAB no output SAM, a
fim de separar adequadamente os campos.

\@\R\G\\ identifica o cabecalho de cada grupo de reads.
Permite ainda que o arquivo BAM possa ser lido
pelo GATK.

ID identifica a qual grupo de reads cada read

pertence. O ID permite que ao invés de ter que
lidar com multiplos grupos de dados, se passe a
lidar com apenas um. Assim, a informagao sobre
o grupo de reads permite a identificagdo dos
dados de diferentes experimentos, ainda que eles
estejam combinados em um arquivo tinico. Cada
linha @RG deve conter um ID Unico. Logo,
todas as reads de um mesmo grupo sdo
consideradas como parte da mesma corrida de
sequenciamento e indicam a linha que ocupam
nessa corrida. Por exemplo: ID: FLOWCELLI.

LANE2.
LB identificador da biblioteca de DNA.
SM nome da amostra sequenciada em determinado

grupo de reads. Todo dado que tiver um mesmo
valor SM sera tratado como pertencendo a uma
mesma amostra.
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Continuacio Tabela 2: Descrigdo dos componentes da linha de comando executada no BWA.

Comandos utilizados no BWA Funcio do comando executado

PL identifica a plataforma de sequenciamento
utilizada.

PU denominagdo alternativa do grupo de reads.

Mantém a informagdo sobre a linha onde a
amostra se encontra na flow cell. Essa
designacdo ndo ¢é exigida pelo GATK, mas
prevalece sobre o ID caso seja executada uma
recalibrac@o de base.

/path/to/reference/hg19.fa identifica o caminho a ser seguido para consulta
ao genoma de referéncia

sample.trimmed.r1.fastq input para o mapeamento, contendo a primeira
read do par

sample.trimmed.r2.fastq input para o mapeamento, contendo a segunda
read do par

> mapped.sample.sam indica o redirecionamento do resultado do

mapeamento para o arquivo SAM especificado.

Como output do comando acima é gerado um arquivo SAM (*.sam). Porém, uma
vez que os arquivos SAM sdo arquivos de texto que ocupam muito espago no disco rigido,
¢ para que as informagdes sobre mapeamento pudessem ser visualizadas, esse arquivo

pode ser convertido para o formato BAM (*.bam).

1.2.3.1. SAM

O formato SAM (Sequencing Alignment/Map) (Li et al., 2009) é um arquivo
baseado em texto, utilizado como output por diversos programas de alinhamento. Cada
linha no arquivo SAM armazena informagdes sobre uma read mapeada contra um genoma

de referéncia.

Arquivos SAM possuem uma se¢do com o cabegalho (que € opcional) e uma segdo
de alinhamento. As linhas no cabegalho iniciam com “@” seguido por um codigo de duas
letras. Por sua vez, cada read alinhada a referéncia é representada em uma linha da se¢éo

de alinhamento.

Podem estar presentes ainda linhas opcionais com marcagdes predefinidas (The

SAM/BAM Format Specification Working Group, Sequence Alignment/Map Format
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Specification, 2015, http://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf). Algumas destas

marcacdes sdo geradas pelo BWA (aquelas comegando com “X”).

1.2.3.2. BAM

O formato BAM (Binary Alignment/Map) é a versdo binaria compactada de um
arquivo SAM, indexavel e amplamente utilizado para representar as sequéncias apos o
alinhamento. A compactag@o em blocos (chamada BGZF) de um arquivo BAM permite
além da diminuicdo do espago de armazenamento o carregamento parcial do arquivo, o
que ¢ bastante utilizado em programas de visualizagdo como o IGV ou o UCSC Genome

Browser.

A conversdo do arquivo SAM em BAM gera um arquivo com as mesmas
informagdes e pode ser realizada através do  programa  SAMtools

(http://samtools.sourceforge.net/), o qual fornece diversas ferramentas para manipulagio

desses arquivos.

Para visualizar o arquivo BAM e permitir sua utilizagdo pelos sofiwares de
determinagdo de variantes, € preciso ordenar os alinhamentos de acordo com a posi¢do
gendmica. O comando a seguir € utilizado para realizar a conversdo de SAM em BAM e

a ordenagdo do arquivo BAM:

samtools sort mapped.sample.sam sorted.mapped.sample.bam

O nome do arquivo gerado pelo comando seguiu o formato a seguir, onde PIG0001
representa 0 nome da amostra e sorted indica que o arquivo BAM gerado se encontra

ordenado:

PIGO001l.sorted.bam

Arquivos BAM armazenam as mesmas informagdes que um arquivo SAM e
possuem uma se¢@o de cabegalho, que contém informagdes gerais sobre o arquivo como

nome, tamanho da amostra, método de alinhamento utilizado ¢ uma se¢do com o
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alinhamento propriamente dito contendo nome, sequéncia e qualidade da read, além de

marcagdes personalizadas.

Os arquivos BAM devem ainda ser indexados, permitindo uma pesquisa rapida
no arquivo ordenado. Um indice de correspondéncia do arquivo BAM em questdo em
relagdo as coordenadas de referéncia sera identificado pela terminagdo (*.bam.bai). O

comando a seguir permitiu gerar um arquivo indexado:

samtools index sorted.mapped.sample.bam

O output do comando acima pode ser nomeado como a seguir:

PIGO00Ol.sorted.bam.bai

Uma vez ordenados e indexados, os arquivos BAM puderam ser visualizados
através de um visualizador externo. Neste trabalho utilizamos o Integrative Genomics
Viewer (IGV) 2.3.67, um programa em java disponibilizado pelo Broad Institute
(Robinson et al., 2011; Thorvaldsdottir, Robinson, & Mesirov, 2013).

1.3. Anailise terciaria
1.3.1. Determinacao de variantes

Em um projeto de sequenciamento, o passo seguinte a0 mapeamento ¢é a detec¢io
das diferencas entre as regides gendmicas sequenciadas e o genoma de referéncia
(determinagdo de variantes). Um programa amplamente utilizado para analise dos dados
de NGS ¢ o Genome Analysis Toolkit (GATK) v.3.5, disponibilizado pelo Broad Institute
(DePristo et al., 2011; McKenna et al., 2010; Van der Auwera et al., 2013).

O programa apresenta uma estrutura modular e ¢ dividido em diversas analises, as
quais sdo reunidas junto a um framework em um arquivo java (*.jar). Para ter acesso a

lista de analises disponiveis € utilizado o comando:
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java -jar GenomeAnalysisTK.jar

Ja para realizar uma analise especifica € utilizado o comando:

java -jar GenomeAnalysisTK.Jjar -T <analysis> <arguments*>

Para realizar a determinagdo de SNPs e indels as ferramentas HaplotypeCaller com o
parametro --emitRefConfidence GVCF e UnifiedGenotyper do GATK podem ser
utilizadas. O HaplotypeCaller considera simultaneamente todas as amostras a serem
analisadas e, ao encontrar uma regido apresentando sinais de variagdo (regido ativa), o
programa descarta o mapeamento preexistente e realiza uma remontagem das reads
naquela regido. O programa realinha entdo cada sequéncia contra a sequéncia de

referéncia com o objetivo de identificar potenciais sitios de variagao.

Comparado ao UnifiedGenotyper, o HaplotypeCaller possibilita a nomeagio de
SNPs e indels de forma simultanea. Isso permite que o HaplotypeCaller seja mais preciso
quando lidando com regides reconhecidamente problematicas, como por exemplo, onde
sdo encontrados diferentes tipos de variagdes proximas umas das outras (Van der Auwera

etal., 2013).

Por outro lado, o UnifiedGenotyper possui filtros menos restringentes que
possibilitam encontrar variantes com frequéncias populacionais mais baixas,
principalmente em dareas de baixa cobertura, como singletons e alelos raros em
polimorfismos multialélicos. Porém, essa caracteristica pode resultar em uma taxa alta de
falsos positivos. Além disso, essa ferramenta faz a leitura das sequéncias ponto a ponto,
ndo sendo aplicavel a identificacéo de indels. Por essas e outras razdes, o proprio site do
GATK descontinuou as atualizacdes e aposentou a ferramenta UnifiedGenotyper

recomendando o uso do HaplotypeCaller em seu lugar.

Devido a utilizagdo do pardmetro --emitRefConfidence GVCEF, ¢ gerado para cada
amostra separadamente um arquivo gVCF (do inglés, genomic variant calling format),
onde estdo dispostas um registro para cada posi¢do (ou intervalo de interesse)
independentemente de uma variante ser detectada naquele sitio ou ndo. O uso do gVCF ¢

importante pois permite a adi¢do de outros conjuntos de amostra, caso necessite realizar
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uma analise conjunta. Desta forma, pode-se adicionar os arquivos gVCFs de diferentes
coortes e realizar a analise de chamada de variantes simultaneamente nestes conjuntos de

amostra, aumentando a acuracia nesta determinagao.

As seguintes linhas de comando sdo utilizadas para realizar a nominagdo das

variantes (Tabela 3):

HaplotypeCaller:

java -jar GenomeAnalysisTK.Jjar \
-R reference.fasta \
-T HaplotypeCaller \
-TI listofsamples.list \
-—emiteRefConfidence GVCF \
--dbsnp dbSNP.vcf \
-L targets.interval list \
-0 output.raw.snps.indels.g.vcf \
--dontUseSoftClippedBases \
-drf DuplicateRead

UnifiedGenotyper:

java -jar GenomeAnalysisTK.jar \
-T UnifiedGenotyper \
-R reference.fasta \
-I samplel.bam [-I sample2.bam ...] \
--dbsnp dbSNP.vcf \
-0 snps.raw.vcf \
-stand_call conf [50.0] \
-stand emit conf 10.0 \
[-L targets.interval list]

Tabela 3: Descrigdo dos componentes da linha de comando executada no GATK

Comandos utilizados no GATK Funcio do comando executado

-R indica o arquivo com o genoma de referéncia

-T indica qual ferramenta do GATK ser4 utilizada,
isto é, HaplotypeCaller ou UnifiedGenotyper

-1 indica arquivo de texto com lista de amostras
(formato BAM) a ser utilizado pelo GATK

--dbsnp indica arquivo (dbSNP.vcf) contendo a

identificag@o dos rs de cada ponto de variagdo
oficialmente descrito, a ser utilizada para
preenchimento da coluna ID do output

-stand_call conf ¢ o limiar minimo de confianga (na escala
Phred) utilizado para separar determinagdes de
genodtipo realizadas com maior e menor
confianga. Apenas determinagdes de gendtipo
emitidas com confianca > limiar minimo sdo
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consideradas. O valor default recomendado é
de 30

Continuaciio Tabela 3: Descrigdo dos componentes da linha de comando executada no GATK

Comandos utilizados no GATK

Funcio do comando executado

-stand_emit_conf

permite emitir determinagdes de genotipo com
baixa qualidade como resultados filtrados

--emitRefConfidence GVCF

indica a produgdo do arquivo g.vcf para o
HaplotypeCaller

-L direciona o GATK a restringir o processamento
dos dados aos intervalos genomicos
especificados em um arquivo
“targets.interval list”,  que indica o
cromossomo e as coordenadas das posigdes de
inicio e fim em relagdio ao genoma de
referéncia

-0 indica o output, que ¢ um arquivo VCF ou

gVCF (Variant Call Format) contendo os sitios
que o algoritmo (UnifiedGenotyper ou
HaplotypeCaller, respectivamente) identificou
como sendo varidveis

--dontUseSoftClippedBases

direciona o programa a ndo analisar bases soft
clipped (bases ndo alinhadas nas extremidades
das reads), o que diminui a determinagdo de
falso-positivos

desabilita a aplicacdo de filtros a analise
(DuplicateRead neste caso).

Apos gerar os arquivos g.vef para cada amostra um passo € realizado para

combinar os arquivos em um Unico arquivo vcf com a linha de comando:

java -jar GenomeAnalysisTK.jar \

-T GenotypeGVCFEs \

-R reference.fasta \
-I listofsamples.list \

-o cohort.g.vcf

Tabela 4: Descrigdo dos componentes da linha de comando executada no GATK

Comandos utilizados no GATK Funcio do comando executado

-R indica o arquivo com o genoma de referéncia

-T indica qual ferramenta do GATK sera utilizada,
isto é, GenotypeGVCF's

-1 indica arquivo de texto com lista de amostras
(formato BAM) a ser utilizado pelo GATK

-0 indica o output, que é um arquivo gVCF
(Variant Call Format) contendo os sitios que o
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algoritmo (HaplotypeCaller) identificou como
sendo varidveis

1.3.1.1. VCF

O VCF ¢ um formato de arquivo que contém informagdes sobre variantes
encontradas em posi¢des especificas em relagdo a um genoma de referéncia. O arquivo
VCF possui um cabegalho, bastante util, uma vez que contém uma descri¢do para os

campos contidos no arquivo (Tabela 5):

Tabela 5: Descrigdo dos componentes da segao de cabegalho de um arquivo VCF

Informacoes presentes no cabecalho Descri¢cio das abreviaces apresentadas

Fileformat versdo do formato de arquivo e a versdo do
variant caller utilizado

FILTER identifica quais filtros sdo aplicados aos dados

FORMAT e INFO essas linhas definem as anotagdes contidas nas
colunas correspondentes a essas informagdes
no arquivo VCF

GATKCommandLine contém a linha de comando utilizada pelo

GATK para realizar a genotipagem das
amostras. Essa linha de comando especifica
todos os parametros utilizados pelo variant
caller, incluindo os nomes do arquivo com o
genoma de referéncia e do arquivo BAM

Contig lines e Reference contém informagdes como os nomes dos
fragmentos, tamanho e genoma de referéncia
que ¢ utilizado como input para gerar o arquivo
BAM

Além do cabegalho, um arquivo VCF contém as linhas com os dados das amostras,
onde estdo contidas em cada linha informagdes sobre uma tnica variante. As linhas com
os dados sdo listadas seguindo o designado no cabegalho do arquivo VCF. As oito
primeiras colunas do arquivo (até INFO) representam as propriedades observadas dos
sitios variantes (ou invariantes). Informagdes especificas a amostra sdo apresentadas na

coluna FORMAT e nas seguintes.

As nove primeiras colunas sdo necessarias para o formato VCF, ainda que possam

estar vazias. As informagodes contidas em cada coluna estdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6: Descri¢cdo dos componentes do corpo de um arquivo VCF
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Informacdes presentes no corpo do
arquivo

Descri¢io das abreviacdes apresentadas

CHROM e POS

contém as coordenadas gendmicas nas quais as
variantes ocorrem

ID

campo opcional, cujo contetido se baseia nas
informagdes contidas em um banco de dados
de referéncia como o dbSNP

REF e ALT

identificam o alelo referéncia e alternativo(s)
observado(s) na(s) amostra(s). No caso de
inser¢des, o alelo ALT fornece a sequéncia
inserida, bem como a base anterior a insergao.
Para delegdes, o alelo ALT ¢é representado pela
base anterior a delegdo

QUAL

¢ a probabilidade de que um polimorfismo
(REF/ALT) exista de fato neste local indicado.
No entanto, por ser este valor dependente da
quantidade de dados analisada ele ndo
representa uma medida util para avaliagdo da
qualidade de determinacdo de uma variante

FILTER

esse campo contém os filtros aplicados aos
dados analisados. Se a variante passou pelos
filtros aplicados o valor indicado ¢ PASS. Caso
nenhum filtro tenha sido aplicado sera

@

indicado “.

INFO

informacdes descrevendo cada variante

DB

associado ao dbSNP

H3

associado ao HapMap3

VALIDATED

validado por experimentos continuos

NA

numero total de alelos nos genodtipos
identificados

AC

contagem alélica dentre os gendtipos do alelo
ALT, na mesma ordem em que listados

SVTYPE

tipo de variante estrutural (DEL para delegao,
DUP para duplicacdo, INV para inversao)

END

posicéo final ocupada pela variante

IMPRECISE

indica que a posi¢do ocupada pela variante ndo
¢ precisa

CIPOS/CIEND

intervalo de confianga em torno da posigdo e
posi¢do final para variantes localizadas com
baixa precisdo

FORMAT

fornece a ordem das informagdes contidas nas
colunas seguintes (amostras):

GT

indica o gendtipo da amostra em cada sitio. Em
diploides, sdo indicados os dois alelos de cada
individuo, sendo “0” indicativo do alelo
referéncia e “1” do alelo alternativo. O
separador (/) indica que os genodtipos ndo estio
faseados e (]) indica gendtipos em fase

AD

representa o numero de reads que da suporte a
cada um dos alelos (alternativo e/ou
referéncia) reportados

DP

indica o nimero total de reads que representam
o0 genotipo reportado
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GQ indica qual a confianga (escala Phred) da
determinagdo de genotipo realizada. Valores
muito baixos sdo indicativos de pouca
confianga no gendtipo identificado

PL ¢ a probabilidade normalizada dos genotipos
possiveis ou a probabilidade de o gendtipo ndo
estar correto. Assim, quanto menor o valor
apresentado aqui, melhor

HP identificadores de hapldtipos eventualmente
determinados pelo ReadBackedPhasing

PQ qualidade de faseamento de haplétipos
eventualmente determinados pelo
ReadBackedPhasing

1.3.2. Remocio de gendtipos de baixa qualidade

Alguns dos genoétipos considerados pelo HaplotypeCaller e UnifiedGenotyper
podem ndo ser verdadeiros, principalmente quando a genotipagem se refere a um
segmento com baixa cobertura de sequenciamento ou quando, no caso de genotipos

heterozigotos, um dos alelos ¢ pouco representado.

Visando diminuir a taxa de falso-positivos, genotipos de baixa cobertura sdo
interrogados, tomando como input o arquivo VCF obtido pelo HaplotypeCaller e

UnifiedGenotyper.

Neste processo, o arquivo VCF ¢ tratado pela ferramenta VCFx (versdo 1.0)
(Castelli et al., 2015), disponivel em http://www.castelli-lab.net/apps/apps_vcfx.php, que

interroga alelos segundo as regras:

e Para gendtipos homozigotos inferidos em segmentos cobertos por oito ou menos
reads, ¢ introduzido um alelo interrogado (vefx alpha = 8). A definigdo final desse

tipo de gendtipo (homozigoto ou heterozigoto) sera inferida posteriormente.

e Genotipos heterozigotos em que um dos alelos estd altamente subrepresentado
(proporg¢do de reads igual ou menor que 1%), sdo considerados homozigotos para
o alelo mais representado (vcfx beta = 0.01). Esse procedimento minimiza a
influéncia de reads mapeadas incorretamente e da alta taxa de erros de
sequenciamento geralmente introduzidos em dados de NGS. Essa correcdo so6

pode ser aplicada em situagdes de alta cobertura (100 ou mais reads).

e Para gendtipos heterozigotos em que um dos alelos estd relativamente

subrepresentado (proporg¢do de reads entre 1% e 20%), um alelo interrogado é
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introduzido representando o alelo subrepresentado (vefx delta = 0.20). A defini¢do
final desse tipo de gendtipo (homozigoto ou heterozigoto) serd inferida

posteriormente.

e Para genotipos heterozigotos inferidos com no méaximo cinco reads em que um
dos alelos esta subrepresentado (Proporgdo de reads ente 20% e 40%), um alelo
interrogado ¢ inserido representando o alelo subrepresentado. No entanto, quando
os dois alelos tém a mesma representatividade, ambos sdo considerados
interrogados (vefx gamma = 0.50). A defini¢do final desse tipo de gendtipo

(homozigoto ou heterozigoto) sera inferida posteriormente.

A linha de comando utilizada no VCFx ¢ indicada a seguir:

vcfx checkpl input=input.vcf output=output.vcft

Apos a andlise pelo VCFx, se forem realizadas analises por ambas as ferramentas
(HaplotypeCaller e UnifiedGenotyper) as variantes que apresentaram genotipos distintos
nos dois arquivos VCF obtidos através do HaplotypeCaller e UnifiedGenotyper, sdo
analisadas manualmente para (a) verificar qual dos dois algoritmos fez a identificagdo
correta do genotipo e (b) nos casos de genodtipos interrogados por somente um dos
algoritmos, para resolver variantes que sdo interrogadas por conta do numero de reads
consideradas pelos algoritmos, principalmente no caso do HaplotypeCaller que, devido
aos filtros extremamente rigorosos, acaba descartando um nimero consideravel de reads
de suas analises. Para isso, é preciso analisar os arquivos BAM das amostras nos pontos
interrogados. Como descrito anteriormente, o programa IGV pode ser utilizado para a
visualizacdo, avaliagdo de qualidade e contagem das reads alternativas que cobrem
determinada posi¢do. Considerando somente as bases chamadas com qualidade minima
Q30 em reads mapeadas com qualidade minima Q30, as regras empregadas pelo VCFx
sdo novamente aplicadas, agora manualmente para determinar se essas variantes

continuariam interrogadas ou se seriam resolvidas.

Apos essa etapa de maturagdo do arquivo, as informagdes contidas nos dois
arquivos s3o unidas em um uUnico arquivo VCF (VCF consenso) que ¢ utilizado nas

analises posteriores.
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Apos a analise pelo VCFx, se apenas a ferramenta HaplotypeCaller com o
parametro --emitRefConfidence GVCF foi utilizada, os pontos de variagdo interrogados
das amostras devem ser visualizados no programa IGV. E preciso analisar os arquivos
BAMs destas amostras para avaliar a qualidade e contagem de reads alternativas que
cobrem determinada posi¢do (interrogada pelo programa VCFx). Isto porque o
HaplotypeCaller aplica filtros extremamente rigorosos, descartando um nimero
consideravel de reads para suas analises. Portanto, analisar ponto a ponto os arquivos
BAM muitas vezes pode auxiliar na compreensdo do porqué as variantes foram

interrogadas pelo programa VCFx.

Apos a maturagdo manual o arquivo VCF ¢ atualizado manualmente nas posi¢des

onde houveram alelos interrogados reavaliados e resolvidos.
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Anexo D -Resultado do Sequenciamento de Nova Geracao: Pré e Pos filtros de qualidade

Os resultados apresentados aqui derivam da Dissertacao de Mestrado intitulada
“Avaliacdo da variabilidade genética do gene MITF e suas associacdes com fenotipos de

pigmentacao em amostra da populacao brasileira” (Marcorin, 2017).

O sequenciamento de nova geracao totalizou cinco ensaios para as 340 amostras,
sendo que algumas amostras que apresentaram baixa cobertura de reads quando

sequenciadas pela primeira vez, foram re-sequenciadas.

E comum no ensaio de sequenciamento MiSeq da Illumina que haja uma queda na
qualidade das bases incorporadas nos ultimos ciclos, principalmente em amplicons maiores
que o total de ciclos de sequenciamento (301) (Yang et al., 2013; Erlich et al., 2008). Porém,
as reads foram processadas a fim de remover os adaptadores presentes em suas
extremidades. Além disso, o software cutadapt remove integralmente as reads que nao
foram trimadas (que nédo possuiam identificacdo, como adaptadores e indices). Como
mostrado na Tabela 1, a porcao restante das reads possui uma qualidade média mais alta
que das bases das reads nos dados brutos, e a quantidade de reads descartadas

corresponde a menos de 5% do total.

Tabela 1 - Distribuicdo de reads de acordo com a qualidade média das bases que as compdem, pré e
pos trimagem dos adaptadores paired-end da Illumina. Os dados representando cada sequenciamento
séo, respectivamente, das amostras PIGO001, PIGO100, PIG0261, PIG0O307 e PIG0O341, as quais foram
tomadas aleatoriamente. Dados obtidos com FastQC (Andrews, 2010).

PHRED score
<20 20<x< 30 > 30

1° sequenciamento pré trimagem 26.003 (3,4%) 407.581 (54,7%) 311.031 (41,7%)

n=48 pos trimagem 5.600 (0,7%) 49.156 (6,8%) 658.521 (92,3%)
2° sequenciamento pré trimagem 12.491 (3,9%) 187.314 (58,6%) 119.417 (37,4%)
n=96 pos trimagem 6.656 (2,1%) 16.611 (5,3%) 288.331 (92,5%)
3° sequenciamento pré trimagem 1.849 (0,9%) 64.931 (31,9%) 136.377 (67,1%)
n=87 pos trimagem 1.483 (0,7%) 8.047 (4,0%) 190.555 (95,2%)
4° sequenciamento pré trimagem 2.439 (0,7%) 163.240 (52,1%) 147.425 (47,0%)
n=80 pos trimagem 1.000 (0,3%) 16.877 (5,5%) 286.369 (94,1%)
5° sequenciamento pré trimagem 4.628 (1,1%) 154.957 (38,1%) 246.567 (60,7%)
n=61 pos trimagem 1.723 (0,4%) 27.111 (6,7%) 372.679 (92,8%)

Apoés a trimagem, as reads foram mapeadas a um genoma humano de referéncia
(hgl19). Como mostrado na Tabela 2, os cinco ensaios tiveram em torno de 89% das reads

mapeadas com qualidade minima Q30 (probabilidade de erro de 1 em 1000).
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Tabela 2 - Qualidade de mapeamento ao genoma de referéncia. Os dados representando cada
sequenciamento (lote) sdo, respectivamente, das amostras PIGO001, PIG0O100, PIG0261, PIGO307 e
PIG0341, as quais foram tomadas aleatoriamente. Dados obtidos com SAMStat (Lassmann et al,
2011).

PHRED score 1° lote (n=48) 2° lote (n=96) 3° lote (n=87) 4° lote (n=80) 5° lote (n=61)

>= 30 1.270.414 (88,8%) 546.220 (87,5%) 356.713 (88,0%) 569.837 (90,7%) 745.211 (91,9%)
20 < x < 30 5.721 (0,4%) 2.318 (0,4%) 1.498 (0,4%) 2.234 (0,4%) 3.615 (0,4%)
10 < x < 20 3.512 (0,2%) 1.441 (0,2%) 1.457 (0,4%) 955 (0,2%) 1.365 (0,2%)
3<x<10 3.167 (0,2%) 1.960 (0,3%) 1.775 (0,4%) 1.062 (0,2%) 1.437 (0,2%)
<3 434 (0%) 197 (0%) 358 (0,1%) 296 (0%) 497 (0,1%)
Niao mapeadas 147.241 (10,3%) 72.271 (11,6%) 43.615 (10,8%) 53.561 (8,5%) 58.992 (7,3%)

Total 1.430.489 (100%) 624.407 (100%) 405.416 (100%) 627.945 (100%) 811.117 00%)




Manuscrito 180

MANUSCRITO

Requisito regimental da P6s-Graduacdo da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto
— USP determina que seja encaminhado juntamente com a Tese ao menos um manuscrito
derivado dos dados do trabalho. Assim, é apresentada a seguir a versdo de um manuscrito

que atende a exigéncia citada.

VARIANTES DOS GENES OCA2 E HERC2 ASSOCIADAS COM A COR DOS OLHOS
E ESTRUTURAS SECUNDARIAS PRESENTES NA iRIS EM AMOSTRA DA POPULACAO
BRASILEIRA

Guilherme Debortoli', Esteban J. Parra®, Leticia Marcorin', Alison Luis Eburneo
Pereira!, Nadia Carolina de Aguiar Fracasso', Maria Luiza Guimaraes de Oliveira', Juliana
Doblas Massaro®, Eduardo Anténio Donadi®, Aguinaldo Luiz Simoes', Erick da Cruz Castelli’,

Celso Teixeira Mendes-Junior®.

! Departamento de Genética, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao
Paulo, 14049-900, Ribeirao Preto - SP, Brasil.

> Department of Anthropology, University of Toronto Mississauga, Mississauga, Ontario
L5L1C6, Canada

3 Departamento de Clinica Médica, Divisao de Imunologia Clinica, Faculdade de Medicina de
Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, 14049-900, Ribeirao Preto - SP, Brasil.

* Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina, Universidade Estadual Paulista,
18618-687, Botucatu - SP, Brasil.

° Departamento de Quimica, Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, 14040-901, Ribeirao Preto - SP, Brasil.

* Corresponding author. Tel.: +55-16-3315-0417.

E-mail address: ctmendes@ffclrp.usp.br (C. T. Mendes-Junior)

Conflitos de interesse:

Os autores declaram nao haver conflitos de interesse.



Manuscrito 181

RESUMO

A pigmentacao humana é um traco fenotipico complexo, com mais de 170 genes associados
a via de biossintese da melanogénese. Dentre estes, os genes OCA2 e HERC2 sao
considerados os principais genes associados a variacao normal da pigmentacdao dos olhos
em humanos. Foi realizado no presente trabalho o sequenciamento de nova geracao das
regides regulatérias e codificadoras destes dois genes, associando polimorfismos genéticos
com a cor dos olhos através de medidas qualitativas e quantitativas por meio de fotografias,
e também quanto a presenca de estruturas secundarias na iris em 340 individuos de uma
populacdo miscigenada do estado de Sao Paulo-SP, Brasil. Onze polimorfismos foram
associados a um ou mais fenétipos de cor dos olhos quando avaliados em variaveis
categoricas, quantitativas e estruturas secundarias presentes na iris. O polimorfismo
rs12913832 do gene HERC?2 foi o que mais mostrou-se associado em diferentes fenoétipos,
tendo o seu alelo “G” associado a olhos azuis/verdes. Adicionalmente, este polimorfismo foi
pela primeira vez, até onde sabemos, associado com estruturas secundarias presente na
iris, como nodulos de Wolfflin, sulcos de contracdo e pontos de pigmentacdo na iris (p =
1,0x10™, p = 5,0x10*%, e p = 0,0013, respectivamente). Outros polimorfismos também foram
associados a cor dos olhos. O polimorfismo rs58358300 do gene HERC?2 foi associado a
pigmentacdo da esclera (p = 1,0x10"), até entdo ainda ndo reportado. Neste trabalho,
evidenciamos a associacdo de polimorfismos ainda nao reportados na literatura com
algumas caracteristicas de pigmentacdo, o que reforca a necessidade de estudos em
populacoes altamente miscigenadas como a brasileira, a qual apresenta condi¢cdes propicias
para a identificacao de novos sitios de variacdo que possam ter um efeito funcional em

genes de pigmentacao.

Palavras-chave: HERC2; OCA2; pigmentacao; cor dos olhos; populacdo brasileira;

polimorfismos.

INTRODUCAO

A pigmentacdo dos olhos esta entre os exemplos mais visiveis da variacdo fenotipica

humana !

. A pigmentacdo humana é atribuida ao numero, tipo e distribuicdo celular dos
melanossomos, que sdo compartimentos subcelulares produzidos pelos melanoécitos, e que
sintetizam e armazenam a melanina (biopolimero que atua na absorcao de luz).

O principal fator que explica a diversidade de pigmentacao dos olhos é o tipo e a quantidade
de melanina presente na iris. Estudos indicam que olhos claros possuem uma menor
concentracdo de melanina quando comparados a olhos com coloragdes mais escuras 3.
Apesar da melanina contribuir majoritariamente na explicacdo da pigmentacao da iris,
outros fatores que podem contribuir na diversidade de cores de olhos sao a distribuicdo dos
melanossomos na iris e a presenca ou auséncia de estruturas secundarias na iris, que

podem ser definidas como diferentes texturas presentes na superficie da mesma. Estas
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estruturas, assim como a cor da iris, possuem uma diversidade quanto a sua distribuicao e
quantidade.

De acordo com Larson e Pedersen (2004), a cor dos olhos é uma caracteristica fenotipica
com cerca de 98% de herdabilidade, o que significa que a maior parte da diversidade
fenotipica existente pode ser explicada por variacdes genéticas.

Diferentes grupos de pesquisa apontam que a grande maioria da diversidade de
pigmentacao dos olhos é atribuida a um unico locus localizado no intron 86 do gene HERC2
+6. Este polimorfismo conhecido como rs12913832A>G é tido como o principal marcador
capaz de explicar majoritariamente a variacdo de cor existente entre olhos azuis e
castanhos. O alelo “A” possui uma frequéncia elevada em populacdes com ancestralidade
diferentes da europeia, enquanto que o alelo “G” é frequentemente encontrado em
populacoes europeias. Tradicionalmente, acredita-se que este polimorfismo atue sob um
modelo de heranca dominante/recessiva, de forma que, individuos homozigotos para o alelo
“A” e heterozigotos “AG” apresentam olhos castanhos, enquanto que individuos homozigotos
para o alelo “G” apresentam olhos azuis.

Entre as estruturas presentes na superficie da iris, cinco podem ser citadas: (1) as criptas
de Fuchs, (2) os nédulos de Wolfflin, (3) pontos de pigmentacédo na iris, (4) sulcos de
contracdo e (5) melanose conjuntival (também conhecida como pigmentacado na esclera).
Criptas de Fuchs sdo lacunas em forma de diamante que surgem durante o
desenvolvimento do olho por reabsorcdo da membrana pupilar 7. Nodulos de Wolfflin
consistem em pequenos agrupamentos de colageno atrofiados que se acumulam na parte
mais externa da zona ciliar. Sulcos de contracdo representam anéis descontinuos que se
estendem ao redor da parte mais externa da zona ciliar, e pontos de pigmentacao na iris e
pigmentacdo na esclera sao pequenas regides de hiper-pigmentacao devido ao actumulo de
melanina. Até o momento, trés grupos de pesquisa tém voltado seus esforcos para
identificar variantes genéticas que possam estar ligadas ao aparecimento destas estruturas

810 sendo que muitas das variantes associadas aparentemente sido diferentes daquelas

associadas a pigmentacao dos olhos °

. Alguns polimorfismos associados a estruturas
secundarias podem ser citados, como o SEMA3A (do inglés, Semaphorin 3A) e seu
polimorfismo rs10235789 fortemente associado a criptas de Fuchs, o qual explica 1,5% da
variabilidade observada nesta caracteristica; TRAF3IP1 (do inglés, TRAF3 Interacting Protein
1) e o polimorfismo rs3739070, cuja associacdo com sulcos de contracao representa 1,7%
da variabilidade para esta caracteristica ®°; HERCI (do inglés, HECT And RLD Domain
Containing E3 Ubiquitin Protein Ligase Family Member 1) rs11630290, associado com pontos
de pigmentacéo na iris °; DSCR9 (do inglés, Down Syndrome Critical Region 9) rs7277820, o
qual supostamente pode modular a cor dos olhos controlando a presenca e a quantidade de
nédulos de Wolfflin na iris °.

Ademais, é importante ressaltar que estudos envolvendo tanto a variacdo normal da cor dos
olhos como a caracterizacdo genética de polimorfismos associados ao aparecimento de
estruturas secundarias presentes na iris ndo foram extensivamente estudas em populacoes

altamente miscigenadas, principalmente aquelas pertencentes ao continente sul-americano.
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MATERIAL E METODOS

Coleta de amostra e aspectos éticos

Foram coletadas amostras 340 individuos voluntarios amostrados junto ao Hemocentro de
Ribeirao Preto — SP. O presente estudo foi aprovado em seus aspectos éticos pelo Comité de
Etica em Pesquisa da FFCLRP-USP, de acordo com o Processo CEP-FFCLRP CAAE n.°
25696413.7.0000.5407. Cada individuo participante assinou um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) permitindo o uso de seu material biolégico (10 mL de sangue
periférico, mantido em tubo Vacutainer® com anticoagulante EDTA) para estudo.
Questionarios foram aplicados a cada um dos participantes da pesquisa para obtencéo de
informacdes a respeito dos fenétipos de pigmentacdo e ancestralidade. Os participantes,
composto por individuos de ambos os sexos, com idade variando de 18 e 70 anos, foram
classificados em grupos de acordo com a cor dos olhos. As classificacdes foram realizadas
por dois membros do Laboratérios de Pesquisas Forenses e Genoéomicas (LPFG) de forma
independente para que ndo houvesse influéncia sobre as respostas, seguida por dialogo
para alcancar uma definicdo consensual. Desta forma, a classificacdo fenotipica foi

estabelecida pela heteroclassificacao.

Caracterizacao dos fenotipos qualitativos e quantitativos

A cor dos olhos caracterizada e dividida de acordo com categorias criadas em nosso
laboratério. Estas classificacoes foram elaboradas a partir de diferentes classificacdes, uma
vez que nao ha um consenso quanto a classificacao destes fenétipos na literatura. Portanto,
as categorias para classificacdo da cor dos olhos foram (1) azul, (2) verde, (3) mel, (4)
castanho claro e (5) castanho escuro. Imagens fotograficas de ambas as iris foram coletadas
de modo que estas nao permitissem a identificacdo do doador. Para tal, foi utilizada uma
maquina fotografica Canon Powershot SX510 HS com abertura, shutterspeed e ISO fixados
para f = 3,4, 1/10 e 100, respectivamente, tendo sido utilizada uma distancia média de 7
cm entre a camera e o individuo para obtencao das imagens fotograficas. As imagens foram
utilizadas para compor um banco de dados, a fim de tornar mais objetiva a classificacdo de
cor dos olhos e identificacdo de estruturas secundarias presentes na iris. Sempre que
possivel, a coleta foi realizada no mesmo local, de modo a tentar minimizar efeitos externos
que pudessem interferir na qualidade das fotos. O controle e cuidado com o local e a
iluminacdo foram primordialmente importantes para as fotografias das iris do individuos
coletados. Isto porque as imagens fotograficas das iris foram utilizadas para realizar
analises quantitativas da cor do olho. A pigmentacao da iris foi avaliada quantitativamente
usando um programa personalizado, projetado para extrair digitalmente tanto a pupila
quanto a esclera e reter apenas a iris. O programa recorta uma fatia da iris em um angulo
de 60° da regido ciliar e da regiao pupilar oposta ao ponto lacrimal do olho, e realiza uma
mensuracao da cor média dos olhos nas coordenadas do CIELAB. Informacbes detalhadas
sobre este programa foram descritas em 8. Este programa ainda permite anotar a presenca
ou auséncia de estruturas secundarias presentes na iris. Estas analises foram realizadas

em 225 dos 340 individuos que compuseram a amostra, devido a algumas fotografias nao
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terem atingido um limiar minimo de qualidade para a analise. As iris foram analisadas por

um Unico pesquisador (G.D.).

Sequenciamento das regioes dos genes OCA2 e HERC2

As regides regulatorias e codificantes dos genes OCA2 e HERC2, além de outras regides
genomicas de interesse, como regides que incluem um conjunto de 34 AIMs (do inglés,
Ancestry Informative Markers) que compde o sistema 34-plex do consércio SNPforlD foi
incluido no ensaio ', foram selecionados através de um ensaio in silico usando a ferramenta
SureDesign (Agilent Technologies, Inc.). Para este ensaio o genoma de referéncia utilizado foi
0 hg19/GRCh37, que resultou em um conjunto de sondas capazes de capturar as regides de
interesse (~22.480 pb). E importante enfatizar que devido ao desenho das sondas, partes
limites dos introns que flanqueiam os éxons alvos também foram capturadas.
Adicionalmente, além destas regioes génicas analisadas no ensaio, um conjunto de 34 AIMs
que compde o sistema 34-plex do consércio SNPforlID foi incluido no ensaio '!, com a
finalidade de controlar possiveis associacdes espurias nos testes de associacdo genética.

O DNA foi extraido usando o protocolo Salting-Out 2. A qualidade das amostras foi avaliada
em termos de integridade, pureza e concentracdo por eletroforese em gel de agarose,
espectrofotometria NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Inc.) e ensaio fluorimétrico Qubit®
dsDNA BR (Thermo Fisher Scientific, Inc.), respectivamente. Todas as amostras foram
normalizadas para uma concentracao de 5 ng/pL para alcancar uma concentracao ideal de
DNA para a preparacao das bibliotecas de sequenciamento.

As bibliotecas de DNA foram preparadas utilizando o protocolo HaloPlex Target Enrichment
System (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA). Resumidamente, 200 ng de cada
amostra de DNA foram digeridos por oito pares diferentes de enzimas de restricdo. Os
fragmentos produzidos foram capturados utilizando sondas biotiniladas HaloPlex e os
indices de identificacdo de cada amostra foram introduzidos nesta etapa. Os fragmentos
capturados foram entdo amplificados por PCR no termociclador SureCycler 8800 (Agilent
Technologies, Inc.), de acordo com o protocolo do fabricante. Apos a amplificacdo, foram
utilizadas esferas magnéticas AMPure XP (Beckman Coulter, Beverly, MA) num passo final
de purificacdo. As bibliotecas de DNA foram ressuspensas em tampao Tris-HCI (pH 8,0) e
armazenadas a -20 para o posterior sequenciamento. A avaliacdo da qualidade das
bibliotecas foi verificada pelo 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Inc.), que, juntamente
com o fluorimetro Qubit® 2.0 (Thermo Fisher Scientific, Inc.), também foi empregado para a
quantificacdo de cada biblioteca. Um pool de bibliotecas, consistindo em até 96 amostras (4
nmol/L) foi entao diluido para 16 pM e inserido como entrada para sequenciamento usando

o kit MiSeq Reagent V3 (600 ciclos), no sequenciador MiSeq (lllumina, Inc.).

Processamento dos dados pés-sequenciamento

A trimagem foi realizada buscando pela sequéncia dos adaptadores paired-end utilizados no
sequenciamento, com o uso do cutadapt '*. Apds processamento das reads, estas foram
mapeadas contra um genoma de referéncia utilizando o algoritmo BWA-MEM !*. O genoma

de referéncia utilizado foi o Homo sapiens, UCSC, hg 19, disponibilizado pela Illumina
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(llumina, Inc). Os arquivos BAM (Binary Alignment/Map), foram ordenados e indexados,
com o emprego do programa SAMtools (http://samtools.sourceforge.net). A determinacéao
dos genétipos foi feita utilizando o programa GATK 3.7 (do inglés, Genome Analysis Toolkit)
no modo GVCF, aplicado para cada amostra separadamente. Apés a geracdo dos arquivos
separados para cada amostra, estes foram concatenados com o algoritmo GenotypeGVCFs
do GATK, e assim produzindo um VCF final para as analises posteriores '>'7. Estes mesmos
procedimento foram utilizados para gerar o arquivo VCF final incluidos no sistema 34-plex
do consércio SNPforID '

Andlises estatisticas

Marcadores informativos de ancestralidade

Os genotipos do SNPforlD 34-plex foram utilizados para estimar as contribuicdes de
ancestralidade nas amostras do presente estudo. A ancestralidade foi estimada pelo
programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000), definindo K = 3 e considerando a populacéo
do projeto 1000Genomes como referéncia. No total, 1.412 individuos do projeto
1000Genomes (fase 3) foram usados para representar as populacdes parentais em nossa
analise de ancestralidade: 404 europeus (TSI, FIN, GBR, IBS), 504 africanos (YRI, LWK,
GWD, MSL, ESN ) e 504 do leste asiatico (CHB, JPT, CHS, CDX, KHV). Como o projeto
1000Genomes nao inclui um grupo autoctone amerindio que poderia representar
adequadamente a ancestralidade dos nativos americanos em nossa analise, usamos o leste
asiatico como proxy para a populacdo parental nativa americana. Usando o modelo de
mistura, tanto a populacdo quanto os as estimativas de ancestralidade individuais de cada

populacao contribuinte (AFR, EAS e EUR) foram identificadas.

Analises de associacao genética

Salvo indicacdo contraria, todas as analises estatisticas foram conduzidas no programa
PLINK 1.9 '8, Foram calculadas as frequéncias alélicas, genotipicas, hetorozigosidade e
aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg. De modo a testar as associacoes com as
diferentes variaveis qualitativas para a cor dos olhos, e variaveis quantitativas para o espaco
de cor CIELAB, bem como estruturas secundarias presentes na iris, analises de regressao
logistica e linear ajustadas para ancestralidade, e assim controlando para possiveis efeitos
da estratificacdo populacional, foram realizadas. O ajuste para a ancestralidade foi realizado
adicionando-se como covariaveis no modelo de regressdo as estimativas de mistura
individual fornecidas apés as analises pelo programa STRUCTURE. Um modelo aditivo de
heranca para o alelo de menor frequéncia do polimorfismo analisado. Apo6s esta primeira
analise de regressdo, o polimorfismo que se mostrou mais associado, ou seja, com o menor
valor de p, foi condicionado no modelo de regressédo, sendo adicionado como uma covariavel
para testar se os outros polimorfismos que também foram associados exercem uma
associacao independente do polimorfismo condicionado. O teste de Kruskal-Wallis foi
utilizado para comparar as medianas do valor de L* a* e b* entre os grupos
heteroclassificados de acordo com a cor dos olhos. O teste de Wilcoxon foi empregado para

comparar as medianas das estimativas de ancestralidade europeia, africana e amerindia
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dentro dos grupos que apresentaram ou nao as diferentes estruturas secundarias na iris,

Os testes foram conduzido no ambiente estatistico R.

RESULTADOS

A amostra populacional de estudo constituiu em 340 individuos, sendo que destes, 173
eram homens e 167 mulheres. Entretanto, oito amostras foram excluidas de todas as
analises devido a alta taxa de genoétipos nao determinados, o que prejudicaria as analises
genéticas subsequentes. Portanto, 332 amostras, sendo 168 homens e 164 mulheres,
compuseram a amostragem final. A distribuicdo das caracteristicas da cor dos olhos nos
332 individuos amostrados pode ser observado na Figura 1 e para os 225 individuos
analisados para estruturas secundarias presentes na iris, a distribuicdo esta representada
na Figura 2.

A Tabela 1 mostra os valores de atribuicao das populacgdes a cada um dos agrupamentos
gerados pelo STRUCTURE. As populacdes africanas, europeias e do leste asiatico do
1000Genomes foram agrupadas majoritariamente nos clusters 3, 1 e 2 respectivamente.
Observa-se que as amostras de Ribeirdo Preto (RBP) possuem 71,4% de componente
designado como europeu; 9% do componente asiatico/amerindio (representado pelas
populacdes do leste asiatico) e 19,6% de contribuicéo africana.

As analises quantitativas para obter valores continuos que permitem a caracterizacao
objetiva da cor do olhos e a identificacdo de estruturas secundarias presentes na iris foram
realizadas em imagens fotograficas que estdo representadas nas Figuras 3 e 4. As variaveis
quantitativas para cor dos olhos do espaco de cores CIELAB quando plotadas em um grafico
de trés dimensoes, evidencia uma substancial dispersao dos valores de L*a*b* entre as
diferentes iris analisadas no presente estudo Figura 5. Olhos azuis tendem a mostrar
maiores valores de L*, valores de a* préoximos a O e valores de b* negativos, enquanto que
olhos castanhos tendem a menores valores de L*, e maiores valores de a* e b*. Olhos
castanho-escuros possuem menores valores de L*a*b* comparados aos olhos castanho-
claros. Alguns individuos com olhos verdes obtiveram valores sobrepostos aos dos
individuos com olhos azuis e individuos com olhos mel tiveram valores sobrepostos aqueles
dos individuos com castanho-claros. Ao plotar a heteroclassificacéo realizada pela equipe do
LPFG para cada um dos 225 individuos no mesmo plano tridimensional L*a*b*, observa-se
que a heteroclassificacdo obteve elevada concordancia com os valores dispostos no plano
L*a*b*, com agrupamento de olhos azuis e verdes nos valores que vao de O a valores
negativos de b*, e olhos castanhos sendo distribuidos em sua maioria nos valores de O a
positivos de b* (Figura 6). Dentre as trés dimensodes CIELAB (L*, a* e b*), a variacao da cor
dos olhos foi mais perceptivel e melhor explicada pela dimensao cromatica b* (Figura 7).
Quando b* foi comparado entre pares de grupos heteroclassificados para a cor dos olhos,
observa-se que, exceto para olhos mel vs. castanho-claros (ns, p > 0,05), todos os outros
grupos tiveram diferencas significativas quanto as suas medianas. A Figura 8 compara as
estimativas de ancestralidade dos individuos que apresentaram ou nao as diferentes

estruturas secundarias presentes na iris. Exceto para pigmentacdo na esclera, a
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ancestralidade europeia foi maior entre os grupos que apresentaram ou ndo a caracteristica
analisada.

A determinacado de variantes pela rotina HaplotypeCaller do GATK encontrou 749 variantes
ao longo das regides cobertas pelo ensaio, sendo que destas, 579 foram removidas apos
aplicacdo de um filtro para a remocao de variantes com MAF (do inglés, Minor Allele
Frequency) inferiores a 0,01. Portanto, foram avaliadas 170 variantes ao longo dos genes
OCA2 e HERC2. Destas 170, onze variantes foram associadas a um ou mais fenotipos de cor
dos olhos quando avaliados em variaveis categoricas, quantitativas e estruturas secundarias
presentes na iris. A distribuicdo das associacoes com cor de olhos por variaveis qualitativas
pelas diferentes regides génicas esta apresentada na Tabela 2, e o detalhamento das
associacoes esta apresentado na Tabelas 3. Duas variantes foram associadas para
estruturas secundarias presentes na iris. O polimorfismo rs12913832A>G foi associado com
trés fenotipos de estruturas presentes na iris: (a) pontos de pigmentacao na iris, (b) nédulos
de Wolfflin e (c) sulcos de contracdo. O polimorfismo rs58358300A>C foi associado com
pigmentacao na esclera (Tabela 4). As analises de associacdo genética para os valores de
L*a*b* extraidos por imagem fotograficas da iris, evidenciaram dois polimorfismos foram
associados a dimensdo L*, (b) um polimorfismo foi associado com a dimensao a* e (c) dois
polimorfismos foram associados a dimensdo b* (Tabela 5). O rs12913832A>G foi o mais
associado entre as trés dimensdes, sendo que o genétipo “GG”, relatado na literatura como
associado a cor dos olhos azuis mostrou uma distribuicdo na coordenada b* do espaco de
cores CIELAB (Figura 9), onde claramente ha um agrupamento, ainda que disperso, destes

individuos no eixo negativo que compreende a cor azul.

DISCUSSAO

A diversidade presente na cor dos olhos tem sido objeto de estudo de diferentes grupos de
pesquisa ao longo da ultima década, mesmo apdés a descoberta do polimorfismo
rs12913832A>G do gene HERC2, descrito como principal marcador a explicar a
variabilidade existente entre olhos azuis e castanhos *°.

Entretanto, apenas trés grupos de pesquisas distintos procuraram observar a variabilidade
presente em outras caracteristicas presentes na iris, como nédulos de Wolfflin, sulcos de
contracao, pontos de pigmentacdo na iris e na esclera. Algumas dessas caracteristicas
podem alterar a percepcéo de cor da iris (Liu et al. (2010) e Mackey et al. (2011)) e, ainda
que as consequéncias funcionais de muitas destas caracteristicas ainda permanecam
desconhecidas, estas podem ser de grande importancia na pratica forense, no que se refere
a predicdao da pigmentacdo dos olhos, e também para a area biomédica, onde algumas
destas estruturas secundarias tem sido reportadas como marcadores de risco para
diferentes patologias, como por exemplo, melanoma uveal, no qual pigmentos na iris
consistem em fatores de risco *?°. Ademais, faltam estudos em populacdes diferentes das
europeias e asiaticas que possam contribuir para o melhor entendimento da distribuicdo e

diversidade genética vinculadas a estas caracteristicas.
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Seguindo esta linha de raciocinio, a populacao brasileira pode contribuir grandemente na
tentativa de identificar fatores genéticos envolvidos no aparecimento destas caracteristicas,
uma vez que, conforme dito no topico anterior, € uma populacdo majoritariamente tri-
hibrida.

A distribuicdo dos nédulos de Wofflin foi predominante em individuos com olhos claros
(Figura 2). Estas estruturas circulares presentes na parte mais externa da zona ciliar sdo
altamente associadas a cor dos olhos claros em comparacao com olhos escuros, conforme
observou Kim et al. (2012) em amostras do leste asiatico, onde nenhum dos 112 individuos
com olhos escuros apresentou noédulos de Wolfflin. Edwards et al. (2015) observou uma
maior frequéncia de nédulos de Wolfflin em individuos com ancestralidade europeia (25,8%)
quando comparado a individuos do leste asiatico (0%) e sul asiaticos (0,8%). No presente
estudo a ancestralidade média dos individuos que apresentaram nodulos de Wolfflin foi de
87,2% europeia, 3,8% amerindia e 8% africana, corroborando os achados a despeito da
presenca desta caracteristica em individuos com ancestralidade europeia. Ainda assim, é
importante enfatizar que Falls (1970) sugere que esta caracteristica pode nédo ser ausente
em iris mais escuras, mas sim, dificilmente identificavel por estar escurecida devido a
elevada quantidade de melanina presente.

Os sulcos de contracao foram mais presentes em individuos com olhos escuros (Figura 2).
Nos estudos de Larson e Pedersen (2004) e Sidhartha et al. (2014) observou-se também que
a extensao com que os sulcos de contracdo se distribuem ao longo da iris esta associado a
olhos escuros. No presente estudo, a ancestralidade média dos individuos que apresentaram
sulcos de contracdo foi de 77% europeia, 8% amerindia e 14% africana, corroborando os
resultados obtidos por Quillen et al. (2011) que observou uma correlacdo positiva entre
sulcos de contracdo e ancestralidade europeia em uma amostragem de Brasilia (DF).
Interessantemente, Quillen et al. (2011) associou sulcos de contracdo com olhos claros,
contrastando com o observado em nosso estudo e na literatura [Larson e Pedersen (2004) e
Sidhartha et al. (2014)].

A distribuicdo de pontos de pigmentacdo na iris foi levemente mais frequente em olhos
claros (Figura 2). A ancestralidade média dos individuos que apresentaram pontos de
pigmentacao na iris foi de 81% europeia, 7% amerindia e 11% africana. No estudo de
Edwards et al. (2015), pontos de pigmentacdo na iris foram mais frequente em individuos
com ancestralidade europeia quando comparado a individuos do leste e sul asiaticos. Uma
vez que pontos de pigmentacdo sao pequenas regioes delimitadas de acimulo de pigmentos
marrons/pretos, € mais provavel observar esta caracteristica em individuos com olhos
claros e, desta forma, mais provavel de observar em individuos com ancestralidade
europeia, onde diferentes cores de olhos sdo mais frequentes.

A pigmentacao da esclera, também chamada de melanose conjuntival, foi mais frequente em
individuos com olhos escuros, principalmente castanho-escuros (Figura 2). Apesar de néo
ser ainda muito bem compreendida, esta caracteristica parece estar associada a populacoes
com olhos escuros, uma vez que a ancestralidade média dos individuos que apresentaram
esta caracteristica no presente trabalho foi de 45% europeia, 11% amerindio e 43% africana.

Edwards et al. (2015) evidenciou este mesmo padrdo, ao observar uma maior frequéncia
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desta caracteristica em populacdes do sul e do leste asiatico (populacdoes com uma
frequéncia elevada de individuos com olhos escuros), quando comparado a individuos com
ancestralidade europeia.

E importante enfatizar que a ancestralidade europeia esta associada a estas caracteristicas,
visto que em todas elas, exceto em melanose conjuntival, a ancestralidade europeia dos
individuos que as possuem € maior que a média do presente estudo, 71,4%. Isto poderia
indicar um viés causado pela identificacao das estruturas, as quais seriam mais facilmente
identificaveis em olhos claros. Porém, sulcos de contracao contradizem esta possibilidade de
viés, visto que ocorrem mais frequentemente em olhos escuros e, ainda assim, os individuos
apresentando esta estrutura na iris possuem uma estimativa de ancestralidade europeia
superior (77%).

Por muito tempo a cor do olho em humanos foi tratada como um simples carater
mendeliano ?'. Tradicionalmente, esta caracteristica sempre foi descrita como uma heranca
mendeliana dominante, com a cor “castanho” sendo dominante sobre a cor “azul”, ainda que
diferentes estudos tenham demonstrado inconsisténcias com esse simples modelo de
heranca dominante 2>,

Os genes OCA2 e HERC2 aqui analisados possuem uma extensa lista de estudos na
literatura associando-os a variacdo normal da pigmentacdo humana, principalmente a
variacdo na cor dos olhos *521222%26  Ainda assim, é importante enfatizar que os trabalhos
que analisaram estes dois genes com uma abordagem mais ampla (e nado apenas

polimorfismos especificos) estao restritos a populacoes fora do continente sul-americano,

21 27

principalmente populacdes europeias e asiaticas Apesar da vasta maioria destes
estudos de pigmentacdo estar restrita a estas populacoes, alguns estudos ja se propuseram
a analisar polimorfismos especificos destes dois genes em populacdes miscigenadas sul-
americanas, incluindo amostragens da populacdo brasileira #*?°, salientando um trabalho
recente de nosso grupo *.

Ademais, até onde sabemos, este é o primeiro trabalho no Brasil que se propds a analisar a
associacdo com a cor do olhos por meio de uma metodologia objetiva que busca avaliar
quantitativamente a mesma. Como mencionado anteriormente, esta metodologia possui
vantagens em relacdo aos tradicionais métodos subjetivos de categorizacado da cor do olho. A
cor da iris é considerado um traco quantitativo inato. Embora as categorias discretas
possam capturar diferencas extremas na cor da iris (por exemplo, azul vs. castanho), elas
nao sdo capazes de capturar toda a variacdo da cor dos olhos. Além disso, ndo ha consenso
formal sobre quantas categorias devem ser usadas, o que dificulta a confiabilidade de
resultados dependentes de avaliagoes inter e intra-observador de métodos categoricos .
Dentre todos os polimorfismos que tiveram seus alelos associados, o principal foi o
rs12913832A>G do gene HERC2 (Tabela 3), que é considerado como o principal capaz de
explicar a variacdo existente entre olhos azuis e castanhos. Visser et al. (2012) e Sturm et al.
(2008) observaram que este polimorfismo influencia a regulacao do gene OCA2. A
associacao com a cor dos olhos para este polimorfismo corrobora os achados na literatura,
onde o alelo “G” esta associado a maiores chances de possuir olhos claros quando

comparado ao alelo “A” (Tabela 3). O mesmo ocorre quando analisado sob a perspectiva de
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uma variavel quantitativa, aqui evidenciada pela distribuicdo dos individuos homozigotos
“GG” na coordenada b* do espaco de cores CIELAB (Figura 9), onde claramente ha um
agrupamento, ainda que disperso, destes individuos no eixo negativo que compreende a cor
azul. Em relacdo as outras duas coordenadas (L* e a*), o alelo “G” foi associado a valores
positivos do coeficiente beta para a coordenada L*, que representa o brilho/claridade
(maiores valores de L* indicam um maior brilho/claridade) [beta = 3,745 (IC 95% = 2,18 -
5,30) p = 4,67x10°], de acordo com o esperado para olhos claros (associados ao alelo “G”)
(Tabela 5). Para a variavel a*, o alelo “A” foi associado a valores positivos do coeficiente beta
[beta = 2,607 (IC 95% = 1,40 - 3,81) p = 3,39x10° (Tabela 5). Valores positivos de a* indicam
a cor vermelha, também estando de acordo com o esperado para o alelo “A”, associado a
olhos castanho-claros e escuros.

A analise de regressao linear indicou que o total de variancia que pdde ser explicada pela
variavel independente (rs12913832A>G), foi de 36% (R? ajustado = 0,36), 14% (R? ajustado =
0,14) e 26% (R? ajustado = 0,26) para as variaveis dependentes L*, a* e b*, respectivamente
(dados nao mostrados). Liu et al. (2010) e Andersen et al. (2013), também encontraram uma
variancia majoritariamente explicada por este polimorfismo em populacdes europeias (44%,
R? ajustado = 0,44 e 68%, R? ajustado = 0,68, respectivamente). Ainda que ambos os
estudos tenham utilizado metodologias diferentes da aqui apresentada para avaliar
quantitativamente a cor dos olhos através de fotografias, isto é, medidas diferentes do
espaco de cor CIELAB, as duas metodologias, mais a aqui apresentada, tiveram em comum
o fato de apontarem para o rs12913832A>G como o polimorfismo capaz de explicar grande
parte da variacdo existente, corroborando a importancia deste polimorfismo na
determinacdo da cor dos olhos. Além do polimorfismo rs12913832A>G outros também
foram associados.

O polimorfismo rs1800407C>T é caracterizado pela mudanca do aminoacido arginina pela
glutamina. Ainda que este apresente uma baixa frequéncia em todas as trés principais
populacées que compuseram a populacao brasileira, ele possui um efeito relativamente alto
na determinacéo da cor do olho. De acordo com Walsh et al. (2012), este polimorfismo é tido
como o segundo com o maior fator preditivo para as diferentes coloracdées do olhos em
populacoes europeias, estando associado com a penetrancia de olhos verdes e mel quando
na presenca do genoétipo heterozigoto AG ou homozigoto AA no sitio rs12913832A>G do gene
HERC2 %%, Em nosso estudo, o polimorfismo rs1800407C>T mostrou-se associado tanto a
olhos verdes quanto a olhos mel (Tabela 3).

O polimorfismo rs1800401G>A é caracterizado pela mudanca do aminoacido arginina para

triptofano. Alguns estudos n&do encontraram associagdo significativa 2%

, enquanto que
apenas um estudo encontrou associacdo com olhos castanho quando comparado a olhos
néo-castanhos *. Em nosso estudo, o alelo “A” foi associado como um fator protetor para o
aparecimento de olhos castanho-claro vs. castanho-escuro [OR = 0,377 (IC 95% = 0,15 -
0,93) p = 0,0356], e a um fator de risco para olhos castanho-escuro vs. olhos nao-castanho-
escuro [OR = 2,921 (IC 95% = 1,33 - 6,41) p = 0,0075] (Tabela 3). E interessante observar
polimorfismos que possam distinguir entre cores mais homogéneas, como, por exemplo,

diferentes tons de castanho, uma vez que a grande maioria dos polimorfismos descritos na
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literatura tem sido associada a distincao entre fenétipos extremos como cor de olho azul vs.
olho castanho.

O polimorfismo rs74005645C>T apresenta uma substituicdo de um aminoacido valina por
metionina e o alelo “T” foi associado com o aparecimento de olhos castanho-escuros quando
comparado a olhos nao castanho-escuros [OR = 3,720 (IC 95% = 1,40 - 9,86) p = 0,0083)
(Tabela 3). Quando observamos a frequéncia deste alelo nas populacdes do 1000Genomes,
ele é majoritariamente encontrado em populacdes africanas, com uma frequéncia de
aproximadamente 53%. Nao observa-se este alelo em populacdes europeias e apenas 0,5%
em populacéoes do leste asiatico. No presente estudo, o alelo apresentou uma frequéncia de
12% (Tabela 3). De acordo com o relatério gerado pelo SNPnexus, a mutacao é considerada
benigna, e sua conservacdo nao € alta entre diferentes espécies, o que esta de acordo com a
classificacao benigna da mutacéo.

O polimorfismo néao-sinénimo rs201872292G>A teve o alelo “A” foi associado como um fator
protetor para o aparecimento de olhos castanho-claro vs. castanho-escuro [OR = 0,377 (IC
95% = 0,15 - 0,93) p = 0,0356), a um fator de risco para olhos castanho-escuro vs. olhos
nao-castanho-escuro [OR = 2,921 (IC 95% = 1,33 - 6,41) p = 0,0075] (Tabela 3), e a um
aumento na variavel quantitativa b* do espaco de cor CIELAB [beta = 3,950 (IC 95% = 1,61 -
6,28) p = 0,0010] (Tabela 5). O alelo “A” tem uma substancial frequéncia em populacdes do
leste asiatico quando comparado as populacoes africanas e europeias (29%, 4% e 1,8%,
respectivamente). Este alelo foi também mais frequente em populacdes latinas (32%) que

compuseram o Exome Aggregation Consortium

, que agregou além das populacdes que
compoe o 1000Genomes, outras populacoes totalizando 60.706 individuos analisados. A
frequéncia deste alelo no presente estudo foi de 8%, o que pode ter sido inflada pelos
individuos com descendéncia asiatica presentes na amostragem, e também pelo componente
amerindio presente na populacdo brasileira. A mudanca de aminoacido causada pela
mutacdo do rs201872292A>G é a de um aminoacido treonina para metionina. O aminoacido
ancestral (treonina) é conservado em primatas e em grande parte dos mamiferos
placentarios. Segundo a literatura, assume-se que sequéncias de proteinas observadas em
diferentes organismos tenham sobrevivido a selecdo natural, e por conseguinte, posicoes de
aminoacidos que mostram-se conservados em diferentes espécies possivelmente possuem
um papel funcional importante, com as substituicbes de aminoacidos observadas em
posicoes conservadas possivelmente acarretando em efeitos prejudiciais nas funcoes dos
genes %%,

O polimorfismo rs1800419A>G codifica um aminoacido alanina e o alelo “A” foi associado a
maiores chances de possui olhos cor mel vs. castanho-escuros [OR = 2,976 (IC 95% = 1,17 -
7,54) p = 0,0215], e a menores chances de possuir olhos castanho-escuros vs. olhos nao
castanho-escuros [OR = 0,597 (IC 95% = 0,36 - 0,97) p = 0,0403] (Tabela 3). Estas duas
associacoes se mostram consistentes, uma vez que o alelo “A” estaria associado a fenotipos
mais claros. Ademais, Duffy et al. (2007) também reportou a associacdo do alelo “A” com
olhos azuis e o alelo “G” com olhos nao azuis em amostras de gémeos da Australia.
Entretanto, o alelo “A” foi também associado no presente estudo a menores chances de

aparecimento de cabelos loiros, ou seja, um tipico fenétipo claro [OR = 0,5347 (IC 95% =
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0,30 - 0,92) p = 0,02560] (dados nao mostrados). Embora a associacdo com olhos e cabelos
seja aparentemente contraditoria, é preciso levar em consideracdo que a proteina OCA2
pode apresentar papel funcional diferente na pigmentacdo dos olhos e cabelos. A frequéncia
alélica do alelo “A” é praticamente a mesma em europeus e leste asiatico, seguidos de
africanos (56,3%, 56,5% e 37,1%, respectivamente), e no presente estudo apresentou uma
frequéncia de 49%.

O polimorfismo rs61756152G>A teve o alelo “A” associado com maiores chances de possuir
olhos verdes em comparacao a olhos castanho-escuros [OR = 4,497 (IC 95% = 1,33 - 15,21)
p = 0,0155] (Tabela 3). A sua frequéncia nas populacoes do 1000Genomes foi de 5%, 9% e
29% aproximadamente nas populacoes europeias, africanas e do leste asiatico, e de 10% no
presente estudo (Tabela 3). E interessante observar a alta frequéncia do alelo associado a
olhos verdes na populacdo brasileira em populacoes asiaticas. Uma vez que olhos verdes
ndo ocorrem naturalmente no leste da Asia, é possivel que interacdes epistaticas estejam
relacionadas ao presente achado de associacdo independente. E importante enfatizar que
nao se pode descartar interacoes com polimorfismos de outros genes, o que nao foi
considerado no presente estudo. Por fim, o relatério gerado pelo SNPnexus apontou uma
predicao de possivelmente benigna para esta mutacdo sinénima, ndo acarretando maiores
danos na funcao proteica.

O polimorfismo rs12910433A>G foi associado com maiores chances de aparecimento de
olhos mel contra olhos castanho-claros [OR = 5,949 (IC 95% = 1,98 - 17,81) p = 0,0014]
(Tabela 3). A frequéncia do alelo “G” no presente trabalho foi de 49,7%, e nas populacoes
europeias, africanas e do leste asiatico do 1000Genomes foi de 24,7%, 90,6% e 84,6%,
respectivamente (Tabela 4). Este polimorfismo foi reportado por Murray et al. (2015), como
parte de um bloco haplotipico nas populacoes do leste asiatico, em que os polimorfismos
nao sinonimos rs1800414T>C e o rs74653330C>T (nao reportado no presente trabalho) sao
associados ao clareamento da pele em asiaticos. Apesar do rs12910433A>G ser encontrado
em um alto desequilibrio de ligacdo com o rs1800414T>C no leste asiatico, eles nédo se
encontram em DL no presente trabalho (R* = 0,02 e D' = 1,00), o que pode ser decorrente da
miscigenacdo presente na populacido brasileira ou de outros aspectos demograficos
inerentes a ela.

O polimorfismo rs6497271G>A teve o seu alelo “A” associado a uma diminuicao do
coeficiente beta nas analises de regressao independente para a variavel quantitativa L* do
espaco de cor CIELAB [beta = -5,498 (IC 95% = -8,35 - -2,65) p = 1,96x10] (Tabela 5), ou
seja, uma associacao com pouco brilho/claridade. A alta frequéncia deste em populacdes
africanas do 1000Genomes (27,7%) e baixa frequéncia em europeus (3,7%) e leste asiaticos
(0,5%) (Tabela 4), condiz com a associacdo encontrada, uma vez que olhos com coloracao
escura, como por exemplo castanho-escuros, sdo mais frequentes em populacdes africanas
e olhos castanho-escuros possuem menos brilho/claridade quando comparado a outras
cores, conforme evidenciado por Edwards et al. (2015).

O polimorfismo rs58358300A>C teve o alelo derivado “C” fortemente associado ao
aparecimento de pigmentacao na esclera da iris [OR = 9,247 (IC 95% = 2,97 - 28,79) p =

0,0001] (Tabela 4). Como dito anteriormente no topico 7.2, esta caracteristica parece estar
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associada com individuos cuja ancestralidade remetem a populacdées com predominéancia de
olhos escuros, como pode ser observado no estudo de Edwards et al. (2015), que observou a
presenca desta caracteristica em maior frequéncia em individuos do sul e leste asiatico,
quando comparados a individuos com ancestralidade europeia. No presente estudo o alelo
“C” teve uma frequéncia total de 10,4% e cerca de 40% quando observado nos individuos
apresentando esta caracteristica (dados nao mostrados). A frequéncia do alelo “C” é maior
nas populacodes africanas do 1000Genomes (55,3%), seguido de populacdes do leste asiatico
(0,2%) e populacdes europeias (0,1%), o que € consistente com a possivel associacdo desta
caracteristica com individuos apresentando olhos escuros (Tabela 4). E interessante
ressaltar que, de todas as caracteristicas de estruturas secundarias presentes na iris,
nenhum marcador genético foi previamente associado a pigmentacdo na esclera %%, De
acordo com o SNPnexus e Haploreg o polimorfismo rs58358300A>C esta localizado em uma
regido de intron, a 148 nucleotideos do sitio de splicing mais proximo, e marcacao de
histonas (H3K4me1l) foram detectadas neste locus, sugerindo que este possa atuar como um
enhancer, podendo indicar um possivel efeito funcional, ainda que mais estudos sejam
necessarios para a verificacdo de tal suposicao. E importante enfatizar que todas as analises
aqui apresentadas foram realizadas controlando para os possiveis efeitos da ancestralidade.
Ainda assim, nao se pode descartar a possibilidade de que as associacoes aqui evidenciadas
representem falso-positivos. Adicionalmente, embora o desequilibrio de ligacdo tenha sido
levado em consideracdo nas analises realizadas, buscando evitar associacées redundantes
com as variantes que foram identificadas no presente estudo como possivelmente causais,
nao se pode descartar a possibilidade de que futuramente haja outro entendimento quanto
a esta questdo, uma vez que a verdadeira variante causal pode nao ter sido capturada neste
estudo. A analise quantitativa para cor dos olhos através do uso de fotografias mostrou-se
relativamente eficaz. Apesar das dificuldades encontradas devido a pouca qualidade de
algumas das fotos utilizadas, a concordancia entre as variaveis quantitativas e classificacao
categorica realizada por nosso laboratério foi considerada satisfatéria uma vez que as
classificacoes para olhos azuis e castanho sobrepuseram-se ao esperado no eixo de cor
L*a*b* do espaco de cor CIELAB. Este foi o primeiro trabalho no Brasil utilizando uma
metodologia de Sequenciamento de Nova Geracédo para analisar os genes OCA2 e HERC?2 aos
diversos fenétipos de pigmentacdo normal na populacdo brasileira, confirmando o
polimorfismo do gene HERC2 rs12913832 como o principal polimorfismo associado a cor
dos olhos. Além disso, até onde sabemos, este foi o primeiro trabalho em que associou-se
este polimorfismo com estruturas secundarias presentes na iris. O uso de variaveis
quantitativas para os olhos revelou pela primeira vez, até onde sabemos, a associacdo do
polimorfismo néo sinénimo rs201872292 no gene HERC2 com olhos claros, independente
do efeito do polimorfismo rs12913832.Este foi o primeiro estudo no Brasil que se propds a
analisar polimorfismos genéticos em genes candidatos a variacdo normal da pigmentacao
humana com estruturas secundarias presentes na iris. Destaca-se a associacao do
polimorfismo rs58358300 localizado em um intron do gene HERC2 com pigmentacdo da
esclera. Esta é a primeira vez que um polimorfismo é associado a esta caracteristica, que

apesar de ser a caracteristica menos estudada do ponto de vista de associacoes com
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variantes genéticas, dentre todas as estruturas presentes na iris, estudos indicam sua

importancia clinica como um possivel fator de risco para melanomas, ainda que muito raros

39,40
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Figura 1 - Distribuicado dos individuos de acordo com a classificacao da cor dos olhos. O numero de individuos
dentro de cada categoria de cor dos olhos esta destacado entre parénteses.
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Figura 2 - Distribuicdo dos individuos de acordo com a presenca (Sim) ou auséncia (Nao) de estruturas secundarias
presentes na iris dentro das categorias de cor dos olhos. A: Pontos de pigmentacdo na iris. B: Pigmentacao na
esclera. C: Sulcos de contragdo. D: Nédulos de Wolfflin. O ntimero de individuos com a presenca de cada estrutura
secundaria entre as categorias de cor do olho esta destacado entre parénteses.
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Figura 3 - Imagens fotograficas representativas das iris incluidas no estudo: olho azul, verde, mel, castanho-claro e
castanho-escuro, respectivamente.

Figura 4 - Estruturas secundarias presentes nas iris e escleras identificadas no presente estudo. A: Pontos de
pigmentacéo na iris. B: Presenca de pigmentacdo na esclera. C: Nodulos de Wolfflin na periferia da iris. D: Sulcos
de contracao. As estruturas estdo apontadas pelas flechas vermelhas.
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Figura 5 - Distribuicao das iris nas coordenadas do espago de cores L*a*b*. Cada circulo representa a iris direita de
um individuo. A cor dentro de cada circulo equivale a média da cor da iris capturada pela porcao extraida pelo
algoritmo no espaco de cores L*a*b*.
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Figura 6 - Distribuicao das iris nas coordenadas do espaco de cores L*a*b*. Cada circulo representa a iris direita de
um individuo. A cor dentro de cada circulo equivale a heteroclassificacdo realizada pela equipe do LPFG,

considerando cores azul, verde, mel, castanho-claro e castanho-escuro.
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Figura 7 - Diferenciacao das medianas do valor de b* entre os grupos heteroclassificados de acordo com a cor dos
olhos. Valor de p global do teste de Kruskal-Wallis no topo do grafico. Linha pontilhada demarca a mediana de b*

da amostra total. ns = nao significativo, p > 0,05; ** = p < 0,01; **** = p < 0,0001.
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Figura 9 - Distribuicdo dos genétipos do polimorfismo rs12913832 plotados entre os valores a* e b* do espaco de
cores CIELAB.

TABELAS

Tabela 1 - Proporcdo de cada populacdo atribuida a cada um dos trés clusters
definidos pelo programa STRUCTURE.

Agrupamentos inferidos

Populacao Europeu Asiatico/Amerindio Africano
1 (AFR) 0,004 0,002 0,994
2 (EUR) 0,981 0,010 0,008
3 (EAS) 0,003 0,996 0,001
4 (RBP) 0,714 0,090 0,196

EUR = Populacoes europeias do 1000Genomes; AFR = Populacdes africanas do
1000Genomes; EAS = Populacdes do leste asiatico do 1000Genomes; RPB =
Amostras do presente estudo coletadas em Ribeirao Preto - SP.

Tabela 2 - Distribuicdo dos polimorfismos nas regidoes dos genes OCA2 e HERC2,
cujos alelos encontram-se associados cor dos olhos e estruturas secundarias
presentes na iris

OCA2 HERC2 Total
Promotora - - -
5’UTR - - -
CDS 3 3 6
introns 3 4
3’UTR - 1 1
Total ) 7 11




Tabela 3 - Associacdes genéticas encontradas envolvendo alelos de nove polimorfismos analisados nos genes OCA2 e HERC2 com a pigmentacao dos olhos.
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Associacao rsID (posicao) Al 0Odds Ratio [IC 95%] P RBP EUR AFR EAS
Olho azul
vs. Olho nao azul rs12913832 (28365618) G 8,328 [3,47 - 19,95] 1,97x10° 0,417 0,866 0,005 0,002
vs. Olho mel rs12913832 (28365618) A 0,088 [0,02 - 0,32] 2,0x10* 0,582 0,134 0,995 0.998
vs. Olho castanho claro rs12913832 (28365618) A 0,023 [0,00 - 0,08] 2,44x10% 0,582 0,134 0,995 0,998
vs. Olho castanho escuro rs1129038 (28356859) T 17,96 [5,75 - 56,05] 6,53x107 0,420 0,863 0,005 0,001
Olho verde
vs. Olho mel rs12913832 (28365618) A 0,206 [0,08 - 0,51] 0,0006 0,582 0,134 0,995 0,998
vs. Olho castanho claro rs12913832 (28365618) A 0,077 [0,03 - 0,18] 1,11x10°® 0,582 0,134 0,995 0,998
rs12913832 (28365618) A 0,035 [0,02 - 0,06] 3,91x10° 0,582 0,134 0,995 0,998
vs. Olho castanho escuro rs61756152 (28412872)* A 4,497 [1,33 - 15,21] 0,0155 0,109 0,055 0,091 0,295
rs1800407 (28230318)* T 10,38 [1,50 - 71,68] 0,0176 0,051 0,047 0,000 0,001
Olho mel
vs. Olho castanho claro rs12910433 (28228644) G 5,949 [1,98 - 17,81] 0,0014 0,497 0,247 0,906 0,846
rs1129038 (28356859) T 7,641 [2,52 - 23,09] 0,0003 0,420 0,863 0,005 0,001
vs. Olho castanho escuro rs1800407 (28230318)* T 8,291 [1,68 - 40,88] 0,0093 0,051 0,047 0,000 0,001
rs1800419 (28096538)* A 2,976 [1,17 - 7,54] 0,0215 0,491 0,639 0,376 0,560
Olho castanho claro
rs12913832 (28365618) G 2,798 [1,47 - 5,30] 0,0016 0,417 0,866 0,005 0,002
vs. Olho castanho escuro rs201872292 (28475625)* A 2,944 (1,41 - 6,11] 0,0037 0,096 0,055 0,041 0,294
rs1800401 (28260053)* A 0,377 [0,15 - 0,93] 0,0356 0,082 0,037 0,124 0,005
Olho castanho escuro
rs12913832 (28365618) G 0,182 0,11 - 0,30] 2,63x10™" 0,417 0,866 0,005 0,002
rs201872292 (28475625)* A 0,356 [0,17 - 0,71] 0,0038 0,096 0,055 0,041 0,294
vs. Olho nao castanho escuro rs1800401 (28260053)* A 2,921 [1,33 - 6,41] 0,0075 0,082 0,037 0,124 0,005
rs74005645 (28447282)* T 3,720 [1,40 - 9,86] 0,0083 0,120 0,001 0,536 0,005
rs1800419 (28096538)* A 0,597 [0,36 - 0,97] 0,0403 0,491 0,639 0,376 0,560

Sublinhado = Polimorfismo condicionado para verificacao de sinais independentes; * = Polimorfismo associado apés analise condicional ao polimorfismo com maior associacao
(menor valor de p); rsID = Nome de identificacdo do polimorfismo no banco de dados dbSNP; Al = Alelo de menor frequéncia (MAF); RBP = Frequéncia alélica na populacao de
estudo; EUR = Frequéncia alélica nas populacdes europeias do 1000Genomes; AFR = Frequéncia alélica nas populacoes africanas do 1000Genomes; EAS = Frequéncia alélica
nas populacoes do leste asiatico do 1000Genomes.
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Tabela 4 - Associacoes genéticas encontradas envolvendo alelos de oito polimorfismos analisados nos genes OCA2 e HERC2 com caracteristicas de estruturas secundarias
presentes na iris.

Associacao rsID (posicao) Al Odds Ratio [IC 95%)] P RBP EUR AFR EAS

Pontos de pigmentacao na iris rs12913832 (28365618) G 2,406 [1,46 - 3,96] 0,0005 0,417 0,866 0,005 0,002
Noédulos de Wolfflin rs12913832 (28365618) G 3,661 [1,66 - 7,20] 0,0001 0,417 0,866 0,005 0,002
Pigmentacao na esclera rs58358300 (28419393) C 9,247 [2,97 - 28,79] 0,0001 0,104 0,001 0,553 0,002
Sulcos de contracao rs12913832 (28365618) G 0,477 [0,30 - 0,75] 0,0013 0,417 0,866 0,005 0,002

Sublinhado = Polimorfismo condicionado para verificacao de sinais independentes; * = Polimorfismo associado apds analise condicional ao polimorfismo com maior associacéo
(menor valor de p); rsID = Nome de identificacdo do polimorfismo no banco de dados dbSNP; Al = Alelo de menor frequéncia (MAF); RBP = Frequéncia alélica na populacao de
estudo; EUR = Frequéncia alélica nas populacoes europeias do 1000Genomes; AFR = Frequéncia alélica nas populacoes africanas do 1000Genomes; EAS = Frequéncia alélica nas
populacoes do leste asiatico do 1000Genomes.

Tabela 5 - Associacdes genéticas encontradas envolvendo alelos de trés polimorfismos analisados nos genes OCA2 e HERC2 com as dimensodes L*a*b* do espaco de cores CIELAB.

Associacao rsID (posicao) Al Beta [IC 95%] P RBP EUR AFR EAS
L rs12913832 (28365618) G 3,745 [2,18 - 5,30] 4,67x10° 0,417 0,866 0,005 0,002
rs6497271 (28365431)* A -5,498 [-8,35 - -2,65] 1,96x10* 0,066 0,037 0,277 0,005
a* rs12913832 (28365618) G -2,607 [-3,81 - -1,40] 3,39x10° 0,417 0,060 0,005 0,020
B rs12913832 (28365618) G -5,517 [-6,80 - -4,22] 6,46x10"° 0,417 0,866 0,005 0,002
rs201872292 (28475625)* A 3,950 [1,61 - 6,28] 0,0010 0,086 0,018 0,041 0,294

Sublinhado = Polimorfismo condicionado para verificacao de sinais independentes; * = Polimorfismo associado apés analise condicional ao polimorfismo com maior associacéo
(menor valor de p); rsID = Nome de identificacdo do polimorfismo no banco de dados dbSNP; Al = Alelo de menor frequéncia (MAF); RBP = Frequéncia alélica na populacao de
estudo; EUR = Frequéncia alélica nas populacoes europeias do 1000Genomes; AFR = Frequéncia alélica nas populacdes africanas do 1000Genomes; EAS = Frequéncia alélica nas
populacées do leste asiatico do 1000Genomes.
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