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RESUMO

Lima FA. Estudo de associacdo de genes de pigmentagcdo com cor da pele, do
cabelo e dos olhos para finalidade de fenotipagem forense em amostra brasileira

[Dissertacéo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2017.

A pigmentacdo humana € uma caracteristica variavel e complexa determinada por
fatores genéticos e hormonais, exposicdo a radiacao ultravioleta, idade, doencas,
entre outros. Alguns polimorfismos em genes de pigmentagdo tém sido associados
com a diversidade fenotipica de cor da pele, cabelo e olhos e em populacdes
homogéneas. A técnica denominada Fenotipagem Forense pelo DNA (FDP) vem
beneficiando a ciéncia forense em varios paises e auxiliando investigagBes criminais
por ser capaz de sugerir, com boa precisdo, os possiveis fenotipos para as
caracteristicas externamente visiveis (EVCs) em amostras de origem desconhecida.
No presente trabalho foram avaliadas as associacfes entre os SNPs presentes nos
genes SLC24A5 (rs1426654; rs16960620; rs2555364), TYR (rs1126809) e ASIP
(rs6058017) com cor de pele, cabelo e olhos em individuos da populacao brasileira
para apontar o possivel uso desses marcadores na pratica forense em populacdes
miscigenadas. Os voluntarios responderam um questionario no qual fizeram a
autodeclaracdo dessas caracteristicas e estes dados foram usados para as
comparacdes entre genotipos e fenodtipos. Os resultados mostraram que para 0s
SNPs rs2555364 e rs1426654 o alelo ancestral esteve associado com as
caracteristicas cor de pele negra, cabelos castanhos ou pretos e olhos castanhos.
Além disso, o alelo ancestral do SNP rs6058017 foi significativamente associado
com cor de pele negra e olhos castanhos. Inversamente, os alelos variantes destes
SNPs séo correlacionados com caracteristicas de pigmentacéo clara para as EVCs
avaliadas, corroborando os estudos prévios realizados em diferentes populacdes.
Esses resultados mostram que a informacdo molecular pode ser util para a
inferéncia de EVCs, e a técnica de FDP é uma importante ferramenta para estudos

forenses em amostra brasileira.

Descritores: genética forense; polimorfismo de nucleotideo unico; estudos de

associacao genética; fenotipo; genotipo; identificacdo de vitimas; Brasil.



SUMMARY

Lima FA. Association study of pigmentation genes with skin, hair and eyes color for
forensic phenotyping purposes in Brazilian sample [Dissertation]. Sao Paulo:

“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2017.

Human pigmentation is a variable and complex trait determined by genetic and
hormonal factors, exposure to ultraviolet radiation, age, diseases, among others.
Some polymorphisms in pigmentation genes have been associated with the
phenotypic diversity of skin, hair and eyes color in homogeneous populations.
Forensic DNA Phenotyping (FDP) is benefiting forensic science in several countries,
helping in criminal investigations due to its ability to suggest, with good accuracy, the
possible phenotypes for externally visible characteristics (EVCs) in samples of
unknown origin. Herein, we evaluated the associations between the SNPs present in
the genes SLC24A5 (rs1426654; rs16960620; rs2555364), TYR (rs1126809) and
ASIP (rs6058017) with skin, hair and eyes color in individuals of the Brazilian
population in order to point out the possible use of these markers in forensic practice
in admixed populations. The volunteers answered a questionnaire in which they self
reported these characteristics for comparison between genotypes and phenotypes.
The results showed that for the SNPs rs2555364 and rs1426654 the ancestral allele
was associated with characteristics of black skin color, brown or black hair and brown
eyes. In addition, the ancestral allele of the SNP rs6058017 was significantly
associated with black skin color and brown eyes. Inversely, the variant alleles of
these SNPs are correlated with fair pigmentation characteristics for the evaluated
EVCs, corroborating the previous studies performed in different populations. These
results show that molecular information may be useful for the inference of EVCs, and
the FDP technique is an important tool for forensic studies in a Brazilian sample.

Descriptors: forensic genetics; polymorphism, single nucleotide; genetic association

studies; phenotype; genotype; victims ldentification; Brazil.
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INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

A andlise do DNA para investigacoes forenses se baseia no conceito de que
cada individuo € Unico geneticamente, exceto em casos de gémeos monozigoticos.
Fundamentando-se neste principio, quando analisado com precisdo, o DNA obtido
de amostras biologicas € capaz de individualizar este material por meio da
comparacao direta do perfil genético obtido da amostra bioldgica de origem
desconhecida (amostra questionavel) com o perfil de uma amostra referéncia
(Butler, 2011; Pena et al, 1995). A técnica comparativa que investiga os perfis de
STRs (do inglés, Short Tandem Repeats) é a mais aplicada em testes de
identificacdo e individualizacdo e tem aplicacbes forenses como: testar a
paternidade e/ou outros vinculos genéticos e identificar geneticamente vitimas ou
criminosos e também pessoas desaparecidas (Butler, 2011; Zieger; Utz, 2015).

O sistema CODIS (Combined DNA Index System) é uma base de dados de
DNA, fundada pelo FBI na década de 1990 com a finalidade de auxiliar os
laboratérios criminais americanos na identificacdo de suspeitos de crimes.
Atualmente, a maioria dos marcadores do tipo STR que compdem o CODIS séo os
utilizados pela comunidade forense internacional e também na area de pesquisa
cientpifica. A partir de 1° de Janeiro de 2017 o CODIS passou a incorporar sete
marcadores STRs adicionais (D1S1656, D2S441, D2S1338, D10S1248, D12S391,
D19S433, D22S1045) aos 13 ja existentes (CSF1PO, D3S1358, D5S818, D7S820,
D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, FGA, THO1, TPOX e VWA),
totalizando 20 marcadores genéticos do tipo STR, presentes tanto em cromossomos
autossbmicos como em cromossomos sexuais (https://www.fbi.gov/about-
us/lab/biometric-analysis/codis/). A partir das analises desses marcadores, cria-se
um perfil de DNA e a informacdo é armazenada em bancos de DNA civis ou
criminais (locais, estaduais e federais) para permitir a busca informatizada com o
intuito de identificar pessoas desaparecidas ou suspeitos de crimes (FBI -
https://www.fbi.gov/about-us/lab/biometric-analysis/codis/; Hares, 2015). Uma das
maiores limitagdes desta técnica é a necessidade de uma amostra referéncia para
comparacao. Nos casos criminais, na falta imediata desse tipo de amostra, o perfil

gerado da amostra questionavel é armazenado em bancos de dados, para futuras
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comparacoes (Butler, 2011; Kayser; de Knijff 2011; Kayser; Schneider, 2009; Zieger,;
Utz, 2015).

Mesmo diante desta problematica, o uso dos STRs nas ciéncias forenses é
amplo e ainda serda mantido por muitos anos no futuro, pois esses marcadores
fazem parte de bancos de dados de DNA que crescem cada vez mais em todo o
mundo (Butler, 2011; Kayser; Schneider, 2009). Ainda assim, a analise de
marcadores adicionais pode ser fundamental para obtencdo de maiores detalhes
sobre a amostra desconhecida e o sujeito a quem ela pertence, como STRs dos
cromossomos X e Y e polimorfismos no DNA mitocondrial (Diegoli, 2015; Melton;
Holland; Holland, 2012).

1.1 Fenotipagem Forense pelo DNA

Nos ultimos anos tém sido estudadas novas técnicas auxiliares a de STRs
gue podem, por exemplo, identificar o tipo de tecido celular do qual a amostra &
proveniente, a estimativa de idade do individuo “doador” daquela amostra (Butler,
2011; Kayser, 2015; Walsh et al, 2011) e, até mesmo, sugerir algumas
caracteristicas fenotipicas de um individuo (padrdo de calvicie, estrutura do cabelo,
cor dos cabelos, olhos e pele) (Frudakis, 2008; Kayser, 2015; Kayser; de Knijff,
2011; Pospiech et al, 2015; Zbie¢-Piekarska; Spolnicka; Kupiec, 2015).

Estudos com polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) que buscam
compreender a relacdo de determinados fatores genéticos com certas
caracteristicas fenotipicas sdo crescentes e tém gerado resultados promissores no
auxilio as ciéncias forenses (Glazier, Nadeau; Aitman, 2002; Marofias et al, 2015;
Pulker et al, 2007). Esse conhecimento pode ser usado de modo auxiliar na ciéncia
molecular forense para diminuir a busca por suspeitos, vitimas ou pessoas
desaparecidas em investigacdes criminais e/ou civis (Frudakis; Terravainen;
Thomas, 2007; Sulem et al, 2007).

Os primeiros estudos relacionando gendtipos a fenétipos foram realizados
com o uso de amostras das populacbes americana e europeia e identificaram
regides no DNA que sao representativas na caracterizacdo da coloracédo branca da
pele, bem como na cor de cabelo ruivo e loiro e também na variacdo da

pigmentacdo da iris, apontando a importancia de compreender a relagcdo entre
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gendtipos e fendtipos complexos, como cor da pele, cabelo e olhos (Frudakis;
Terravainen; Thomas, 2007; Sulem et al, 2007). O processo de predizer os fenétipos
de um individuo, com finalidade forense, a partir da verificacdo de suas amostras
biologicas € conhecido como Fenotipagem Forense pelo DNA ou FDP (do inglés
Forensic DNA Phenotyping) (Kayser, 2015; Kayser; Schneider, 2009), termo que foi
apresentado e descrito primeiramente pelos investigadores Koops & Schellekens em
2008. Para este tipo de abordagem obtém-se o DNA a partir da amostra biologica de
origem desconhecida e, com base na analise de marcadores validados para o0s
fenotipos pesquisados, € possivel inferir caracteristicas externamente visiveis, ou
EVCs (do inglés Externally Visible Characteristics), dentre elas a cor da pele, a cor
do cabelo e a cor dos olhos. Logo, a Fenotipagem Forense pelo DNA fornece mais
detalhes sobre o sujeito ao qual determinada amostra biol6gica pertence, sem a
necessidade de uma amostra referéncia para analise comparativa (Frudakis, 2008;
Kayser; Schneider, 2009; Liu; Wen; Kayser, 2013; Marofias et al, 2015).

Em 2009, um estudo conduzido na Europa verificou a associagdo entre 37
SNPs de pigmentacdo e a cor dos olhos e, ao fazer o gendtipo de amostras
pertencentes a 6.168 holandeses, desenvolveu um modelo capaz de inferir essa
caracteristica. Os dados obtidos mostraram que 67,6% dos individuos tinham olhos
azuis, 22,8% foram sugestivos para olhos castanhos e 9,6% foram sugestivos de
individuos com pigmentacao intermediaria da iris (nem azul nem castanha) (Liu et al,
2009). Com base no estudo anterior, 0 mesmo grupo criou um sistema de analise
multiplex, denominado IrisPlex, no qual seis (HERC2 rs12913832, OCA2 rs1800407,
SLC24A4 rs12896399, SLC45A2 rs16891982, TYR rs1393350, e IRF4 rs12203592)
dentre os 37 SNPs foram validados quanto a sua capacidade preditiva para a
pigmentacdo da iris, sendo que o modelo estatistico desenvolvido garante 90% de
precisao na obtencao do dado (Walsh et al, 2011; Walsh et al, 2012).

Em 2013, esse mesmo grupo apresentou uma atualizacdo do ensaio,
denominada de HirisPlex, demonstrando a possibilidade de predizer
simultaneamente tanto a cor do cabelo quanto a cor da iris (cor dos olhos). Neste
estudo foi verificada a sensibilidade de predicdo desses dois fendtipos por meio da
analise multiplex de 24 marcadores moleculares, sendo 23 do tipo SNP (incluindo os
6 SNPs presentes no IrisPlex) e uma alteragéo do tipo INDEL (Polimorfismo do tipo
Insercdo-Delecdo), presentes em 11 genes. Além da alta capacidade para predicédo
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de cor de olhos, j& observada pelos pesquisadores utilizando o sistema lIrisPlex, o
sistema HlrisPlex se mostrou altamente eficiente na predicdo de cor de cabelo preto,
ruivo, castanho e loiro com acuracia de 87,5%, 80%, 78,5% e 69,5%,
respectivamente (Walsh et al, 2013; Walsh et al, 2014).

Os dois sistemas, IrisPlex e HIrisPlex, ja estdo validados para uso forense na
Holanda, onde as pesquisas foram desenvolvidas, e o algoritmo correspondente
esta disponivel publicamente (http://hirisplex.erasmusmc.nl/), sendo possivel inserir
as informacdes dos genoétipos dos 24 marcadores validados e, baseado nos
modelos estatisticos dos dois sistemas, o possivel fenotipo do individuo € produzido
(Walsh et al, 2014).

Além disso, a valida¢édo do Sistema HlrisPlex para predicdo de EVCs mostrou
ser eficaz em amostras de DNA mesmo muito tempo apds a morte de um individuo,
como foi apresentado em um estudo de 2016, no qual o Sistema HlrisPlex foi
aplicado em 49 amostras de DNA obtidas a partir de 0ssos ou dentes de vitimas da
Segunda Guerra Mundial, gerando resultado de todos os SNPs para a predi¢do da
cor de cabelo e olhos (Chaitanya et al, 2016).

Outro trabalho que objetivou avaliar a confiabilidade da predicéo de fenétipos
de pigmentacdo com o uso de uma grande base de dados de marcadores genéticos
em individuos com fenétipos conhecidos e, a partir da anélise molecular tentou
predizer o fendtipo de pigmentacdo de espécimes pré-histéricos de Homo e de
individuos contemporaneos cujas caracteristicas externamente visiveis ndo sao
conhecidas, realizou a comparacao dos dados fenotipicos preditos e observados por
meio da andlise de 124 SNPs em 33 regiées génicas e sete regides intergénicas de
30 individuos, cinco deles pré-histéricos, cujos genomas nucleares completos estao
disponiveis nas bases de dados publicas, tais como UCSC. Este estudo mostrou
que para os fenotipos preditos por meio da analise molecular versus observados, a
percentagem de concordancia foi: para cor da pele: 64%; para cor do cabelo: 44% e
para cor dos olhos: 36%, ja para os resultados obtidos pela andlise molecular versus
o fenétipo sugerido, essas percentagens foram de 60% para cor da pele, 42% para
cor do cabelo e 67% para cor dos olhos. (Cerqueira et al., 2012). Este estudo
permitiu demonstrar a aplicabilidade que marcadores de pigmentacdo podem ter na

determinacéo de fendétipos na area forense.
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As pesquisas relacionadas a FDP tém se aprimorado cada vez mais e
mostrado que a andlise do DNA pode sugerir, até mesmo, a morfologia dos fios de
cabelo e estimar a idade de uma pessoa (Pospiech et al, 2015; Zbiec¢-Piekarska;
Spodlnicka; Kupiec, 2015). O uso dessas informacfes aumenta a possibilidade da
realizacdo de reconstrucdo facial — com o uso de programas de computacao - mais
fiel ao real, auxiliando investigagcbes forenses (Pospiech et al, 2015; Zbiec-

Piekarska; Spolnicka; Kupiec, 2015).

1.2 Evolucédo da Pigmentacdo Humana

Compreender a acdo do processo de selecdo natural em referéncia as
variacbes na pigmentacdo humana faz parte da historia cientifica e influencia
diversas areas de estudos, como a genética, a antropologia, a histéria humana, a
fisiologia, a medicina e, mais recentemente, as ciéncias forenses (Jablonski, 2004;
Rees; Harding, 2012).

A reconstrucdo da histéria evolutiva se baseia nas evidéncias relatadas pelas
comparacdes feitas entre essas ciéncias, bem como o estudo de complexos
bioguimicos e génicos que determinam a funcdo de cada tipo de pigmento
(Jablonski; Chaplin, 2000; Jablonski, 2012; Hellenthal et al, 2014).

Os fatores ambientais e climaticos sdo importantes na determinacdo de
algumas variacfes fenotipicas e a pigmentacdo humana € um fendtipo complexo
gue sofre acao desses fatores (Barreiro et al, 2008; Jablonski; Chaplin, 2010).

A regido geografica em que uma populacdo habita esta diretamente
associada com a quantidade de radiacdo ultravioleta (UVR) que os individuos
recebem, visto que mudancas nos niveis de UVR ao redor do planeta correspondem
a 86% da variacdo na pigmentacdo da pele humana (Chaplin, 2004; Jablonski;
Chaplin, 2014). O tipo de pigmentacdo produzida esta associado ao processo de
foto protecdo, uma vez que a melanina € considerada um protetor natural contra as
nocividades causadas pelas radiagcdes solares, que incluem: dano ao DNA
ocasionando falhas no metabolismo, na estrutura e nas funcdes celulares; além
disso, os genes envolvidos na pigmentacdo humana podem estar relacionados a
captacdo de UVR e estao entre aqueles com os sinais mais evidentes de selecao
natural (Jablonski; Chaplin, 2010; Parra, 2007; Rees, 2003).
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A exposicdo excessiva a UVR também promove o decaimento na
concentragcdo plasmatica de folato, elemento necessario para a sintese e reparo do
DNA, cuja deficiéncia pode causar malformacdes fetais. Sendo um componente que
estd sob influéncia da acdo da UVR, acredita-se que a manutencdo do folato
também esteja relacionada ao processo de selecdo natural que promoveu as
variagdes na pigmentacgao (Juzeniene et al, 2009; Lucock, 2000; Robins, 2005).

A exposicdo a UVR é ainda fundamental para a sintese de vitamina D, que
tem como uma das suas fun¢cdes manter a homeostase de calcio no plasma, sendo
que a deficiéncia desta vitamina pode promover o surgimento de problemas ésseos
(Holick, 2004; Patience, 2015).

O modelo de explicacdo para as variacfes na pigmentacdo humana mais
aceito nos dias atuais descreve que 0s primeiros Homo sapiens que habitavam a
Africa equatorial perderam os pelos que cobriam a pele devido & necessidade de
perder calor corporal durante grande esforco e condi¢cdes de altas temperaturas. A
pele nua possibilitou maior interacdo do corpo com 0 meio ambiente e maior
exposicao a UVR e a outros fatores fisicos, quimicos e biologicos, gerando fortes
processos de pressdo seletiva que resultaram na capacidade de produzir
eumelanina (pigmento escuro), oferecendo foto protecdo a pele (Jablonski; Chaplin,
2014; Norton et al, 2007; Sturm, 2009).

Ao longo da evolucgéo, alguns grupos de humanos se dispersaram indo para o
sul da Africa, enquanto outros sairam do continente e passaram a habitar regides
com menor incidéncia de UVR, como a Europa e a Asia. Essas migracfes, em
conjunto com a diversidade de condi¢des ambientais, principalmente a menor
captacdo de UVR em diferentes latitudes do planeta, resultou em diminuicdo da
biossintese de vitamina D. Com a possibilidade de dano pela deficiéncia de vitamina
D, essas populacdes foram submetidas a pressao seletiva, que favoreceu individuos
com pele clara capazes de captar UVR suficiente para producéo de vitamina D sem
gue ocorresse a degradacéo de folato (Beleza et al, 2013; Chaplin; Jablonski, 2009;
Jablonski; Chaplin, 2010; Jablonski; Chaplin, 2014; Juzeniene et al, 2009; Robins,
2005).

Uma vez que os genes envolvidos no processo de pigmentacdo como um
todo sdo os mesmos para pele, olhos e cabelo, essas caracteristicas estédo
relacionadas e, acredita-se que a evolugédo adaptativa do processo de pigmentacao
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desses tracos tenha acontecido ao mesmo tempo, sendo que as diferencas
observadas podem representar efeitos pleiotropicos dos genes de pigmentacdo da
pele, que agiram também influenciando as varia¢cdes na cor dos olhos e do cabelo
(Hellenthal et al, 2014; Jablonski; Chaplin, 2014).

1.3 Pigmentagdo Humana e Melanogénese

A pigmentacdo em humanos € uma caracteristica fenotipica muito variavel e
complexa, determinada pela interacdo de fatores genéticos com fatores ambientais,
idade, doencas, drogas, hormonios, além da exposi¢édo a radiacao ultravioleta (UVR)
(Pneuman et al, 2012; Sturm; Larsson, 2009).

O polimero responsavel pela pigmentacdo humana € a melanina, um
biopolimero complexo capaz de absorver radicais livres gerados no citoplasma, luz
visivel e radiagdo ionizante, inclusive ultravioleta, bem como neutralizar espécies
reativas de oxigénio (ROS) (Chang, 2012; Jablonski, 2012).

A sintese de melanina tem origem a partir das células produtoras de
pigmento, os melandcitos e se da por um processo bioldgico denominado
melanogénese. Os melandcitos se originam na crista neural e migram para a
camada basal da epiderme, para os foliculos capilares e para as células da iris dos
olhos. Durante a melanogénese ocorre a combinacdo de reacfes cataliticas e
quimicas, principalmente dentro dos melanossomos, organelas presentes nos
melandcitos. O processo biossintético que origina a melanina pode produzir dois
tipos desse biopolimero: a eumelanina e/ou a feomelanina. A eumelanina é mais
densa e insoluvel e é predominantemente escura na sua forma, definindo fenétipos
com tons marrons e negros, sendo mais eficaz na foto protecdo. Ja a feomelanina
define fendtipos de cor amarelada ou avermelhada. O padréo de sintese e a
distribuicdo de melanina determinam a real cor da pele, bem como dos olhos e do
cabelo (Chang, 2012; Costin; Hearing, 2007; Videira; Moura; Magina, 2013).

A melanogénese é um processo complexo e depende de muitas vias que,
guando alteradas, podem ocasionar hipo/hiperpigmentacéo, devido a quantidade de
melanina presente dentro dos melanossomos, com ou sem alteragdo no numero
dessas organelas, uma vez que o nimero de melanossomos em individuos de pele

negra ou branca, por exemplo, € praticamente o0 mesmo, porém estes variam de
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densidade e tamanho. Pode ocorrer ainda a combinagcédo entre os dois tipos de
melanina, por exemplo, quantidades pequenas de eumelanina no cabelo, podem se
misturar com feomelanina e formar os fendtipos intermediarios (Park et al, 2009;
Videira; Moura; Magina, 2013).

A captacdo de UVR através da pele é o principal fator intrinseco que regula a
melanogénese, e a inducdo da pigmentacdo pode se dar de dois modos: 1)
imediato, processo que se inicia apds 5 a 10 minutos de exposicdo a UVR, nédo é
dependente da sintese de maiores quantidades de melanina e sim do processo de
redistribuicdo dos melanossomos na epiderme e oxidacdo da melanina ai existente.
Neste caso, a pigmentacdo é de curto prazo e desaparece poucos dias apls seu
estimulo inicial. 2) tem inicio 3 a 4 dias ap06s exposicdo a UVR, resulta
principalmente no aumento nos niveis de eumelanina na epiderme para fornecer foto
protecdo e desaparece dentro de semanas (Agar; Young, 2005; Kollias et al, 1991,
Rouzaud et al, 2005; Yamaguchi; Hearing, 2009).

Como mencionado, a sintese de melanina tem inicio, principalmente, pela
influéncia da exposicdo solar e seu estimulo pode ser tanto autécrino como
paracrino. O gene da Préopiomelanocortina (POMC) codifica uma proteina
precursora de varios horménios que é expressa na hipofise e estimulada pela
captacdo de UVR. Esse polipeptidio € clivado para formar varios derivados, dentre
eles o hormonio estimulante de Melanécito alfa (a-MSH), que ativa o processo de
melanogénese (Lin et al, 2007; Nan et al, 2009a).

Quando a-MSH se liga ao seu receptor (MC1R), na membrana dos
melandcitos, o horménio desencadeia um aumento intracelular de monofosfato
ciclico de adenosina (CAMP). Por sua vez, CAMP ativa a enzima proteina quinase A
(PKA), que em um processo de cascata, realiza a fosforilagcdo de fatores de
transcricdo que regulam a expressdo do Fator de Transcricdo Associado a
Microftalmia (MITF). ApOs essas etapas, MITF ativa a expressdo de enzimas
participantes da melanogénese. Além do a-MSH, outros derivados de POMC, tais
como B-MSH (do inglés beta-Melanocyte-stimulating hormone) e ACTH (Horménio
adrenocorticotrofico), também podem estimular a melanogénese pelas mesmas vias
de ativacdo (Ebanks; Wickett; Boissy, 2009; Videira; Moura; Magina, 2013) (Figura
1).
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Figura 1: Esquema da sintese de melanina. Hormdnio a-MSH se liga ao receptor MC1R,
desencadeando aumento de cAMP e ativacdo do fator de transcricdo MITF. MITF favorece
expressdo de genes, como o TYR. TYR codifica tirosinase que converte tirosina em
dopaquinona. Em seguida, dopaquinona se conjuga a cisteina e o produto desta reacao é
oxidado, produzindo melanina que sera transportada para os melanossomos, onde ocorre a
maturacao deste polimero. Os genes SLC24A5, SLC45A2 e OCA2 séo 0s responsaveis por
codificar proteinas de transporte idnico e regulagdo do pH. A agdo antagonista ocorre
quando a proteina ASIP se liga ao receptor MC1R e favorece a sintese de feomelanina por
desbalancear os niveis de TYR e SLC24A5. A melanina produzida é depois transportada
para os queratindcitos circundantes. (adaptado de Scherer e Kumar, 2010)

L

cCAMP

Uma das enzimas cuja expressao é regulada por MITF € a tirosinase, enzima
chave no processo de melanogénese, pois na primeira etapa desta via, a tirosinase
promove a conversdo de tirosina em dopaquinona. Dois eventos distintos podem
ocorrer a partir daqui: 1) a dopaquinona pode conjugar-se com DHI (5,6-dihidroxi) ou
DHICA (5,6-dihidroxi-2-carboxilico), levando a sintese de eumelanina; 2) a
dopaquinona pode conjugar-se com cisteinil-dopa, levando a sintese de feomelanina
(Scherer; Kumar, 2010; Schiaffino, 2010; Videira; Moura; Magina, 2013).

Apés a conjugacdo da dopaquinona com cisteinil-dopa, DHI ou DHICA, o
produto é levado para dentro dos melanossomos. Dentro dessas organelas o
controle do pH e a quantidade de ions presente, fatores cuja manutencdo depende
de proteinas transportadoras de solutos, como a NCKX5 (do inglés
sodium/potassium/calcium exchanger 5), sdo determinantes na maturacdo da
melanina e também podem definir o tipo de pigmento que serd sintetizado, uma vez

gue ambientes com pH mais basico favorecem a producdo de eumelanina, enquanto
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que ambientes com pH mais &cido favorecem a sintese feomelanina (Lamason et al,
2005; Scherer; Kumar, 2010; Videira; Moura; Magina, 2013; Wilson et al, 2013).

A sintese de feomelanina também pode ser direcionada pela acdo de um
antagonista de MC1R, denominado ASIP (proteina sinalizadora de agouti), que ao
se ligar neste receptor bloqueia toda a cascata e favorece a sintese do polimero
menos maduro de melanina (Bonilla et al, 2005; Suzuki et al, 1997).

Depois de produzida, a melanina é transportada para os queratinécitos da
pele ou da raiz dos pelos, sendo ainda retida nas células da iris dos olhos. Na
epiderme, cada melandcito interage com aproximadamente 30 a 40 queratinécitos,
transmitindo melanossomos maduros para o citoplasma destas células, por meio de
exocitose, fusdo das membranas plasmaticas, transferéncia de vesiculas ou
citofagocitose (Sturm, 2006; Tsatmali; Ancans; Thody, 2002; Videira; Moura; Magina,
2013).

Nos olhos, os melandcitos possuem duas origens distintas: neuroectodérmica
ou estromal. A pigmentacdo castanha se caracteriza pela presenca abundante de
melanina no estroma e na camada basal anterior, ja as coloracdes azul e verde da
iris ocorrem quando ha menor quantidade de melanina nessas camadas. Enquanto
que na pele ocorrem producdo e secre¢do continua de melanina, nos olhos, os
melanossomos presentes na iris sdo armazenados e acumulados no citoplasma dos
melandcitos e as diferencas na pigmentacao resultam de quantidades e tipos de
melanina presentes nos melanossomos (Sturm; Larsson, 2009).

Nos fios de cabelo, a cor é o resultado de melanécitos no bulbo e o pigmento
€ adicionado aos queratinécitos em crescimento que irdo tornar-se a haste do cabelo
e, assim como no caso da coloragéo da pele e da iris, as diferencas vistas nas cores
dos fios de cabelo, dependem da quantidade e do tipo de melanina depositado nos
melanossomos (Rees, 2003).

Resumidamente, a regulacdo da melanogénese em humanos € controlada em
diferentes niveis. Durante o desenvolvimento embrionario os melandcitos séo
células derivadas da crista neural e quando maduros migram para os tecidos onde
vao se estabelecer. O padrdo de migracéo esta sob controle genético e representa o
primeiro nivel de regulagdo da melanogénese. A sintese de melanina também é
regulada a nivel celular por controle da formagcdo dos melanossomos, que podem

ser produzidos em varios tamanhos e densidades, dependendo do seu conteudo de
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melanina. Finalmente, a melanogénese é regulada em nivel subcelular, onde ocorre
controle da expressao dos genes envolvidos nesse processo (Ebanks; Wickett;
Boissy, 2009; Park et al, 2009; Schallreuter et al, 2008; Videira; Moura; Magina,
2013).

Embora a sintese de melanina seja um processo Unico, os melandcitos estao
localizados em regides especificas e representam grupos celulares independentes,
podendo, nesse caso, ocorrer vias de regulacdo ou interacdes especificas,
ocasionando as diferentes combinacdes observadas nas diferentes populacées,
como por exemplo, popula¢des com individuos de pele escura, porém olhos claros
(Costin; Hearing, 2007; Lin et al, 2007; Sturm; Duffy, 2012; Videira; Moura; Magina,
2013).

A seguir serdo descritos alguns genes que desempenham papel importante
no processo de pigmentacdo, bem como seus polimorfismos e 0 que estes

ocasionam na producéo de melanina.

1.3.1 SLC24A5

O gene SLC24A5 (Solute Carrier Family 24, Member 5) esta localizado no
braco longo do cromossomo 15 (15¢g21.1) e pertence a familia de transportadores de
solutos dependentes de potassio, existindo forte evidéncia da associacdo deste
gene com as variacbes de pigmentacdo de pele, cabelo e olhos (Lamason et al,
2005; Sabeti et al, 2007).

O gene foi primeiramente descrito em estudos da espécie Danio rerio
(zebrafish), nos quais as variagdes génicas de SLC24A5 foram pertinentes com a
coloragdo mais clara observada nos peixes. Em seguida, um homélogo deste gene
foi identificado em humanos como sendo responsavel por codificar a proteina
NCKX5 (Lamason et al, 2005; Wilson et al, 2013).

Embora a funcdo exata do gene SLC24A5 nédo seja totalmente conhecida,
duas func¢des potenciais podem ser citadas: 1) influenciar a variacdo na pigmentacao
por mecanismos ainda desconhecidos que afetam os niveis de esterodis celulares
(Wilson et al, 2013) e 2) codificar a proteina responsavel por transportar Ca2* e K*
para melanossomos realizando a troca por sédio (Lamason et al, 2005). Esta
proteina possui estrutura com trechos hidrofobicos e hidrofilicos intercalados e um
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ensaio de marcacao celular mostrou que NCKX5 se localiza no interior das células
fazendo parte das proteinas da rede trans-Golgi. Ela € descrita como uma proteina
transportadora de solutos que exerce seu papel nos melanossomos agindo em
canais idnicos dependentes de potassio e regulando o pH dentro dessas organelas e
a proteina defeituosa leva ao albinismo oculocutaneo tipo 6 (OCAG6). (Wilson et al,
2013).

A maturacdo e a manutencdo da melanina sdo reguladas principalmente pela
concentracdo de calcio (Ca2+) dentro dos melanossomos, e estudos funcionais
sugeriram um modelo de atuacdo de NCKX5 na absorcdo de calcio dentro das
organelas e apontaram ainda que o gene SLC24A5 é mais expresso em células da
derme, dos tecidos oculares e também em células com melanoma. Com isso, pode-
se concluir que a expressdo de SLC24A5 é importante para as células produtoras de
melanina (Altimimi; Schnetkamp, 2007; Wilson et al,2013).

Ao estudar as associacdes do gene SLC24A5 com a producdo de melanina
encontrou-se um SNP localizado na porc¢éo codificadora do gene que se caracteriza
pela troca de uma guanina (G) por uma adenina (A) no terceiro éxon (rs1426654).
Esta troca resulta ha mudanca do aminoacido alanina por treonina na posicdo 111
(Alal11Tre) da proteina NCKX5 (Lamason et al, 2005; Jackson, 2006).

Essa mudanca diminui a escala de troca ibnica em nivel transmembrana nos
individuos que apresentam o alelo variante tanto em heterozigose como em
homozigose, tendo como resultado menor maturacdo de melanina e consequente
sintese de feomelanina, resultando em fendtipos mais claros tanto para pele, como
para olhos e cabelo. Por sua vez, a presenca de altos niveis de proteina selvagem
estd associada a fendtipos de pele negra, olhos castanhos e cabelo escuro
(Lamason et al, 2005; Tully, 2007; Ginger et al, 2008). Além disso, o silenciamento
de SLC24A5 no transcriptoma de melandcitos humanos em estudo funcional reduziu
a abundancia de tirosinase, apontando que este gene interage com os fatores da via
de melanogénese e responde sozinho por 25 — 38% da variacdo na coloracdo da
pele humana e, aproximadamente, 34% na variagcdo da cor dos olhos e do cabelo
(Wilson et al, 2013).

Sabe-se que o polimorfismo (rs1426654) pode causar variacbes na

pigmentacao e as frequéncias dessas variacdes diferem entre algumas populagoes.
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De acordo com pesquisas que detalham a distribuicdo geografica do SNP
rs1426654, as populacdes europeias — que exibem menor indice de melanina —
possuem o alelo polimérfico A (111Tre) com frequéncias que variam de 98% a
100%, denotando um efeito significativo desta variante com a pigmentacdo branca
da pele, bem como com a coloracdo azul da iris e com cabelo loiro, caracteristicas
predominantes em populacdes europeias. A frequéncia de 111Tre € menor conforme
as populacdes se localizam mais proximas ao Equador, sendo que no Norte da
Africa a frequéncia desta variante é de 80%, na Etiopia é de 40% a 60% e na
Somaélia e Africa subsaariana é de 35% (Basu Mallick et al, 2013; Canfield et al,
2013; Dimisianos et al, 2009; Mukherjee et al, 2013; Sabeti et al, 2007; Soejima e
Koda, 2007), sendo que estas populac¢des tém, em sua maioria, individuos com pele
negra, olhos castanhos e cabelo escuro.

A presenca do alelo ancestral G (111Ala) varia de 20% a 100% em
populacbes do continente africano, do Leste da Asia e entre indigenas americanos,
porém as populacdes negras da Africa sdo as que exibem a variante 111Ala em
100% dos individuos (Basu Mallick et al, 2013; Lamason et al, 2005; Soejima e
Koda, 2007).

Na populacéo brasileira a verificacdo das frequéncias dos alelos G e A em
grupos de diferentes regides do pais (Sul, Sudeste e Nordeste), apontou que grande
parte dos individuos com ancestralidade europeia exibe o alelo A e que esse
polimorfismo foi associado a cor de pele branca, olhos azuis e cabelo loiro. Por outro
lado, a presenca do alelo G foi relacionada com elevado indice de melanina e
caracteristicas de pele negra, olhos castanhos e cabelo preto, estando o alelo
ancestral G presente na maioria dos individuos que possuem ancestralidade
africana (Cerqueira et al, 2014; Durso et al, 2014; Lima; de Toledo Goncgalves;
Fridman, 2015).

Estes estudos descrevem que as analises das variantes do SNP rs1426654,
presentes no gene SLC24A5, permitem diferenciar populacdes de pele negra e
populacdes de pele ndo negra. Essa qualidade do polimorfismo faz com que seu uso
seja importante na caracterizacéo de EVCs para estudos forenses.

Embora a diferenca na frequéncia dos alelos G e A permita a diferenciacao
entre grupos de individuos de pele negra e grupos de pele ndo negra, as cores de
pele classificadas como intermediarias (pele parda ou amarela) sdo mais dificeis de
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distinguir do fendtipo de pele branca pela anélise do SNP rs1426654 (Giardina et al,
2008; Soejima e Koda, 2007). Por isso, além deste SNP, outros dois vém sendo
estudados para verificar se é possivel aumentar a capacidade desse gene na
diferenciacdo da cor de pele e também de grupos populacionais. Estes
polimorfismos séo: 1) rs16960620, que € a troca de uma adenina para uma guanina
(A8371G) e dentro do gene SLC24A5 classificada como variante intrénica e 2)
rs2555364, intron 2 do gene SLC24A5, que € localizado no cromossomo 15 (posi¢ao
48.419.386), caracterizado pela troca de uma citosina para uma guanina (Tiosano et
al,2016). A construcdo dos haplotipos a partir desses trés SNPs em populacdes
africanas, asiaticas e europeias revelou que os asiaticos possuem trés haplotipos
exclusivos que reforcam a capacidade desse gene na distincdo de grupos
populacionais com origem ancestral e caracteristicas fenotipicas diferentes (Giardina
et al, 2008).

1.3.2 ASIP

Localizado no cromossomo 20 (20q11.2-q12) este gene influencia a variagao
normal da pigmentagéo, pois pode inibir a diferenciagdo de melanoblastos em
melandcitos maduros e ainda bloquear a expressao de MITF, e dos genes TYR e
SLC24A5, que tém fungbes importantes na melanogénese. O ASIP codifica a
proteina sinalizadora de agouti, que recebe o mesmo nome do gene (ASIP). Esta é
composta por 132 aminoacidos e tem expressao em varios tecidos, tais como a pele,
tecido adiposo, hepético, cardiaco, entre outros. A acdo da proteina ASIP na sintese
de melanina é antagonista a acao de a-MSH, havendo competicdo pelo sitio de
ligacdo do receptor MC1R. Quando a proteina ASIP consegue ligar-se ao MC1R,
ocorre 0 bloqueio de cAMP e de toda a cascata que levaria a producédo de
eumelanina, favorecendo, portanto, a sintese de feomelanina (Bonilla et al, 2005;
Kanetsky et al, 2002; Kwon et al, 1994; Suzuki et al, 1997; Wilson et al, 1995).

Os achados sobre a expressao do gene ASIP descrevem a ocorréncia de um
polimorfismo na regido 3’'UTR (rs6058017) resultando na substituicdo de uma
guanina por uma adenina na posi¢ao 8818 do gene (G8818A). A hipbtese abordada
para a acédo deste SNP sugere que a presenca do alelo G promove instabilidade do
RNA mensageiro e degradacdo prematura do transcrito. Deste modo, ndo ha acdo
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antagonista da proteina ASIP sobre o a-MSH, possibilitando a ligagdo do hormdnio
ao seu receptor e promovendo a sintese de eumelanina. Considerando o efeito
oposto, quando o alelo A (variante) esta presente, o transcrito € devidamente
processado e a proteina exerce acdo bloqueadora na producdo de eumelanina,
favorecendo a sintese de feomelanina (Aberdam et al, 1998; Manne; Argeson;
Siracusa, 1995; Voisey; Kelly; Van Daal, 2003).

As frequéncias alélicas estimadas para o SNP rs6058017 indicam que o alelo
variante 8818A alcanca frequéncias elevadas em caucasianos e indigenas
originarios da Australia, 93% e 76%, respectivamente (Meziani et al, 2005; Sulem et
al, 2008; Zeigler-Johnson et al, 2004).

Em asiaticos, o alelo 8818G (alelo ancestral) se apresenta em 10% a 28% da
populacao, jA em africanos a frequéncia sobe para 80% e é um dos fatores que
sugere os fendtipos de pele negra, olhos castanhos e cabelo escuro, observados em
grande parte desses individuos (Bonilla et al, 2005; Kanetsky et al, 2002; Voisey et
al, 2006).

133 TYR

O gene TYR (Tyrosinase) esta localizado no braco longo do cromossomo 11
(11914-g21), sendo constituido por quatro introns e cinco éxons, e é responsavel por
codificar a enzima tirosinase, que possui grande importancia no processo de
melanogénese, devido ao seu papel catalitico, em razéo de ser a primeira enzima a
ser recrutada tanto para a sintese de eumelanina como para sintese de feomelanina.
A producdo de tirosinase ocorre nos melandcitos e a quantidade de melanina
sintetizada nestas células é proporcional a quantidade de tirosinase e a sua
atividade, sendo que a regulacédo negativa desta enzima inibe a sintese de melanina
(Chang, 2012; Ibarrola-Villava et al, 2012; Tully, 2007).

O gene TYR foi o primeiro a ser identificado e descrito como relacionado ao
processo de pigmentagao, pois as mutagcdes observadas se mostraram associadas
com o albinismo, uma vez que a delecdo total ou parcial da tirosinase causa ma
regulacdo na sintese de melanina e pode levar ao albinismo oculocutaneo tipo 1
(OCA1l) (Oetting et al, 2009). Esta forma de albinismo é caracterizada pela
deficiéncia na sintese e distribuicdo de melanina, ocasionando hipopigmentacdo da
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pele, da iris e do cabelo. O albinismo oculocutaneo tipo 1 é subdividido em OCA1A e
OCA1B. No primeiro caso ndo h& producdo de melanina e, no caso de OCA1B
ocorre producdo parcial de pigmento na pele e iris (Ko et al, 2012; Oetting et al,
2009; Sturm; Duffy, 2012).

Diversas mutacdes no gene TYR ja foram mapeadas e respondem por 46%
dos casos de albinismo em caucasianos; além disso, estima-se que 1% dos
europeus que habitam o Norte da Europa apresenta alguma mutacdo no gene
(Oetting, 2003; Scherer; Kumar, 2010; Sturm; Duffy, 2012).

Um dos polimorfismos mais estudados nesse gene caracteriza-se pela troca
de uma guanina por uma adenina (rs1126809), o que resulta na substituicdo do
aminoacido arginina por glutamina na posicdo 402 da tirosinase (Arg402Gin),
levando a sintese de uma enzima termolabil que esta sujeita a retencéo no reticulo
endoplasmatico e que apresenta apenas 25% da sua atividade catalitica quando
comparada ao tipo selvagem da proteina (Halaban et al, 2000; Oetting et al, 2009).

O alelo variante A do polimorfismo rs1126809, responsavel pela sintese da
proteina alterada, e sua relacdo com a variacdo normal da pigmentacdo tém sido
estudados e foram encontradas associa¢gfes desta variante com pigmentacéo clara
da pele e da iris, presenca de sardas, cabelo ruivo e loiro, sensibilidade da pele ao
sol e, consequente, capacidade de bronzeamento e, até mesmo, melanoma (Nan et
al, 2009b; Oetting et al, 2009; Zhang et al, 2013). A frequéncia deste alelo varia de
27% a 77% em populacBes europeias ou com ancestralidade europeia; em africanos
ou populagcbes com descendéncia africana, esta frequéncia cai para
aproximadamente 5%, sendo ainda, o alelo A descrito como ausente em populacdes
da Asia (Hutton; Spritz, 2008; Sturm; Duffy, 2012; Sulem et al, 2007; Sulem et al,
2008).

Em contraste, o alelo ancestral (G), quando presente em homozigose codifica
a enzima do tipo selvagem e apresenta frequéncias mais elevadas em populagcbes
do Norte da Africa, onde individuos possuem, em sua maioria, pele negra, olhos
castanhos e cabelo preto (Hudjashov et al, 2013; Oetting et al, 2009).

Os estudos forenses que relacionam genaotipos com EVCs foram inicialmente
conduzidos em populacdes que apresentam baixos indices de miscigenacao, onde a

maioria das pessoas exibe EVCs semelhantes; logo, estudos com amostras de
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populacdes miscigenadas se tornam interessantes, pois podem ampliar o
conhecimento sobre o papel dos genes de pigmentacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a associacdo de polimorfismos nos genes SLC24A5, ASIP e TYR e
com as caracteristicas de cor da pele, cor do cabelo e cor dos olhos em amostra da
populacao brasileira a fim de verificar a capacidade destes SNPs em predizer estas
caracteristicas externamente visiveis e sugerir o uso desses marcadores biologicos

para aplicagcéo forense.

2.2 Especificos

o  Caracterizar as frequéncias dos polimorfismos rs1426654, rs16960620,
rs2555364 (SLC24A5), rs6058017 (ASIP) e rs1126809 (TYR) em amostra
da populacéo brasileira;

o Avaliar a associagdo dos SNPS rs1426654, rs16960620 e rs2555364
(relacionados ao gene SLC24A5) com as informac¢fes de autodeclaracéo
de cor de pele, cor do cabelo e cor dos olhos dos voluntérios;

o Avaliar a associacdo do SNP rs1126809, presente no gene TYR com as
caracteristicas de cor da pele, cor do cabelo e cor dos olhos na nossa
amostra;

o Analisar a associagéo do polimorfismo do gene ASIP (rs6058017) com cor
da pele, cor do cabelo e cor dos olhos dos participantes, de acordo com a

autodeclaracéo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica

Foram incluidas neste estudo amostras de DNA de 611 individuos, entre eles
funcionéarios, alunos e colaboradores que exercem atividade no complexo da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, ndo aparentados, de ambos
0S sexos, maiores de 18 anos que, apos receberem informacdes sobre o projeto,
concordaram em participar da pesquisa. Os participantes assinaram e receberam
uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A) que, junto com o
projeto, foi aprovado pela Comisséo de Etica para Analises de Projetos de Pesquisa
(CAPPesq), do Hospital das Clinicas da FMUSP (CAAE 00973512.7.0000.0068 —
Anexo B).

No inicio da entrevista, os individuos foram informados da pretensdo em
investigar a relacdo das caracteristicas fenotipicas de cor da pele, do cabelo e dos
olhos com polimorfismos genéticos, e que os dados fornecidos seriam sigilosos e
codificados, ndo havendo possibilidade de identificacdo do entrevistado.

Todos os participantes responderam ao questionario (Anexo C) que continha
perguntas relacionadas ao estilo de vida (uso de medicamentos, de filtro solar,
consumo de bebida alcodlica) e informac¢des sociodemograficas (sexo, idade, renda,
grau de escolaridade, local de nascimento e local de nascimento dos pais e avos).
Aos voluntarios também foi solicitado que fizessem autorreferéncia de sua cor da
pele, cabelo e olhos.

Para obter os dados de autorreferéncia de cor da pele, solicitou-se aos
participantes que escolhessem uma dentre as quatro categorias, que séo: branco,
pardo, negro e amarelo.

Os voluntarios relataram sua cor de cabelo natural aos 15 anos e, para isso
foi apresentada uma tabela (Anexo D) com coloracdes de cabelo variadas para que
eles apontassem a mais semelhante ao real, sendo este o dado usado para as
analises realizadas no estudo. As diversas cores da tabela foram classificadas entre
preto, castanho, loiro e ruivo para diminuir o nimero de variantes consideradas para
comparacdo estatistica e para padronizar este estudo com as nomenclaturas

encontradas na literatura.
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Para garantir maior precisao quanto ao relato de cor de olhos, uma tabela
com 40 cores de olhos distintas (Anexo E) (Walsh et al, 2011) foi mostrada para
cada voluntario, para que este apontasse a cor mais semelhante a de seus olhos.
Este foi 0 dado considerado para realizar as comparacdes genaotipo-fenoétipo. As 40
cores foram agrupadas em castanho, verde e azul com a intengéo de padronizar o
presente estudo com as classificagcbes usadas na literatura. Além disso, trés fotos
dos olhos de cada um dos participantes foram capturadas para comparacdo dos

dados apontados na tabela com os dados das imagens geradas pelas fotografias.

3.2 Extracdo do DNA

Ao término da entrevista e procedimentos descritos acima, foram coletados
4mL de sangue periférico dos voluntarios em tubos contendo EDTA. A extragédo do
DNA foi realizada pelo processo de Salting-out, de acordo com protocolo
previamente publicado (Miller; Dykes; Polesky, 1988). O DNA extraido foi eluido em
tampdo contendo Tris (1M, pH 7,5) e EDTA (0,2M, pH 7,4), quantificado em
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific), aliquotado e
armazenado em micro tubos a temperatura de -20°C, para posterior genotipagem e
andlise de polimorfismos.

As amostras de DNA estdo armazenadas no Laboratério de Imuno-
Hematologia e Hematologia Forense (LIM 40) do Departamento de Medicina Legal,
Etica Médica e Medicina Social e do Trabalho da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo.

3.3 Amplificacdo do DNA
Para esse estudo foram analisados SNPs nos genes SLC24A5, ASIP e TYR.
Cada uma das regides de interesse foi amplificada por uma Unica reacéo de PCR e,

posteriormente, analisadas em todas as amostras para composi¢do dos genétipos e

analise de associacao.
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Para o gene SLC24Ab5, os trés polimorfismos avaliados foram:

1) rs1426654, que se caracteriza pela troca de bases de uma guanina por
uma adenina. (Essa troca resulta na substituicdo do aminoacido alanina por uma
treonina na posicado 111 (Alal11Tre) (Lamason et al, 2005);

2) rs16960620, polimorfismo classificado como variante intronica, (posicao
48124702), que resulta na troca de uma adenina por uma guanina;

3) rs2555364, (posicdo 48127189) caracterizado pela troca de uma citosina
para uma guanina (Giardina et al, 2008).

Para o gene ASIP, foi analisado o polimorfismo identificado pelo numero de
referéncia rs6058017, mapeado na regido 3’"UTR do gene e que se caracteriza pela
troca de uma guanina por uma adenina (8818 G>A) (Bonilla et al, (2005).

Os primers para amplificacdo do polimorfismo de interesse do gene TYR
(rs1126809), que € uma transicdo de uma adenina para uma guanina, resultando na
alteracdo de aminoéacidos arginina por glutamina (Arg402GIn) da proteina tirosinase
(Oetting et al, 2009), foram desenhados com ajuda do programa Primer3

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3 www.cdi).

Os pares de primers usados para a realizacdo das PCRs foram obtidos junto

a Invitrogen Life Technologies e sdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1: Sequéncia dos primers usados para amplificacdo das regides de interesse do presente estudo.

Gene Polimorfismo Primer Forward (F) Primer Reverse (R)

Referéncia

rs1426654 5-TCATAAAGAAGCAAAACATTGGA-3° 5 -AGCACAGATGCCAAGGAGAT-3
SLC24A5 rs16960620 5-TGAACAATGACATGACTGAAAAA-3' 5-AGCTGAAGATTTGGCAGTGG-3

rs2555364 5'-GACACAGCCGTCATATGCTC-3' 5-GGCTTTGGTATTCCCCATCT- 3
ASIP rs6058017 5-GGCTTCGATGAAGAAAGTGG-3' 5-AGGGGATAGCCTCGTTCCTA-3'
TYR rs1126809 5-CAACATCTTTCCATGTCTCCAG-3 5-TCATAGCCCAGATCTTTGGA-3

Valenzuela et al, 2010
Giardina et al, 2008
Giardina et al, 2008

Valenzuela et al, 2010
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As reacdes de PCR foram conduzidas em um volume total de 28ul contendo
DNA gendmico a uma concentragao de 50ng/ul, primers a 10pMol, dNTP a 1,25mM
(Invitrogen Life Technologies) e Taq DNA polimerase Platinum 0,75U (Invitrogen Life
Technologies). A ciclagem térmica foi realizada em termociclador Mastercycler
(Eppendorf), com desnaturacao inicial de 1 minuto a 96°C, seguida de 35 ciclos de
desnaturacdo por 30 segundos a 96°C, anelamento por 30 segundos a 60°C e
extensdo por 30 segundos a 72°C com extensao final de 4 minutos a 72°C. Ao final
da etapa de amplificacdo por PCR, eletroforese em gel de agarose foi conduzida a
fim de verificar a presenca do fragmento de DNA que se desejava analisar para cada
polimorfismo. Confirmada a presenca de tais fragmentos, a purificagcdo dos produtos
de PCR, com o0 uso das enzimas Exonuclease | para purificacdo de amostras
amplificadas por PCR (4000U) (Thermo Fisher Scientific) e Fosfatase Alcalina
Termosenssivel (1000U) (Thermo Fisher Scientific), foi realizada de acordo as
instrugdes do fabricante.

3.4 Reacao de Sequenciamento

Os produtos de PCR foram sequenciados nas duas direcGes, forward e
reverse, com o uso dos mesmos pares de primers das reacdes de PCR.

As reacdes de sequenciamento foram conduzidas em um volume total de
10uL, contendo o produto de PCR amplificado e purificado (5uL), 10pMol do
respectivo primer (2uL) (Invitrogen Life Technologies), 1uL de BigDye Terminator
Cycle Sequencing v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA) e 2uL de seu
respectivo tampao. A ciclagem térmica foi realizada em termociclador Mastercycler
(Eppendorf), com condi¢des de desnaturacao inicial por 1 minuto a 96°C, seguido de
30 ciclos de desnaturacéo por 15 segundos a 96°C, anelamento por 15 segundos a
50°C e extensao por 4 minuto a 60°C.

Apés as reacBes de sequenciamento, a 1uL de cada reacdo foi adicionado
10uL de formamida, para etapa de desnaturagao a 95°C por 5 minutos. Em seguida
foi realizada eletroforese capilar utilizando sequenciador automatico ABI3130
(Applied Biosystems, Foster City, CA) e os resultados foram analisados em
programa de computacéao especifico denominado BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).
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As sequéncias individuais foram comparadas com as respectivas sequéncias
padrdo contidas no NCBI, utlizando o programa de alinhamento ClustalwW

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?/).

3.5 Anédlise Estatistica

Com a finalidade de verificar se o0s cinco polimorfismos do estudo
encontravam-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), foi usado o teste de Qui
Quadrado.

Para as analises de associagdo, inicialmente foram criados os modelos
genéticos. Considerando-se que o alelo polimérfico € o alelo menos frequente,
podemos assumir esses trés principais modelos de andlise:

1) Modelo por contagem de Gendtipos (ou Modelo de Gendtipos), em que
comparamos as frequéncias dos homozigotos para o alelo selvagem versus
heterozigotos versus homozigotos para o alelo polimorfico entre os grupos
estudados;

2) Modelo Dominante que faz a comparacédo da frequéncia de homozigotos
para o alelo selvagem versus frequéncia de heterozigotos + homozigotos para o
alelo polimérfico entre os grupos estudados. Nesse modelo avalia-se se o alelo
polimorfico possui efeito dominante e somente uma cOpia é necesséaria para
manifestacéo do fenétipo avaliado;

3) Modelo Recessivo que faz a comparagao da frequéncia de homozigotos
para o alelo selvagem + frequéncia de heterozigotos versus frequéncia de
homozigotos para o alelo polimérfico entre os grupos estudados. Nesse modelo
investiga-se se o alelo polimérfico é recessivo e, portanto, sdo necessarias as duas
copias do alelo para manifestar o fenétipo.

Para verificar se houve associacéo dos cinco polimorfismos com as variaveis
cor da pele, cor dos olhos e cor do cabelo (agrupando-se ou ndo as categorias), 0s
testes de Qui-quadrado e/ou Exato de Fisher foram usados. O teste Exato de Fisher
€ uma correcao do valor de p do teste do Qui-Quadrado quando o numero de
observacdes € pequeno (o valor de p do teste Exato de Fisher € usado quando

aparecer N<5 em alguma casela da tabela).
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Essas andlises foram realizadas para os trés modelos genéticos propostos
(Modelos de Genotipo, Dominante e Recessivo).

Além disso, para todas as associacfes significantes foram realizados modelos
de regressao logistica binarios (para as variaveis na forma binaria, ou seja, com
duas categorias) para calcular os valores de Odds Ratio (OR) e Intervalos de
Confianga de 95%. Os estudos de regressao logistica foram construidos no Modelo
de Gendtipos, Modelo Dominante e Modelo Recessivo para confirmar as
associacOes, demonstrar o poder de significancia e, portanto, identificar se o
polimorfismo era capaz de predizer as variaveis fenotipicas. A variavel cor do cabelo
foi ajustada para as covariaveis sexo e/ou idade, e a variavel cor dos olhos foi
ajustada para idade.

Como consideramos como referéncia a cor da pele “negra”, a cor do cabelo
“preto+castanho” e a cor dos olhos “castanhos”, os resultados foram interpretados
da seguinte maneira: OR>1 indica que o polimorfismo é capaz de predizer as
categorias “nao negro”, “ruivo+loiro” e/ou “azul+verde”, respectivamente e OR<1
indica que o polimorfismo ¢é capaz de predizer as categorias “negra”,
“preto+castanho” e “castanhos” para as variaveis dependentes cor de pele, cabelo e

olhos, respectivamente.
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4 RESULTADOS

A amostra total do estudo foi composta por 611 individuos ndo aparentados,
com idade média de 35,26 anos = 12,098, sendo a idade minima 18 anos e a
méxima 71 anos. O numero de individuos do sexo feminino (n=398) foi maior que o
namero de individuos do sexo masculino (n=213).

Quanto a autodeclaracdo de cor de pele, 363 individuos disseram ter pele
branca, enquanto que 170 declararam ter pele parda, 51 afirmaram ser negros e 27

falaram que tém cor de pele amarela, conforme demonstrado no Gréfico 1.
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Gréafico 1. Numero de individuos autodeclarados para cada uma das categorias de cor da
pele.

Os dados sobre autorreferéncia da cor dos cabelos na nossa amostra
mostraram 0s seguintes resultados: 488 individuos com cabelo castanho, 63 com

cabelo preto, 49 com cabelo loiro e 11 ruivos (Gréfico 2).
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Grafico 2: Numero de individuos autodeclarados para cada uma das categorias de cor do
cabelo.

A tabela com diferentes cores de olhos, apresentada aos voluntarios, tem um
total de 40 opcdes (Anexo E), dentre as quais os participantes do projeto apontaram
somente uma, de acordo com a que mais se assemelhou a sua cor de olhos. Para a
classificacao final, as cores de olhos foram agrupadas em trés categorias, sendo
elas: castanho (n=478), verde (n=101) e azul (n=32) (Gréfico 3).
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Grafico 3: Numero de individuos autodeclarados para cada uma das categorias de cor dos
olhos.
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Assim como descrito em Material e Métodos, as varidveis de cor da pele, cor
do cabelo e cor dos olhos foram classificadas em categorias, que foram
posteriormente subagrupadas para salientar as caracteristicas mais distintas (por
exemplo, cor de pele negra e ndo negra) a fim de verificar a capacidade de cada
SNP em predizer tais caracteristicas. A seguir estdo descritas as associacoes
encontradas para cada polimorfismo avaliado no presente estudo.

4.1 SLC24A5

Para o estudo dos polimorfismos rs1426654, rs2555364 e 16960620,
presentes no gene SLC24A5, 601, 589 e 591 individuos, respectivamente, tiveram
seu genotipo avaliado e comparado com as caracteristicas de cor da pele, dos olhos
e do cabelo. Essa diferenca no numero de amostras genotipadas se deve ao fato da
nao possibilidade de amplificacdo de certas amostras para determinados
polimorfismos. Na Tabela 2 é possivel verificar as frequéncias genotipicas dos
polimorfismos estudados, a frequéncia do alelo polimérfico (minor allele frequency,
MAF) e o resultado do teste de Qui-Quadrado realizado para verificar se 0s
polimorfismos encontravam-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg, na amostra total do
estudo.

Tabela 2: Descrigdo das frequéncias genotipicas e alélicas (minor allele frequency, MAF), e
do resultado do Equilibrio de Hardy-Weinberg, para a amostra total estudada para os SNPs
do gene SLC24Ab5.

. : i EHW
Gene (Polimorfismo) Genotipos N (%) MAF vz 0

AA 587 99,3

SLC24A5 AG 3 0,5 )
Total 591 100
CC 24 4,1
SLC24A5 CG 108 18,3

0,132 24,04 <0,001*

(rs2555364) GG 457 77,6 ’ ’

Total 589 100
GG 58 9,7
SLC24A5 GA 142 23,6

0,215 53,8 <0,001*
(rs1426654) AA 401 66,7
Total 601 100

N: ndmero de individuos; MAF: Minor allele frequency (frequéncia do alelo polimérfico);
EHW: Equilibrio de Hardy Weinberg; *p<0,05.
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Nas Tabelas (3, 4 e 5), estdo apresentados os resultados em relacdo a
comparagdo dos genotipos do SNP rs16960620, com as caracteristicas

externamente visiveis, e 0s resultados das associa¢des encontradas.

Tabela 3: Resultado das associacbes entre o polimorfismo rs16960620 (SLC24A5) e as
variaveis Cor de pele, olhos e cabelos (também na forma agrupada em 2 categorias), para o
Modelo de Gendbtipos.

., . SLC24A5 rs16960620 > _
Variavel Categoria Total X p pFisher
AA AG GG

N 48 0 0 48

Negro % 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
Branco N 348 1 0 349
% 99,7% 0,3% 0,0% 100,0%
Cor da N 168 0 0 168
el Pardo %  100.0% 0.0% 0.0% 100,00 29927 <0.001* 0,001
Amarelo N 23 2 1 26
% 88,5% 7,7% 3,8% 100,0%
Total N 587 3 1 501
%  99,3% 0,5% 0,2% 100,0%
Negro N 48 0 o0 48
o da Orfl) 10;3;8% o,g% 0,2% 105042%
aglroue;lZdo N&o negro % 99.3% 0.6% 0.2% 100.0% 0,356 0,837 1
Total N 587 3 1 501
%  99,3% 0,5% 0,2% 100,0%
oreto N 61 1 0 62
%  98,4% 1,6% 0,0% 100,0%
Castanho N 468 2 1 471
%  99,4% 0,4% 0,2% 100,0%
. N 10 0 o0 10
S;’ggg: Ruivo %  100.0% 00% 0.0% 100,00 2113 0909 0599
Lairo N 48 0 o0 48
% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
ot N 587 3 1 501
%  99,3% 0,5% 0,2% 100,0%
529 3 1 533
o Preto+Castanno o 99506 0.6% 0,29 100,0%
orde . . N 58 0 o0 58
ag?ubpeallgo Ruivo+Loiro %  100,0% 0.0% 0,0% 100,0% 0,438 0,803 1
N 587 3 1 501
Total

% 99,3% 0,5% 0,2% 100,0%

N: Numero de individuos; *p<0,05.
Tabela 3 continua.
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Continuacdo da Tabela 3: Resultado das associacdes entre o polimorfismo rs16960620
(SLC24A5) e as variaveis Cor de pele, olhos e cabelos (também na forma agrupada em 2
categorias), para o Modelo de Genétipos.

SLC24A5 rs16960620

., . 2 .
Variavel Categoria Total Fisher
g AA AG X p p
Castanho N 282 3 1 286
escuro % 98,6% 1,0% 0,3% 100,0%
Castanho N 107 0 0 107
médio % 100,00 0,0% 0,0% 100,0%
Castanho N 70 0 0 70
Cor dos claro % 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
olhos 4295 0,83 0,88
categorico Verde N 97 0 0 97
% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
N 31 0] 0] 31
Azul
% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
Total N 587 3 1 591
% 99,3% 0,5% 0,2% 100,0%
Castanhos N 459 3 1 463
% 99,1% 0,6% 0,2% 100,0%
Cor dos
N 128 0] 0] 128
olhos Azul+Verde 1,113 0,573 1
agrupado % 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
Total N 587 3 1 591
% 99,3% 0,5% 0,2% 100,0%

N: NUmero de individuos; *p<0,05.
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Tabela 4: Resultado das associacbes entre o polimorfismo rs16960620 (SLC24A5) e as
variaveis Cor de pele, olhos e cabelos (também na forma agrupada em 2 categorias), para o

Modelo Dominante.

SLC24A5 rs16960620

2

Variavel Categoria Dominante Total X p pFisher
AA AG+GG
Negro N 48 0 48
% 100,00 0,0% 100,0%
Branco N 348 1 349
% 99,7% 0,3% 100,0%
N 168 0 168
Cgélga Pardo % 10005 00% 1000s 47892 <0001 <0001
Amarelo N 23 3 20
% 88,5% 11,5% 100,0%
Total N 587 4 591
% 993% 0,7%  100,0%
Negro N 48 0 48
% 100,00 0,0% 100,0%
Cor da ] N 539 4 543
pele N&o negro % 99.3% 0.7%  100.0% 0,356 0,551 1
agrupado ' ' ’
Total N 587 4 591
% 99,3% 0,7% 100,0%
Preto N 61 1 62
% 98,4% 1,6% 100,0%
Castanho N 468 3 4l
% 99,4% 0,6% 100,0%
N 10 0 10
S;’ggg: RUivo % 1000% 00% 100006 V25 075 059
Loito N 48 0 48
% 100,0% 0,0% 100,0%
Total N 587 4 591
% 99,3% 0,7% 100,0%
Preto+Castanho N 529 4 >33
% 992% 0,8% 100,0%
Cor de _ _ N 58 0 58
cabelo Ruivo+Loiro %  1000% 0.0%  100.0% 0,438 0,508 1
agrupado ' ’ '
Total N 587 4 591
% 993% 0,7% 100,0%

N: Numero de individuos; *p<0,05.

Tabela 4 continua.
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Continuacdo da Tabela 4: Resultado das associacdes entre o polimorfismo rs16960620
(SLC24A5) e as variaveis Cor de pele, olhos e cabelos (também na forma agrupada em 2
categorias), para o Modelo Dominante.

SLC24A5 rs16960620

Variavel Categoria Dominante Total X2 p pFisher
AA AG+GG
Castanho N 282 4 286
escuro % 98,6% 1,4% 100,0%
Castanho N 107 0 107
medio %  100,0% 0,0% 100,0%
Castanho N 70 0 70
Cor dos claro %  100,0% 0,0% 100,0%
olhos 4,295 0,368 0,648
categorico Verde N o7 0 97
% 100,0% 0,0% 100,0%
N 31 0 31
Azul
% 100,0% 0,0% 100,0%
N 587 4 591
Total
% 99,3% 0,7% 100,0%
N 459 4 463
Castanhos
% 99,1% 0,9% 100,0%
Cor dos N 128 0 128
olhos Azul+Verde 0 o o 0 1,113 0,291 0,582
agrupado Yo 100,0% 0,0% 100,0%
N 587 4 591
Total

% 99,3% 0,7%  100,0%

N: NUmero de individuos; *p<0,05.
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Tabela 5: Resultado das associacbes entre o polimorfismo rs16960620 (SLC24A5) e as
variaveis Cor de pele, olhos e cabelos (também na forma agrupada em 2 categorias), para o
Modelo Recessivo.

SLC24A5
Variavel Categoria rs16960620_Recessivo  Total X p pFisher
AA+AG GG
N 48 0 48
Negro
% 100,0% 0,0% 100,0%
N 349 0 349
Branco
% 100,0% 0,0% 100,0%
N 168 0 168
Cor da Pardo 21,768 0,041* 0,041*
pele % 100,0% 0,0% 100,0%
N 25 1 26
Amarelo
% 96,2% 3,8% 100,0%
N 590 1 591
Total
% 99,8% 0,2% 100,0%
N 48 0 48
Negro
% 100,0% 0,0% 100,0%
Cor da . N 542 1 543
pele N&o negro 0,089 0,766 1
agrupado % 99,8% 0,2% 100,0%
N 590 1 591
Total
% 99,8% 0,2% 100,0%
N 62 0 62
Preto
% 100,0% 0,0% 100,0%
N 470 1 471
Castanho
% 99,8% 0,2% 100,0%
N 10 0 10
Cor dos Ruivo 0,255 0,968 1
cabelos % 100,0% 0,0% 100,0%
) N 48 0 48
Loiro
% 100,0% 0,0% 100,0%
N 590 1 591
Total
% 99,8% 0,2% 100,0%
532 1 533
Preto+Castanho
% 99,8% 0,2% 100,0%
Cor de _ _ N 58 0 58
cabelo Ruivo+Loiro 0,109 0,741 0,649
agrupado % 100,0% 0,0% 100,0%
N 590 1 591
Total

% 99,8% 0,2% 100,0%

N: Numero de individuos; *p<0,05.

Tabela 5 continua.
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Continuacdo da Tabela 5: Resultado das associacdes entre o polimorfismo rs16960620
(SLC24A5) e as variaveis Cor de pele, olhos e cabelos (também na forma agrupada em 2
categorias), para o Modelo Recessivo.

SLC24A5
Variavel Categoria _rs16960620_Recessivo  Total X’ p pFisher
AA+AG GG
Castanho N 285 1 286
escuro % 99,7% 0,3% 100,0%
Castanho N 107 0 107
medio %  100,0% 0,0% 100,0%
Castanho N 70 0 70
Cor dos claro %  100,0% 0,0% 100,0%
olhos 1,068 0,899 1
categorico Verde N 97 0 97
% 100,0% 0,0% 100,0%
N 31 0] 31
Azul
% 100,0% 0,0% 100,0%
N 590 1 591
Total
% 99,8% 0,2% 100,0%
N 462 1 463
Castanhos
% 99,8% 0,2% 100,0%
Cor dos N 128 0 128
olhos Azul+Verde 0,277 0,599 1
agrupado %  100,0% 0,0% 100,0%
N 590 1 591
Total

% 99,80 0,2% 100,0%

N: NUmero de individuos; *p<0,05.

Foram encontradas associacdes significantes entre o0 polimorfismo
rs16960620 (SLC24A5) e a variavel cor da pele (p<0,05), nos trés Modelos usados
para as analises. No entanto, estes resultados devem ser analisados com muita
cautela, pois apenas 3 individuos apresentam genoétipo heterozigoto e 1 homozigoto
para o alelo polimérfico (GG). Nao foram detectadas associacbes entre o
polimorfismo e as variaveis na forma agrupada em 2 categorias e, portanto, nao
foram realizados modelos de regresséo logistica binarios para predizer as variaveis
dependentes.

A Tabela 6 mostra as associa¢des encontradas do SNP rs2555364 com a cor

da pele, cor do cabelo e cor dos olhos, usando o Modelo de Genotipos
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Tabela 6: Resultado das associacBes entre o polimorfismo rs2555364 (SLC24A5) e as
variaveis Cor de pele, olhos e cabelos (também na forma agrupada em 2 categorias), para o

Modelo de Genétipos.

SLC24A5 rs2555364

Variavel Categoria Total Fisher
g CC CG X2 PP
N 9 20 19 48
Negro
% 18,8% 41,7% 39,6% 100,0%
N 4 26 318 348
Branco
% 1,1% 7,5% 91,4% 100,0%
N 7 53 108 168
Cor da Pardo 122,424 <0,001* <0,001*
pele % 4,2% 31,5% 64,3% 100,0%
N 4 9 12 25
Amarelo
% 16,0% 36,0% 48,0% 100,0%
N 24 108 457 589
Total
% 4,1% 18,3% 77,6% 100,0%
N 9 20 19 48
Negro
% 18,8% 41,7% 39,6% 100,0%
Cor da ~ N 15 88 438 541
pele N&o negro o 0 o o o 52,863 <0,001* <0,001*
agrupado % 2,8% 16,3% 81,0% 100,0%
N 24 108 457 589
Total
% 4,1% 18,3% 77,6% 100,0%
N 6 22 33 61
Preto
% 9,8% 36,1% 54,1% 100,0%
N 18 85 367 470
Castanho
% 3,8% 18,1% 78,1% 100,0%
N 0 1 9 10
Cor dos RUIVO 34714 <0,001* <0,001*
cabelos % 0,0% 10,0% 90,0% 100,0%
) N 0 0 48 48
Loiro
% 0,0 0,0 100,0% 100,0%
N 24 108 457 589
Total
% 4,1% 18,3% 77,6% 100,0%
24 107 400 531
Preto+Castanho
% 4,5% 20,2% 75,3% 100,0%
Cor de _ _ 0 1 57 58
cabelo Ruivo+Loiro o 0 o 0 o 15,852 <0,001* 0,001
agrupado % 0,0% 1,7% 98,3% 100,0%
24 108 457 589
Total
% 4,1% 18,3% 77,6% 100,0%

N: Numero de individuos; *p<0,05.

Tabela 6 continua.
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Continuacdo da Tabela 6: Resultado das associacfes entre o polimorfismo rs2555364
(SLC24A5) e as variaveis Cor de pele, olhos e cabelos (também na forma agrupada em 2
categorias), para o Modelo de Genétipos.

SLC24A5 rs2555364

Variavel Categoria oC oG GG Total X p pFisher
Castanho N 19 89 178 286
escuro % 6,6% 31,1% 62,2% 100,0%
Castanho N 2 14 90 106
médio % 1,9% 13,2% 84,9% 100,0%
Cor d Castanho N 3 1 66 70
or dos claro % 4,3% 1,4% 94,3% 100,0%
olhos A b A =" 82575 <0,001* <0,001*
categorico Verde N 0 3 92 95
% 0,0% 32% 96,8% 100,0%
N 0 1 30 31
Azul
% 0,0% 3,2% 96,8% 100,0%
N 24 108 456 588
Total
% 4,1% 18,4% 77,6% 100,0%
24 104 334 462
Castanhos
% 5,2% 225% 72,3% 100,0%
Cor dos 0 4 122 126
olhos Azul+Verde 34,38 <0,001* <0,001*
agrupado % 0,0 3,2% 96,8% 100,0%
24 108 456 588
Total
% 4,1% 18,4% 77,6% 100,0%

N: Numero de individuos; *p<0,05.

Foram encontradas associa¢des significantes entre o polimorfismo rs2555364

(SLC24A5) e as variaveis: cor da pele, cor dos cabelos e cor dos olhos (p<0,05), no

Modelo de Genotipos. Foram construidos modelos de regressao logistica binaria

(Tabela 7) para identificar se o polimorfismo era capaz de predizer essas variaveis

fenotipicas.
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Tabela 7: Modelo de regressdo logistica para identificar se o polimorfismo rs2555364
(SLC24AD5) foi capaz de predizer cor da pele, cor do cabelo e cor dos olhos no Modelo de
Gendtipos.

95% IC

Variavel p OR - -

Inferior Superior

IDADE 0,07 098 0,96 1,00

Cgélga SLC24A5_rs2555364 (CG/CC) 0,044* 2,70 1,03 7,10

SLC24A5_rs2555364 (GG/CC) <0,001* 14,24 548 36,97

IDADE 0,015+ 1,03 1,01 1,05

Cor do SEXO (fem/masc) 0,061 1,87 0,97 3,58
cabelo SLC24A5_rs2555364 (CG/CC) 0,998 - - -
SLC24A5_rs2555364 (GG/CC) 0,998 - - -
Cor dos SLC24A5_rs2555364 (CG/CC) 0,998 - - -
olhos SLC24A5_rs2555364 (GG/CC) 0,998 - - -

OR: Odds Ratio; 95% IC: Intervalo de Confianca de 95%; ajustado ldade; *p<0,05.

O polimorfismo rs2555364 foi associado com significancia estatistica com cor
da pele em modelo de regressdo logistica binaria, apds ajustado para ldade
(p<0,05), de modo que os genotipos heterozigoto e homozigoto GG foram capazes
de predizer a cor da pele “ndo negra”, apresentando chance 2,7 e 14 vezes maior,
respectivamente, de predizer a cor “ndo-negra” em relagcdo aos homozigotos CC.

Para a cor do cabelo e para a cor dos olhos, o0 modelo de regressao logistica
binaria ndo pbéde ser ajustado, uma vez que uma das categorias ndo possuia
nenhum individuo.

Na Tabela 8 sdo apresentados os resultados encontrados para o SNP
rs2555364 (SLC24A5) no Modelo Dominante para estudos de associacdo genética

deste polimorfismo com as EVCs avaliadas neste trabalho
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Tabela 8: Resultado das associacGes entre o polimorfismo rs2555364 (SLC24A5) e as
variaveis cor de pele, cabelo e olhos (também na forma agrupada em 2 categorias), para o
Modelo Dominante.

SCL24A5 rs2555364

Variavel Categoria Dominante Total X p pFisher
CC CG+GG
Nedro N 9 39 48
g %  18.8% 81,3% 100,0%
Sranco N 4 344 348
%  1,1% 98,9% 100,0%
N 7 161 168
Cor da Pardo 43,166 <0,001* <0,001*
pele %  42% 958% 100,0%
Amarelo N 4 21 25
%  16,0% 84,0% 100,0%
ot N 24 565 589
%  41% 959% 100,0%
Nedro N 9 39 48
g %  18,8% 81,3% 100,0%
Cor da ] N 15 526 541
pele N&o negro 0 0 0 0 28,79 <0,001* <0,001*
agrupado %  2.8% 97,2% 100,0%
ot N 24 565 589
%  41% 959% 100,0%
oot N 6 55 61
%  9,.8% 90,2% 100,0%
Castantio N 18 452 470
%  3.8% 96,2% 100,0%
N 0 10 10
Cor dos RUIVO 7716 0,079 0,052
cabelos % 0,0% 100,0% 100,0%
Laire N 0 48 48
%  00% 100,0% 100,0%
ot N 24 565 589
%  41% 959% 100,0%
) 24 507 531
PretotCastanho o' 450 955%  100.0%
Cor de _ _ N 0 58 58
cabelo Ruivo+Loiro 0 0 0 0 2,733 0,155 0,098
agrupado %  0,0% 100,0% 100,0%
N 24 565 589
Total

% 4,1% 959% 100,0%

N: Numero de individuos; *p<0,05.

Tabela 8 continua.
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Continuacdo da Tabela 8: Resultado das associacdes entre o polimorfismo rs2555364
(SLC24A5) e as variaveis cor de pele, cabelo e olhos (também na forma agrupada em 2
categorias), para o Modelo Dominante.

SCL24A5 rs2555364

Variavel Categoria Dominante Total X p pFisher
CC CG+GG
Castanho N 19 267 286
escuro % 6,6% 93,4% 100,0%
Castanho N 2 104 106
médio % 1,9% 98,1% 100,0%
Cor d Castanho N 3 67 70
or dos claro % 43% 957% 100,0%
olhos 2 A A ~7 11,529 0,021* 0,015*
categorico Verde N 0 96 96
% 0,0% 100,0% 100,0%
N 0 31 31
Azul
% 0,0% 100,0% 100,0%
N 24 565 589
Total
% 41% 959% 100,0%
N 24 438 462
Castanhos
% 5,2% 94,8% 100,0%
Cor dos N 0 127 127
olhos Azul+Verde 0 0 0 0 6,878 0,009* 0,004*
agrupado Yo 0,0% 100,0% 100,0%
N 24 565 589
Total
% 4,1% 95,9% 100,0%

N: Namero de individuos; *p<0,05.

No Modelo Dominante, foram encontradas associa¢des significantes entre o

polimorfismo rs2555364 (SLC24A5) e a variavel: cor da pele (p<0,05). Foram entao

construidos modelos de regresséao logistica binaria (Tabela 9) para identificar se o

polimorfismo era capaz de predizer essas variaveis fenotipicas.

Tabela 9: Modelo de regresséo logistica para identificar se o polimorfismo rs2555364
(SLC24AD5) foi capaz de predizer cor da pele e cor dos olhos no Modelo Dominante.

., 95% IC
Variavel p OR - -
Inferior Superior
Cor dos SLC24A5_rs2555364_dominate 0.998 i i i
olhos (CG+GG/CC) '
IDADE 0,069 0,98 0,96 1
Cor da SLC24A5 rs2555364 domi
pele _IS _dominante 5001 831 339 2038

(CG+GGICC)

OR: Odds Ratio; 95% IC: Intervalo de Confianga de 95%; *p<0,05.
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O polimorfismo rs2555364 foi significativamente associado a cor da pele em
modelo de regressao logistica binaria, apos ajustado para idade (p<0,05), de modo
que a presenca do alelo G foi capaz de predizer a cor da pele “ndo-negra” (chance
8,31 vezes maior em relacdo aos homozigotos CC). O modelo de regressao logistica
binaria ndo pbde ser ajustado para a variavel cor dos olhos no Modelo Dominante,
uma vez que uma das categorias ndo possuia nenhum individuo.

A Tabela 10 apresenta os resultados obtidos no Modelo Recessivo para a
avaliacdo do SNP rs2555364 com relacdo as associacdes do polimorfismo com a

cor da pele, cor dos olhos e cor do cabelo.
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Tabela 10: Resultado das associacbes entre o polimorfismo rs2555364 (SLC24A5) e as
variaveis cor da pele, cabelos e olhos (também na forma agrupada em 2 categorias), para o

Modelo Recessivo.

SCL24A5 rs2555364

Variavel Categoria Recessivo Total X p pFisher
CC+CG GG
N 29 19 48
Negro
% 60,4% 39,6% 100,0%
N 30 318 348
Branco
% 8,6% 91,4% 100,0%
N 60 108 168
Cor da pele Pardo 107,619 <0,001* <0,001*
% 35,7% 64,3% 100,0%
N 13 12 25
Amarelo
% 52,0% 48,0% 100,0%
N 132 457 589
Total
% 22,4% 77,6% 100,0%
N 29 19 48
Negro
% 60,4% 39,6% 100,0%
N 103 438 541
Cordapele  \55 hegro 43411 <0,001* <0,001*
agrupado % 19,0% 81,0% 100,0%
N 132 457 589
Total
% 22,4% 77,6% 100,0%
N 28 33 61
Preto
% 45,9% 54,1% 100,0%
N 103 367 470
Castanho
% 21,9% 78,1% 100,0%
Cor dos : N 1 9 10
Ruivo 34,175 <0,001* <0,001*
cabelos % 10,0% 90,0% 100,0%
. N 0 48 48
Loiro
% 0,0% 100,0% 100,0%
N 132 457 589
Total
% 22,4% 77,6% 100,0%
131 400 531
Preto+Castanho
% 24, 7% 75,3% 100,0%
Cor de
N 1 57 58
cabelo Ruivo+Loiro o 0 o . 15,833 <0,001* <0,001*
agrupado Y% 1,7% 98,3% 100,0%
132 457 589
Total

% 224%  77,6% 100,0%

N: Namero de individuos; *p<0,05.

Tabela 10 continua.
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Continuacdo da Tabela 10: Resultado das associacbes entre o polimorfismo rs2555364
(SLC24A5) e as variaveis cor da pele, cabelos e olhos (também na forma agrupada em 2
categorias), para o Modelo Recessivo.

SCL24A5 rs2555364

Variavel Categoria Recessivo Total X p pFisher
CC+CG GG
Castanho N 108 178 286
escuro % 37,8% 62,2% 100,0%
Castanho N 16 90 106
médio % 15,1% 84,9% 100,0%
Castanho N 4 66 70
Cor dos claro % 57%  943% 100,0%
olhos 80,344 <0,001* <0,001*
categorico Verde N 3 93 96
% 3,1% 96,9% 100,0%
N 1 30 31
Azul
% 3,2% 96,8% 100,0%
N 132 457 589
Total
% 22,4% 77,6% 100,0%
N 128 334 462
Castanhos
% 27,7% 72,3% 100,0%
Cor dos N 4 123 127
olhos Azul+Verde 0 0 0 0 34,545 <0,001* <0,001*
agrupado Y% 3,1% 96,9% 100,0%
N 132 457 589
Total
% 22,4% 77,6% 100,0%

N: NUmero de individuos; *p<0,05.

Foram encontradas associa¢des significantes entre o polimorfismo rs2555364

(SLC24A5) e as variaveis cor da pele, cor de cabelos e cor dos olhos (p<0,05), no

Modelo Recessivo. Foram construidos modelos de regressédo logistica binaria

(Tabela 11) para identificar se este SNP era capaz de predizer essas variaveis

fenotipicas.
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Tabela 11: Modelo de regresséao logistica para identificar se o polimorfismo rs2555364 foi
capaz de predizer cor da pele, cabelo e olhos ho Modelo Recessivo.

., 95% IC
Variavel p OR , -
Inferior Superior
IDADE 0,075 0,98 0,96 1,00
Cor da SLC24A5 rs2555364 [
ele IS _recessivo .
Y (GG/CC+CG) <0,001 6,56 3,53 12,19
IDADE 0,015* 1,03 1,01 1,05
COt; 0||0 Sexo (fem/masc) 0,061 1,87 0,97 3,58
cabelo ;
SLC24A5 rs2555364 recessivo .
(GGICC+CG) 0,004 19,32 2,64 141,38
Cor dos SLC24A5 rs2555364 recessivo .
olhos (GGICC+CG) <0,001* 11,78 4,27 32,56

OR: Odds Ratio; 95% IC: Intervalo de Confianca de 95%.

Por meio da analise do Modelo Recessivo, observa-se que o polimorfismo
rs2555364 (SLC24A5) foi significativamente associado com cor da pele em modelo
de regressao logistica binaria, ap0s ajustado para Idade (p<0,05), de modo que
individuos com a presenca de dois alelos ancestrais G (homizogotos GG)
apresentaram 6,56 vezes maior chance de pertencerem a categoria cor da pele “nao
negra” do que individuos portadores do alelo C. Adicionalmente, este SNP foi
significativamente associado com cor do cabelo em modelo de regresséo logistica
binaria, ap6s ajustado para Sexo e Idade (p<0,05), de modo que individuos
portadores de duas coOpias do alelo G apresentaram 19 vezes mais chance de ter a
cor de cabelo na categoria “ruivo+loiro” do que individuos portadores do alelo C. O
mesmo SNP mostrou-se ainda significativamente associado a cor dos olhos em
modelo de regresséo logistica binaria (p<0,05), de modo que individuos portadores
de duas cépias do alelo G apresentaram 11,78 vezes mais chance de pertencerem a
categoria de cor de olhos “azul+verde” do que individuos portadores do alelo C.

Os resultados acima apresentados, em relacdo ao SNP rs2555364 salientam
a relacdo do alelo C (ancestral) com caracteristicas de pigmentacdo escura. Em
contraste, o alelo G (variante) apresenta associacdo com caracteristicas claras de
cor de pele, olhos e cabelos.

Os resultados encontrados com o uso do Modelo de Genotipos para o
polimorfismo rs1426654 sdo mostrados na Tabela 12.
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Tabela 12: Resultado das associacbes entre o polimorfismo rs1426654 (SLC24A5) e as
variaveis Cor de pele, olhos e cabelos (também na forma agrupada em 2 categorias), para o

Modelo de Gendbtipos.

SLC24A5 rs1426654

Variavel Categoria e GA Total X p pFisher
Negro N 14 22 13 49
% 28,6% 44,9% 26,5% 100,0%
S N 7 52 296 355
% 2,0% 14,6% 83,4% 100,0%
Cor da Pardo N1 b7 88 110 0 534 <0001 <0,001%
pele % 8,8% 39,4% 51,8% 100,0%
Amarelo N 22 ! 4 27
% 81,5% 3,7% 14,8% 100,0%
Total N 58 142 401 601
% 9,7% 23,6% 66,7% 100,0%
Negro N 14 22 13 49
% 28,6% 44,9% 26,5% 100,0%
Cor da . N 44 120 388 552
pele N&o negro % B8.0% 217% 70.3% 100.0% 42,923 0,001* 0,001*
agrupado ' ’ ’ ’
Total N 58 142 401 601
% 9,7% 23,6% 66,7% 100,0%
Preto N 18 23 21 62
% 29,0% 37,1% 33,9% 100,0%
Castanho N 40 113 327 480
% 8,3% 23,5% 68,1% 100,0%
Cor dos Ruivo N0 4 ! o 60184 <0,001* <0,001%
cabelos % 0,0% 36,4% 63,6% 100,0%
Loifo N 0 2 46 48
% 0,0% 4,2% 95,8% 100,0%
Total N 58 142 401 601
% 9,7% 23,6% 66,7% 100,0%
Preto+Castanho >8 136 348 >42
% 10,7% 25,1% 64,2% 100,0%
Cor de , , N 0 6 53 59
cabelo Ruivo+Loiro % 0.0% 102% 89.8% 100.0% 16,565 <0,001* <0,001*
agrupado ' ’ ’ ’
Total 58 142 401 601
% 9,7% 23,6% 66,7% 100,0%

N: Numero de individuos; *p<0,05.

Tabela 12 continua.
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Continuacdo da Tabela 12: Resultado das associacbes entre o polimorfismo rs1426654
(SLC24A5) e as variaveis Cor de pele, olhos e cabelos (também na forma agrupada em 2
categorias), para o Modelo de Genétipos.

SLC24A5 rs1426654

Variavel Categoria Total Fisher
g GG GA AA X PP
Castanho N 50 106 136 292
escuro % 17,1% 36,3% 46,6% 100,0%
Castanho N 3 25 81 109
médio % 2,8% 22,9% 74,3% 100,0%
Castanho N 2 S) 64 71
Cor dos claro % 2,8% 7,0% 90,1% 100,0%
olhos 118,943 <0,001* <0,001*
categorico Verde N 3 5 90 98
% 3,1% 5,1% 91,8% 100,0%
N 0 1 30 31
Azul
% 0,0% 3,2% 96,8% 100,0%
N 58 142 401 601
Total
% 9,7% 23,6% 66,7% 100,0%
N 55 136 281 472
Castanhos
% 11,7% 28,8% 59,5% 100,0%
Cor dos N 3 6 120 129
olhos Azul+Verde 0 0 0 0 o 51,195 <0,001* <0,001*
agrupado % 23% 4,7% 93,0% 100,0%
N 58 142 401 601
Total
% 9,7% 23,6% 66,7% 100,0%

N: Numero de individuos; *p<0,05.

Foram encontradas associa¢des significantes entre o polimorfismo rs1426654

(SLC24A5) e as variaveis cor da pele, cor dos cabelos e cor dos olhos (p<0,05), no

Modelo de Gendétipos. Modelos de regressao logistica binaria (Tabela 13) foram

construidos para identificar se o polimorfismo era capaz de predizer essas variaveis

fenotipicas.
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Tabela 13: Modelo de regressao logistica para identificar se o polimorfismo rs1426654 foi
capaz de predizer cor da pele, cabelo e olhos no Modelo de Genétipos.

Variavel p ,95% I -
Inferior Superior

IDADE 0,022+ 097 0,95 1,00

Cor dapele  SLC24A5 rs1426654 (GAIGG) 0,189 1,67 0,78 3,58

SLC24A5_rs1426654 (AA/GG) <0,001* 9,89 4,33 22,57

IDADE 0,028 1,03 1,00 1,05

Cor do SEXO (fem/masc) 0,055 1,89 0,99 3,62
cabelo SLC24A5_rs1426654 (GA/GG) 0,997 - - -
SLC24A5_rs1426654 (AA/GG) 0,997 - - -

Cor dos SLC24A5_rs1426654 (GA/GG) 0,770 0,81 0,20 3,35

olhos SLC24A5 rs1426654 (AA/GG) 0,001* 7,83 2,40 25,52

OR: Odds Ratio; 95% IC: Intervalo de Confianga de 95%; ajustado Idade; *p<0,05.

O polimorfismo rs1426654 (SLC24A5) foi significativamente associado a cor
da pele em modelo de regresséao logistica binaria para o Modelo de Gendtipos, apos
ajustado para ldade (p<0,05), de modo que o gendtipo homozigoto AA (variante)
apresentou-se capaz de predizer a cor da pele “ndo-negra” (9,89 vezes maior
chance em relacdo aos individuos com genétipo GG). Para a predicdo de cor do
cabelo, o modelo de regressao logistica binaria ndo pbéde ser ajustado para essa
variavel, uma vez que uma das categorias ndo possuia nenhum individuo. Com
relacdo a cor dos olhos, este SNP mostrou associac¢ao significante com o uso do
modelo de regresséao logistica, binaria (p<0,05), de modo que o gendtipo homozigoto
AA (variante) foi capaz de predizer a cor de olhos “azul+verde” (7,83 vezes maior
chance em relacdo aos individuos com genotipo GG).

A Tabela 14 mostra os resultados encontrados para o SNP rs1426654 com
relacdo as associacoes deste polimorfismo com as EVCs aqui avaliadas no Modelo

Dominante.
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Tabela 14: Resultado das associacbes entre o polimorfismo rs1426654 (SLC24A5) e as
variaveis Cor de pele, olhos e cabelos (também na forma agrupada em 2 categorias), para o

Modelo Dominante.

SCL24A5 rs1426654

Variavel Categoria Dominante Total X2 p pFisher
GG GA+AA
N 14 35 49
Negro
% 28,6% 71,4% 100,0%
N 7 348 355
Branco
% 2,0% 98,0% 100,0%
N 15 155 170
Cor da Pardo 204,033 <0,001* <0,001*
pele % 8,8% 91,2% 100,0%
N 22 5 27
Amarelo
% 815% 18,5% 100,0%
N 58 543 601
Total
% 9,7% 90,3% 100,0%
N 14 35 49
Negro
% 28,6% 71,4% 100,0%
Cor da . N 44 508 552
pele Nao negro o o 0 o 21,905 0,001* 0,001*
agrupado %  8,0% 92,0% 100,0%
N 58 543 601
Total
% 9,7% 90,3% 100,0%
N 18 44 62
Preto
% 29,0% 71,0% 100,0%
N 40 440 480
Castanho
% 8,3% 91,7% 100,0%
N 0 11 11
Cor dos Ruivo 33,969 <0,001* <0,001*
cabelos % 0,0 100,0% 100,0%
) N 0 48 48
Loiro
% 0,0% 100,0% 100,0%
N 58 543 601
Total
% 9,7% 90,3% 100,0%
58 484 542
Preto+Castanho
% 10,7% 89,3% 100,0%
Cor de 0 59 59
cabelo Ruivo+Loiro 0 0 o 0 6,988 0,004* 0,008*
agrupado % 0,0% 100,0% 100,0%
N 58 543 601
Total
% 9,7% 90,3% 100,0%

N: Namero de individuos; *p<0,05.

Tabela 14 continua.
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Continuacdo da Tabela 14: Resultado das associacbes entre o polimorfismo rs1426654
(SLC24A5) e as variaveis Cor de pele, olhos e cabelos (também na forma agrupada em 2
categorias), para o Modelo Dominante.

SCL24A5 rs1426654

Variavel Categoria Dominante Total X2 p pFisher
GG GA+AA
Castanho N 50 242 292
escuro % 17,1% 82,9% 100,0%
Castanho N 3 106 109
médio % 28%  97,2%  100,0%
Castanho N 2 69 71
Cor dos claro % 2,8%  97,2%  100,0%
olhos 36,644 <0,001* <0,001*
categoérico Verde N 3 95 98
% 3,1% 96,9% 100,0%
N 0 31 31
Azul
% 0,0% 100,0% 100,0%
N 58 543 601
Total
% 9,7% 90,3% 100,0%
N 55 417 472
Castanhos
% 11,7% 88,3% 100,0%
Cor dos N 3 126 129
olhos Azul+Verde 0 0 o 0 10,108 0,001* 0,001*
agrupado Y% 2,3% 97, 7% 100,0%
N 58 543 601
Total

% 9,7% 90,3%  100,0%

N: Numero de individuos; *p<0,05.

O Modelo Dominante mostrou associacfes significantes entre o polimorfismo
rs1426654 (SLC24A5) e as variaveis cor da pele, cor dos cabelos e cor dos olhos
(p<0,05), portanto foram construidos modelos de regressao logistica binaria (Tabela
15) para identificar se o polimorfismo era capaz de predizer tais variaveis

fenotipicas.
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Tabela 15: Modelo de regressao logistica para identificar se o polimorfismo rs1426654 foi
capaz de predizer cor da pele, no Modelo Dominante.

95% IC
Variavel p OR
Inferior Superior
IDADE 0,06 0,98 0,96 1,00
Cor da SLC24A5 rs1426654 dominat
ele _Is _dominate X
p (GA+AAIGG) <0,001 468 2,33 9,39
SEXO (fem/masc) 0,059 1,86 0,98 3,56
Cor do IDADE 0,018* 1,03 1,01 1,05
cabelo sLC24As rs1426654_dominante oo ] ) )
(GA+AA/GG) ’
Cor dos SLC24A5 rs1426654 dominate *
olhos (GA+AAIGG) 0,004 554 1,70 18,01

OR: Odds Ratio; 95% IC: Intervalo de Confianca de 95%; *p<0,05.

O polimorfismo rs1426654 foi significativamente associado a cor da pele em
modelo de regresséo logistica binéria feito para o Modelo Dominante, apés ajustado
para ldade (p<0,05), de modo que individuos portadores do alelo variante A
apresentaram 4,68 vezes maior chance de apresentar a cor da pele “nao-negra” em
relacdo aos homozigotos GG (ancestral). Para a caracteristica de cor do cabelo, o
modelo de regressao logistica binaria ndo péde ser ajustado, uma vez que uma das
categorias ndo possuia nenhum individuo. Este SNP foi ainda significativamente
associado a cor dos olhos em modelo de regressao logistica binaria, feito para o
Modelo Dominante, (p<0,05), de modo que individuos portadores do alelo variante A
apresentaram chance 5,54 vezes maior de apresentar a cor de olhos “azul+verde”,
em relagcdo aos homozigotos GG (ancestral).

Os resultados para o Modelo Recessivo do SNP rs1426654 com relagéo as
suas associagdes com a cor da pele, cor do cabelo e cor dos olhos séao exibidos na
Tabela 16.
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Tabela 16: Resultado das associacbes entre o polimorfismo rs1426654 (SLC24A5) e as
variaveis cor da pele, olhos e cabelos (também na forma agrupada em 2 categorias), para o
Modelo Recessivo.

SCL24A5 rs1426654

Variavel Categoria Recessivo Total X2 p pFisher
GG+GA AA
N 36 13 49
Negro
% 73,5% 26,5% 100,0%
N 59 296 355
Branco
% 16,6% 83,4% 100,0%
N 82 88 170
Cor da Pardo 129,008 <0,001* <0,001*
pele % 48,2% 51,8% 100,0%
N 23 4 27
Amarelo
% 852% 14,8% 100,0%
N 200 401 601
Total
% 33,3% 66,7% 100,0%
N 36 13 49
Negro
% 73,5% 26,5% 100,0%
Cor da - N 164 388 552
pele N&o negro 0 0 0 0 38,813 0,001* 0,001*
agrupado % 29,7% 70,3% 100,0%
N 200 401 601
Total
% 33,3% 66,7% 100,0%
N 41 21 62
Preto
% 66,1% 33,9% 100,0%
N 153 327 480
Castanho
% 31,9% 68,1% 100,0%
N 4 7 11
Cor dos Ruivo 48,928a <0,001* <0,001*
cabelos % 36,4% 63,6% 100,0%
) N 2 46 48
Loiro
% 4.2% 95,8% 100,0%
N 200 401 601
Total
% 33,3% 66,7% 100,0%
194 348 542
Preto+Castanho
% 358% 64,2% 100,0%
Cor de _ _ N 6 53 59
cabelo Ruivo+Loiro 0 o o o 15,734 <0,001* <0,001*
agrupado Yo 10,2% 89,8% 100,0%
N 200 401 601
Total

% 33,3% 66,7% 100,0%

N: Numero de individuos; *p<0,05.

Tabela 16 continua.
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Continuacdo da Tabela 16: Resultado das associacbes entre o polimorfismo rs1426654
(SLC24A5) e as variaveis cor da pele, olhos e cabelos (também na forma agrupada em 2
categorias), para o Modelo Recessivo.

SCL24A5 rs1426654

Varidvel Categoria Recessivo Total X p pFisher
GG+GA AA
Castanho N 156 136 292
escuro % 53,4% 46,6% 100,0%
Castanho N 28 81 109
medio %  25,7% 74,3%  100,0%
Castanho N 7 64 71
Cor dos claro % 9,9% 90,1%  100,0%
olhos 114,192 <0,001* <0,001*
categoérico Verde N 8 90 98
% 8,2% 91,8% 100,0%
N 1 30 31
Azul
% 3,2% 96,8% 100,0%
N 200 401 601
Total
% 33,3% 66,7% 100,0%
N 191 281 472
Castanhos
% 40,5% 59,5% 100,0%
Cor dos N 9 120 129
olhos Azul+Verde 0 0 0 0 51,174 <0,001* <0,001*
agrupado Yo 7,0% 93,0% 100,0%
N 200 401 601
Total
% 33,3% 66,7% 100,0%

N: Numero de individuos; *p<0,05.

No Modelo Recessivo, foram encontradas associacdes significantes entre o

polimorfismo rs1426654 (SLC24A5) e as variaveis cor da pele, cor dos cabelos e cor

dos olhos (p<0,05), logo, modelos de regressao logistica binaria (Tabela 17) foram

construidos para identificar se o polimorfismo era capaz de predizer essas variaveis

fenotipicas.
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Tabela 17: Modelo de regressao logistica para identificar se o polimorfismo rs1426654 foi
capaz de predizer cor da pele, cabelo e olhos ho Modelo Recessivo.

. 95% IC
Variavel p OR - -
Inferior Superior
IDADE 0,018 0,97 0,95 1,00
Cor dapele g| c24A5 rs1426654 recessivo
— —_ *
(AA/GG+GA) <0,001 7,03 3,61 13,71
IDADE 0,031* 1,02 1,00 1,05
Cot: ollo SEXO (fem/masc) 0,052 1,91 1,00 3,65
cabelo -
SLC24A5 rs1426654 recessivo *
(AA/GG+GA) <0,001 4,77 2,01 11,33
Cor dos SLC24A5 rs1426654 recessivo *
olhos (AAIGG+GA) <0,001 9,06 4,49 18,29

OR: Odds Ratio; 95% IC: Intervalo de Confianca de 95%; *p<0,05.

O polimorfismo rs1426654, presente no gene SLC24A5, foi significativamente
associado a cor da pele em modelo de regressao logistica binaria feito para o
Modelo Recessivo, apés ajustado para Idade (p<0,05), de modo que individuos
portadores de dois alelos A (variante) (homozigotos AA) apresentaram chance 7,03
maior de apresentar a cor da pele “ndo-negra”, em relacdo aos portadores do alelo
G (ancestral). Para a EVC de cor do cabelo, esse SNP mostrou associagcéo
significante, com o uso de modelo de regresséao logistica binaria, apds ajustado para
Sexo e Idade (p<0,05), de modo que individuos portadores de dois alelos variantes
A (homozigotos AA) apresentaram chance 4,77 maior de apresentar a cor de cabelo
“ruivo+loiro”, em relagao aos portadores do alelo G (ancestral).

Com relacado a caracteristica de cor de olhos, 0 SNP rs1426654 apresentou
associacao significativamente estatistica em modelo de regressao logistica binaria
(p<0,05), de modo que individuos portadores de dois alelos variantes A
(homozigotos AA) apresentaram chance 9,06 maior de pertencerem ao grupo de cor
de olhos “azul+verde”, em relacdo aos portadores do alelo G (ancestral)

Esses resultados confirmam a associagdo do alelo ancestral G com
caracteristicas de pigmentacao escura, enquanto, em contrapartida, temos o alelo A

associado a caracteristicas de pigmentacao clara.
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4.2 ASIP

No total, amostras de 596 participantes foram avaliadas para o estudo do
SNP rs6058017 e as frequéncias alélicas e genotipicas, bem como o resultado do
calculo de Qui-Quadrado, feito a fim de averiguar se o SNP apresenta EHW, séo
descritos na Tabela 18.

Tabela 18: Descricdo das frequéncias genotipicas e alélicas (minor allele frequency, MAF),
e do resultado do Equilibrio de Hardy-Weinberg, para a amostra estudada para o SNP do
gene ASIP.

EHW
Gene (Polimorfismo) Gendtipos N (%) MAF Nz =
GG 22 37
GA 151 253
ASIP (rs6058017) AA 423 710 0164 328 0,070

Total 596 100

N: nimero de individuos; MAF: Minor allele frequency (frequéncia do alelo polimérfico);
EHW: Equilibrio de Hardy Weinberg; *p<0,05.

A analise do Modelo de Gendétipos, mostrou associacdo do SNP rs6058017,

com as caracteristicas de cor da pele e olhos (Tabela 19).
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Tabela 19: Resultado das associacfes entre o polimorfismo rs6058017 (ASIP) e as
variaveis cor da pele, olhos e cabelos (também na forma agrupada em duas categorias),

para o Modelo de Gendtipos.

ASIP rs6058017

Variavel Categoria GG GA AR Total X p pFisher
Negro N 7 20 21 48
% 14,6% 41,7% 43,8% 100,0%
Branco N 9 73 270 352
% 2,6% 20,7% 76,7% 100,0%
Cor da Pardo N6 °2 111169 op 006 <0,001% <0,001%
pele % 3,6% 30,8% 65,7% 100,0%
Amarelo N 0 ° 21 27
% 0,0% 22,2% 77,8% 100,0%
Total N 22 151 423 596
% 3,7% 25,3% 71,0% 100,0%
Negro N 7 20 21 48
% 14,6% 41,7% 43,8% 100,0%
Cor da . N 15 131 402 548
pele N&o negro % 27% 23.9% 73.4% 100.0% 27,725 0,001* 0,001*
agrupado ’ ' ’ ’
Total N 22 151 423 596
% 3,7% 25,3% 71,0% 100,0%
Breto N 4 21 37 62
% 6,5% 33,9% 59,7% 100,0%
Castanho N 18 119 339 476
% 3,8% 250% 71,2% 100,0%
Cor dos Ruivo N0 1 0 0 563 0224 0195
cabelos % 0,0% 10,0% 90,0% 100,0%
Loiro N 0 10 38 48
% 0,0% 20,8% 79,2% 100,0%
Total N 22 151 423 596
% 3,7% 25,3% 71,0% 100,0%
Preto+Castanho 22 140 376 538
% 4,1% 26,0% 69,9% 100,0%
Cor de _ _ N 0 11 47 58
cabelo Ruivo+Loiro % 0.0% 19.0% 810% 100.0% 4,317 0,144 0,115
agrupado ’ ' ’ ’
Total N 22 151 423 596
% 3,7% 25,3% 71,0% 100,0%

N: Numero de individuos; *p<0,05.

Tabela 19 continua.
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Continuacdo da Tabela 19: Resultado das associacdes entre o polimorfismo rs6058017
(ASIP) e as variaveis cor da pele, olhos e cabelos (também na forma agrupada em duas
categorias), para o Modelo de Genétipos.

., _ ASIP rs6058017 2 _
Variavel Categoria Total X p pFisher
GG GA AA

Castanho N 13 82 195 290

escuro % 45% 283% 67,2% 100,0%
Castanho N 5 26 76 107
médio % 4,7% 24,3% 71,0% 100,0%
Castanho N 4 16 50 70
Cor dos claro % 5,7% 22,9% 71,4% 100,0%
olhos 10,769 0,177 0,215
categoérico Verde N 0 22 76 98

% 0,0% 22,4% 77,6% 100,0%
N 0 5 26 31

Azul
% 0,0% 16,1% 83,9% 100,0%
N 22 151 423 596
Total
% 3,7% 25,3% 71,0% 100,0%
N 22 124 321 467
Castanhos
% 4,7% 26,6% 68,7% 100,0%
Cor dos N 0 27 102 129
olhos Azul+Verde o o 0 o o 8,859 0,004* 0,012*
agrupado % 0,0% 20,9% 79,1% 100,0%
N 22 151 423 596
Total

% 3,7% 25,3% 71,0% 100,0%

N: NUmero de individuos; *p<0,05.

Foram construidos modelos de regressao logistica binaria para identificar se o

polimorfismo era capaz de predizer essas variaveis fenotipicas (Tabela 20).

Tabela 20: Modelo de regresséao logistica para identificar se o polimorfismo rs6058017 foi
capaz de predizer cor da pele e olhos no Modelo de Genétipos.

Variavel p OR 95% IC
Inferior Superior
IDADE 0,091 0,98 0,96 1,00
nglga ASIP_rs6058017 (GA/GG) 0,031* 3,07 1,11 8,52
ASIP_rs6058017 (AA/GG) <0,001* 8,93 3,27 24,39

Cordos ASIP rs6058017_(GA/GG) 0,998 - - -
olhos ASIP_rs6058017 (AA/GG) 0,998 - - -

OR: Odds Ratio; 95% IC: Intervalo de Confianga de 95%; *p<0,05.

O polimorfismo rs6058017 (ASIP) foi significativamente associado com cor da

pele em modelo de regressado logistica binaria feito para o Modelo de Genotipos,

79



apos ajustado para ldade (p<0,05), de modo que individuos heterozigotos e
homozigotos AA (variante) apresentaram 3,07 e 8,93 vezes maior chance de
apresentar a cor da pele “ndo-negra” em relacdo aos homozigotos GG (ancestral),
respectivamente. O modelo de regresséao logistica ndo pode ser ajustado para a cor
de olhos devido a presenca de uma categoria que nao apresentou nenhum
individuo.

As andlises feitas com o Modelo Dominante para o SNP rs6058017 tém seus

resultados apresentados na Tabela 21.
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Tabela 21: Resultado das associacfes entre o polimorfismo rs6058017 (ASIP) e as
variaveis cor da pele, cabelo e olhos (também na forma agrupada em 2 categorias), para o

Modelo Dominante.

ASIP rs6058017

Variavel Categoria Dominante Total X2 p pFisher
GG GA+AA
Negro N 7 41 48
% 14,6% 854%  100,0%
Branco N 9 343 352
% 2,6% 97,4%  100,0%
N 6 163 169
CSélga Pardo %  36% 964% 1000 18337 0005% <0001
Amarelo N 0 27 27
% 0,0%  100,0% 100,0%
Total N 22 574 596
% 3, 7% 96,3%  100,0%
Negro N 7 41 48
Cor da % 14,6% 854%  100,0%
. N 15 533 548 . .
agr)uegzdo N&o negro % 2 7% 97.3%  100,0% 17,421 0,001* 0,001
Total N 22 574 596
% 3, 7% 96,3%  100,0%
Preto N 4 58 62
% 6,5% 93,5%  100,0%
Castanho N 18 458 476
% 3,8% 96,2%  100,0%
Cor dos : N 0 10 10
cabelos Ruivo % 00% 1000% 100,0% 00 0398 0313
Loifo N 0 48 48
% 0,0%  100,0% 100,0%
I N 22 574 596
Tota % 3, 7% 96,3%  100,0%
Preto+Castanho 22 >16 >38
% 4,1% 95,9%  100,0%
Cor de _ _ N 0 58 58
cabelo Ruivo+Loiro % 0.0% 100.0%  100.0% 2,463 0,154 0,117
agrupado ' ’ '
I N 22 574 596
Tota % 3, 7% 96,3%  100,0%

N: Numero de individuos; *p<0,05.

Tabela 21 continua.
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Continuacdo da Tabela 21: Resultado das associacdes entre o polimorfismo rs6058017
(ASIP) e as varidveis cor da pele, cabelo e olhos (também na forma agrupada em 2
categorias), para o Modelo Dominante.

Variavel Categoria ASIP rs6058017 Dominante Total 2 Fisher
g GG GA+AA X b P
Castanho N 13 277 290
€escuro % 4. 5% 95,5% 100,0%
Castanho N 5 102 107
médio % 4,7% 95,3%  100,0%
Castanho N 4 66 70
Cor dos claro % 5,7% 94,3%  100,0%
olhos 6,551 0,107 0,162
categorico Verde N 0 o8 o8
% 0,0% 100,0% 100,0%
N 0 31 31
Azul
% 0,0% 100,0% 100,0%
N 22 574 596
Total
% 3,7% 96,3% 100,0%
N 22 445 467
Castanhos
% 4,7% 95,3% 100,0%
Cor dos N 0 129 129
olhos Azul+Verde 6,31 0,007* 0,012*
agrupado % 0,0%  100,0%  100,0%
N 22 574 596
Total

% 3,7% 96,3% 100,0%

N: NUmero de individuos; *p<0,05.

No Modelo Dominante foram encontradas associagdes significantes entre o
polimorfismo rs6058017 (ASIP) e as variaveis de cor da pele e cor dos olhos
(p<0,05). Modelos de regresséao logistica binaria para identificar se este polimorfismo

era capaz de predizer essas variaveis fenotipicas foram construidos (Tabela 22).
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Tabela 22: Modelo de regresséao logistica para identificar se o polimorfismo rs6058017 foi
capaz de predizer cor da pele e olhos, no Modelo Dominante.

. 95% IC
Variavel p OR - -
Inferior  Superior
IDADE 0,081 0,98 0,96 1,00
Cordapele  ASIP_rs6058017_dominate .
(GA+AA) <0,001 6,07 2,33 15,83
Cor dos ASIP_rs6058017_dominante 0998 i i )
olhos (GA+AA) '

OR: Odds Ratio; 95% IC: Intervalo de Confianca de 95%; *p<0,05.

O polimorfismo rs6058017 (ASIP) foi significativamente associado com cor da
pele em modelo de regressao logistica binaria, apds ajustado para Idade (p<0,05),
de modo que individuos portadores do alelo A (variante) apresentaram 6,07 maior
chance de serem da categoria de cor da pele “ndo-negra”. O modelo de regresséo
logistica ndo pode ser ajustado para a cor dos olhos devido a presenca de uma
categoria que ndo apresentou nenhum individuo.

A Tabela 23 contém os resultados obtidos com as andlises do Modelo
Recessivo para o SNP rs6058017 e as respectivas associagcdes com as EVCs

avaliadas neste estudo.
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Tabela 23: Resultado das associacfes entre o polimorfismo rs6058017 (ASIP) e as
variaveis cor da pele, cabelo e olhos (também na forma agrupada em 2 categorias), para o

Modelo Recessivo.

ASIP rs6058017

Variavel Categoria Recessivo Total X p pFisher
GG+GA AA
Negro N 27 21 48
% 56,3%  43,8% 100,0%
Branco N 82 270 352
% 233%  76,7% 100,0%
Cor da Pardo N o8 111 169 55 785 <0,001% <0,001%
pele % 343%  657% 100,0%
Amarelo N 6 21 27
% 22,2%  77,8% 100,0%
Total N 173 423 596
% 29,0%  71,0% 100,0%
Negro N 27 21 48
% 56,3%  43,8% 100,0%
Cor da ~ N 146 402 548
pele N&o negro 18,78 0,001* 0,001*
agrupado % 26,6%  73,4% 100,0%
Total N 173 423 596
% 29,0%  71,0% 100,0%
Preto N 25 37 62
% 40,3%  59,7% 100,0%
Castanho N 137 339 476
% 28,8%  71,2% 100,0%
Cor dos Ruivo N ! o 10 2175 0073 0067
cabelos % 10,0%  90,0% 100,0%
Loiro N 10 38 48
% 20,8%  79,2% 100,0%
Total N 173 423 596
% 29,0%  71,0% 100,0%
Preto+Castanho N 162 376 °38
% 30,1%  69,9% 100,0%
Cor de _ _ N 11 47 58
ac;slubpe;?jo Ruivo+Loiro % 19.0% 81.0% 100.0% 3,157 0,093 0,076
’ Total N 173 423 596
% 29,0%  71,0% 100,0%

N: Numero de individuos; *p<0,05.

Tabela 23 continua.
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Continuacdo da Tabela 23: Resultado das associacdes entre o polimorfismo rs6058017
(ASIP) e as varidveis cor da pele, cabelo e olhos (também na forma agrupada em 2
categorias), para o Modelo Recessivo.

ASIP rs6058017

Variavel Categoria Recessivo Total X2 p pFisher
GG+GA AA
Castanho N 95 195 290
escuro % 32,8% 67,2% 100,0%
Castanho N 31 76 107
medio % 29,0%  71,0%  100,0%
Castanho N 20 30 70
Cor dos claro % 28,6%  71,4%  100,0%
olhos 6,529 0,167 0,163
categoérico Verde N 22 76 98
% 22.4% 77,6% 100,0%
N 5 26 31
Azul
% 16,1% 83,9% 100,0%
N 173 423 596
Total
% 29,0% 71,0% 100,0%
N 146 321 467
Castanhos
% 31,3% 68,7% 100,0%
Cor dos N 27 102 129
olhos Azul+Verde o o o o 5,239 0,022* 0,022*
agrupado ) 20,9% 79,1% 100,0%
N 173 423 596
Total

% 29,0% 71,0%  100,0%

N: NUmero de individuos; *p<0,05.

Foram encontradas associa¢fes significantes entre o polimorfismo rs6058017
(ASIP) e as variaveis de cor da pele e cor dos olhos (p<0,05), no Modelo Recessivo.
Portanto, foram construidos modelos de regresséo logistica binaria para identificar

se este SNP era capaz de predizer essas variaveis fenotipicas (Tabela 24).

Tabela 24: Modelo de regresséo logistica para identificar se o polimorfismo rs6058017 foi
capaz de predizer cor da pele e olhos, no Modelo Recessivo.

. 95% IC
Variavel p OR : :
Inferior  Superior
IDADE 0,09 0,98 0,96 1,00
Cor da ASIP_rs6058017 i

ele _Is _recessivo .

P (AAIGG+GA) <0,001 3,52 1,93 6,44
Cor dos ASIP_rs6058017_recessivo .

olhos (AA/GG+GA) 0,023 1,72 1,08 2,74

OR: Odds Ratio; 95% IC: Intervalo de Confianga de 95%; *p<0,05.
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O polimorfismo rs6058017 (ASIP) foi significativamente associado com cor da
pele em modelo de regressao logistica binaria, apos ajustado para Idade (p<0,05),
de modo que individuos portadores de duas copias do alelo variante A (homozigotos
AA) apresentaram 3,52 vezes mais chance de pertencerem ao grupo de cor da pele
“ndo-negra”, em relagao a portadores do alelo G.

Para a caracteristica de cor de olhos, apenas no Modelo Recessivo foi
possivel realizar os calculos de regressdo logistica e, observou-se que o SNP
rs6058017 (ASIP) foi significativamente associado com essa EVC (p<0,05), de modo
que individuos portadores de duas coépias do alelo variante A (homozigotos AA)
apresentaram 1,72 vezes mais chance de pertencerem ao grupo de cor de olhos

"azul+verde”, em relagao a individuos portadores do alelo G.

43 TYR

O numero total de amostras genotipadas para o polimorfismo rs1126809 é de
602 e na Tabela 25, é possivel verificar as frequéncias alélicas e genotipicas

encontradas neste trabalho para este SNP.

Tabela 25: Descricao das frequéncias genotipicas, alélicas (minor allele frequency, MAF), e
do resultado do Equilibrio de Hardy-Weinberg, para a amostra estudada para o SNP do
gene TYR.

Gene L 0 EHW
(Polimorfismo) Genotipos N (%) MAF NE =
GG 433 71,9
GA 159 26,4
TYR (rs1126809) 0,149 1,13 0,287
AA 10 1,7
Total 602 100

N: ndmero de individuos; MAF: Minor allele frequency (frequéncia do alelo polimérfico);
EHW: Equilibrio de Hardy Weinberg; *p<0,05.

A Tabela que segue (Tabela 26) apresenta os resultados observados para as
associacdes do polimorfismo presente no gene TYR com a EVCs estudadas neste

trabalho com o uso do Modelo de Gen6tipos.
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Tabela 26: Resultado das associacdes entre o polimorfismo rs1126809 (TYR) e as variaveis
cor da pele, olhos e cabelos (também na forma agrupada em duas categorias), para o

Modelo de Gendtipo.

TYR rs1126809

Variavel Categoria Total X? Fisher
g GG GA AA PP
Nearo N 41 8 0 49
g %  83,7% 16,3% 0,0% 100,0%
Branco N 235 111 10 356
% 66,0% 31,2% 2,8% 100,0%
N 132 17
Cor da Pardo 3 8 0 O 51662 0,001* 0,001*
pele % 77,6% 22,4% 0,0% 100,0%
N 25 2 0 27
Amarelo
% 92,6% 7,4% 0,0% 100,0%
Total N 433 159 10 602
% 71,9% 26,4% 1,7% 100,0%
N 41 8 0 49
Negro
% 83,7% 16,3% 0,0% 100,0%
Cor da ] N 392 151 10 553
pele Nao negro 0 0 0 0 0 3,964 0,138 0,158
agrupado %  70,9% 27,3% 1,8% 100,0%
N 433 159 10 602
Total
% 71,9% 26,4% 1,7% 100,0%
N 52 9 1 62
Preto
% 83,9% 14,5% 1,6% 100,0%
N 335 137 9 481
Castanho
% 69,6% 28,5% 1,9% 100,0%
N 8 3 0 11
Cor dos RUIVO 7708 026 0,226
cabelos % 72, 7% 27,3% 0,0% 100,0%
. N 38 10 0] 48
Loiro
% 79,2% 20,8% 0,0% 100,0%
N 433 159 10 602
Total
% 71,9% 26,4% 1,7% 100,0%
N 387 146 10 543
Preto+Castanho
% 71,3% 26,9% 1,8% 100,0%
Cor de _ _ N 46 13 0 59
cabelo Ruivo+Loiro 0 0 0 0 0 1,893 0,388 0,545
agrupado %  78,0% 22,0% 0,0% 100,0%
N 433 159 10 602
Total
% 71,9% 26,4% 1,7% 100,0%

N: Numero de individuos; *p<0,05

Tabela 26 continua.
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Continuacdo da Tabela 26: Resultado das associacdes entre o polimorfismo rs1126809
(TYR) e as variaveis cor da pele, olhos e cabelos (também na forma agrupada em duas
categorias), para o Modelo de Gendtipo.

TYR rs1126809

Variavel Categoria Total x? Fisher
g GG GA AA PP
Castanho N 211 78 3 292
escuro % 72,3% 26,7% 1,0% 100,0%
Castanho N 78 28 3 109
medio %  71,6% 257% 2,8% 100,0%
Castanho N 53 16 2 71
Cor dos claro %  74,6% 22,5% 2,8% 100,0%
olhos 3,647 0,887 0,856
categoérico Verde N 68 29 2 99
% 68,7% 29,3% 2,0% 100,0%
N 23 8 0 31
Azul
% 74,2% 25,8% 0,0% 100,0%
N 433 159 10 602
Total
% 71,9% 26,4% 1,7% 100,0%
N 342 122 8 472
Castanhos
% 72,5% 25,8% 1,7% 100,0%
Cé)lrhggs Azul+Verde N 91 37 2 130 0,364 0,833 0,866
agrupado % 70,0% 285% 1,5% 100,0% ’ '
N 433 159 10 602
Total
% 71,9% 26,4% 1,7% 100,0%

N: NUmero de individuos; *p<0,05.

Foi encontrada associagao significante entre o polimorfismo rs1126809 (TYR)

e a variavel cor da pele (p<0,05), no Modelo de Gendétipos. Entretanto, estes

resultados devem ser analisados com muita cautela, pois este polimorfismo so6

possui 10 individuos para o grupo de homozigotos para o alelo polimérfico. Nao

foram detectadas associacbes entre o polimorfismo e as variaveis na forma

agrupada em duas categorias, portanto, ndo foram realizados modelos de regressao

logistica binarios para predizer as variaveis dependentes.
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Tabela 27: Resultado das associa¢des entre o polimorfismo rs1126809 (TYR) e as variaveis
cor de pele, cabelo e olhos (também na forma agrupada em 2 categorias), para o Modelo

Dominante.
TYR rs1126809
Variavel Categoria Dominante Total X2 p pFisher
GG GA+AA
N 41 8 49
Negro
% 83,7% 16,3% 100,0%
N 235 121 356
Branco
% 66,0% 34,0% 100,0%
N 132 38 170
Cor da Pardo 17,984 <0,001* <0,001*
pele % 77,6% 22,4% 100,0%
N 25 2 27
Amarelo
% 92,6% 7,4% 100,0%
N 433 169 602
Total
% 71,9% 28,1% 100,0%
N 41 8 49
Negro
% 83,7% 16,3% 100,0%
Cor da ] N 392 161 553
pele Nao negro 0 0 0 o 3,645 0,056 0,067
agrupado % 70,9% 29,1% 100,0%
N 433 169 602
Total
% 71,9% 28,1% 100,0%
N 52 10 62
Preto
% 83,9% 16,1% 100,0%
N 335 146 481
Castanho
% 69,6% 30,4% 100,0%
N 8 3 11
Cor dos RUVO 6,869 0,076 0073
cabelos % 72,7% 27,3% 100,0%
) N 38 10 48
Loiro
% 792% 20,8% 100,0%
N 433 169 602
Total
% 71,9% 28,1% 100,0%
N 387 156 543
Preto+Castanho
% 71,3% 28,7% 100,0%
Cot; O:e Ruivo+Loiro N 46 13 °9 1,181 0,277 0,36
cabelo ) , )
agrupado % 78,0% 22,0% 100,0%
N 433 169 602
Total
% 71,9% 28,1% 100,0%

N: Numero de individuos; *p<0,05.

Tabela 27 continua.
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Continuacdo da Tabela 27: Resultado das associacdes entre o polimorfismo rs1126809
(TYR) e as variaveis cor de pele, cabelo e olhos (também na forma agrupada em 2
categorias), para o Modelo Dominante.

TYR rs1126809

Variavel Categoria Dominante Total X p pFisher
GG GA+AA
Castanho N 211 81 292
escuro % 72,3% 27,7% 100,0%
Castanho N 78 31 109
medio % 71,6% 28,4% 100,0%
Castanho N 53 18 71
Cor dos claro % 74,6% 25,4% 100,0%
olhos 0,877 0,928 0,934
categorico Verde N 68 31 99
% 68,7% 31,3% 100,0%
N 23 8 31
Azul
% 74,2% 25,8% 100,0%
N 433 169 602
Total
% 71,9% 28,1% 100,0%
N 342 130 472
Castanhos
% 725% 27,5% 100,0%
Cor dos N 01 39 130
olhos Azul+Verde 0,305 0,581 0,583
agrupado % 70,0% 30,0% 100,0%
N 433 169 602
Total
% 71,9% 28,1% 100,0%

N: Numero de individuos; *p<0,05.

Na Tabela 27 é possivel verificar que foi encontrada associacéo significante

entre o polimorfismo rs1126809, presente no gene TYR e a variavel cor da pele

(p<0,05), no Modelo Dominante. No entanto, ndo foram detectadas associacfes

entre o polimorfismo e as quatro variaveis de cor da pele na forma agrupada em

duas categorias, logo, ndo foram realizados modelos de regresséao logistica binarios

para predizer as variaveis dependentes.

A Tabela 28 mostra os resultados para o Modelo Recessivo das associagdes

de rs1126809 com as EVCs que foram avaliadas neste trabalho.
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Tabela 28: Resultado das associa¢des entre o polimorfismo rs1126809 (TYR) e as variaveis
Cor de pele, olhos e cabelos (também na forma agrupada em 2 categorias), para o0 Modelo

Recessivo.
TYR rs1126809
Variavel Categoria Recessivo Total X2 p pFisher
GG+GA AA
N 49 0 49
Negro
% 100,0% 0,0% 100,0%
N 346 10 356
Branco
% 97.,2% 2,8% 100,0%
N 170 0 170
Cor da Pardo 7,027 0081 0,09
pele % 100,0%  0,0% 100,0%
N 27 0 27
Amarelo
% 100,0% 0,0% 100,0%
N 592 10 602
Total
% 98,3% 1,7% 100,0%
N 49 0 49
Negro
% 100,0% 0,0% 100,0%
Cor da ] N 543 10 553
pele N&o negro 0 0 0 0 0,901 0,343 1
agrupado Y% 98,2% 1,8% 100,0%
N 592 10 602
Total
% 98,3% 1,7% 100,0%
N 61 1 62
Preto
% 98,4% 1,6% 100,0%
N 472 9 481
Castanho
% 98,1% 1,9% 100,0%
Cor dos ) N 11 0 11
Ruivo 1,127 0,77 1
cabelos %  100,0% 0,0% 100,0%
) N 48 0 48
Loiro
% 100,0%  0,0% 100,0%
N 592 10 602
Total
% 98,3% 1,7% 100,0%
N 533 10 543
Preto+Castanho
% 98,2% 1,8% 100,0%
Cor de _ _ N 59 0 59
cabelo Ruivo+Loiro 0 0 o 0 1,105 0,293 0,609
agrupado %o 100,0%  0,0% 100,0%
N 592 10 602
Total
% 98,3% 1,7% 100,0%

N: Numero de individuos; *p<0,05.

Tabela 28 continua.
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Continuacdo da Tabela 28: Resultado das associacdes entre o polimorfismo rs1126809
(TYR) e as variaveis Cor de pele, olhos e cabelos (também na forma agrupada em 2
categorias), para o Modelo Recessivo.

TYR rs1126809

Variavel Categoria Recessivo Total X2 p pFisher
GG+GA AA
Castanho N 289 3 292
escuro % 99,0% 1,0% 100,0%
Castanho N 106 3 109
medio % 97,2%  2,8%  100,0%
Castanho N 69 2 71
Cor dos claro % 97,2%  2,8%  100,0%
olhos 2,695 0,61 0,532
categoérico Verde N 97 2 99
% 98,0% 2,0% 100,0%
N 31 0 31
Azul
% 100,0% 0,0%  100,0%
N 592 10 602
Total
% 98,3% 1,7% 100,0%
N 464 8 472
Castanhos
% 98,3% 1,7%  100,0%
Cor dos N 128 2 130
olhos Azul+Verde o 0 o o 0,015 0,902 1
agrupado Y% 98,5% 1,5% 100,0%
N 592 10 602
Total

% 98,3% 1,7%  100,0%

N: NUmero de individuos; *p<0,05.

No Modelo Recessivo ndo foram detectadas associacfes significantes entre o
polimorfismo rs1126809 (TYR)e as variaveis estudadas (p<0,05),.

Finalmente, todas as associacdes de SNPs com EVCs encontradas neste
estudo resumem-se a seguir:

v SLC24A5 (rs16960620): associacdo com cor da pele nos trés Modelos
usados para as analises (Gendtipo, Dominante e Recessivo), contudo sem
realizacdo de teste de regressao logistica, devido a casuistica e poder de teste
baixos.

v' SLC24A5 (rs2555364): associagcao com cor da pele, cor dos olhos e cor dos
cabelos.

o No Modelo de Gendtipos, a regressdo logistica mostrou que 0s

genotipos heterozigoto e homozigoto GG (variante) foram capazes de
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predizer a cor da pele “ndo negra”, apresentando chance 2,7 e 14,23
vezes maior, respectivamente, de predizer a cor “ndo-negra” em
relacdo aos homozigotos CC.

o No Modelo Recessivo observou-se ainda que portadores de duas
copias do alelo G (variante) apresentaram 19,32 vezes mais chance de
ter a cor de cabelo na categoria “ruivo+loiro” e também apresentaram
11,78 vezes mais chance de pertencerem a categoria de cor de olhos
“azul+verde” do que individuos portadores do alelo C.

v' SLC24A5 (rs1426654): associacdo com cor da pele, cabelo e olhos.

o No Modelo de Gendtipos a regressao logistica mostrou que o gendétipo
homozigoto AA (variante) apresentou 9,89 vezes mais chance de
predizer a cor da pele “ndo-negra” e 7,83 vezes mais chance a cor dos
olhos “azul+verde” em relagédo aos individuos com genotipo GG).

o No Modelo Recessivo a regressao logistica binaria mostrou ainda que
homozigotos AA (variante) apresentaram chance 4,77 maior de ter a
cor de cabelo “ruivo+loiro”, em comparacéo aos portadores do alelo G
(ancestral).

v ASIP (rs6058017): associacdo com cor da pele e olhos.

o No Modelo de Genétipos de modo que individuos heterozigotos e
homozigotos AA (variante) apresentaram 3,07 e 8,93 vezes maior
chance de apresentar a cor da pele “ndo-negra” em relagédo aos
homozigotos GG (ancestral).

o No Modelo Recessivo notou-se ainda que homozigotos AA (variante)
tém 1,72 vezes mais chances de estarem no grupo de individuos com
olhos “azul+verde”.

v TYR (rs1126809): associacdo com cor da pele nos Modelos de Genotipo e
Dominante, contudo sem realizacdo de teste de regressdo logistica, devido a

casuistica e poder de teste baixos.
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5 DISCUSSAO

Este estudo considerou as variacfes de cinco SNPs: rs16960620; rs2555364;
rs1426654 (SLC24A5); rs6058017 (ASIP) e rs1126809 (TYR), para analisar as
possiveis associacbes dos genoétipos encontrados com as caracteristicas
autorreferidas de cor da pele, cabelo e olhos em amostra da populacdo brasileira,
que apresenta grande diversidade gendmica, sendo considerada uma das mais
miscigenadas do mundo, devido aos séculos de cruzamentos inter étnicos entre
colonizadores europeus, escravos africanos e amerindios nativos (Alves-Silva et al,
2000). Com isto, os brasileiros incorporaram as caracteristicas genotipicas e
fenotipicas dos diversos ancestrais (Salzano; Bortolini, 2002), criando inumeras
combinacgdes para os fenétipos de pele, cabelo e olhos.

De acordo com os resultados obtidos a partir das andlises das amostras deste
trabalho, o SNP rs16960620 (SLC24A5) esteve associado com cor da pele, contudo
sem poder preditivo para esta ou qualquer outra EVC aqui avaliada. Este SNP ainda
€ pouco descrito na literatura, tendo sido associado apenas com ancestralidade
gendmica quando em conjunto com rs2555364; rs1426654 (também SLC24A5) na
construcéo de haplétipos para verificar a possibilidade de melhorar a eficacia deste
gene em discriminar popula¢ces asiaticas de outras populacbes com cor de pele
“ndo-negra” (Giardina et al. 2008). No trabalho aqui descrito, a amostra foi
constituida por 99,3% de individuos com o gendétipo homozigoto AA, inviabilizando
as andlises com o uso de modelos de regresséao logistica.

As associacdoes descritas no presente estudo para o SNP rs2555364
(SLC24A5) revelaram que o alelo variante G, quando em homozigose, pode
apresentar 14,24 vezes mais chances de associacdo com cor da pele “ndo-negra”
(Tabela 7), e ainda, os portadores deste alelo tém 19,32 mais chance de exibirem
cor de cabelo loiro ou ruivo e 11,78 mais vezes a chance de apresentarem cor de
olhos azul ou verde em comparagdo com individuos homozigotos para o alelo
ancestral C (Tabela 11).

No ano de 2008, Giardina e colaboradores genotiparam para o SNP
rs2555364 471 amostras de individuos originarios da Europa, Asia e Africa e
mostraram que o alelo G esteve presente em 99% de italianos, 66% de asiaticos e
32% de africanos, colocando este alelo como um forte associado com pigmentacao
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clara (Giardina et al, 2008). Na populacéo brasileira este SNP foi estudado em 243
individuos do Rio de Janeiro e em 212 individuos de Sao Paulo em conjunto com
outros 14 SNPs e as associa¢fes mostraram que o rs2555364 foi um dos SNPs que
esteve associado com cor da pele nessas populagcdes (Durso et al, 2014).

Como esperado, as associagdes encontradas para o gene SLC24A5, que se
referem ao rs1426654, sdo semelhantes as que estdo descritas em estudos com
diferentes populacdes, como a europeia, africana e asiatica (Basu Mallick et al,
2013; Giardina et al, 2008; Lamason et al, 2005; Nan et al, 2009%; Soejima e Koda
2007).

Nossos resultados mostram que 0 rs1426654 pode ser informativo na
distincdo de cor de pele negra e “ndo-negra”, uma vez que tanto no Modelo de
Gendtipos, como homozigose (AA) apresentou 9,89 vezes mais chance de predizer
cor de pele “ndo-negra” quando comparado com o alelo ancestral homozigoto (GG)
(Tabela 13). Dados que puderam ser confirmados com o uso da regressao logistica
para os Modelos Dominante e Recessivo (Tabelas 15 e 17). Adicionalmente, o alelo
variante em homozigose (AA), exibe chances 7,83 maiores de predizer cor de olhos
“azul+verde” (Tabelas 13) do que o alelo ancestral em homozigose (GG). Na analise
de regressdo logistica feita para o Modelo Recessivo, nota-se ainda que
homozigotos para a variante A do SNP rs1426654 tém 4,77 mais chances de
apresentar cabelo ruivo ou loiro (Tabela 17). Dados que colocam o alelo variante (A)
como fortemente associado com caracteristicas claras de pigmentacao.

O gene SLC24A5 codifica uma proteina (NCKX5) que exerce funcéo
importante na melanogénese, sendo responsavel pela manutencéo de ions e do pH
dentro dos melanossomos. Dentre os trés SNPs avaliados neste trabalho, o mais
estudado é justamente o0 rs1426654, isto por que este SNP é descrito ndo sé como
um marcador de EVCs, como também por ser usado em painéis de marcadores
informativos de ancestralidade (AIMs), apresentando frequéncias bem distintas entre
vérias populagfes (Lamason et al, 2005; Walsh et al, 2011).

Estudos relatam que a frequéncia do alelo ancestral (G), que favorece a
ocorréncia de pigmento escuro por promover maior producdo de eumelanina, esta
entre 93% e 100% em populacdes africanas e do leste asiatico. (Lamason et al,
2005; Sturm; Larsson, 2009; Wilson et al, 2013). Por outro lado, Lamason e
colaboradores (2005) apontam que em europeus ou em grupos que descendem
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dessa populacéo, o alelo variante (A), que favorece a ocorréncia de pele, cabelo e
olhos e mais claros, alcanca frequéncias entre 98% e 100% (Lamason et al, 2005).

Outros estudos comparando as frequéncias deste SNP em africanos,
asiaticos e europeus foram consistentes com os achados de Lamason e
colaboradores (2005) demonstrando que o alelo variante (A) do SNP rs1426654 esta
bem fixado em populagBes europeias e o alelo ancestral (G) é bem estabelecido em
grupos de pessoas predominantemente negras que derivam da Africa (Basu Mallick
et al, 2013; Bouakaze et al, 2009; Norton et al, 2007; Soejima e Koda, 2007).

Canfield e colaboradores (2013) descreveram ainda que a frequéncia do alelo
variante (A) de rs1426654*A é menor em individuos que habitam regides mais
proximas ao Equador, chegando a menos de 35% na Africa subsaariana,
caracteristica que, de acordo com os autores, explica a acao da selecédo natural que
favoreceu a reducéao da melanizacdo em toda a Europa (Canfield et al, 2013).

Em Beleza e colaboradores (2013) o rs1426654 foi genotipado e a frequéncia
do alelo variante (A) foi acima de 90% em europeus, sendo rara ou ausente em
populacdes africanas e do Leste asiatico. Achados similares também foram
observados em um estudo realizado em 2016 que verificou a frequéncia de
rs1426654 em conjunto com SNPs adicionais presentes em outros trés genes (VDR,
MC1R e SLC45A2) e descreveu o haplétipo com alelo variante (A) presente em 88%
de populacbes com ancestralidade europeia, que tém predominantemente a pele
clara. Essa frequéncia diminuiu e chegou a 2% em populacdes da Africa
Subsaariana (Tiosano et al, 2016) onde as populacdes sdo tipicamente negras com
cabelo e olhos escuros. Mais uma vez corroborando os achados do presente
trabalho.

Os resultados do presente trabalho exibem concordancia com estudos
mencionados acima, pois o alelo variante (A) de rs1426654 demonstra associagcao
com cor da pele “ndo-negra”, cabelo e olhos claros. E, por sua vez, o alelo ancestral
(G) é associado com os fenotipos opostos, ou seja, cor da pele, cabelo e olhos
esCcuros.

A verificacdo das frequéncias alélicas do SNP rs6058017 (ASIP) revelou que
portadores de duas coOpias do alelo variante (A) tém aproximadamente 9,0 vezes
mais chances de apresentar cor da pele “ndo-negra” em comparagdo com

portadores do alelo ancestral homozigoto (G) (Tabela 20). No Modelo Recessivo, 0s
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calculos de regressdo logistica apontam ainda que homozigotos para o alelo
variante (A) tém quase 2,0 vezes mais chances de ter olhos azuis ou verdes (Tabela
24).

Do mesmo modo ao que ocorre com 0 SNP rs1426654 (SLC24A5), o alelo
variante (A) do polimorfismo de ASIP é descrito como fator que favorece a sintese
de feomelanina e aparece em 93% de caucasianos com pele branca e em 90% de
asiaticos (Aberdam et al, 1998; Manne; Argeson; Siracusa, 1995; Voisey; Kelly; Van
Daal, 2003). Ja o alelo ancestral (G) favorece a producdo de eumelanina (Aberdam
et al, 1998; Manne; Argeson; Siracusa, 1995; Voisey; Kelly; Van Daal, 2003), e tem
frequéncias elevadas descritas em africanos de pele negra, que exibem 80% do
gendtipo homozigoto ancestral (G), enquanto que americanos negros com
descendéncia africana tém 66% da populacdo com o gendtipo homozigoto (GG),
frequéncia que chega a 28% e 12% em asiaticos e americanos brancos com
ancestralidade europeia, respectivamente (Bonilla et al, 2005; Meziani et al, 2005;
Voisey et al, 2006; Sulem et al, 2008; Zeigler-Johnson et al, 2004). Confirmando
esse dado, em 2014 Marofias e colaboradores estudaram populacdes africanas,
europeias e europeias com descendéncia africana e expuseram que o gene ASIP é
um dos mais importantes marcadores de pigmento negro, uma vez que o alelo
ancestral (G) é encontrado em quase 100% dos individuos com pigmentacao
escura. Uma vez que o alelo ancestral (G) é descrito por sua associacdo com
fendtipos escuros de cor da pele, cabelo e olhos, o alelo variante (A) tem funcéo
oposta, ou seja, € responsavel pela pigmentacdo clara destas caracteristicas, dado
este que pdde ser verificado nos resultados descritos para 0 SNP rs6058017 (ASIP)
no presente estudo.

Kanetsky e colaboradores (2002) genotiparam 746 individuos americanos
para o SNP rs6058017 (ASIP) e relataram que a presenca do alelo ancestral (G) foi
associada com cabelo escuro e olhos castanhos. Voisey e colaboradores (2006)
postularam que o alelo variante aparece em 93% de caucasianos (EVCs claras),
90% de asiaticos (fenotipo de cor da pele definido pelos autores como intermediario)
e 76% de aborigenes australianos (EVCs escuras), enquanto que o alelo ancestral
(G) foi observado em 7% de caucasianos, 12,5% de asiaticos e 24% de aborigenes

australianos. De acordo com os autores, as frequéncias que foram descritas
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confirmam a hipétese de que o alelo ancestral (G) esté relacionado com fendtipo
escuro para cor da pele, cabelo e olhos (Kanetsky et al, 2002; Voisey et al, 2006).

Andlises adicionais do polimorfismo rs6058017 (ASIP) em outros estudos,
revelaram que africanos do oeste do continente, que exibem EVCs escuras, tém o
alelo ancestral (G) em alta frequéncia (80%), enquanto que populagbes do leste
asidtico apresentaram este alelo com frequéncia de 28% e indigenas mexicanos
mostraram frequéncia muito baixa deste alelo (1,5%) (Bonilla et al, 2005; Zeigler-
Johnson et al, 2004;). Em um estudo realizado com a populacéo francesa, o alelo
ancestral (G) foi notavelmente relacionado fenétipos de pele negra e cabelo preto ou
castanho (Meziani et al, 2005) e em norte americanos, a frequéncia do alelo
ancestral (G) foi de 12% em individuos com cor da pele negra e cabelo escuro
(Wilson et al, 1995). Uma andlise realizada em africanos e europeus revelou que o
gene ASIP é um dos mais importantes como marcador na classificacdo de pessoas
negras, mostrando que o gendtipo ancestral em homozigose (GG) foi observado
somente em amostras de individuos negros (Marofias et al, 2014).

No presente trabalho o SNP rs6058017 (ASIP) mostrou associa¢cdes com cor
da pele e olhos, sugerindo que o uso deste polimorfismo como marcador de
caracteristicas de pigmentacdo pode ser de grande auxilio nas investigacdes
forenses quando usado em conjunto com outros marcadores.

As analises moleculares do SNP do gene TYR em nossa amostra forneceram
informacBes estatisticamente significantes para cor da pele nos Modelos de
Gendtipos e Dominante (Tabelas 26 e 27) construidos para as andlises. Contudo, 0s
testes de regressdo logistica ndo foram realizados, pois ndo foram detectadas
associagbes entre o polimorfismo e as variaveis na forma agrupada em duas
categorias. Diferentemente, o estudo deste SNP em outras pesquisas, mostra que a
forma heterozigota esteve associada com sensibilidade da pele ao sol e
consequente capacidade de bronzeamento (Nan et al, 2009b; Zhang et al, 2013).
Além disso, este SNP é descrito como fortemente associado com albinismo
oculocutaneo tipo 1 (OCAl) (Oetting et al, 2009), existindo 189 variacdes
relacionadas com OCAL presentes no gene TYR, 148 delas sao do tipo missense ou
nonsense, 23 pequenas dele¢des, 8 insercdes, 7 alteracbes em sitios de splicing, 2

INDELSs e 1 rearranjo complexo (Ko et al, 2012; Ray; Chaki; Sengupta, 2007). E para
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as analises realizadas no presente estudo, nenhum individuo apresentou fendtipo de
albinismo.

Mesmo ndo sendo possivel usar o SNP rs1126809 para predizer as EVCs
agui avaliadas, ndo se pode descartar o uso deste SNP como marcador em painéis
para predicdo fenotipica, pois o gene TYR exerce papel importante na
melanogénese e as possiveis variagdes dentro deste gene devem ser consideradas.
Logo, estudos mais aprofundados com o uso de um numero maior de polimorfismos
do gene TYR podem vir a demonstrar a importancia do SNP rs1126809 nas
variagcbes da pigmentacdo humana.

Além dos trabalhos mencionados acima com amostras da populagédo
brasileira, outros dois trabalhos avaliaram os genes SLC45A2, OCA2 e HERC2 em
populacdes de S&o Paulo. No primeiro estudo, 12 SNPs presentes no gene
SLC45A2 foram usados para a construcao haplotipica e os resultados mostraram a
presenca de um haplétipo associado com a presenca de pele clara, cabelo loiro ou
ruivo, olhos azuis e, ainda, sardas (Andrade et al, 2017). Por sua vez, o trabalho que
avaliou os genes OCA2 e HERC2 apontou que todos SNPs que foram avaliados
exibiram um alelo associado a fenotipos de caracteristicas de pigmentacao,
enquanto que o alelo alternativo foi associado com os fenotipos opostos da mesma
caracteristica (Andrade et al, 2016). Os dados obtidos pelos diferentes grupos que
estudam as associacfes génicas com EVCs indicam a importancia de avaliar uma
vasta gama de SNPs com a intencdo de obter uma predicdo fenotipica mais precisa
e com maior valor informativo para as investigagoes forenses.

O uso de apenas um SNP para inferéncia de qualquer fen6tipo ndo deve ser
considerado relevante, contudo a constru¢cao de um painel que possua marcadores
associados com as mesmas caracteristicas amplia as possibilidades de sugerir,
como proposto pelo presente trabalho, caracteristicas externamente visiveis de cor
da pele, cabelo e olhos. Neste estudo optou-se por amplificar cinco polimorfismos
em um grupo amostral significativamente alto, ao invés da amplificacdo de mais
SNPs em um numero amostral reduzido. Contudo, as associacdes aqui descritas
mostram a relevancia dos SNPs avaliados pela técnica de FDP e sugerem a
aplicagdo desta tecnologia de modo auxiliar a técnica de STRs. Nesse aspecto,
agrupar as variaveis de cor da pele, cabelo e olhos, como feito neste estudo, ajudam
a investigar as EVCs de modo a obter os dados que definem as caracteristicas mais
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extremas (por exemplo, pele negra versus pele “hdo-negra”) e, com isso, ajudar a
reduzir o nimero de suspeitos em um crime, pois, ao encontrar individuos com as
caracteristicas apresentadas pela analise molecular, o perfil de STRs pode ser entdo
tracado e a confirmacdo da individualizacdo do sujeito € realizada. Além disso, a
técnica de FDP pode ser usada para auxiliar a identificagdo de vitimas em casos de
grandes desastres, por exemplo. A possibilidade de informar as associacdes génicas
de um SNP com determinado fenotipo de EVC é fundamental para a busca de
modelos moleculares capazes de tal predicdo, contudo saber quéo significantes as
associacdes podem ser, como foi descrito nos resultados deste trabalho, aumenta a
precisdo das andlises realizadas que podem ser mais informativas e de maior ajuda
na Fenotipagem Forense pelo DNA.

Considera-se que a Fenotipagem Forense pelo DNA (FDP) estima a
aparéncia de um individuo de modo probabilistico e ndo deterministico (MacLean;
Lamparello, 2014). E, embora a técnica de FDP ofereca imensas vantagens, as
preocupacdes €éticas e morais que concernem seu uso nao podem ser esquecidas.
No entanto, esses assuntos podem ser tratados de forma a mostrar o real potencial
da técnica de modo que os direitos civis fundamentais também sejam preservados.

O uso de FDP para a previsao de EVCs pode ser defendido com argumentos
gue tém em vista que ao descrever um retrato falado, a testemunha ocular declara
caracteristicas como cor da pele, cabelo e olhos e essas informac¢fes sdo usadas
para reduzir o numero de individuos que serdo considerados nas buscas civis ou
criminais. Neste caso, a diferenca entre a testemunha ocular e testemunha
molecular € que a segunda oferece comprovacdo estatistica da associacéo,
engquanto que o uso do retrato falado convencional tem sido bastante questionavel.
Além do mais, como a propria definicdo diz, as carateristicas externamente visiveis
sao visiveis para todos, portanto, a informacédo nédo deveria ser considerada privada
(Kayser, 2015; Kayser, de Knijff, 2011; Kayser; Schneider, 2009).

Kayser e Schneider (2009) defendem que a informacao obtida através do uso
de marcadores genéticos de inferéncia fenotipica permite apenas prever a
probabilidade da manifestacédo de determinado fenotipo, sem a certeza de que essa
caracteristica se manifesta de fato no individuo, pois cada pessoa € produto da
interacdo de fatores intrinsecos e extrinsecos. Assim, a andlise estatistica dos dados

obtidos permite apenas reduzir o nimero de potenciais suspeitos e nao identificar o
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doador do material biol6gico em concreto, cabendo esse papel aos marcadores de
identificag&o do tipo STRs.

Vale mencionar que o uso da FDP deveria ser usado apenas para fornecer
informacGes sobre EVCs e ndo sobre caracteristicas que ndo se pode ver, como
presenca de genes que predispdem determinada doenga, como no caso hipotético
de se descobrir que um suspeito de crime possui anemia falciforme e decidir usar
essa informacédo para buscar em hospitais pessoas que tém essa doenca e se
tratam com frequéncia. Em casos como este, os direitos de privacidade do suspeito
e também os sigilos médicos seriam quebrados e poderiam invalidar evidencias
biologicas (MacLean; Lamparello, 2014).

Em diversos paises como EUA, Australia, Inglaterra, Holanda, Canada,
Alemanha e Franca, bancos de dados de DNA para uso criminal jA& sdo comuns.
Nesses paises, todos 0s suspeitos de violéncia sexual, crimes contra a vida e crimes
de combate internacional (por exemplo, terrorismo) tém seu DNA coletado e o perfil
genético é tracado e arquivado (Butler, 2011; Jobling; Gill, 2004). No Brasil, apos a
vigéncia da Lei 12.654, de 28 de maio de 2012, “os condenados por crime praticado,
dolosamente, com violéncia de natureza grave contra pessoa (...), serdo submetidos,
obrigatoriamente, a identificagdo do perfil genético, mediante extragdo de DNA...”.

Contudo, o uso dessas amostras bioldgicas ndo podera revelar fenétipos ou
caracteristicas comportamentais das pessoas, exceto determinacdo genética de
género, consoante as normas constitucionais e internacionais sobre direitos
humanos, genoma humano e dados genéticos. Entretanto, um grande numero de
pessoas, sequer sabe sobre a existéncia dessa Lei.

Se as informagfes transmitidas para a populagcdo quanto ao uso do DNA
identificar um individuo ou mesmo caracterizar as suas EVCs nao forem completas,
pode ser que ocorram interpretacdes errbneas que gerem ideias de preconceito e
medo da perda da privacidade. Além desses fatores, os poderes juridicos que lidam
com casos criminais e civis devem saber sobre a importancia da obtencdo dos
dados inerentes as EVCs para que estes sejam considerados e bem interpretados
guando usados como provas em contextos processuais.

Para que se estabelecam Leis que definam o uso de amostras biologicas para

a predicdo de EVCs, profissionais da genética forense devem ser ouvidos, por
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serem 0s que vivenciam a rotina dentro dos laboratorios e conhecem as vantagens
da obtencéo dessas informacdes.

Até o presente momento, a Holanda € o Unico pais onde o uso de marcadores
para FDP é devidamente regulamentado por Lei desde 2003. Apesar disso, ja
existem casos descritos em outros paises, Espanha e EUA, que utilizaram esta
técnica para elucidar investigacdes (MacLean; Lamparello, 2014; Zieger; Utz, 2015).

Em 2004, uma série de bombardeios em trens de Madrid, Espanha, matou
191 pessoas e deixou inumeros feridos. Dias apds o0s ataques, policiais invadiram o
apartamento de suspeitos que explodiram o local causando a morte dos ali
presentes. Em 2007 as investigac6es desse mesmo crime utilizaram técnicas de
FDP para direcionar as buscas e a analise do DNA obtido de amostra em escova de
dentes (encontrada no apartamento dos suspeitos) foi consistente com a de um
individuo norte africano. Investigacdes posteriores levaram ao encontro de um
argelino suspeito de planejar ataques em larga escala que ainda é procurado pela
policia internacional (Calloway, 2009; MacLean; Lamparello, 2014).

Em janeiro de 2015 a policia de Columbia, Estados Unidos, revelou o esboco
de um suspeito de duplo assassinato cometido no ano de 2011 sem testemunhas
oculares ou registro em cameras de seguranca. A criacdo deste esboco foi possivel,
pois o0 DNA deixado na cena do crime foi analisado para marcadores de FDP para a
inferéncia de sexo, cor de pele, olhos e cabelo, presenca ou auséncia de sardas e
também provavel origem ancestral do suspeito. As informacfes obtidas resultaram
na criacdo de um perfil de individuo do sexo masculino, com pele negra, olhos e
cabelo castanhos, sem sardas e com maior contribuicdo ancestral do oeste da
Africa. Mesmo que a prisdo ainda n&o tenha sido efetuada, a técnica de FDP
possibilitou o estreitamento das buscas por pessoas que tenham as caracteristicas
encontradas pela analise molecular (Pollack, 2015).

Na Suica, as Leis que preveem o0 uso do DNA estdo prestes a ser revisadas
e, existe inclusive a possibilidade de um plebiscito que levara em conta a opinido
publica sobre o assunto, tornando importante o processo de informacdo das
pessoas, com 0 objetivo de esclarecer como e quando o DNA sera utilizado para
resolver problemas criminais (Zieger; Utz, 2015).

Os resultados do presente estudo enfatizaram a importancia de compreender

que as informagfes genéticas, pelo uso dos marcadores fornecem estimativas mais
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precisas de caracteristicas externamente visiveis, uma vez que a autorreferéncia de
cor de pele, olhos e cabelo fornece indiretamente informagdes sobre as populagdes.
Assim, é interessante o0 uso destes SNPs, na rotina forense para obtencédo de dados
mais informativos e complementares em estudos de associacdo entre amostra
desconhecida e possivel dono de tal amostra. Essa identificagdo poderia ser (til
para construcdo de um “retrato falado molecular” por meio de programas de
computacédo, para legitimar um suspeito com autor de um crime ou auxiliar buscas
de pessoas desaparecidas.

O presente trabalho, que apresentou resultados otimistas para a inferéncia de
pigmentacdo de cor de pele, olhos e cabelo em uma amostra miscigenada da
populacao brasileira, tem a intencdo de destacar a importancia dessas informacoes

nas ciéncias forenses de modo geral.
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6 CONCLUSOES

As analises dos SNPs presentes nos trés genes, SLC24A5, TYR e ASIP,

foram usadas para avaliar as possiveis associacfes dos genaétipos encontrados com

as caracteristicas de cor da pele, cor do cabelo e cor dos olhos em uma amostra

brasileira, com a intencdo de sugerir 0 uso destes marcadores em investigacoes

forenses para determinacao de caracteristicas externamente visiveis.

Os resultados encontrados permitem concluir que:

De trés polimorfismos avaliados para o gene SLC24A5, dois estao
associados com maior significancia com as caracteristicas
externamente visiveis aqui estudadas, pois, 0 SNP rs16960620 exibiu
associacao com cor da pele nos trés Modelos usados para as analises
(Gendtipo, Dominante e Recessivo), contudo sem realizacdo de teste
de regressao logistica, devido a casuistica e poder de teste baixos.

O SNP rs2555364 mostrou que 0s gendtipos heterozigoto e
homozigoto GG (variante) foram capazes de predizer a cor da pele
‘ndo negra”, apresentando chance 2,7 e 14,23 vezes maior,
respectivamente, de predizer a cor “ndo-negra” em relacdo aos
homozigotos CC e que portadores de duas copias do alelo G (variante)
apresentaram 19,32 vezes mais chance de ter a cor de cabelo na
categoria “ruivo+loiro” e também apresentaram 11,78 vezes mais
chance de pertencerem a categoria de cor de olhos “azul+verde” do
gue individuos portadores do alelo C.

O SNP rs1426654 revelou que o gendtipo homozigoto AA (variante)
apresentou 9,89 vezes mais chance de predizer a cor da pele “nao-
negra’ e 7,83 vezes mais chance a cor dos olhos “azul+verde” em
relacdo aos individuos com genoétipo GG e que homozigotos AA
(variante) apresentaram chance 4,77 maior de ter a cor de cabelo
“ruivo+loiro”, em comparagao aos portadores do alelo G (ancestral).

O polimorfismo presente no gene ASIP (rs6058017) foi associado com
duas das EVCs avaliadas neste estudo, uma vez que: individuos

heterozigotos e homozigotos AA (variante) apresentaram 3,07 e 8,93

106



vezes maior chance de apresentar a cor da pele “ndo-negra” em
relacdo aos homozigotos GG (ancestral) e homozigotos AA (variante)
tém 1,72 vezes mais chances de estarem no grupo de individuos com
olhos “azul+verde”.
e Para o polimorfismo presente no gene TYR (rs1126809), notamos
apenas associacdo com cor da pele nos Modelos de Gendétipo e
Dominante, contudo sem realizacdo de teste de regressado logistica,
devido a casuistica e poder de teste baixos, logo mais ensaios devem
ser realizados avaliando este e outros SNPs presentes no gene para
compreender sua associacdo com a predicao fenotipica.
Tais resultados permitem sugerir o uso dos polimorfismos associados com
EVCs como marcadores em painéis de predicdo fenotipica que podem ser aplicados
na populacéo brasileira e usados na prética forense com a intengdo de diminuir o

numero de individuos a se considerar em buscas criminais ou civis.
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ANEXO A

FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE II]EI'-I'I'IFIEAEE.U- DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTODE IDENTIDADEMN®: . SEXD: Mo Fa

DATA NASCIMENTO: ... foooe oo,

ENDEREGO (Y - |« SU
BAIRRO: CIDADE ..o

CEP: TELEFONE: DOD { )

MNATUREZA (grau de paEﬂlesm tutor, mradored:c]l
DOCUMENTO DE IDENTIDADE - - —.BEXD: Mo Fo

DATA MASCIMENTO.: .S ..

EMDERECO: W CAPTOE
BAIRRC: CIDADE: ...
CEP: ._..... TELEFTME: DD oo e emee e eeeemeee

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Predigiio de fendtipos complexos, como cor de pele, de olhos
e de cabelo, a partir de analises genotipicas para fins forenses

PESQUISADOR : Cintia Fridman Rave
CARGOFUNGAD: Docente.......................... INSCRICAD CONSELHO REGIONAL N° .CRB: 20694/01-D.

UMIDADE DO HCFMUSP: Depto. de Medicina Legal, Etica Médica e Medicina Social e do Trabalho.
3. AVALIAGAD DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MiMIMO %01 RISCOMEDID O

RiIscoBaxo O RIsCOMalOR O

4 DURACAD DAPESQUISA - 24 MEBSBS.

124



FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

1 — Desenho do estudo e objetivo(s): Vocé esta sendo convidado a participar desse estudo
como voluntario sadio, isto &€, como uma pessoa que ndo tem nenhuma doenga. Esta pesquisa
pretende estudar a possibilidade de avaliar tragos fisicos na populaggo brasileira como, por
exemplo, cor de pele, cor de cabelo e cor de olhos, por meio da andlise genética de algumas
variagdes gue ocomem naturalmente no nosso DNA (nosso material genético), para que isso
possa ser usado futuramente em casos de identificac@o humana.

2 — Descrigac dos procedimentos que serdo realizados: Para participar desse estudo vocé
precisara responder a um questionario com informagbes sobre a sua cor de pele, cor de cabelo,
local de nascimento, e dados sobre a origem de seus pais e avos, e habitos de exposigdo ao sol.
A sua cor de pele sera avaliada por meio de uma medigdo com aparelho especifico. Sera coletado
4ml de sangue da veia do brago e desse material sera extraido o seu DNA que sera o material
usado para que possamos fazer os estudos das variagbes das nossas aparéncias fisicas. Caso
woce concorde, sera tirada uma fotografia da regido dos olhos.

3 - Relagdo dos procedimentos rotineiros e como sao realizados: Para responder ao
questionario vocé precisara gastar de 15-20 min. Sera realizada uma coleta de 4 ml de sangue da
veia do antebrago. A medida da cor de pele sera realizada colocando-se um aparelho em contato
com a pele da regido interna do seu brago. A folografia sera tirada apenas da regigo dos olhos e
nao tera nenhuma identificagdo pessoal.

4 — Descrigao dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3:
Para algumas pessoas a coleta de sangue pode ser dolorida e As veres pode ocOmer o
aparecimento de uma mancha roxa. O resto do estudo ndo fraz riscos ou desconfortos ao
participante.

& — Beneficios para o participante: No ha beneficio direto para vocé. Trata-se apenas de
estudo testando a possibilidade de inferéncia de tragos fisicos a pariir do estudo do material
genético na populagio brasileira.

& — Relagao de procedimentos alternativos gque possam ser vantajosos, pelos gquais o
paciente pode optar: Mao ze aplica.

T - Garantia de acesso: Em qualguer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas. O principal investigador &
o Dra. Cintia Fridman Rave que pode ser encontrada no endere¢o: Rua Teodoro Sampaio, 115.
Instituto Oscar Freire — Depto. Medicina Legal, Efica Médica e Medicina Social e do Trabalho da
FMUSP. Telefone: 3061.8408. Se vocé tiver alguma consideracdo ou divida sobre a éfica da
pesguisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesguisa (CEP) —Av. Dr. Amaldo, 455 —
Institute Oscar Freire - 1* andar— fel: 26616442 FAX: 3061-28004— E-mail:

cep fmuspi@henet usp.br

B-E garantida a liberdade da retirada deste consentimento a qualguer momento e vocé pode
deixar de participar do estudo sem gualquer prejuizo a seu tratamento na Instituigao;

9 — Direito de confidencialidade: As informagbes obtidas serdo analisadas em conjunto com
outros individuos, ndo sendo divulgada a identificagdo de nenhum participante;

10 — Vocé tem o direifo de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas,
quando em estudos aberfos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

11 — Despesas e compensagdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em gualguer
fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também n@o ha compensacao financeira
relacionada a sua participago. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera paga por nos.
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12 — Estamos pedindo a sua permiss@o para que os materiais e dados coletados para essa
pesguisa possam ser amazenados em nosso laboratorio e usados de forma andnima em futuras
pesquisas da mesma area, que nao forem relacionadas com nenhuma deenga .

O Concordo O N&o Concordo
-Vocé concorda em que seja tirada uma fotografia da regifo dos seus olhos?

O Concordo O Wao Concordo

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagoes que i ou que foram lidas para
mim, descrevendo o &E:tl.l:h: “Predigﬁu de fendtipos complexos, como cor de pele, de olhos e de
cabelo, a partir de analises genotipicas para fins forenzes®. Eu discuti com o Dra. Cintia Fridman
Rave sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais s80 os
propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias
de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Flmu claro também gue mlrha paltt:lpag.an
& izenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar guando necessario.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e podersi retirar o meu consentimento a
qualguer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualguer
beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo .

Aszsinatura do paciente/representante legal Data [ i

Aszsinatura da testemunha Crata ! !

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obfive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
paciente ou representante legal para a participagio neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data f |
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ANEXO B

HOSPITAL DAS CLINICAS DA
FACULDADE DE MEDICINA DA “§ Qglavaforme
USP - HCFMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGQUISA

Titule da Pesquisa: Predigio de fendtipos complexos, como cor de pele, de olhos e de cabelo, a partir de
analises genotipicas para fins forenses

Pesquisador: Cintia Fridman

Area Temitica:

Versao: 1

CAAE: 0D0873512.7.0000.0068

Instituigio Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADA U S P

Patrocinador Principal: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
FUNDACAD DE AMPARD A PESQUISA DO ESTADD DE SAD PAULOD

DADOS DA HDTIFICA{;E.D

Tipo de Motificagdo: Outros

Detalhe: submissdo sub-projeto

Justificativa: Submissao de sub-projeto da aluna Felicia de Araljo Lima.
Data do Enwvio: 2111122013

Situagio da Motificagdo: Parecer Consubstanciado Emitido

DADOS DO PARECER

MHimero do Parecer: 460800
Data da Relatoria: 27/11/2013

Apresentagao da Notificagao:

Trata-se de sub-projeto, sendo que inicial ja foi aprovado neste Comité, apos a devida a avaliago

Objetivo da Notificag3o:

Submiss3e do sub-projeto intitulade - Avaliagio da associagio de polimorfismes dos genes SLC24A5, TYR
e ASIP com caracteristicas de cor de pele, olhos & cabelo na populagio brasileira para fins forenses, que
serd dissertagio de mestrado da aluna FELICIA DE ARAUIO LIMA

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Ja avaliados, ndo trazendo impedimentos

Endersgo: Rua Owidlo Pires de Campos, 225 5° andar

Balrmo: Cerqueia Casar CEP. p5.403-010
UF: 5P Municipio: SACQ PAULD
Talefane: [11)2661-T585 Fau- {11)2651-T585 E-mall: marcia.carvalhodihe fmousp b

Pisgrea 31 dm 82
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HOSPITAL DAS CLiNICAS DA
FACULDADE DE MEDICINA DA “§ 2giacgyorme
USP - HCFMUSP

Confimescio do Fanecer £69 559

Comentarios & Consideragoes sobre a Notificagao:
Entendo pertinentes as consideragbes realizadas pelo relator que nos precedeu, avaliando o projeto inicial

Consideragtes sobre os Termos de apresentagiao obrigatoriac
Idem

Recomendagies:

Manter os mesmos cuidados sugendos pelo relator do projeto onginal
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

Sem outros comentarios

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONEP:

Mao

Consideragtes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugio CHNS n® 486/12 ; cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatorios parciais e final, cjapresentar dados solicitados pelo
CEP. a gqualguer momento; d) manter em arquive sob sua guarda, por § anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documenios recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicagio, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal téonico parficipante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrupgSo do projeto ou a ndo publicagio dos resultados.

SAQ PAULD, 27 de Movembro de 2013

Assinador por:
Luiz Eugénio Garcez Leme
{Coordenador)

Enderego. Rua Ovidlo Pires de Campos, 225 5 andar

Balrma: Cenqueia Cesar CEP. 05403010
UF: 5P Municipio: SAD PAULD
Talafone: [11)2661-T585 Fax- {11)2661-T585 E-mall: marcia.canvalhodiihe fmaspbr

Pigrma (013 sm 82
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ANEXO C

Predicio de fendtipos complexos, como cor de pele, de olhos e de cabelo, a partir de anilises genotipicas

18]
Diata da Enfrevista:

IDENTIFICACAO

Mome:

Endeteo:

Talefone:

DADOS DEMOGRAFICOS
1. Semo: (1) Feminino {2) Masculino

2. Idade (em smos completos):

3. Dara de Mascimmenho:

4. Local de Nascimento (Cidade Estado):

5. Local de Mascimento dos seus Pais:

Mie (Cidade/Estado/Pais):

Pai (Cidade/Estado/Pais):

6. Local de Nascimento dos seus Avos Maternos:

Awd (Cidade Estado/Pais):

Avé (Cidade Estado/Pais):

7. Local de Nascimento dos seus Avas Paternos:

Awd (Cidade Estado/Pais):

Avé (Cidade Estado/Pais):

Estado Civil

8. Escolaridade:
(1) Nenhums
(2) Ensino Fundaments] 1 (Primsric) { ) Completo { ) Incompleto
(3) Ensino Fundaments] 2 {Ginssio) { ) Completo { ) Incompleso
(4) Ensino Médio (Colegial) { ) Completo ( )} Incompleto
(5) Ensino Superior ( ) Completo ( ) Incompleto
(6) Pos-Graduagio

9. Profissao:

10. Renda: { )até RS 610,00 { )deRS$ 610,00 a S 1.830,00
{ )deR$ 1830,00a RS 3.050,00 { ) acima RS 3.050,00
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HARITOS DE VIDA
11. O 5r.(a) fima? [ }S5im [ )Nio

Quanto (cigarrosdis)?
Ha quanto tempo (anos)?

12. O Sr.(a) ingere bebida alcoslica? { )Sim { ) Nio
Quanto?
Com que frequéncia?
13. O Sr.(a) tem algum tipo de doenga cromica? () Sim { )Nao
Qual?

14. Toma slpum medicamento de uso continu { )5im { ) Hio

Chal?
CARACTERISTICAS FENOTIPICAS

15. Como o Sr.(a) definiria sua cor de pela? { ) Branco ( ) Pardo { )Hegmo [ ) Amarelo
16. Em relagio i sensibilidade da sua pale quando exposts a0 sol, sem proteqho, durante 1 dia, o 5r.(s) poderia me dizer que:
(1) Sempre queima, ounca bronzzia
(Z)  Sempre queima e depois bronzeis levemente & com dificuldade
@  Queima moderadsmente e bronzeis gradusl e uniformemente
(#  Cueima pouce, bronzeia bastame
(5)  Paramente queims, bronzeia imensaments

)] INunca gueima bronzeis mienesmenie

17. O 5r.(a) esta utilizando disrismente algum tipo de:

—Protetor solar? ( )Sim { )Nio
Qual?
Fator de Protegio:
- Bronzeador? ( )Sim { )Nio
Qual?
18. Quando o Sr.(a) era crianga {dos 5 a0s 15 anos) apresentava sardas no seu roste? () Sim { )Nio

Se 5IM, o 5r.(a2) poderia dizer que tinha sardas:
{1yGrande quantidade gque era notada pela maioria das pesseas que conbecia
(7)Em quantidade moderada, nio mmite diferente das ouiras pessoas

(3)Em ponquissima quantidade
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1%, Como o Sr.(a) definiria sua cor de olho de acordo com a grade anexa?

20. Como o Sr.(3) defininia a cor natural do sen cabelo sos 15 anos?

(1) Loiro claro
@ Loiro escurg

(3 Ruivo

) Castanho svermelhado
(5 Castanho claro

(6) Castanho médio

o) Castanho escuro

(@) Preto

2l. Como o 5r{s) definiria a cor namral do sen cabelo aps 15 amos de acordo com a grade anewa?

Peso:

Altura:

MNumeragio das fotos dos olhos:

22. Madicio da cor de pele pelo espectrofotometso -

Standard 400nm 42(nm

Batch

Batch

Batch
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ANEXO D

3

1: tons de loiro; 2:tons de castanho; 3: preto; 4: tons de ruivo

=
<
<
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ANEXO E
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Contorno azul: olhos azuis; Contorno verde: olhos verdes; Contorno amarelo:
olhos castanhos. Adaptado de Walsh et al, 2011.
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APENDICE A

Legal Madicine: 17 (DO15) D161 -266

Contents lists available at Scienoelirect

Legal Medicine

ELSEYIEL

journal homepage: www.elsevier.com/fl coateflegalmed

SLC24A5 and ASIP as phenotypic predictors in Brazilian population
for forensic purposes

Felicia de Aradjo Lima, Fernanda de Toledo Gongalves, Cintia Fridman *
Degaroner of Legad Medicing, Eovis and Qvcspanional Healrh, Madical Sohow, Usiwralry of Slo Pasls, STo Pacl, Bazl

ARTICLE ITNFDQ ABSTRACT

Ariche by
B 19 Dicam ber 10014

e i revined fonm 36 February 005
A cepaed 4 March 2015
Serailabide online | 1 Maxch 2015

PFigmentation is 2 varidble and complex trait in h and it is determined by the inieradtion of
emviranmental facors, age, dissase, hormanes, expesure to ultrtaviolet radiation and genetic Gaonors,
including pigmentation genes. Mamy polymorphisms of thess genes have been 2os0 dated with phenoty-
pic diversity of skin, eyes and hair mlor in homogensous populstions. Phenaotype prediction from
Imalogica samples using gmedcinformation has benefited forensic ane in some @uniries, leading some
aiminal investigaions. Herein, we evahated the zssociation between polymorphisms in the genes

e e STCAS (51426654 ) and ASIP (refS 8017 ) with skin, eyes and hair colors, in 423 healthy individuals
e fram Brazilian population for atainahleuses in forensic practios. The valunbesrs 2mswened 2questian naine
Phgme nmman g where they sdfreported their skin, sye and hair colos. The palymarphic homorygous genatype of
Pty i rel 4266 58eA and rsBISE01TeA in SLEMAS and ASIP nes pectively, showed stmngest axsodation with
Brazilian populaton drer skan (OR 47.8; O 141=1616 and OR 86; £1 252 8); SIC244% slonesshowed assocdaiions wath blue
Fonercic geneics ey (OB 207, €112=3463) and blond hair (OR 26.6; (3 1.5-4609). Our data showed that pol ymaorphic
DN plasrao T ping. genotypes (AA)Lin bath genes, are commelated with characheristics of hight pigmentation, while the anoes-
tral genoty pe (GG)is nd ated to darker traits, cormobarating with previous studies in Europezn and African
populations. These =sociations show that spedfic malso lar information of an individ ual may be useful
o aroess some phenotypic features in an at=mpt to help forensic i mvestigations, not only on crime soene

samyples but alen in e of fice remnstmictions in unknown bodies
& 2015 Elsevier Insland Lid All rights neserved.
1. Ivtroadhset jon key mode in melanogenesis: SLE2MAS and ASIP [5.6). The SLCMAS

gene i located on clromasome 15 [15421.1) and encodes 3 protein

Human pigmentation is one of the most variable and complex  denated NOKXS (sodiumjcal chum exchanger 5) that

char seteristics, determined by the interaction of genetic and har-
monal fscrors, and it & 5150 influenced by 288, & nvironment, dregs,
aned the exposune to ultra-vielet radistion (UVR) [1.2]

The muain protein respondible for piementation of $kin, e yes and
hair i melanin This polymer is produced in 2 proceds that occurs
in cutaneous melanocytes snd can lead o the syinthess of two
types of melanin: eumelanin, which is ssociated with brown
sl black pigment, snd pheomelanin, relited to red and yellow
pigmentation |14

Several gemned have been sidocisted with the pigment stion pro-
cegs and the normal varistion of skin, eyes and hair color, sithaagh
the inersction berween the products of these g is s1ill pooy
unsilerstoad. T im ot ant genes were recently described by their

* Comesponading auther ar Deparmments & Meaficing Legal, Boca MaSica &
Mt ficin Social ¢ i Tebalb - FRUPSF, Bma Teodans 5ampaky |15, CEP, 05405000,
530 Pasle, 5F, Bosil Tel)Coc +55 11 3051 2408,

E-mhil acifee s Cfridmard®usp b C Fridmank

v o e gy 1 00 001055 e e, 20 1 5030010
1345376 2085 Ehevier Iraland Lol AN rights nessred.

wirks &8 ions carmier and it i invwolved inthe contral of pH within
the melnasomes, which may inluence the matration of this
organelle and the type of melinin produced |6.7 . ASIP i locsted
on chromaaome 20 (20q11 2-q12) and encodes the Agouti s gnai-
ing protein which i expressed in seversl tiaves such a8 skin,
far, heart and kidney and has 3 role in reguls ton of pigmentst on
due to its antagonism toward Melanocortin 1 Receptor (MCIE)
gene, inhibiting eumel anin syntheds in melaocted, resul ting in
the production of pheomelanin, featuring in lighter phenotypes
18.55]

The contribution of the vanants in SLCZ445 and ASIF has gained
i MpOTLARNCe i N Pl menta o, 5noe nof- Sy oy mous 4 ngle nucleo-
tide polymorphisms (SNP) in these genes have been asoc sted
with skin, eyes and hair color varistion in homogensous pop-
ulations [10-13). Twe main polymorphisms in these genes have
been frequently described |145,6,15).

The SNP in SLE24AS (rsl426654) i charscterized by 4 sub-
stitution of 2 guanine to an sdenine in exon three of the gene
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(G > AL resulting in the substitution of alanine (Ala) by threomine
(The) &t position 1171 of the protein (Ala111The), vielding s protein
with redwced efficiency in the transparn of ions and, conse quently,
pheamelanin production |25,16)

1 ASIP, the palymorphism (ra6058017) accurs in 3UTR and it is
described 55 3 substitution of 3 guanine to an sdenine (G=A)[17)
It weeas prewioshy describeed that |owe r e pression of this gene hap-
e wihven the allele G of the pol ymorphism is present in homozy-
o, Caueing |ess anta gontsm toward MR, whichwill bind to the
alpha-Mel snacyte- stimul sting hormane (2-M5H), lesding to the
praduction of eumelanin, characterizing dark phenatypes [8.5)
Wihen the polymorphic allele A @ present. occurs the blocking of
the sctivation of the melinogeness process resulting in the
production of pheomels nin, leading in (xirer phenatype (5110

The polymomphisms in SLE24AS and ASIP varies in frequendies
between populstione Lamaion o & |6 petulsted that several
Europesn populs tions carries the polymorphic sllele A of SLC24AS
[111Thr) in high frequency (98- 100K, while the sncestral allels
G (111Ala) is markedly present in African, Indigenous American,
ane East Asian populstion (93-100%)

ASIP sho presents quite distinet frequencies among pop-
ulations, being the polymorphic allele A present in high frequen-
cles (*75%) in Europeand deseendants and the ancestral allele G
is present in over 60% of Exst Asisn populations and 40% of
African- American |17]

Deives by i particular charad efsticd, several studies masised
these SHPS 5 prediaors of phenotype in omogenows populs tons
swch 25 European, Afm-descendent amd Asian, exhibiting grest
acquracy | 18-20) Based in this lnowledge, in Netherlands a group
developed & method called isPMex system for predicting eyes olor
based on the analysis of 06 SHPs in pigmenta ton genes, including
the ASIP (raG05E017) and the SICIAS (ra1d26654) [2021) The
authars reported that either with low concentrations of DMA or
with alreasdy degraded mateal, which is normally found at crime
soened, il B podible to schieve ones information on External
Visible Characteristics (EWCs) | 19 Later, the same group improved
thee me theixd, ereating the HirisPlex system, in which the analysis of
24 predictive variants inthe DNA sllowed the evaluation of both
hair color and eye color |21 . Besides, the HirisPlex gave entire pro-
fles when wsing different biological samples, e eample, saliva
Srxind, semen and hair with roots, denoting that the HidsPlex
system can be used in frendic prediction |21

The wie of phenolypic inferene uwing molecular information
has been tested snd uied in some countries x4 an suxilisry ool
in the identification of criminal suspects and missing people or
victims of disasters [22,190 This ool i known a8 foremic DNA
[pilvenety i ey, and inc] wdes the inde rence of bio geogr aphical anoe-
try information and outwardly visible charscteristic sud 2 skin
color, hair amd eyes by direct DNA snalysis (23]

Therefore, the sim of this study was bo evahuste the ssocistion
between the polymorphisms in the genss SLIZ4AS (131426654)
anel ASIP (ra6058017) with skin, eyes aned hair colors in 2 sample
of healthy individusls from Braxilian populstion for s nsble
e i forensic practios.

2. Materials and methods
2.1 CEuiE e

We analyzed 483 voluntesrs, healthy and wnrelsted residing in
550 Paiils city | Southe 1, Braril] The sample was collected in one
I tipwtional Compilex which embraces a public Medical School and
the biggest Public Hospital of the country, wherne we can find
students and employess |professors, doctors sdministrative amd
utility warkers) with all ethiic origing from different regions of

Brazil. It was representative of the sdmixnre we can find slong
thee CoLmitTY.

The wolimtesrs andwensd 3 questionnaire where they sell-
reported their slin, eye and hair colors (the hair color refers o
e the individuals were 15 years old based in diflers nt amples
of hair color, prepared by us 45 parameters) n onder to svoid the
bizs in the self-repored information the same inferdewer was
respondible for the collection of all data Besides when nobed some
great discrepancy sboul the skin color reported and observed, the
it s weas Sedjisted by wsing the refle ctance messured from 3 ports-
Iile s pectrophatometer (data ol shown) For eye alor infor imsti on
vty dtheer fese anchers clsaifbed the eyes phatod took in blind et

Al partici pamts signed an informed consent form, and the Ethics
o thee of the Clinical Hospital from Medicsl School Liniversity
of 530 Paulo, approved the research protacal

2.2 Polymarphisms anolysis in DNA

It was collected 4ml of peripheral blood sample of esch wolun-
teer in tubes treated with EDTA DMA extraction was performed
foll ovwingg standard salting out techiiques |24 To anslyze bath
SNPs (SLC24AS-r31426654 and ASIP-rsGS8017), DNA samples
were amplified by simple PCR resction using the primers
SLC24AS Forward 5°- TCA TAA AGA AGC AAA ACATTG GA-3 and
SLC24AS Reverse 5°-AGC ACA GAT GOC AAL GAL AT-37 and ASIP
Forwarnd 5-GLOTTOCATGAAGAAACTCGG-3r amd ASIP Reverse
5-AGOGLGATAGOCTOGTIOCTA-3", according o Vilenrusla ef al
(2010) |25 protemis [25)

The sequencing of DNA was carried out with BgDyve Termina o
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Fester City, CA)
acmnding o manulsdurers protocol All of the samples wene
sequenced in forwand direction uwsing the same PCOR primers
Individual sequenes wene anabyzed wsing the software BioEdit
(et e f fwewew . mibincswed u/BioBElitBioEdictm]) amnd then the
OustalW  slignment program (e | wwisie bi_ac ukiTool 5/ mea |
clustabw () for the definition of the genotyped

2.3 Sraris ol methods

Toovestima be thee 5400 ati ons. between the phemty pic charad er-
istics and genotypic frequencies, odds ratios (ORs) and 953 ondi-
dence intervals (958 O13) were calculated . To test the Sratissical
significance of gene-phenotypic charscteristic, we uwsed a
stratification anahysis comprising a dominant genetic maodel for
genatypes and dichotom ized char scteristic. Hardy-Weinberg equi-
Nl e erdes ucteesdd Dy st e thee il remce betwesn the ol rved
and expected genotype frequencies by using Monte Carla™s
Goodness-of-Fit test All tests were two-sSided and were perfiormed
using the STATA 9.1 Software (StatsCodp, College Station, Texas,
USAL

3. Results

We genotyped 483 individusls for two SNPs (141426654 and
T3E058017) relsted to pigmentation and mapped st SLCAS and
ASIP genes, respectively. The data for self-reference color eyes, hair
and skin are shown in Tabde 1

3.1. SL24A5

Observing allelic and genotypic frequencies, our sample exii-
bits the variant allele (A) and polymorphic homozygous genotype
(AA) in higher frequendes (79% and 67.5%, respectively) than
ancestral allele (G) and homarygous genotype (GGL 21% amd
9.1%. respedively (Table 21 Results of the 3* test for “Goodmess
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of Fit™ were x* 813, p = 0U004351, revesling that deviation exited
i the Hardy Weinberg equilibrium.

It was abserved that the ocowmence of homozyaois genolype
AA[E1 426654+A) was srrongly asocisted with Giner skin phemo-
Types, being this association higher in white skin color (p< 0.0001;
OR 47.8; C1 14.1-161.5), when compared to the group of black
skinned sell-declared individusls (Table 31 The heterozygous
genatype (3142665408 ) abo exhibited significant xsociatons
with skin elor (Table 3 being associated with all non-black
individuals groups.

Genotypic  lrequencies of the vardsnt 14066544 in
hamozygous were dlo relsted to mon-dark epes and the stronge st
piociation was obderved in individual with light brown
(P <0.0001; DR 36.6; O 22-607.04) and blue eyes (p= 0.0005;
OR 207: 01 1.2-346.3) ( Table 4).

Furthee fmone, this variant shiaved $tatisticsl < gnifbcamce inimon-
Il ke e ool oo, e iy e sttt oot S Lo © e e achvineg GOCWTS
in hair pigmentation: brown-hair: p= QO003; OR 3.4; O 1.7-69
el ¥loned hair (p = 000004, OR 266, O 1.5-4609 ], bt nd rel stion-
hip wad observed betwesnthe 13142660« variant amd red-haei red

people (Table 51

32 ASIP

Our SNP analysis revealed that, in the populstion evaluated in
this study, the varant allele (A) and polymonphic hamozysous
genatype (AA) were shown in higher frequencies, B4 and T08%,

Table
Diesarbeaiom of gesosype and ake ke Sroqpeescies of SNIPs of SLCEAS andl ATIP e

respeaively, than the ancestral sllele (G) of homory gois genolype
(GG, 16% and 35X, respectively (Table 2] Mo deviation from the

THLa el =W beter g eyl b o v observied dor this. polymorphism

Ko significant asocistion was olmerved betwesn ASIF
(rs6058017) and pigmentation traits, but Gir kin color with the
variant aliele in homozygows (genotype AA) mmelated o charsc-
teristics of white (p= L024; OR 8.6; C1 2.5-29.8) and browen skin
color (p= DZ28; OR 51: O 13-193) (Table 3]

. DN s

Our data comoborate with studies showing that SLE4AS plays
important role in pigmentation providing inbereting infomstion
on External Visible Charscteriatics useful in forendics, and that it
can be ided mainly o distinguah mon-blsck from black charsoter-
isticd In our sample thid gene was significantly asodated with
light traits, such &8 white skin (p- L0001, DR 47.8; O 14.1-
1615), blue eyes (p = 00005 OR 2007 O 1.2-346.3) and blond hair
(p=0.0004; OR 266, O 15-460.9) For ASP our resulis shawed
maociation only with skin traits of white (p =0,0024: OR 8.6 O
2.5-29.8) and brown caloss (p= 0228; OR5.1: C113-19.3)
Over the years, historical fsctors, sudh &5, slavery, migrations
and  crossings between inter-sthnic indiddusls  resulted in
sdmived populstions and, consequently, transler of genetic mate-
risl oocurred, creating a wide varety of phenotypes observed
nwadays |26 Brariliang configures one of the most mixed pop-
ulations in the workd in result of five centuries of inber-ethmnic
crodsing between individuals from diferent continents: Brazilian
HMative Amerindiang, the colonizers from Europe amd the African
slaves [27,28), the refone, this popul stion i genetically mixed, hokd-
ing fragments of DMA from all contributing groups |27.28). The
influence of these three genotypic mots in the formation of
Brazilian populstion changed during the tme. Brazil now is repre-
sented mostly by Eunopesn ancedry in & response o more fhan
10 years of immigration of thede people. Although studies con-
reecti g alle be Treque dcies with plenotypic traits (color ) amnd ances-
try are becoming recurrent in the last years, only lew sureeys on
Brazilisn mixed population have been published [29,27, 283031
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In our study, allele frequency of the SLC3AS showed 2 departune
from Hardy-Weinberg equilibium, which must be due w0
Iete rozygotity lower than expected, probably coused by the pop-
ulation stratification, an inherent event in sdmixture populstion.
Deesspite this allele (or genotype] frequency devistion, the msocis-
tions found berween the polymorphism in heterorygous or
himazygois in our sample are the same obse rved in hom og e
ool it o

Wi canmot rude out the possibility that the ancestry backgrown
of the Brarilian populstion being the responsible factor for the
4400 4tion obse rved, resulring in the differences in allele frequen-
cies found between the lighter and darker characteristics, beside
the association of the polymorphic allele with these charace ristics.
Tt its bty that thee podymorplis i eval wated inithis stwdy toge ther
with twao other SMPS in the same gene have been uded to predict
ancedtrsl background of sampled, especially for individuals with
mixed sncestral hackgrownd |15 After all the uwse of only one
SMP is mot visble to obtsin ancestry information thus, fubwne
studies of haplotype of SLCAS in our populstion could be uwselul
o nfirm our findinga

Phenatypic prediction i 3 complex process that can slio be
alfected by both genetic and emironmentsl fsciors, &5 Sun -
sure o atifbcial effects, such &5 hair dying and contact lenses
3233

Harving this knowledge and based on moleculsr analyss of the
DMA, the association berween the SNPS in SLC24AS (rs]426654)
and ASIP (re60580017) with pigmentation in Braxilian popul stion
Ireciyime S i il eness 1 e 4 e we Can S2ant thinkdng 0o use the olbtyined
dats in an sttempt to predict phenotypes from gemotypes and
make it wselul in lorendics amea_

It is kniwn that the polymorphism in SIC24AS gens
(rs1426654) may caude variations in pigmentstion and the fre-
quencies of these varstions differs smong some populstions
|6, 10,2 | This wariant have been previously described a8 responsibie
for the Chuange in aming scid (The 111A1a), producing a less efficient
provtein, resulting in light phenotypes [6.34,323 )

According to Lamason et al_ |6 wha first descrbed SLE4AS a3
Thavineg im peort anit rode in pigmentat ion, Alncan and Exst Asisn pop-
ulations show the conderved ancestral genotype s 1426658 G in
high frequencies (93-100%), giving this populations dark traits of
Excrermal Wisibl e Chara o e tice, wihile in Eunopesnds the fnequencies
forthe variant s 14266854«A ranged from 98- 100%, charscte rizing
fairer phenotypes Dther studies comparing this SHP in Euwnopean,
African and Asisn populstions were consistent with the previows
findinegs. shinwing the homozygous ancedtral genofype fixed in
Adricans (black phve oty pes ) and Exit-Asi o (i ntermediate phen-
Types) | 1035, 1536

I 2009, a redearch on Greek popiils tiomn démond tra ted that the
rs1426654+ G is absent in this population, which showed 998 of
the 151 426654«8 and ondy 1% of the heterorygow 5142665408,
antl evenwith these results, the suthor olserved dilferences in phe-
Moy Cypeiss, als0 Seseny in Our el S on, Sigpesting that other genes
participate of the pigmentation process s well |37 Besides
Canfeld et sl |38 gave same detsil on the geopraphicsl dis-
tribution of the rsld26654«8, confirming that this SNP i nearly
set in all Ewnopeans. and showing 4 | atitudina decline o043 tonear
the Ejustor, with B0E frequencies in Northem Alrca, 40-60% in
Ethiopia and Somalis, and 35% in sub-Ssharan-Africa whidy, as
specified by the suthor, e plsins the sction of natural s lection, that
caied the reduction in skin melmizstion in all Europe |38)
Freshly, 4 study in sdmiced Afican-Eurmpeans, Eumpeais and
Africans clasified the SNP in SLCZ445 (rs1436654) a5 the firs
marker used inthe differentiation from black to non-black traits
& Tt nig thee i mportance of Chis gene in fofendics practices |33

There are kew dats on the frequency of SLO24AS and ASIP
polymorphisms in Braziian populston owever, our data showed

ithat the majority of our populstion (67.5% for SLC24AS and TOEE
for ASIF) had A& genoty pe for both polymorphic genes, which cor-
oiibior e, e iy thessis that natural selection scts on these gened
Sooording to the proximity or distance of the tropics | 39| being Sio
Paule further from the equatorial regions, where we olserved
pilvenorypes of individusls with lighter skin

Furthermare, studies performed by Leite et al [20) and
Cerqueira & al. [30] in Brazilian population, compared melanin
index (M) with some genes known a5 Ancestry Infrmative
Markers (AIMS) and found ot that SLCMAS was strongly comme-
lated with pigmentstion, showing that the hemorygois ancestr sl
genatype  (B1426654«5) and the heterozygous genolype
(rs1426654+GA) were related to an inoexse of M1 in comparison
e the polymorphic var ant 1] 426554 A, being in xgresment with
wuir findings Yer, sooording o the suthors, the elfect of both alleles,
A sl G bogethe r [ hete rir yEous |, 5eems mot bo be well understoaod,
iy necessary further studies that sttempt to explain this
rels tionship 3031 ).

O thee otheer hand, studies conducted in Brazilian population,
deseribed that ASIP did not show any msociations with pig-
mentstion, which is justibed, by the suthors dus to the possibility
ithat this gene be specific of some popul stions | 30,31 | The contrast
berween our findings and thee ones could be explained by the
differences in sample sire bt 3deditional studiss e necesary.

Kanetsky et al, in 2W2 gemiyped 746 individuals from USA
and reported that the carisge of the re50S8017«G in ASIP was
related to brown eyes and dark hair |14 Voiey et al_|9), peti-
lated that the varant re6058017«A appesrs in BE of Caucasisn
(light EVCs), 90% of Asians (intermediste EWCs) and 76% of
Australian  Aborigines (dark BEVCS)L  while e ancesral
ra605801 To G was observed in 7E of Caucasisns, 12.5% of Asians
amel 24% of Australian Aborigines |90 Acmrding to the suthors
these characteristics confirm the hypothesis thar the ancestral
65BN Tl is relsted o darker traits [149)

Salelitional analysis of ASIP in other studies revesled that West
Alricans with dark EVCs exhibit the ancestral re505801 7«5 in high
frequencies (80%) while Ext Asian exhibited 28% s Mexican
il genous populstions showed very low frequendes (1.58) for
ithee ey goirs. ancestral genotype |175). In 2 study performed
in French populstion, the anestral re6l58017«6 was notably
related with dark or brown hair and with darker skin phenatypes
[40] and in Korth Amercans, the frequency of it was 12% in dark
skin amedl hair |41 Similar results were observed in Caucasians
from Pennsyhania, where 12% of the populstion displayed the
rab0580] TG in astoci stion with brown eyed and dark hair | 140
Recently, 4 training camied out in Africand, Eufopesns and
Alrican-Furopeand, revesled tat ASIF i one of the most i mportant
genes, being & marker in dassification of blsck people, showing
ithat the genoty pe r 605801 T« G in homozy gous was obse rved only
in black individuals |33 In our study, ASIP shawed assodation
anily with non-bilesck din plenotyped sugged ing that mone studies
need o be done in order to verily the relstion of this gene with
otler pigme HLEbon L1 in miked populition, sud Braziin

5. Conclusion

Many groups in different countries sre working hard o find
genetic markers that can be wied in DMA phe notyping, especially
in pigmentation traits, but few studies sre performed in such a
mixed populition & Brazilians Our study reveals the validstion
of SLEZ4AS 38 molecular predictor of phenoty pes in admixed pop-
il atione, e ven with a passible indluence of the ancestry ba ckgmoumd
im rhis kind of sample. It demonstrstes and pointed that this gens
can e ised in lorendc ares, nol only on crime soeme $ampes but
alsoin cases of face reconstrud ions in unbnown bodies, with great
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fhdeliy not anly in homope nemes popul stions bt 550 in admix-
tured omes ASIF, on the other hand, is 3 gene that mst be better
analyred in sdmixiured populstions to check il the xssociations
described are sl suitable to these populstions or if this gene
could be mmidered a phenotypic marker only in homogensous.
i pousbati s A bette r understanding of the process of pigmentat on

5 more studies and concomitant analysis of several genes
related oo the mel Audelitional anslyses are ongoing a5
part of 2 project that evalustes 12 SNPs in 5 pigment stion genes
e eheck msnciations of phenotypic p on in e
Brarilian populstion, together with the information of melanin
imaene.
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The prediction of human taits in ander to help forensic imestigations has been one of the mast
iniber s ting reseanches in the Lst decade. Some pigmen tation genes such as SI04542 variants hawve been
axxod ated wi th phenotypi o di vers ity of slkin, eyes and hai roolor in homaogenaous populati ons. The aim of
ithis sbudy was evaluate the posshility of 2ssodaton betwesn thres S054542 palymonphismes {26772,
rs16891982 and 2 278007 ) with skin, eye and hair color in a sample of 598 individuas of admioed

Kirywous: papulztion from Brazil, intendingto useitin fonensic genstic sitat ons. DA sequend ng was performed
SlCasAZ with Bigliye Terminator v31 and capillary electrophoresis was performed in ABF130 Presence of
H"F-“E i rE16 891982 variant [ C-0 ) was assodated with non-black skin (OR 3625, 0600444 5), 25 well 25 with
Ferensic DA, phencayping nan-black hair {08 1812 €] 525 52 £)and light eyes (OR 504; 1 26-9.6) Polymorphism = ZXPR007 in
Braziian Pepalaion heterorygous (AG) was axsodated with a lower probability of individuz] presenting highter pi gmenitation
of skin and haic Owr data cormobaorates the findings of other studies in homogensows populations,
mwgﬁdﬂ:mahﬁ:dﬂfﬂﬂpdrmzﬂlinmmhuzduatﬂitnm:m!ﬁﬂujp:i:
traits and use o help forensic idemntifications 2s malscular predictor of phenotypes also in ad mieesd
populations. Thes= it suppl t ithe jous anes we showed in the same population with the
Fenes SLC2445 amd ﬂuﬂﬂqmpﬂtdrﬂp praject, which @msto study the oorrd ation of several

pigmentation genes and skin, hair and eye mlaor in Brazilian population.
& 2015 Eleevier Ireland Lid. All rights reserved.
1. Initrosdise tiom hair, and eye color in South ASiand, Eufopeans amd adimised

Pigmentation is a varable amd complex bait in umans
determined by different kinds of factors, including phgme niati on
gened Many polymorplisms in these genes have been oo sted
with phenotypic diversity of skin, eye and hair color in homoge-
meous populations |12 SLOISAZ is a gene known for its nue in
human pigmentstion traits [1), located on the short am of
chromosome 5 that enmdes MATP ( membra ve-asocisted trans-
porer protein), which i 2 transporter that medistes mel anin
synibesis, since it is responsible to condwct the flow of
el anodomal proteins and ions Lo the mel snosomes [3.4)

Mistations on this gemne lesd to nomal varistion in pigmenta-
tid of hriemans” raits and o oculocitanesis slbinism 1V, defined
by the failure 1o synthesize melanin |5]. Twe single nucleatide
polymorphisms (SNPS) in this gene have being ssociated to in,
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populations, they are: 1) rs2672—GAG (glutamate JAAG (lysine)
in @den 272 (E272K) and 2) rs 16831982 -TTC (phenylalanine)/
TTG (lewcine jincodon374 (FIT4L) |6 The latter, was postuls ted as
o predict skin and lair color with sccuracy between 72 and
95E This SNP (s16E919E2) was abko included in the IrnsPlex
system | 7L where they analyzed 37 SHPs in e ght genes associated
with eye color in Dutch and proved that SLCA5AT was specific in
differentisting blue and brown eyes.  Besides, SIC45AZ
(rs16R01982 ) provided grester sccuracy in predictions for light
anl dark hair color and was sdded to the HirisPls sysem 8]
Anslysis of SHPs in order to predict skin, eyes and hair
phemotypes is well established in Furopean countries wisere
populations sre more homogensous Although Brazilian populs-
tion is conddered one of the maost ethnically mixed and
heterogensos im the word resulting from oross betwesn
populations of dfferent ethnic onfging over the centuries |3
checking associations and posdble applicability of the anabsis of
polymorphisms invetved in the pigmentation process becomes
interesting. Herein, we anabyzed the posible association of
SLC45A2 polymorphisms with skin, eye and hair color in Brazilisn
individuals in order bo wse it for forens o puorpoe.
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2. Methods

W ineclude d in this Study 598 healthy and wnrel sted volunteers
froam the Madicsl Schosl of University of 530 Paulo (USP) that
agreed to participate in the survey after the presentation of the
project approved by the Erhics Committee of the School

The voluntesrs answered 3 questionnaire whene they el
reported tesir skin, eye and hair codors (the hair color refers o
wiben the individiuls were 15 years old ).

DMA samples were et racted from 4mil of per pheeral bl ood and
amplified by simple PCR reaction uting specific prime s soconding
e Memgel-From et al. probocals | 10]. The sequencing of DNA was
carfied out with Bighye Terminstor vilCycle Sequencing Kit
[Applied Biosysems, Foster City, CA) acoonding to manufsctiuness
protocs] and capillary elect rophoresis was performed in ABI3130
sedqiencer [ Applied Bisystems |

3. Resilis

The SHNP 326722 did not show any asociation with the
evalinabed traits.

On the other hand, the polymorphic sllele of rs 16891082 vari ant
(e terary gois) was asocisted with white skin, (DR 3.08: C1 190-
815; p=0.0003 ) and brown hair (DR 256; O 141-466; p=000N2 )
The same SNP, in homozygows (G, was also sssocisted with white
skin color (OR 1635 O 6.00-44.5 p 00001, Hond hair (DR
18.12; O 535-62.60; p - 00001 ) and non-black eyes, being the
maet signilicant ssoocistion with green eyes (OR 504 O 2.6-9.6
P < D.0e )L

A third SHP was evaluated, rs2278007, that showed 1o be
associated in heterarygous with 2 lower probability of individis]
presenting lighter pigmentation, such a5, white skin (OR 032; O
01 4-0.70: p=0007); blond hair (DR 015; O 0UB-005%: p=0006)
and green eyes (OR 0.5 O 0.26-0.95; p=0.04)

All the analysis was condwected using bladk indhiduals as
referemnce o the Compan sons.

d. Discussion

In recent years, the woe of phenotypic inference by means of
SMPs s e n tested in sme oowntnes x5 an ausdbiang toal for the
identifbcation of persons and criminal suspects. This tool is known
&% DNA phenotyping and its use sllows the prediction of sxtermnsl
visible characteristies (BVC) such as skin, eve and hair color by
direct DA anahysis [3). Bven though such phenotypes can be
matked by the wde of contact |endes, huair dyeng of even L ng of
ithee b, odat i neg the phe notype of am individwal fom biologal
material may be of greal importance fof forentic practice, both in
e crimnimal and civil contexr, Such a8 mass disasters and missng
e TS

Owr diata shinwed that Dwo SNFS (S 16891962 and S22 7HNT )
were related to skin, eyed and hair pigmentation in Brazilian
imdividuals Although the ssocistion betwesn [2Z7R007 with
pigmentation traits i not pet well documented in ofber
popisla tions, we fownd it in our ample, specilly rel sted todarker
phenotypes; thus, we can sugpest that this SNP & sl 2 grest
phenotyping maker in admived populstion, since there are na
published data that siggest this polymorphism 25 3 marker of
Ity erve s, pecaprie] it oo

Soejima et al |11] performed a study in different popilation
analyzing SLGISAZ and identified the TTC (rs16891982) variant
preent in Almost e entine Euinopeans with white $kin, while the
TTG (rs1 6831982 ) was present in all African populstions with dark
skin 11 This resslt come upon the omne we fownd in odwr
porprlation and this mis be die the migration proceises in Brazil

that resulted in cross between populstions of diflerent continents
and thiss different exchange of genstic information |3

T v pecvprislant i, weee Doind that the G allele of 7416891982 is
correlated 1o green eyes and mon-dark din color. Hart et al, [12]
peormed a study with Amercans and found that wisen te allels
C is observed in homar ygous it is possible to predict brown and
gresn eye oolog bt when the G allele in SLO4542 (r1 6891982 ) is
present, one can predict non-dark skin coler [12).

SLCASAZ proved o be an important predictor of BYC, but it is
important 1o highlight that we canmsl use 3 SNP slone 1o inkr
comples traity, therelone, this study is @mplementary to a stdy
carried owl Al 5o in the Brarlian popalstion, which eval usted SNPs
in SIC24AS aned ASIP genes to understand the evalution of
pigmentation prodesses in admixtiene populations |13)

5. Comnclision

These sisociations behween pimentation gemnes and din, ey
and hair color shiws that it is pssible o uwe molecular
information of an individual o sccess its phenotypic {raits amnd
e the ol sined in artempt to help forensic ivestgations. This,
this study reveals that the validstion of the SMPs on SLGISAZ as
molecilar predictors of phenotypes in sdmived populstions
demonsirates that this gene can be wied in frensc area, nol only
i g e oS popil stions, bt also in sdmixrined omnes_ A better
unsibers tanding of the pigmentation process requines more studies
and conoomitant anslysis of several gemes related o the complex
process of melsnogenesis
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