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RESUMO 

Introdução: O vitiligo é o distúrbio de pigmentação mais frequente do mundo, e afeta 

aproximadamente 0,05 a 2,28% da população mundial. É uma doença crônica caracterizada 

pela destruição dos melanócitos da pele, que causa máculas hipo-pigmentadas. A diversidade 

nas sequências dos genes envolvidos na biossíntese de melanina pode influenciar na incidência 

desta condição. Além disso, essa diversidade genética pode influenciar nas proporções 

produzidas de eumelanina e feomelanina, influenciando diretamente no fenótipo de 

pigmentação resultante. Objetivo: Análise da diversidade genética das regiões promotora, 5’ 

UTR, 3’ UTR e exônicas dos genes ASIP, MC1R, KITLG e BNC2 envolvidos no processo de 

biossíntese de melanina. Método: Foram avaliados 544 indivíduos, sendo que 471 como grupo 

controle foram recrutados junto aos Hemocentros de Ribeirão Preto - SP, e 73 pacientes com 

vitiligo foram recrutados junto ao Ambulatório de Dermatologia do Hospital das Clínicas de 

Ribeirão Preto. Ambos grupos foram classificados de acordo com fenótipos de olhos, cabelos 

e pele. Bibliotecas de DNA (HaloPlex, Agilent) incluindo as sequências regulatórias e 

codificantes dos três genes foram preparadas e submetidas a análise por metodologia de 

sequenciamento de nova geração (MiSeq, Illumina). As associações entre fenótipo e genótipo 

foram testadas por modelos de regressão logística e de interação gene-gene. Resultados: Foram 

identificados 788 pontos de variação que se distribuem em: 71 no gene ASIP, 133 no MC1R, 

431 no BNC2 e 154 no KITLG. De todas as associações significativa a todos os fenótipos 

estudados (221), 121 foram identificadas sem considerar o efeito de confusão da ancestralidade, 

e 100 são significantes mesmo considerando a ancestralidade como covariável. Além de 

variantes de ponto, a definição de haplótipos permitiu identificar 50 associações, 27 no gene 

ASIP, 7 no MC1R e 16 no BNC2. Em relação especificamente ao fenótipo vitiligo, apenas os 

genes BNC2 e KITLG apresentaram associações significativas, com 9 e 5, respectivamente. 

Resultados mostram evidências que o alelo G da variante rs1425090456 (associada a vitiligo 

com p = 4,12.10-06, OR = 124) do gene BNC2, que sobrepõe sitio de ligação de diversos fatores 

de transcrição, possa afetar a expressão correta deste gene, e levar ao fenótipo vitiligo. Para o 

gene KITLG, o alelo A da variante rs188394671 foi associado a vitiligo (p = 2,04.10-05 e OR = 

30,77), e sobrepõe também um complexo mecanismo de regulação, com interação de diversos 



fatores de transcrição. Esta alteração pode refletir em uma alteração da expressão de KITLG, e 

assim, levar ao fenótipo vitiligo. Conclusão: os resultados deste estudo colaboram com o 

conhecimento sobre o desenvolvimento de vitiligo e sobre a melanogênese ao caracterizar 

profundamente as regiões codificantes e regulatórias de quatro genes que estão diretamente 

envolvidos na via metabólica de pigmentação humana. Esse é o primeiro estudo a identificar 

variantes no gene BNC2 associadas ao desenvolvimento de vitiligo, assim como um dos 

primeiros a avaliar a contribuição da ancestralidade para a predisposição à doença em uma 

população miscigenada para estes genes. 

Palavras-chave: Vitiligo. Basonuclin 2. Agouti signaling protein. Melanocortin 1 receptor. KIT ligand. 

Ancestralidade genômica. Interação gene-gene. 
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ABSTRACT 

Introduction: Vitiligo is the most frequent pigmentation disorder in the world, affecting 

approximately 0.05 to 2.28% of the world population. It is a chronic disease characterized by 

the destruction of skin melanocytes, which causes hypo-pigmented macules. The diversity in 

the sequences of genes involved in melanin biosynthesis may influence the incidence of this 

condition. In addition, this genetic diversity can influence the proportions of eumelanin and 

pheomelanin produced, directly influencing the resulting pigmentation phenotype. Objective: 

Analysis of the genetic diversity of the promoter, 5'UTR, 3'UTR and exonic regions of the ASIP, 

MC1R, KITLG and BNC2 genes involved in the process of melanin biosynthesis. Method: A 

total of 544 individuals were evaluated, of which 471 as a control group were recruited from 

the Blood Centers of Ribeirão Preto - SP, and 73 patients with vitiligo were recruited from the 

Dermatology Outpatient Clinic of the Hospital das Clínicas de Ribeirão Preto. Both groups 

were classified according to eye, hair and skin phenotypes. DNA libraries (HaloPlex, Agilent) 

including the regulatory and coding sequences of the three genes were prepared and subjected 

to analysis by next-generation sequencing methodology (MiSeq, Illumina). The associations 

between phenotype and genotype were tested by logistic regression and gene-gene interaction 

models. Results: 788 points of variation were identified, distributed in: 71 in the ASIP gene, 

133 in the MC1R, 431 in the BNC2 and 154 in the KITLG. Of all significant associations to all 

phenotypes studied (221), 121 were identified without considering the confounding effect of 

ancestry, and 100 are significant even considering ancestry as a covariate. In addition to point 

variants, the definition of haplotypes allowed the identification of 50 associations, 27 in the 

ASIP gene, 7 in the MC1R and 16 in the BNC2. Regarding specifically the vitiligo phenotype, 

only the BNC2 and KITLG genes showed significant associations, with 9 and 5, respectively. 

Results show evidence that the G allele of the rs1425090456 variant (associated with vitiligo 

with p = 4.12.10-06, OR = 124) of the BNC2 gene, which overlaps the binding site of several 

transcription factors, can affect the correct expression of this gene, and lead to the vitiligo 

phenotype. For the KITLG gene, the A allele of the rs188394671 variant was associated with 

vitiligo (p = 2.04.10-05 and OR = 30.77), and it also overlaps a complex regulatory mechanism, 

with the interaction of several transcription factors. This change may reflect a change in KITLG 



expression, and thus lead to the vitiligo phenotype. Conclusion: the results of this study 

contribute to the knowledge about the development of vitiligo and about melanogenesis by 

deeply characterizing the coding and regulatory regions of four genes that are directly involved 

in the human pigmentation metabolic pathway. This is the first study to identify variants in the 

BNC2 gene associated with the development of vitiligo, as well as one of the first studies to 

assess the contribution of ancestry to disease predisposition in an admixed population for these 

genes. 

Keywords: Vitiligo. Basonuclin 2. Agouti signaling protein. Melanocortin 1 receptor. KIT 

ligand. Genomic ancestry. Gene-gene interaction. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1. Vitiligo 

O vitiligo é o distúrbio de pigmentação mais frequente do mundo, e afeta aproximadamente 

0,05 a 2,28% da população mundial. É uma doença crônica caracterizada pela destruição dos 

melanócitos da pele, que causa máculas hipo-pigmentadas (EZZEDINE et al., 2012). Os 

melanócitos se encontram na camada basal da epiderme, envoltos por diversos queratinócitos, 

que dão origem a unidade básica epidérmica (Figura 1), e sua função principal é produzir e 

distribuir melanina por meio da via metabólica chamada melanogênese (EZZEDINE et al., 

2012). 

Figura 1 - Ilustração da organização dos melanócitos e queratinócitos na epiderme. Os 

melanócitos produzem melanina em organelas chamadas melanossomos, os quais são distribuídos 

aos queratinócitos adjacentes.  

 

Fonte: Reprodução de D’MELLO et al., 2016. 

A etiologia do vitiligo ainda não foi completamente elucidada, porém, a teoria prevalente 

é a autoimune, que se sustenta com diversas evidências, como: associação de vitiligo com outras 

doenças autoimunes; altos níveis de anticorpos contra melanócitos identificado em 10% dos 

pacientes com vitiligo; loci de suscetibilidade que codificam proteínas imunomoduladoras 

identificados por GWAS e o infiltrado inflamatório observado nas margens das lesões 

(BONIFACE et al., 2018; IANNELLA et al., 2016). Estudos da ativação imune permitiram 

identificar envolvimento de células T no desenvolvimento de vitiligo (WAŃKOWICZ-

KALIŃSKA et al., 2003). Nas regiões perilesionais com progressão ativa, foi identificado uma 

menor proporção CD4/CD8 em pacientes com vitiligo quando comparado com pele saudável 

(WAŃKOWICZ-KALIŃSKA et al., 2003). Apesar do mecanismo não ser esclarecido, é 
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possível que melanócitos MHC classe II+ em pele perilesional, apresentem esses antígenos para 

as células T, ativando assim a autorresposta imune. Além disso, em tecido perilesional isolado, 

células T CD8 reconheceram antígenos melanossomais, e agiram de maneira citotóxica. 

No entanto, outras teorias são estudadas, como é o caso da teoria bioquímica, na qual o 

dano aos melanócitos ocorre devido a um desequilíbrio no stress oxidativo, que foi evidenciada 

por um estudo que identificou maiores níveis de peróxido de hidrogênio e superóxido-dismutase 

em pacientes com vitiligo (IANNELLA et al., 2016). Outra teoria é a da melanocitorragia, a 

qual indica que falhas no sistema de adesão celular leva a um destacamento, o que causa perda 

de melanócitos transepidermais por exposição a autoantígenos, mecanismo que ativa o sistema 

imune, causando danos aos melanócitos (GAUTHIER; ANDRE; TAÏEB, 2003). Além destas, 

a teoria da convergência aponta para uma série de alterações complexas para a incidência do 

vitiligo, entre elas: suscetibilidade a alterações ambientais, alterações no microambiente 

epidérmico, defeitos intrínsecos do melanócito, respostas autoimunes e stress (KUNDU et al., 

2019; MORETTI, 2002). 

O termo “stress” pode funcionar como gatilho para o vitiligo de várias maneiras. Um 

estudo indicou que metade dos pacientes de uma amostra na Índia desenvolveram esta condição 

após sofrerem stress mecânico (KHURRUM et al., 2017), que desencadeou um evento de 

melanocitorragia, com redução de expressão de E-caderinas (molécula responsável pela adesão 

celular). Além disso, casos de stress psicológico servindo de gatilho para o vitiligo também já 

foram relatados na literatura (MANOLACHE; BENEA, 2007). Nestes casos, a hipótese 

levantada é que com o estado psicológico abalado (o qual é evidenciado pelo frequente quadro 

de alexitimia nos pacientes com vitiligo), respostas imunes citotóxicas são ativadas, o que 

resulta em progressiva despigmentação. Outro fator estudado envolve a alimentação, pois esta 

pode causar um desequilíbrio micro biótico que pode ser responsável pela incidência da doença 

(THAPPA; KAIMAL, 2010) 

O desenvolvimento deste fenótipo envolve enzimas (como catalases, NRF2, SOD, 

COMT) responsáveis pela remoção de intermediários tóxicos gerados durante a atividade do 

melanócito. Dessa forma, a redução da concentração ou da atividade dessas enzimas, pode se 

refletir em uma menor capacidade do indivíduo em se proteger do stress oxidativo natural deste 

processo (TOOSI; ORLOW; MANGA, 2012) 

1.2. Pigmentação humana 

A pigmentação humana sofre a influência de mais de uma centena de genes. Entre eles estão o 

Agouti Signaling Protein (ASIP), o Melanocortin Receptor 1 (MC1R), o c-KIT ligand (KITLG), 
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e o Basonuclin 2 (BNC2), ilustrados na Figura 2. Esta pletora de genes permite a grande 

diversidade fenotípica observada ao redor do mundo, que é explicada por adaptações à radiação 

ultravioleta (RUV) e produção de vitamina D (PARRA, 2007). Enquanto fenótipos mais 

escuros proporcionam maior proteção contra a radiação, principalmente em regiões de baixas 

latitudes e alta RUV, fenótipos mais claros implicam em produção de vitamina D de uma 

maneira mais eficiente em regiões com baixa incidência de RUV e latitudes maiores (HUANG 

et al., 2021). 

Radiação UV induz clivagem do hormônio pro-opiomelanocortina (POMC, do inglês 

pro-opiomelanocortin), precursor do hormônio alfa-melanócito estimulante (α-MSH, do inglês, 

melanocyte-stimulating hormone) para ativar a via de pigmentação. A ligação do MSH ao 

MC1R, que é expresso na superfície de melanócitos epidérmicos, inicia a ativação da adenilato 

ciclase. O consequente aumento do nível de AMP cíclico (cAMP) estimula a proteína quinase 

A (PKA, do inglês, protein kinase A). PKA fosforila os fatores de transcrição da família de 

proteínas de ligação a elementos em resposta a cAMP (CREB, do inglês, cAMP response 

element-binding protein), os quais regulam positivamente a expressão do fator de transcrição 

associado a microftalmia (MITF, do inglês, microphthalmia-associated transcription factor). 

Paralelo a este processo, o ligante KITLG ao interagir com a proteína KIT, ativa a via de 

sinalização MAPK, a qual também resulta no aumento da expressão do fator de transcrição 

MITF. MITF, por sua vez, ativa a transcrição de proteínas específicas como tirosinase (TYR), 

proteína relacionada com a tirosinase 1 (TYRP1) e a dopacroma tautomerase (DCT). A enzima 

limitante na melanogênese é a TYR, que é crucial para a síntese de eumelanina (pigmento mais 

escuro) assim como de feomelanina (pigmento mais claro). Enquanto a atividade basal da TYR 

leva à produção de feomelanina, indução da expressão de TYR implica em eumelanogênese 

(BARSH, 2003; GARCIA-BORRON; SANCHEZ-LAORDEN; JIMENEZ-CERVANTES, 

2005). 
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Figura 2 – Melanina é sintetizada nos melanócitos como resposta à radiação UV. A incidência de 

radiação (UVR), libera o hormônio α-MSH, que interage e ativa a proteína transmembrana 

MC1R. O antagonista do α-MSH é a proteína ASIP. Paralelo à esta interação, ocorre a ligação da 

proteína KITLG com a proteína transmembrana KIT. Dessa forma, mediada pelas proteínas 

BNC2 e HERC2, ocorre a sinalização de aumento da transcrição das proteínas que atuam na 

produção de melanina no melanossomo (TYRP1/2, OCA2, SLC24A4, SLC45A2, TPCN2, 

SLC24A5), o que leva a um aumento de eumelanina. Adaptado de HUANG et al., 2021.  

 

O gene MC1R codifica um receptor acoplado à proteína G que se localiza na membrana 

celular do melanócito. A proteína MC1R possui papel semelhante à de um interruptor para a 

melanogênese: a ligação do hormônio α-melanócito estimulante (α-MSH) estimula a via 

melanogênica, que leva à produção de eumelanina, pigmento que possui um espectro que varia 

do marrom ao preto. Por outro lado, a ligação do antagonista ASIP favorece a produção de 

feomelanina, pigmento que varia do vermelho ao amarelo (BRANICKI et al., 2011). Ambos 

genes possuem fortes associações a fenótipos de pigmentação, sendo que as mais fortes delas 

envolvem alelos alternativos dos SNPs rs1805006, rs1805007, rs1805008 e rs1805009, todos 

do gene MC1R, associados ao fenótipo de pele clara e cabelos ruivos. Este conjunto de 

modificações alteram os aminoácidos Arg142His, Arg151Cys, Arg160Trp e Asp294His, 

respectivamente, o que resulta em uma proteína deficiente ou inativa (BOX et al., 1997). Para 

o ASIP, o polimorfismo rs6058017 apresentou alelo associado a fenótipos mais escuros. Este 
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polimorfismo se localiza em região 3’UTR, e sofre regulação por microRNAs, o que altera sua 

expressão e influencia no fenótipo resultante (VOISEY; KELLY; VAN DAAL, 2003). 

Por sua vez, o ligante de c-Kit (KITLG) interage com a proteína KIT intermembrana, de 

maneira paralela à ligação do ASIP-MC1R, e desencadeia a via de sinalização MPAK. Esta 

ligação influencia a proliferação de melanócitos e na distribuição dos melanossomos (CHEN et 

al., 2015). Ela promove a fosforilação de PIK3R1, a subunidade reguladora da fosfatidilinositol 

3-quinase, e subsequente ativação da AKT1 quinase. KITLG e KIT também transmitem sinais 

via GRB2 e participam da ativação de RAS, RAF1 e das MAP quinases MAPK1/ERK2, 

MAPK3/ERK1. KITLG e KIT promovem a ativação dos membros da família STAT STAT1, 

STAT3 e STAT5. KITLG e KIT promovem a ativação de PLCG1, levando à produção das 

moléculas de sinalização celular diacilglicerol e inositol 1,4,5-trisfosfato. KITLG atua 

sinergicamente com outras citocinas, provavelmente interleucinas (HATTORI et al., 2018). 

Algumas variantes deste gene já foram associadas a distúrbios familiares hipo- e hiper-

pigmentares (AMYERE et al., 2011). Adicionalmente, a variante rs12821256 foi identificada 

em estudo GWAS em associação a cabelos claros (SULEM et al., 2007). 

Já a Basonuclina 2 (BNC2) está envolvida no processamento de mRNA, como por exemplo, 

splicing alternativo, além de participar da regulação da expressão de outros genes. A super 

expressão de bnc2 em camundongos levou a morte dos melanócitos, e subsequente perda de 

pigmentação, possivelmente pelo seu papel no aumento da expressão das proteínas 

eumelanogênicas. Por outro lado, o knockout de bnc2 se mostrou letal na etapa embrionária 

(VANHOUTTEGHEM et al., 2009). Na literatura, algumas variantes já foram identificadas 

associada a fenótipos de pigmentação, como é o caso da rs16935073 e sardas em amostra de 

mulheres coreanas (p-value = 2.11 × 10-46) (SHIN et al., 2021), rs2153271 e sardas em europeus 

(BayesFactor = 7,28) (ERIKSSON et al., 2010) e rs12350739 com pele mais clara (VISSER; 

PALSTRA; KAYSER, 2014). 

Estes genes já foram amplamente associados à pigmentação, e possuem variantes causais 

bem caracterizadas. No entanto, pouco se sabe sobre o impacto destes genes de pigmentação 

sobre o vitiligo. Nenhuma associação foi encontrada entre variantes do gene ASIP e este 

fenótipo (KINGO et al., 2007). Para o gene KITLG, os polimorfismos rs995029 e rs11104947 

já foram associados fortemente a vitiligo em estudo com amostra taiwanesa (LAN et al., 2009). 

Para o MC1R, ainda é incerto se ele possui papel na patogênese, ou se este fenótipo altera a 

expressão deste gene (NAGUI et al., 2017). Destaca-se que, o estudo entre a associação de 

BCN2 e vitiligo é inédito.  
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2. JUSTIFICATIVA 

A identificação de polimorfismos genéticos associados à pigmentação humana e a 

compreensão dos mecanismos moleculares responsáveis pela causalidade de distúrbios 

pigmentares é de grande relevância para pelo menos duas áreas de conhecimento. Uma delas é 

a área clínica. Visto que vitiligo ainda não possui cura, a caracterização das regiões regulatórias 

de genes envolvidos na biossíntese de melanina permitirá a busca por fatores de transcrição e 

microRNAs com afinidade por essas regiões. Estas descobertas podem possibilitar novos 

tratamentos para estes distúrbios, como a utilização de microRNAs. Outra área do 

conhecimento que se beneficia com as informações geradas por este estudo é a área das ciências 

forenses, visto que o pleno entendimento da via de pigmentação permite a criação de modelos 

de predição de fenótipos a partir de genótipos. Desta forma, materiais biológicos encontrados 

em cenas de crime podem ser suficientes para gerar um perfil preliminar de um possível 

suspeito. 

A metodologia de sequenciamento de nova geração (NGS) aplicada permite análise 

profunda dos genes selecionados sob uma perspectiva pouco ou ainda não explorada. O 

conhecimento gerado neste projeto contribui para detecção de novas variantes correlacionadas 

ao vitiligo, descrição da diversidade genética destes genes em população altamente miscigenada 

e no entendimento do processo de biossíntese de melanina humana. 

  



26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
OBJETIVOS  



27 

 

3. OBJETIVOS 

O objetivo deste trabalho consiste na análise da diversidade genética das regiões promotora, 

5’ UTR, 3’ UTR e exônicas dos genes ASIP, MC1R, KITLG e BNC2 envolvidos no processo 

de biossíntese de melanina, por meio de sequenciamento de nova geração, em amostras de 73 

pacientes e 471 controles pertencentes à população do Estado de São Paulo. Isto permitirá: 

• Determinar, por meio de sequenciamento de nova geração, as frequências de alelos, 

genótipos e haplótipos compostos pelos SNPs de cada região gênica analisada; 

• Caracterizar as regiões exônicas e regulatórias (3’UTR e promotora) de cada um 

destes genes; 

• Avaliar a intensidade do desequilíbrio de ligação (LD) entre as regiões regulatórias 

e as regiões exônicas analisadas em cada gene; 

• Identificar novos polimorfismos funcionais em cada um destes três genes; 

• Identificar computacionalmente fatores de transcrição que apresentem afinidade por 

elementos específicos dos haplótipos promotores encontrados e avaliar o impacto 

de SNPs nesta relação de afinidade; 

• Identificar computacionalmente microRNAs que apresentem afinidade por 

sequências específicas dos haplótipos de 3’UTR encontrados e avaliar o impacto de 

SNPs nesta relação de afinidade; 

• Identificar um conjunto de polimorfismos funcionais de cada gene que contribua 

com a causalidade do vitiligo, assim como para a determinação da pigmentação da 

pele, cabelos e olhos em indivíduos da população brasileira. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Coleta de amostras e extração de DNA 

O presente projeto de pesquisa está vinculado ao projeto “Sequenciamento de nova 

geração de genes envolvidos na biossíntese de melanina em amostra da população brasileira” 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa segundo processo CEP-FFCLRP CAAE n.º 

25696413.7.0000.5407. Todos os 544 participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre 

e Esclarecido, permitindo o uso de seu material biológico (amostra de sangue) para estudo 

(Anexos A e B). O recrutamento do grupo controle (n = 471) ocorreu junto aos Hemocentros 

de Ribeirão Preto - SP, nas unidades Hemocentro Campus (USP) e no Posto de Coleta de 

Sangue (Centro), enquanto os pacientes (n = 73) foram recrutados junto ao Ambulatório de 

Dermatologia do Hospital das Clínicas de Ribeirão Preto. Critérios de inclusão para os 

controles: idade superior a 18 anos, de ambos os sexos. Critério de exclusão para os controles: 

presença de vitiligo. Para os casos, os critérios de inclusão são os mesmos, adicionando-se a 

confirmação de vitiligo por um médico dermatologista.  

Imagens fotográficas de regiões corporais pequenas e bem delimitadas foram obtidas 

das seguintes áreas: frontal do crânio (área muito exposta ao sol), interna do braço (área pouco 

exposta ao sol), cabelos, olho esquerdo e olho direito, e para os pacientes, da região afetada por 

vitiligo, quando possível. Adicionalmente, a intensidade da pigmentação da pele foi 

quantificada de forma objetiva por meio do índice de melanina obtido a partir de 

espectrofotômetro CM2500D e do software SkinAnalysis (Konica Minolta Holdings, Inc). 

Além das imagens fotográficas e do índice de melanina, todos os participantes 

responderam a um questionário, o qual visava obter informações sobre ancestralidade, e a 

autoclassificação das suas características de pigmentação. As seguintes características físicas 

de cada participante foram ainda categorizadas por dois pesquisadores: cor dos olhos (azul, mel, 

verde, castanho claro e castanho escuro), cor dos cabelos (ruivos, loiro claros, loiro-escuros, 

castanho claros, castanho-escuros), presença/ausência de sardas, e classificação da pele 

segundo Fitzpatrick (FITZPATRICK, 1988).  

Cada participante doou cerca de 10 mL de sangue periférico, mantido em tubo 

Vacutainer® com anticoagulante EDTA. O material biológico foi armazenado a -20oC até a 

etapa de extração do DNA. O DNA das amostras de sangue foi então extraído através do 

protocolo de salting-out com modificações (MILLER; DYKES; POLESKY, 1988) e o DNA 

genômico foi armazenado a -20 oC. Após extração do DNA, este foi quantificado tanto por 
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fluorescência (Qubit™ dsDNA BR Assay (Life Technologies)) quanto por medidas 

espectrofotométricas NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.), além de sua 

degradação ser analisada por gel de agarose. 

4.2. Design dos amplicons 

O presente estudo faz parte de um estudo maior. Desta forma, as regiões regulatórias e 

codificantes dos quatro genes aqui descritos (ASIP, MC1R, KITLG e BNC2), assim como dos 

outros evolvidos na biossíntese de melanina (OCA2, HERC2, SLC45A2, SLC24A5, TYR, DCT, 

MITF e TYRP1) foram amplificados e sequenciados em um único ensaio customizado. Este 

ensaio foi desenhado através do software SureDesign da Agilent Technologies 

(https://earray.chem.agilent.com/suredesign/home.htm), e utilizou-se das coordenadas 

genômicas de cada gene segundo a referência GRCh37/hg19 do genoma humano. Devido ao 

desenho das sondas, algumas regiões de introns flanqueadoras aos exons alvos foram incluídas, 

como é possível ver nas Figuras 3 e 4. 

https://earray.chem.agilent.com/suredesign/home.htm
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Figura 3 – Captura de tela do UCSC Genome Browser com base no genoma de referência hg19. Em destaque, o gene BNC2 curado pelo NCBI (azul 

escuro), e os diversos transcritos já identificados na literatura (azul mais claro, UCSC Genes). O transcrito utilizado como referência neste estudo está 

indicado por uma seta. As regiões cobertas pelas sondas desenhadas para capturar os exons e a região promotora (~3kb) dos diferentes transcritos 

deste gene estão assinalados em verde. 

 

  



32 

 

Figura 4 - Captura de tela do UCSC Genome Browser com base no genoma de referência hg19. Em destaque, os genes KITLG (a), MC1R (b) e ASIP 

(c), curados pelo NCBI (azul escuro), e os diversos transcritos já identificados na literatura, quando presentes (azul mais claro, UCSC Genes). O 

transcrito utilizado como referência para cada gene neste estudo está indicado por uma seta. As regiões cobertas pelas sondas desenhadas para capturar 

os exons e a região promotora (~3kb) dos diferentes transcritos e a regição promotora de cada gene está assinalada em verde. 

 

a) 

b) 

c) 
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4.3. Preparo da biblioteca de DNA, validação e sequenciamento  

Após devidamente quantificadas, todas as amostras foram processadas utilizando-se do kit 

de enriquecimento de alvo customizado Haloplex (Agilent Technologies). O protocolo utilizado 

foi o sugerido pelo fabricante e está descrito detalhadamente no Anexo C. Finalizada a preparação 

das amostras, todas as bibliotecas foram submetidas a eletroforese capilar via 2100 Bioanalyzer 

em chip de alta sensibilidade para validação. Para o ensaio desenhado neste estudo, a própria 

fabricante (Agilent) cedeu um perfil do espectro esperado.  

O equipamento utilizado foi o Illumina MiSeq Personal Sequencer. O kit de reagentes 

utilizado foi MiSeq Reagent Kit V3 (600 cycle), que permite 301 ciclos de leituras no modo paired-

end (em que cada fragmento é lido tanto na fita forward quanto na reverse), totalizando 2x301 

ciclos de leitura de fragmentos e 8 ciclos de leitura de índices de identificação. Maiores detalhes 

estão disponíveis no Anexo C. 

4.4. Procedimento computacional e alinhamento 

Os dados brutos obtidos a partir do sequenciamento foram avaliados em função da 

qualidade das reads sequenciadas por meio do software FastQC (ANDREWS, 2010). A análise do 

relatório gerado pelo FastQC mostrou a necessidade da remoção de fragmentos repetitivos e de 

fragmentos das extremidades das reads que não pertençam ao ensaio. Esta remoção é denominada 

trimagem, e utilizou-se da ferramenta cutadapt (MARTIN, 2011) para esta finalidade.  

Após todas as reads de todas as amostras serem trimadas, o próximo passo foi alinhá-las a 

um genoma de referência. Para fazer o alinhamento foi utilizado o Burrows-Wheeler Aligner - 

BWA (LI; DURBIN, 2009), com o algoritmo BWA-MEM em função da sua especificidade para 

sequências com tamanho entre 70 e 1Mb e por ser mais rápido e acurado que os outros deste 

programa.  

Neste ponto, cada amostra apresentou um arquivo output do alinhamento que se encontra 

no formato SAM (Sequencing Alignment/Map) (LI et al., 2009). Estes procedimentos estão 

descritos detalhadamente no Anexo D. 

4.5. Algoritmo haplotypecaller e filtro de variantes 
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Esta etapa envolve os algoritmos do conjunto de ferramentas denominado Genome Analysis 

Toolkit (GATK) v.3.5, o qual apresenta uma estrutura modular capaz de diversas análises de dados, 

e é disponibilizado pelo Broad Institute (MCKENNA et al., 2010). O algoritmo utilizado neste 

estudo é denominado HaplotypeCaller no modo g.vcf. 

O formato de output padrão consiste em arquivo VCF (do inglês, variant call format). 

Alguns dos genótipos considerados pelo HaplotypeCaller podem não ser verdadeiros, 

principalmente quando a genotipagem se refere a um segmento com baixa cobertura de 

sequenciamento ou quando, no caso de genótipos heterozigotos, um dos alelos é pouco 

representado. Visando diminuir a taxa de falso-positivos, a ferramenta VCFx (v.0.10.1) 

(CASTELLI et al., 2015) foi empregada no VCF gerado pelo HaplotypeCaller. Estes 

procedimentos estão descritos detalhadamente no Anexo D. 

4.6. Determinação de fase física computacional  

A metodologia para a construção dos haplótipos via cálculos computacionais se utilizou do 

software PHASE (STEPHENS; SMITH; DONNELLY, 2001), o qual realiza cálculos de estatística 

Bayesiana para determinação da probabilidade dos haplótipos possíveis. Os parâmetros utilizados 

neste estudo para número de interações, intervalo de thinning e burn-in foram 100, 1 e 10, 

respectivamente. Haplótipos com probabilidades abaixo de 80% de definição foram descartados. 

Este procedimento está descrito detalhadamente no Anexo D. 

4.7. Análises estatísticas 

As seguintes análises estatísticas foram executadas: equilíbrio de Hardy-Weinberg, 

estimativa de frequências alélicas e haplotípicas, definição de blocos de desequilíbrio de ligação, 

associações genótipos-fenótipos e associações haplótipos-fenótipos. Os cálculos de equilíbrio de 

Hardy-Weinberg foram realizados para cada região dos genes estudados. Além disso, estes cálculos 

também foram realizados para cada marcador de todos os genes com o software Arlequin 

(EXCOFFIER; LISCHER, 2010).  

Por sua vez, as associações entre os genótipos encontrados com os fenótipos amostrados 

foram testadas no software PLINK 1.9 (CHANG et al., 2015). As associações foram também 

testadas adicionando-se como covariável a ancestralidade individual, fornecida em análises pelo 

software STRUCTURE (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000), a qual é 
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detalhadamente descrita no Anexo D. Foram adotados como associações significativas aquelas que 

apresentaram simultaneamente modelos de regressão logística com valores de p < 0,05 e OR > 10 

associado a limite inferior de intervalo de confiança de 95% superior a 1. Além disso, no PLINK 

1.9, também foram gerados os gráficos de bloco de desequilíbrio de ligação. 

Especificamente para os haplótipos, associações foram testadas por script desenvolvido 

pelo pesquisador em ambiente estatístico R (R CORE TEAM, 2020), o qual permitiu realizar teste 

exato de Fisher para investigar associações dos diferentes haplótipos definidos anteriormente com 

os fenótipos estudados. Novamente, associações significativas foram aquelas que apresentaram 

simultaneamente p < 0,05 e OR > 10, com limite inferior de intervalo de confiança de 95% superior 

a 1.  

Para identificação de sítios de regulação e possíveis danos causados pelas mutações foi 

utilizada a ferramenta Variant Effect Predictor (VEP) (MCLAREN et al., 2016) do projeto 

ENCODE (ENCODE CONSORTIUM, 2012; DAVIS et al., 2018), em conjunto com os bancos de 

dados Regulome DB (BOYLE et al., 2012) e Haploreg (WARD; KELLIS, 2012). Em cada uma 

das ferramentas, analisou-se a interação com fatores de transcrição e possível patogenicidade que 

provenha das alterações. Estes procedimentos estão descritos detalhadamente no Anexo D. 

4.8. Análises de microRNAs 

O estudo da região 3’UTR como alvo de microRNAs (miRNAs) permite identificar 

possíveis alterações da regulação do processo de expressão gênica decorrentes de polimorfismos 

presentes nesta região. Desta forma, para a análise de regulação por miRNAs foram consultados 

dois bancos de dados principais: MirSNP (LIU et al., 2012) e MicroSNiPer (BARENBOIM et al., 

2010). Ambos se baseiam em dados da literatura sobre sítios de ligação de microRNAs que podem 

ser alterados devido a incidência de SNPs. Estes procedimentos estão descritos mais 

detalhadamente no Anexo E.  

4.9. Análises de interações gene-gene  

A investigação de possíveis efeitos aditivos resultantes das combinações de genótipos foi 

realizada em ambiente estatístico R, com a implementação do pacote mbmdr (CALLE et al., 2010), 

o qual permite utilizar a metodologia Redução da Dimensionalidade Multifatorial (MDR, do inglês 
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Multifactor Dimensionality Reduction) como uma metodologia de redução de dimensão para 

explorar interações gene-gene. 

Nesta metodologia, cada combinação de genótipos é reduzida a uma variável, a qual é 

testada para associação com a resposta e é classificado como risco alto, baixo ou não significante. 

Em seguida, todos os genótipos da mesma classe são fundidos e, para cada uma das categorias de 

risco, um novo teste de associação é realizado. O resultado permite definir uma estatística Wald, 

conforme descrito em YU; DEMETRIOU; GILLEN, 2015. 

No presente estudo, as análises de interações gene-gene envolveram a presença de vitiligo, 

para variantes com frequências maiores que 5%, que foram realizadas considerando-se como 

covariável a ancestralidade. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Caracterização da amostra 

A amostra final permitiu avaliar 544 pessoas, as quais foram divididas em pacientes (n = 

73) e controles (n = 471), caso apresentassem vitiligo ou não, respectivamente. Dessa forma, as 

características como sexo e idade se encontram listadas na Tabela 1. Para os fenótipos de 

pigmentação estudados, que foram cor dos olhos, dos cabelos, pele segundo índice Fitzpatrick, e 

presença de sardas, realizamos uma primeira coleta de 297 amostras de maneira aleatória (Tabela 

2). Avaliou-se nessa etapa fenótipos que estavam sendo mais representados, como é o caso dos 

olhos castanho escuros, pele Fitzpatrick tipo III, e cabelos castanho escuro. Dessa forma, a coleta 

dos controles restantes foi direcionada a fenótipos que estavam menos representados, como olhos 

mel, pele dos tipos Fitzpatrick I e VI, cabelos ruivos e loiro-claros. Esta segunda etapa da 

amostragem permitiu um enriquecimento com 174 indivíduos com fenótipos que antes eram sub 

representados, atingindo assim uma representatividade satisfatória no grupo controle de 471 

indivíduos. 

Tabela 1– Dados de composição dos sexos e das idades de ambos grupos amostrados. 

 
Pacientes 

(n = 73) 

Controles 

(n = 471) 

Sexo: N (% grupo)     

Masculino  27 (36,99) 240 (50,96) 

Feminino 46 (63,01) 231 (49,04) 

Média de Idade (S.D.) 44,74 (14,18) 35,02 (25,00) 

Idade mediana [IIQ] 46 [33-55] 33 [25-44] 

Idade mínima 18 18 

Idade máxima 75 80 
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Tabela 2 – Categorização das amostras de ambos grupos (Pacientes, controles aleatórios e controles total) 

para os fenótipos: Tipo de pele Fitzpatrick, cor dos olhos, cor dos cabelos. Os números entre parênteses 

indicam a frequência relativa expressa em porcentagem. 
 

Pacientes 

(n = 73) 

Controles 

Aleatórios 

(n = 297) 

Controles Total 

(n = 471) 

Pele Fitzpatrick 
   

I 1 (1,37) 23 (7,74) 69 (14,65) 

II 8 (10,96) 87 (29,29) 140 (29,72) 

III 25 (34,51) 99 (33,33) 130 (27,60) 

IV 26 (35,35) 57 (19,19) 68 (14,44) 

V 11 (15,07) 26 (8,75) 41 (8,70) 

VI 2 (2,74) 5 (1,68) 23 (4,88) 

 Cor dos Olhos 
   

Azul 1 (1,37) 14 (4,71) 43 (9,13) 

Verde 8 (10,96) 30 (10,10) 79 (16,77) 

Mel 0 (0) 10 (3,37) 23 (4,88) 

Castanho-claro 23 (31,51) 92 (30,98) 113 (23,99) 

Castanho-escuro 41 (56,16) 151 (50,84) 213 (45,22) 

 Cor dos Cabelos 
   

Castanho-escuro 20 (27,40) 131 (44,11) 177 (37,58) 

Castanho-claro 7 (9,59) 56 (18,86) 86 (18,26) 

Loiro-claro 0 (0) 2 (0,67) 18 (3,82) 

Loiro-escuro 2 (2,74) 25 (8,42) 44 (9,34) 

Preto 29 (39,73) 68 (22,90) 110 (23,35) 

Ruivo 1 (1,37) 0 (0) 11 (2,34) 

Presença de Sardas 4 (5,63) 30 (10,10) 55 (11,68) 
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5.2. Caracterização dos genes 

5.2.1. Gene ASIP 

 

 O tratamento dos dados brutos de sequenciamento permitiu identificar 70 sítios de variação 

no gene ASIP. Na Figura 5 está representada a análise de desequilíbrio de ligação do gene como 

um todo. Os 71 sítios de variação se distribuem na região do gene conforme a Tabela 3, e 

permitiram identificar 35 associações a fenótipos de pigmentação, sendo que 26 são sem 

ancestralidade aplicada como covariável, e 9 após sua aplicação (Figura 6). Estatísticas 

populacionais para todos os sítios de variação, tais como frequências alélicas, heterozigoses e 

aderência ao equilíbrio de Hardy-Weinberg, se encontram listadas no Apêndice A.  

Figura 5 – Análise de desequilíbrio de ligação do gene ASIP. O gradiente representa D’ de 

desequilíbrio de ligação, sendo que quadrados brancos representam D’ = 0 (equilíbrio), e quadrados 

vermelhos representam D’ = 1 (desequilíbrio) 
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Tabela 3  – Distribuição dos sítios de variação no gene ASIP de acordo com a região de ocorrência e número 

de associações observadas estratificadas de acordo com as regiões em que os sítios se localizam. Os valores 

à esquerda da barra representam o número de associações identificadas sem aplicação da ancestralidade 

como covariável, enquanto que à direita é o número de associações com a ancestralidade como covariável. 

Gene Região InDels SNPs Total 

ASIP 

Promotora 19 28 47 

5’ UTR - - - 

Íntron 1 16 17 

Missense - 2 2 

Sinônima - 3 3 

3’ UTR - 2 2 

Associações de genótipos do gene ASIP (sem/com ancestralidade aplicada como covariável)  

Pele  

Promotora 16/1 

Íntron 4/1 

Missense - 

Sinônima - 

3’ UTR 1/0 

Sardas  

Promotora - 

Íntron - 

Missense 0/1 

Cabelos  

Promotora 1/1 

Íntron 3/2 

Missense - 

3’ UTR - 

Olhos  

Promotora 1/2 

5’ UTR - 

Íntron 0/1 

Missense - 

3’ UTR - 

Total                      26/9 
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Figura 6 - Associações fortes e significativas (p < 0,05 e OR > 10) envolvendo sítios de variação 

presentes no gene ASIP sem (UNADJ) e com (ADJ) correção para ancestralidade. Os quadrados azuis 

representam os valores de OR na base logarítmica (log10 OR), as barras horizontais representam os 

intervalos de confiança de 95%, e a última coluna relaciona o valor da probabilidade do teste exato 

de Fisher bicaudal. A linha vertical pontilhada em azul se localiza em OR = 1, e a linha sólida preta 

se localiza em OR = 0. As associações se encontram ordenadas em ordem decrescente de valores de 

OR. 
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 Em relação aos haplótipos, o gene ASIP apresenta 2 regiões definidas: a região que engloba 

a região promotora e o exon 1 (denominada ASIP-prom), e outra referente à região 3’UTR 

(denominada ASIP-3’UTR). As estatísticas populacionais, a relação de variantes em cada uma das 

regiões e a descrição das associações se encontram na Tabela 4. 
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Tabela 4 – Caracterização dos haplótipos da região promotora do gene ASIP, e associações identificadas. Os valores estatísticos são o valor de p de 

Fisher (P-Fisher), e odds ratio (OR) acompanhado do intervalo de confiança de 95% em parênteses (IC95%). São listados os valores de número de 

amostras com haplótipo definido (nSamp), número de haplótipos diferentes naquela região (NH), diversidade haplotípica observada (DH0), 

diversidade haplotípica esperada (DHE), e probabilidade de aderência ao equilíbrio de Hardy-Weinberg (pHWE). 

 nSamp (%) NH DHO DHE pHWE 

ASIP-Prom 408 (0.75) 5 0.5907 0.6695 0.00004 +/- 0.00002 

ASIP-3UTR 458 (0.84) 2 0.2926 0.3266 0.03179 +/- 0.00078 

Sítios de variação (em ordem de coordenada genômica)  
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Número de associações identificadas 

com os fenótipos de pigmentação 

Cabelos Pele Total 

ASIP-prom-1* T TA A CT C G G A - 4 4 

ASIP-prom-2 - - G - CAG A A G - 4 4 

ASIP-prom-3 - - G CTT CAG A A G 3 7 10 

ASIP-prom-4 - TAA - - - - - - 2 - 2 

ASSOCIAÇÃO Haplótipo P-Fisher OR (IC95%) 

Pele tipo I vs. VI 

ASIP-prom-1* 

5,92 x 10-7 15,53 (3,59-67,17) 

Pele tipo II vs. VI 2,51 x 10-10 22,82 (5,4-96,49) 

Pele tipo III vs. VI 2,39 x 10-09 20,05 (4,74-84,81) 

Pele tipo IV vs. VI 1,21 x 10-05 11,77 (2,73-50,75) 

Pele tipo V vs. II 

ASIP-prom-2 

0,0007 11,37 (2,36-54,72) 

Pele tipo V vs. I 0,0008 25,89 (1,47-455,1) 

Pele tipo VI vs. II 5,35 x 10-07 30,00 (6,31-142,57) 

Pele tipo VI vs. I 1,58 x 10-06 67,03 (3,83-1171,91) 



45 

 

Cabelos castanho escuro vs. Castanho claro 

ASIP-prom-3 

0,0003 21,58 (1,3-359,43) 

Cabelos pretos vs. Castanho claro 5,27 x 10-06 34,74 (2,09-576,66) 

Cabelos pretos vs. Loiro escuro 0,0012 16,95 (1,02-282,74) 

Pele tipo IV vs. II 5,23 x 10-05 21,70 (2,79-168,93) 

Pele tipo IV vs. I 0,0028 11,50 (1,47-89,87) 

Pele tipo V vs. II 1,56 x 10-05 29,32 (3,69-232,97) 

Pele tipo V vs. I 0,0009 15,54 (1,95-123,93) 

Pele tipo VI vs. II 6,72 x 10-12 105,00 (13,40-822,94) 

Pele tipo VI vs. III 4,42 x 10-09 20,42 (6,93-60,13) 

Pele tipo VI vs. I 1,21 x 10-08 55,65 (7,07-437,79) 

Cabelos ruivo vs. Pretos 
ASIP-prom-4 

0,0067 59,05 (2,73-1276,25) 

Cabelos ruivo vs. Castanho claro 0,0142 39,05 (1,8-845,26) 

Número de associações identificadas para os haplótipos da região 3’UTR do ASIP 

 rs140598557 rs6058017 Pele Olhos Cabelos 

ASIP-3'utr-01 C A 1 - - 

ASIP-3'utr-02 CA G 3 1 2 

ASSOCIAÇÃO Haplótipo P-Fisher OR (IC95%) 

Pele tipo II vs. VI ASIP-3'utr-01 2,90 x 10-05 10,60 (5,28-21,26) 

Pele tipo VI vs. II 

ASIP-3'utr-02 

7,04 x 10-05 25,67 (10,71-61,5) 

Pele tipo VI vs. III 0,0301 19,50 (8,67-43,85) 

Pele tipo VI vs. I 0,0145 21,00 (7,76-56,82) 

Olhos castanho-escuros vs. Azuis 2,48 x 10-03 31,33 (1,92-511,27) 

Cabelos castanho-escuros vs. Loiro-escuros 2,42 x 10-02 11,20 (1,52-82,75) 

Cabelos pretos vs. Loiro-escuros 0,0276 20,54 (2,79-151,27) 
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Para o gene ASIP, ligação diferencial por apenas um microRNA foi identificada por ambos 

algoritmos em relação ao SNP rs6058017, e a alteração da região de seed está indicada na Figura 

7. Além disso, o algoritmo MirSNP indicou uma alteração de energia de ligação ∆∆G = (-25,27) – 

(-25,92) = + 0,65, entre os alelos T e C, respectivamente, o que indica uma diminuição na força de 

interação deste par mRNA-microRNA. 

Figura 7 – Ilustração do impacto dos alelos A e G do SNP rs6058017 do gene ASIP na interação com 

o microRNA hsa-miR-3173-5p 

 

 

 

 Em relação à regulação deste gene, a análise do Regulome DB (Figura 8) permitiu 

identificar que o principal sítio de variação que participa da regulação é o rs6058017, situado na 

região 3’UTR. 

Figura 8 – Captura de tela das variantes do gene ASIP na ferramenta Regulome DB. No eixo x se 

encontram as coordenadas genômicas das variantes deste gene, e no eixo y o valor de -log e, que reflete 

a probabilidade de afetar diversos fatores regulatórios. 
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5.2.2. Gene MC1R 

 

 Para o gene MC1R, foram identificados 133 sítios de variação, dos quais 56 são singletons. Na 

Figura 9, se encontra ilustrada a análise de desequilíbrio de ligação do gene como um todo. Estes 

sítios de variação se distribuem na região do gene conforme indicado na Tabela 5, e permitiram 

identificar 44 associações a fenótipos de pigmentação, sendo que 23 são sem ancestralidade 

aplicada como covariável, e 21 após sua aplicação (Figura 10). Estatísticas populacionais de 

frequências alélicas, hetorozigosidade e aderência ao equilíbrio de Hardy-Weinberg se encontram 

listadas no Apêndice A. 

Figura 9 – Análise de desequilíbrio de ligação do gene MC1R. O gradiente representa D’ de 

desequilíbrio de ligação, sendo que quadrados brancos representam D’ = 0 (equilíbrio), e quadrados 

vermelhos representam D’ = 1 (desequilíbrio) 
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Tabela 5 - Caracterização da região de incidência de sítios de variação no gene MC1R. Associações e região 

em que os sítios se localizam. Os valores à esquerda da barra representam o número de associações 

identificadas sem aplicação da ancestralidade como covariável, enquanto que à direita é o número de 

associações com a ancestralidade como covariável. 

 

Região InDels SNPs Total 

M
C

1
R

 

Promotora 8 48 56 

5’ UTR 1 25 26 

Frameshift 3 - 3 

Missense - 23 23 

Sinônima - 11 11 

3’ UTR 1 11 12 

Associações de genótipos do gene MC1R (Sem/com ancestralidade aplicada como covariável) 

Pele 
 

Promotora 10/4 

Missense 0/3 

Sinônima 2/0 

3’ UTR 2/0 

Sardas 
 

Missense 1/0 

Cabelos 
 

Promotora 0/1 

Missense 7/3 

3’ UTR 0/2 

Olhos 
 

Promotora 0/1 

5’ UTR 0/2 

Missense 1/1 

3’ UTR 0/4 

Total 23/21 
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Figura 10 – Associações significativas (p < 0,05 e OR > 10) envolvendo sítios de variação presentes no 

gene MC1R sem (UNADJ) e com (ADJ) correção para ancestralidade. Os quadrados representam os 

valores de OR na base logarítmica (log10 OR), as barras horizontais representam os intervalos de 

confiança de 95%, a quarta coluna relaciona o valor da probabilidade do teste exato de Fisher 

bilateral. A linha vertical pontilhada em azul se localiza em 1, e a linha sólida preta se localiza em 0. 

As associações se encontram ordenadas em ordem decrescente de valores de OR. 
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Tabela 6 - Caracterização dos haplótipos da região completa do gene MC1R, e associações identificadas. 

Os valores estatísticos são o valor de p de Fisher (P-Fisher), e odds ratio (OR) acompanhado do intervalo 

de confiança de 95% em parênteses (IC95%). São listados os valores de número de amostras com haplótipo 

definido (nSamp), número de haplótipos diferentes naquela região (NH), diversidade haplotípica observada 

(DH0), diversidade haplotípica esperada (DHE), e probabilidade de aderência ao equilíbrio de Hardy-

Weinberg (pHWE). 

 
nSamp (%) NH DHO DHE pHWE 

MC1R-Gene 387 (0.71) 13 0.7855 0.8517  0.33334 +/- 0.00416 

Variantes da região do gene MC1R 
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MC1R-GENE-01 - - - - - - - - - - - - 

MC1R-GENE-02 A - - C Del C C C G - - - 

MC1R-GENE-03 A - - C Del C C C G T A - 

MC1R-GENE-04 A C A C - C C C G - - A 

Número de associações identificadas para os haplótipos do gene MC1R 

 Cabelos Pele Total 

MC1R-GENE-01 
 

2 2 

MC1R-GENE-02 
 

1 1 

MC1R-GENE-03 1 
 

1 

MC1R-GENE-04 
 

3 3 

Associação Haplótipo P-Fisher OR (IC95%) 

II vs. VI 
MC1R-GENE-01 

2.90E-05 10.74 (2.52-45.73) 

I vs. VI 7.04E-05 10.64 (2.44-46.41) 

I vs. V MC1R-GENE-02 2.48E-03 12.47 (1.61-96.52) 

Cabelos Ruivos vs. Cabelos 

Loiro Claros 
MC1R-GENE 03 0.027594 10.38 (1.1-98.2) 

VI vs. II 

MC1R-GENE-04 

2.28E-08 36.75 (7.86-171.92) 

VI vs. III 3.35E-06 10.98 (4.02-29.97) 

VI vs. I 1.98E-05 13.38 (3.55-50.34) 
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A análise de associação a nível haplótipo permitiu identificar 7 associações, com 4 

haplótipos, majoritariamente associados a fenótipos de pigmentação de pele (Tabela 6). 

A análise do Regulome DB (Figura 11) para avaliar sítios mais regulatórios permitiu 

identificar que o principal sítio de variação com maior probabilidade de participar da regulação é 

o rs3212360, situado na região regulatória 5’UTR. 

Para o gene MC1R, ligação diferencial por dois microRNAs foi identificada por ambos 

algoritmos, ambos em relação ao SNP rs3212370. A substituição do alelo A pelo alelo G anula a 

interação com o microRNAs hsa-miR-4669, ao mesmo tempo que faz surgir a interação com o hsa-

mir-3154, como é possível identificar na Figura 12. Durante as análises de associação, foram 

detectadas evidências de que o alelo A esteja associado a fenótipos de cabelos claros 

(rs3212370*A: Cabelos loiro-claros vs. Cabelos castanho-claros, p = 0,0212, OR = 133,60) e a 

olhos claros (rs3212370*A: Olhos azuis vs. Olhos castanho-claros, p = 0,0110, OR = 12,22 e Olhos 

azuis vs. Olhos verdes, p = 0,03011, OR = 14,20).  

 Figura 11 - Captura de tela das variantes do gene MC1R na ferramenta Regulome DB. No eixo x se 

encontram as coordenadas genômicas das variantes deste gene, e no eixo y o valor de -log e, que 

reflete a probabilidade de afetar diversos fatores regulatórios. 
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Figura 12 – Ilustração do impacto dos alelos C e A do SNP rs321270 do gene MC1R na interação com os microRNAs hsa-miR-3154 e hsa-miR-4669 
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5.2.3. Gene BNC2 

 

Para o gene BNC2, foram identificados 431 sítios de variação, dos quais 154 são singletons. 

Na Figura 13, se encontra ilustrada a análise de desequilíbrio de ligação do gene como um todo. 

Estes sítios de variação se distribuem na região do gene conforme indicado na Tabela 7, e 

permitiram identificar 114 associações a fenótipos de pigmentação, sendo que 59 são sem 

ancestralidade aplicada como covariável (Figura 14), e 55 após sua aplicação (Figura 15). 

Estatísticas populacionais de frequências alélicas, hetorozigosidade e aderência ao equilíbrio de 

Hardy-Weinberg se encontram listadas no Apêndice A. 

Figura 13 - Análise de desequilíbrio de ligação do gene BNC2. O gradiente representa D’ de 

desequilíbrio de ligação, sendo que quadrados brancos representam D’ = 0 (equilíbrio), e quadrados 

vermelhos representam D’ = 1 (desequilíbrio). 
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Tabela 7 - Caracterização da região de incidência de sítios de variação no gene BNC2. Associações e região 

em que os sítios se localizam. Os valores à esquerda da barra representam o número de associações 

identificadas sem aplicação da ancestralidade como covariável, enquanto que à direita é o número de 

associações com a ancestralidade como covariável. 

Gene Região InDels SNPs Total 

B
N

C
2
 

Promotora 12 56 68 

5’ UTR - 3 3 

Íntron 13 137 150 

Missense - 20 20 

Sinônima - 12 12 

3’ UTR 16 131 147 

Associações de genótipos do gene BNC2 (Sem/com ancestralidade aplicada como covariável) 

Vitiligo 
 

Promotora 1/1 

Íntron 2/2 

Missense 1/0 

Sinônima 1/0 

3’ UTR 1/0 

Pele 
 

Promotora 1/5 

Íntron 14/13 

Missense 0/2 

Sinônima 0/1 

3’ UTR 33/14 

Sardas 
 

Promotora 0/1 

Íntron 0/1 

Cabelos 
 

Promotora 0/4 

Íntron 1/5 

3’ UTR 1/4 

Olhos 
 

Promotora 0/2 

3’ UTR 3/1 

Total 59/55 
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Figura 14 - Associações significativas (p < 0,05 e OR > 10) envolvendo sítios de variação presentes no 

gene BNC2 sem (UNADJ) correção para ancestralidade. Os quadrados representam os valores de OR 

na base logarítmica (log10 OR), as barras horizontais representam os intervalos de confiança de 95%, 

a quarta coluna relaciona o valor da probabilidade do teste exato de Fisher bilateral. A linha vertical 

pontilhada em azul se localiza em 1, e a linha sólida preta se localiza em 0. As associações se encontram 

ordenadas em ordem decrescente de valores de OR. 
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Figura 15 - Associações significativas (p < 0,05 e OR > 10) envolvendo sítios de variação presentes no 

gene BNC2 com (ADJ) correção para ancestralidade. Os quadrados representam os valores de OR na 

base logarítmica (log10 OR), as barras horizontais representam os intervalos de confiança de 95%, a 

quarta coluna relaciona o valor da probabilidade do teste exato de Fisher bilateral. A linha vertical 

pontilhada em azul se localiza em 1, e a linha sólida preta se localiza em 0. As associações se encontram 

ordenadas em ordem decrescente de valores de OR. 
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A definição de haplótipos permitiu dividir o gene em 19 regiões, das quais apenas 5 

apresentam-se associados a fenótipos de pigmentação, e por motivos de manter o texto mais 

conciso, serão apresentados aqui os haplótipos que mostraram alguma associação. A região 

promotora possui 4 haplótipos associados, que se encontram caracterizados na Tabela 8, a região 

do exon 2 e dos introns 3 e 6 se encontram caracterizados na Tabela 9, e a região 3’UTR se encontra 

caracterizada na Tabela 10. 

 

Tabela 8  - Caracterização dos haplótipos da região promotora do gene BNC2, e associações identificadas. 

Os valores estatísticos são o valor de p de Fisher (P-Fisher), e odds ratio (OR) acompanhado do intervalo 

de confiança de 95% em parênteses (IC95%). 
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BNC2-prom01 - - - - - - - - T - 

BNC2-prom02 - - C - - T - - - - 

BNC2-prom03 - A - CG A - - T - - 

BNC2-prom04 G - - - - - G - - C 

Associação Haplótipo P-Fisher OR (IC95%) 

Olhos Azuis vs. Cast. Escuro 

BNC2-prom01 

3.10.10-02 24.13 (1.13-513.83) 

Cabelos Cast. Escuro vs. Pretos 3.57.10-03 10.56 (1.36-81.68) 

Cabelos Cast. Claro vs. Pretos 1.01.10-03 15.32 (1.91-122.7) 

Cabelos Ruivos vs. Pretos 1.51.10-02 31.67 (2.5-400.83) 

Olhos Verdes vs. Cast. Escuro 9.51.10-03 12.69 (1.45-110.73) 

Pele tipo VI vs. II BNC2-prom02 3.40.10-02 23.22 (1.08-500.42) 

Pele tipo IV vs. II BNC2-prom03 4.66.10-03 22.32 (1.21-411.47) 

Cabelos Loiro Escuro vs. Cast. Escuro BNC2-prom04 6.70.10-04 27.80 (3.11-248.11) 
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Tabela 9 - Caracterização dos haplótipos das regiões: exon 2, íntron 3 e 6 do gene BNC2, e associações 

identificadas. Os valores estatísticos são o valor de p de Fisher (P-Fisher), e odds ratio (OR) acompanhado 

do intervalo de confiança de 95% em parênteses (IC95%). 

BNC2-Exon2 

 rs7858914 rs7858709 rs7858712 rs35475650 rs4007684 rs1970284 

BNC2- exon2-ref G A A GA C A 

BNC2- exon2-01 T C G GA CTTTT T 

BNC2-Intron3  
rs76148089 rs35822374 

Bnc2- intron3-ref A T- 

Bnc2- intron3-01 G TG 

BNC2-Intron6  
rs77558509 rs1484536486 rs77623845 rs9298764 rs41313973 

bnc2-intron06-01 G GA T A C 

bnc2-intron06-02 G GA T G G 

Associação Haplótipo P-Fisher OR (IC95%) 

Sardas vs, Sem Sardas BNC2-Exon2-01 7,04.10-05 17,02 (1,53-189,46) 

Pele tipo VI vs, II BNC2-Intron3-01 7,04.10-05 11,52 (4,01-33,15) 

Pele tipo II vs, VI 

BNC2-Intron6-01  

2,90.10-05 13,09 (3,07-55,86) 

Pele tipo V vs, I 0,0301 10,28 (1,24-85,18) 

Pele tipo IV vs, VI 0,0145 13,33 (3,09-57,58) 

Pele tipo III vs, VI 2,48.10-03 12,79 (3,00-54,42) 

Pele tipo I vs, VI 2,42.10-02 23,64 (5,46-102,27) 

Sardas vs, Sem Sardas BNC2- Intron6-02 3,35.10-06 41,36 (1,97-869) 
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Tabela 10 - Caracterização dos haplótipos da região 3’UTR do gene BNC2, e associações identificadas. Os 

valores estatísticos são o valor de p de Fisher (P-Fisher), e odds ratio (OR) acompanhado do intervalo de 

confiança de 95% em parênteses (IC95%). 
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bnc2-3’UTR-01 - - - - - - G 

bnc2-3’UTR-02 - G - A G - - 

bnc2-3’UTR-03 G G AT A G - - 

bnc2-3’UTR-04 G G AT A G A - 

Associação Haplótipo P-Fisher OR (IC95%) 

Cabelos ruivos vs. Cast. Escuro 
BNC2-3’UTR 01 

2,40.10-03 108,53 (4,82-2441,24) 

Cabelos ruivos vs. Cabelos Pretos 1,33.10-02 32,25 (2,64-394,63) 

Pele tipo VI vs. II 
BNC2-3’UTR 02 

2,41.10-02 28,56 (1,33-614,66) 

Pele tipo VI vs. III 1,88.10-02 33,00 (1,53-709,86) 

Olhos Azuis vs. Cast. Escuro BNC2-3’UTR 03 3,15.10-02 23,71 (1,12-502,04) 

Pele tipo VI vs. II BNC2-3’UTR 04 2,41.10-02 28,56 (1,33-614,66) 

 

Foram identificados 16 microRNAs cuja interação com o mRNA sofre influência 

significativa de SNPs. Destaca-se a interação do microRNA hsa-miR-3127-3p na região do SNP 

rs7021128. A substituição do alelo T pelo alelo C altera a afinidade desta interação da ordem ∆∆G 

= (-22,92) – (-20,21) = - 2,71, o que demonstra o aumento desta interação na presença do alelo 

C(??). Além disso, como é possível ver na Figura 16, na presença do alelo C, formam-se três 

ligações C-G seguidas. Apesar deste SNP não se localizar na região de seed desta interação, esta 

mudança contribui significativamente para a interação considerada. 

 A análise do Regulome DB para variantes deste gene (Figura 17) não permitiu destacar uma 

variante específica, no entanto, destaca-se maiores probabilidades de envolvimento com fatores 

regulatórios a região 3’UTR (mais à direita no gráfico) do que as outras regiões deste gene. 
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Figura 16 – Ilustração do impacto dos alelos T e C do SNP rs7021128 do gene BNC2 na interação com 

o microRNA hsa-miR-3127-3p 

 

Figura 17 - Captura de tela das variantes do gene BNC2 na ferramenta Regulome DB. No eixo x se 

encontram as coordenadas genômicas das variantes deste gene, e no eixo y o valor de -log e, que reflete 

a probabilidade de afetar diversos fatores regulatórios. 
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5.2.4. Gene KITLG 

 

Por sua vez, no gene KITLG, foram identificados 154 sítios de variação, dos quais 81 são singletons. 

Na Figura 18, se encontra ilustrada a análise de desequilíbrio de ligação do gene como um todo. 

Estes sítios de variação se distribuem na região do gene conforme indicado na Tabela 11, e 

permitiram identificar 28 associações a fenótipos de pigmentação, sendo que 13 são sem 

ancestralidade aplicada como covariável, e 15 após sua aplicação (Figura 19). Estatísticas 

populacionais de frequências alélicas, hetorozigosidade e aderência ao equilíbrio de Hardy-

Weinberg se encontram listadas no Apêndice A. 

Figura 18 - Análise de desequilíbrio de ligação do gene KITLG. O gradiente representa D’ de 

desequilíbrio de ligação, sendo que quadrados brancos representam D’ = 0 (equilíbrio), e quadrados 

vermelhos representam D’ = 1 (desequilíbrio). 
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Tabela 11 - Caracterização da região de incidência de sítios de variação no gene KITLG. Associações e 

região em que os sítios se localizam. Os valores à esquerda da barra representam o número de associações 

identificadas sem aplicação da ancestralidade como covariável, enquanto que à direita é o número de 

associações com a ancestralidade como covariável. 

Gene Região InDels SNPs Total 

K
IT

L
G

 

Promotora 3 30 33 

5’ UTR - 2 2 

Íntron 1 67 68 

Missense - 2 2 

Sinônima - 2 2 

3’ UTR 2 45 47 

Associações de genótipos do gene KITLG (Sem/com ancestralidade aplicada como covariável) 

Vitiligo 
 

Íntron 2/2 

3’ UTR 1/0 

Pele 
 

Promotora 2/2 

Íntron 1/3 

Sinônima 3/0 

3’ UTR 3/3 

Cabelos 
 

Promotora 0/1 

Íntron 1/1 

3’ UTR 0/1 

Olhos 
 

Promotora 0/1 

3’ UTR 0/1 

Total 13/15 
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Figura 19 - Associações significativas (p < 0,05 e OR > 10) envolvendo sítios de variação presentes no 

gene KITLG sem (UNADJ) e com (ADJ) correção para ancestralidade. Os quadrados representam os 

valores de OR na base logarítmica (log10 OR), as barras horizontais representam os intervalos de 

confiança de 95%, a quarta coluna relaciona o valor da probabilidade do teste exato de Fisher 

bilateral. A linha vertical pontilhada em azul se localiza em 1, e a linha sólida preta se localiza em 0. 

As associações se encontram ordenadas em ordem decrescente de valores de OR. 

 

 

 

Não foi possível determinar satisfatoriamente haplótipos para a região deste gene. No 

entanto, o estudo de microRNAs permitiu identificar treze miRNAs por ambos algoritmos 
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simultaneamente. Destes, doze interagem com região a qual se localiza o SNP rs1508594, onze dos 

quais representam quebras de interação do par mRNA-microRNA, como pode ser visto na Tabela 

12. 

Tabela 12 – Relação dos SNPs do gene KITLG e interações com microRNAs identificados. A coluna SNP 

ID relaciona o SNP estudado, a coluna REF/ALT identifica os alelos referência e alternativo de acordo com 

o genoma de referência hg19, miRNA se refere aos microRNAs identificados, a coluna efeito relaciona a 

alteração que a substituição do alelo referência pelo alternativo causa para aquele microRNA. A coluna 

∆G_ref e ∆G_alt relacionam a energia livre da ligação do alelo referência e alternativo, respectivamente, 

com o microRNA. A coluna ∆∆G relaciona a alteração de energia observada pelos diferentes alelos. 

SNP ID REF/ALT miRNA Efeito ∆G_ref ∆G_alt ∆∆G 

rs73437199 C/A hsa-miR-3156-3p Aumento -18,08 -18,08 0,00 

rs1508594 
 

G/A 
 

hsa-miR-4329 Quebra -18,41 - - 

hsa-miR-4461 Cria - -18,63 - 

hsa-miR-548a-3p Quebra -7,27 - - 

hsa-miR-548ae Quebra -7,02 - - 

hsa-miR-548ah-3p Quebra -8,73 - - 

hsa-miR-548aj-3p Quebra -7,92 - - 

hsa-miR-548am-3p Quebra -8,49 - - 

hsa-miR-548aq-3p Quebra -7,02 - - 

hsa-miR-548ar-3p Quebra -7,81 - - 

hsa-miR-548e Quebra -17,84 - - 

hsa-miR-548f Quebra -8,01 - - 

hsa-miR-548x-3p Quebra -7,92 - - 
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 A análise do Regulome DB para o KITLG (Figura 20) mostra que não há uma região chave 

de regulação para este gene, sendo que o maior valor é atingido por variante na região 3’UTR. 

Figura 20 - Captura de tela das variantes do gene KITLG na ferramenta Regulome DB. No eixo x se 

encontram as coordenadas genômicas das variantes deste gene, e no eixo y o valor de -log e, que reflete 

a probabilidade de afetar diversos fatores regulatórios. 
 

 

5.3. Interação gene-gene 
 

 As análises de interação gene-gene foram realizadas visando encontrar possíveis interações 

genotípicas que estejam associadas à incidência de vitiligo e que pudessem estar associadas ao 

índice de melanina tanto da região frontal do crânio (região mais exposta ao sol) quanto da região 

interna do braço (região menos exposta ao sol). Foram utilizados 94 sítios de variação distribuídos 

nos 4 genes, dos quis 92 se apresentaram algum modelo com regressão significativa para vitiligo, 

e todos os 94 se apresentaram em pelo menos um modelo significativo para o índice de melanina 

da região frontal do crânio e da região interna do antebraço. A ilustração da quantidade de modelos 

significativos entre os pares de genes se encontra ilustrado na Figura 21. 

 A relação dos 20 sítios de variação com maior número de modelos de regressão de segunda 

ordem significativos para vitiligo se encontra na Tabela 13. Os 20 modelos de pares de sítios de 

variação com regressão de segunda ordem mais significativos para vitiligo se encontram na Tabela 

14. 
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Figura 21 – Gráfico circular que evidencia a frequência absoluta de interações significativas (p < 0,05) 

gene-gene no presente estudo. Relações redundantes não foram consideradas. 

 



67 

 

Tabela 13 – Relação dos 20 sítios de variação com maior número de modelos de interação de segunda ordem significativos de regressão 

logística para vitiligo. Estão listados os resultados sem a correção por ancestralidade (UNADJ) e com correção para ancestralidade 

(ADJ). Os sítios de variação estão divididos de acordo com a classificação dos modelos em alto risco (H) e baixo risco (L). 

 

VITILIGO 
  UNADJ ADJ 

ID Gene H L H L 

rs1229083966 BNC2 206 152 211 146 

rs1970284 BNC2 143 57 29 11 

rs4007684 BNC2 125 55 14 11 

rs1360285 BNC2 105 52 26 15 

rs2424984 ASIP 99 9 32 4 

rs1388789 KITLG 61 7 66 5 

rs7046068 BNC2 96 31 7 4 

rs7858709 BNC2 72 17 33 11 

rs7858914 BNC2 72 26 18 11 

rs62052212 MC1R 97 25 3 1 

rs11641201 MC1R 98 12 14 2 

rs71513271 BNC2 100 11 9 5 

rs41268967 BNC2 94 17 8 2 

rs7024013 BNC2 90 18 11 2 

rs3212351 MC1R 84 9 23 1 

rs1805005 MC1R 35 19 47 14 

rs7962739 KITLG 91 16 6 1 

rs117470554 BNC2 92 16 3 1 

rs995029 KITLG 61 8 23 17 

rs1443828404 BNC2 67 8 28 5 
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Tabela 14 - Vinte modelos de interação de segunda ordem mais significativos (com menores valores de 

probabilidade) para regressão logística de vitiligo. Os modelos se classificam em categorias (CAT.) de alto 

risco (H) e baixo risco (L). 

 
IDSN1 IDSNP2 GENE1-GENE2 GENÓTIPOS BETA p CAT. 
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em
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a
d
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rs1229083966 rs72714999 BNC2-BNC2 AC-CC 3,206 1,20.10-19 H 

rs1229083966 rs1927627 BNC2-BNC2 AC-AA 3,094 1,86.10-19 H 

rs1229083966 rs1927627 BNC2-BNC2 AA-AA -3,045 3,23.10-19 L 

rs1229083966 rs77623845 BNC2-BNC2 AC-TT 3,293 1,19.10-18 H 

rs1229083966 rs1388789 BNC2-KITLG AC-TT 3,386 1,55.10-18 H 

rs1229083966 rs62541923 BNC2-BNC2 AC-CC 3,383 1,70.10-18 H 

rs1229083966 rs4842477 BNC2-KITLG AC-CC 3,360 2,08.10-18 H 

rs1229083966 rs12344 BNC2-KITLG AC-TT 3,360 2,08.10-18 H 

rs1229083966 rs11104905 BNC2-KITLG AC-CC 3,330 3,14.10-18 H 

rs1229083966 rs77623845 BNC2-BNC2 AC-AA 3,135 4,92.10-18 H 
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 c
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rs1229083966 rs77623845 BNC2-BNC2 AC-AA 2,924 2,34.10-15 H 

rs1229083966 rs77623845 BNC2-BNC2 AA-AA -2,869 4,31.10-15 L 

rs1229083966 rs77623845 BNC2-BNC2 AC-CC 2,949 5,29.10-15 H 

rs1229083966 rs71513271 BNC2-BNC2 AC-AA 3,498 3,80.10-14 H 

rs1229083966 rs4842477 BNC2-KITLG AC-CC 3,145 4,21.10-14 H 

rs1229083966 rs140598557 BNC2-ASIP AC-CC 2,884 4,34.10-14 H 

rs1229083966 rs140598557 BNC2-ASIP AC-CC 2,884 4,34.10-14 H 

rs1229083966 rs62052212 BNC2-MC1R TT-GG 3,012 5,45.10-14 H 

rs1229083966 rs6058014 BNC2-ASIP AC-TT 2,872 6,29.10-14 H 

rs1229083966 rs11104905 BNC2-KITLG AC-CC 3,108 6,68.10-14 H 
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6. DISCUSSÃO 

6.1. Associações identificadas  

6.1.1. Gene BNC2 

Em relação ao fenótipo vitiligo, foram identificadas nove associações, apenas nos genes 

BNC2 e KITLG. No entanto, quando ajustada para remoção de possível efeito de confundimento 

da ancestralidade, apenas cinco associações persistiram, das quais três foram de sítios de variação 

pertencentes ao gene BNC2 e dois no gene KITLG. Para o gene BNC2, os sítios de variação que 

apresentaram associações foram rs1286352709 (Alelo C → p = 4,73.10-08 e 3,23.10-07, OR = 66,67 

e 60,06; respectivamente para associação sem correção para ancestralidade e com correção), 

rs1229083966 (Alelo C → p = 1,73.10-19 e 5,39.10-15
, OR = 22,12 e 23,04; respectivamente para 

associação sem correção para ancestralidade e com correção), ambos intrônicos, e rs1425090456 

(Alelo G → p = 4,12.10-06 e 3,23.10-05
, OR = 124,10 e 90,00; respectivamente para associação sem 

correção para ancestralidade e com correção), que se localiza na região promotora. 

A variante da região promotora, rs1425090456, não foi associado a fenótipos de 

pigmentação em estudos anteriores. Sua frequência é baixa ao redor do mundo (0,48%), no entanto 

um pouco maior na região asiática (de 1% no leste a 4% no norte e oeste). Ela sobrepõe três sítios 

de ligação de fatores de transcrição: RNA polimerase II, EZH2 e TAF1, além de sítio de 

hipersensibilidade de DNAse (score de 112). O fator EZH2 catalisa a metilação histonas H3 

(H3K27), agindo de modo a reprimir a transcrição. O fator TAF1 é parte do maquinário recrutado 

para ação da RNA polimerase II, e interage diretamente com o motivo denominado TATA-box. 

Como o gene BNC2 é bem associado à saturação da pigmentação (JACOBS et al., 2013), estes 

resultados apresentam evidências que a variante rs1425090456*G atua diretamente na expressão 

deste fator de transcrição, diminuindo-a. Como a correta expressão de BNC2 garante ciclo celular 

saudável em queratinócitos, sua redução pode ser um fator de risco ao vitiligo, pois, com os 

queratinócitos desregulados, a distribuição de melanina será também comprometida.  

Por sua vez, os sítios de variação intrônicos distam 6pb entre si no íntron 3 (entre os exons 

3 e 4), e sobrepõe sítios de regulação extremamente complexos, o que é evidenciado pelo fato do 

rs1286352709 sobrepor-se a 18 sítios de ligação de fatores de transcrição, entre eles, sítio de 

ligação de RNA polimerase II, além de score significativo para atividade de DNAse (92). 
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Figura 22 – Captura de tela da ferramenta GTEx, identificando as diferentes isoformas do gene BNC2, e expressão de cada uma nos 

diferentes tecidos. Células brancas indicam expressão próxima a 0 naquele tecido específico, que vai aumentando gradativamente em função 

da cor roxa. A isoforma destacada (ENST00000468187.6_1) apresenta uma possível interação quanto a variante rs1229083966. 
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Para o rs1229083966, a sobreposição ocorre para os mesmos os sítios de ligação de 

fatores de transcrição, com a inclusão de CEBPB, um enhancer. Apesar de serem caracterizados 

como intrônicos em relação à isoforma de referência, ambos se localizam em região promotora 

de uma isoforma alternativa (ENST00000468187.6_1), conforme observado na Figura 22. Em 

uma situação normal, esta isoforma é expressa em quantidades desprezíveis em todos os tecidos 

humanos. Portanto, a associação entre estes dois sítios de variação a vitiligo, pode ser 

intermediada pelo aumento da expressão desta isoforma alternativa, e como ela possui atividade 

inferior à isoforma referência, isso pode refletir na incidência do fenótipo estudado.  

A frequência do rs1286352709 nesta amostra foi menor que 5%, dessa forma, a análise 

de interação gene-gene incluiu apenas o rs1229083966. Foi então observado um viés na análise 

de epistasia para vitiligo, pois por ser associado ao fenótipo estudado, esta variante esteve 

presente em 2,97 vezes mais modelos de regressão de segunda ordem significativos que o 

rs1970284 (segundo polimorfismo mais presente em modelos significativos) (Tabela 13). Além 

disso, é possível ver que os 10 modelos mais significativos tanto sem quanto com correção para 

ancestralidade envolvem esse polimorfismo (Tabela 14). De maneira geral, dos 20 sítios de 

variação com maiores números de modelos significativos, 12 pertencem ao BNC2. Esse fato 

destaca ainda mais a provável causalidade dos sítios de variação aqui apresentados na 

incidência do vitiligo. 

De toda forma, futura análise de interação gene-gene deverá corrigir para o efeito do 

polimorfismo rs1229083966, e inclusive corrigir para possível efeito semelhante de outros que 

apresentem esse comportamento, pois dos 94 sítios de variação testados, 92 apresentaram pelo 

menos um modelo significativo. Esse fato pode ser explicado por um polimorfismo do banco 

ser fortemente associado à característica estudada, o qual vai apresentar em quase qualquer 

combinação possível de variantes, pelo menos um modelo estatisticamente significativo. 

Em relação aos fenótipos cor dos cabelos e olhos, para todos os genes deste estudo 

foram observados mais associações após a correção por ancestralidade. Para o BNC2, o número 

aumentou de 5 para 17 associações sem e com a correção por ancestralidade, respectivamente. 

De maneira semelhante para os fenótipos cor de pele e presença de sarda, o gene BNC2 foi o 

que apresentou mais associações tanto sem a correção quanto com a correção por ancestralidade 

Dentre as 14 associações de cabelos, destaca-se a variante rs147821667, a qual o alelo 

alternativo G se apresentou-se fortemente associado (após correção por ancestralidade) a 

cabelos ruivos quando comparados com cabelos pretos (p = 0,0345, OR = 268,6). O alelo G 

possui frequência global baixa (0,8%) (1kgen), sendo que a população com maior frequência é 

europeia (1,1%) segundo o banco de dados gnomAD. Este polimorfismo se encontra em região 
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do íntron 4 da isoforma referência, e na região do exon 1 de um transcrito alternativo 

(ENST00000471301.3_1), que traduz uma proteína de 43aa, apresentando apenas um domínio 

SWIM-type. Este domínio é caracterizado por protusões finger-like que fazem contato com 

molécula alvo, geralmente, íons Zinco, ou outros metais (LAITY; LEE; WRIGHT, 2001). Além 

disso, esta variante sobrepõe sítio de ligação de 21 fatores de transcrição, os quais são expressos 

na pele, com destaque aos fatores CTCF, apontado pela ferramenta Regulome DB e STAT, 

apontado pela ferramenta HaploReg. O fator de transcrição CTCF possui caráter ambíguo, ele 

pode atuar como enhancer, ou como repressor, o que dificulta a interpretação. No entanto, o 

fator de transcrição STAT funciona como um enhancer, e esta variante reduz a interação de 

12,3 para 8,4, diminuindo a afinidade deste fator por esta região. Desta forma, estes resultados 

mostram evidências que este a alteração neste ponto vai reduzir a transcrição do BNC2 

referência, ou facilitar a transcrição de uma forma alternativa menos efetiva. E essa redução da 

atividade de BNC2, pode se implicar na redução da eumelanogênese. 

6.1.2. Gene KITLG 

O gene KITLG foi o outro gene que apresentou sítios de variação associados à incidência 

de vitiligo. A variante rs188394671 apresentou o alelo A associado a vitiligo com p = 2,04.    

10-05 e OR = 30,77. Possui frequência global baixa, de 0,5%; chegando ao máximo de 0,7% em 

população europeia. Esta variante se localiza na região 3’ UTR, e incide em sítio de ligação de 

dois fatores de transcrição: RNA polimerase II, e GATA3, um enhancer, conforme indicado 

pelo navegador de genomas UCSC. Já pelo banco de dados HaploReg, oito outros fatores de 

transcrição foram indicados, sendo que esta variante causa maior impacto na interação com 

CHD2 um fator que estimula a transcrição (Redução de 13,8 para o alelo referência para 1,8 

para o alelo alternativo) e E2F (Redução de 14 para 2), que pode atuar como ativador ou 

supressor. No entanto, esta associação não permaneceu significativa após aplicação da 

ancestralidade como covariável. Desta forma, os resultados mostram evidências de uma 

penetrância de menor grau desta variante na melanogênese, ao potencialmente diminuir a 

expressão de KITLG, comprometendo assim, a atividade de KITLG nesta via metabólica. 

Por sua vez, os sítios de variação rs1344190259*T e rs1407248285*T se localizam 

lado-a-lado em coordenadas genômicas, e apresentaram associações tanto sem realizar-se ajuste 

para a ancestralidade (para rs1344190259*T, p = 0,0293, OR = 14,70, para rs1407248285*T, 

p = 2,06.10-08, OR = 13,41), quanto quando a correção por ancestralidade foi aplicada (para 

rs1344190259*T, p = 0,0294, OR = 14,93, para rs1407248285*T, p = 1,77.10-06, OR = 10,92) 

sem grandes alterações. E apesar de fortemente associados, estes dois sítios de variação 
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intrônicos não sobrepõem sítios de ligação de fatores de transcrição, nem poderiam estar 

envolvidos em criação de sítio de splicing alternativo (pois não criam motifs), e nem sobrepõe 

sítio de regulação. Dessa forma, os mecanismos moleculares responsáveis por estas associações 

devem ser investigados mais profundamente. 

Apesar das associações encontradas a vitiligo, os testes de interação gene-gene não 

foram realizados para nenhuma destas três variantes, pois todas se apresentam em frequências 

inferiores a 5%. 

Para os fenótipos de pele, destaca-se associação da variante rs17015782*A com peles 

mais escuras, mais especificamente pele Fitzpatrick tipo VI (vs. IV → p = 0,0181, OR = 15,00; 

vs. II → p = 0,0054, OR = 24,00; vs. III → p = 0,0555, OR = 12,10). Esta variante se localiza 

em região codificante, e é responsável por uma mutação sinônima na serina 71, no exon 4 

(agC→agT), classificada como benigna em dois estudos independentes, segundo o ClinVar 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/RCV000953465/). Ao redor do mundo, o alelo A possui 

frequência baixa (1%), atingindo um máximo de 4% na população africana no banco de dados 

1000genomes. Além disso, se localiza em sítio de ligação de RNA polimerase II. No entanto, 

quando aplicada a ancestralidade como covariável, estas associações não se mostraram 

significativas, o que pode evidenciar que estas associações são um reflexo da ancestralidade, e 

não de alguma possível alteração molecular ou regulatória relacionada a essa variante. 

As associações para os fenótipos da pigmentação dos cabelos e olhos permitiu 

identificar, após aplicação da correção por ancestralidade, cinco associações envolvendo quatro 

sítios de variação do KITLG, os quais se distribuem na região 3’ UTR (2), intrônica (1) e 

promotora (1). Essas associações se destacam pois envolvem fenótipos de pigmentação 

intermediária contra fenótipos de pigmentação mais forte, como por exemplo, olhos verdes em 

relação a olhos castanho-escuro (rs11104957*A: p = 0,0260; OR = 33,19), ou cabelos castanho-

claros em relação a cabelos pretos (rs73437199*G: p=0,0020; OR = 224,10). Essas associações 

são importantes pois a investigação de fenótipos em espectros distantes costuma resultar em 

associações mais significativas, mas normalmente são mais influenciadas pela covariável 

ancestralidade. 

O alelo A da variante rs11104957 incide na região promotora (aprox. 500 pb 5’) do 

transcrito ENST00000228280.9, possui frequência global de 2%, sendo que a frequência 

máxima se encontra na população japonesa, com 28%, e é responsável por forte alteração na 

interação com fator de transcrição MEF2 que participa da montagem da aparelhagem de RNA 

polimerase II (POLR2A), e consequente estímulo da transcrição (A interação com o MEF2 vai 

de 0,3 para alelo referência para 12,3 para alelo alternativo) (MILLIGAN; JOLLY, 2012). 
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Como na pele o transcrito que é mais expresso é o ENST00000378535.4, e esta variante ocorre 

a aproximadamente 40k bp upstream deste transcrito alternativo, estes resultados indicam 

evidências que o alelo A implica numa maior expressão da isoforma ENST00000228280.9, 

mediada por aumento da afinidade de MEF2, e o aumento desta isoforma favorece fenótipos 

intermediários em detrimento de fenótipos extremos por meio de mecanismos moleculares a 

serem elucidados. 

6.1.3. Gene ASIP 

Estudos anteriores em amostra coreana (envolvendo 114 pacientes de vitiligo e 111 

controles saudáveis) e húngara (207 pacientes de vitiligo e 112 controles saudáveis) foram 

incapazes de detectar associação significativa do polimorfismo rs6058017*G a vitiligo. Em 

concordância com estes fatos, na amostra estudada, este polimorfismo não apresentou 

frequências significativamente diferentes entre os grupos caso e controle (p = 0,3385). No 

entanto, de acordo com associações já identificadas na literatura (DE ARAÚJO LIMA; DE 

TOLEDO GONÇALVES; FRIDMAN, 2015; PEREIRA, 2017; SOUZA et al., 2021), o alelo 

G deste polimorfismo foi associado a pele mais marcadamente pigmentada (tipo VI na escala 

Fitzpatrick) em contraste a pele menos pigmentada (tipo II na escala Fitzpatrick) (p = 4,01.     

10-07, OR = 15,56). Esta associação não foi detectada quando aplicada a correção por 

ancestralidade. De fato, a distribuição de rs6058017*G nas amostras do projeto 1000genomes 

foi de 79,1% e 10,3% para os grupos Africano e Europeu, respectivamente, evidenciando assim 

o aspecto ancestral envolvido nesta associação.  

De maneira geral, este gene é altamente associado aos fenótipos de pigmentação de pele. 

No presente estudo, foram detectadas 24 associações sem a covariável ancestralidade, das quais 

apenas duas persistiram após correção. A alta penetrância das mutações neste gene nos 

fenótipos de pigmentação também se evidencia nas análises de interação gene-gene, 

principalmente em relação a variante rs140598557 e vitiligo. 

Para o fenótipo presença de sardas, o polimorfismo rs2296151*C foi associado após 

correção por ancestralidade (p = 0,0089, OR = 1831,00). Este polimorfismo incide em região 

codificante do exon 1, e é responsável pela alteração valina → alanina (gTc→gCc). Apesar da 

alteração de aminoácido, a predição do impacto desta mutação pelo algoritmo SIFT o 

classificou como “tolerável” com score 1,0000; enquanto que pelo algoritmo PolyPhen-2 ele 

foi classificado “benigno” com score 0,008. Não é uma variante anotada pelo ClinVar. Além 

disso, este polimorfismo se sobrepõe a sítio de ligação de RNA polimerase II, sendo que o 

banco de dados Haploreg indica mudança da interação com o fator de transcrição VDR (de 2,0 
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para alelo referência para 12,9 para o alelo alternativo), que se liga a sítio específico e atua de 

modo a ativar a transcrição. Desta forma, estes resultados sugerem que o alelo alternativo desta 

variante e sua associação à presença de sardas pode ser mediada por aumento de transcrição de 

ASIP, que irá se refletir em fenótipos mais claros, que são sujeitos a maiores danos devido a 

radiação solar, e assim, uma maior incidência de sardas. 

Para o fenótipo cor dos cabelos, a aplicação da correção por ancestralidade permitiu 

identificar três sítios de variação associados, dos quais entre eles, o rs118130379*T se destaca 

por estar associado a cabelos ruivos em contraste a cabelos pretos (p = 0,0458, OR = 765,00). 

Este polimorfismo se localiza em região intrônica e sobrepõe a sítio de ligação do fator de 

transcrição CTCF. Este fator liga-se a regiões distantes do DNA formando uma alça, na qual 

interações dentro dela são favorecidas, e interações com elementos exteriores são inibidas 

(GHIRLANDO; FELSENFELD, 2016) 

Em relação aos haplótipos, foi possível identificar 19 haplótipos diferentes, dos quais 4 

apresentaram associações a algum fenótipo de pigmentação. Fato que se destaca é que os 

haplótipos ASIP-prom-1 e ASIP-prom-4 se apresentaram associados a fenótipos mais claros, 

enquanto que os haplótipos ASIP-prom-2 e ASIP-prom-3 se apresentaram associados a 

fenótipos mais escuros. Estima-se que o conjunto de sítios de variação presentes estejam 

associados a uma significativa alteração na expressão deste gene visto que eles se encontram 

na região promotora deste gene. 

6.1.4. Gene MC1R 

O gene MC1R foi um dos primeiros genes a ser associado a fenótipos de pigmentação 

humana (VALVERDE et al., 1995). De fato, o polimorfismo rs1805007*T é classicamente 

associado a cabelos ruivos (NEUMANN et al., 2017; SIEWIERSKA-GÓRSKA et al., 2017; 

ZORINA-LICHTENWALTER et al., 2019), e no presente estudo também foi associado à 

cabelos ruivos quando comparados a cabelos pretos (p = 8,51.10-06, OR = 120,30), castanho 

claro (p = 4,28.10-07, OR = 121,10) e castanho escuro (p = 1,32.10-06, OR = 183,30). Esse 

polimorfismo é responsável pela alteração da arginina 151 para citosina, e pelo algoritmo SIFT 

e PolyPhen-2 foi classificada como deletéria em ambos. Além disso, é relatado na literatura que 

essa alteração anula a atividade da proteína produzida (FERNANDEZ et al., 2007), o que 

explica os fenótipos claros quando este polimorfismo está presente. No entanto, apenas a 

associação de cabelos ruivos em comparação a castanho escuro permaneceu significativo (p = 

1,28.10-05, OR = 187,80) após a correção por ancestralidade. 
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Em relação ao vitiligo, o polimorfismo rs1805008*T, o qual também já foi muito 

associado à pigmentação (OLLMANN et al., 1998), apresentou diferentes frequências em 

amostra da Hungria, quando pacientes de pele clara com vitiligo foram comparados a controles 

de pele clara (SZÉLL et al., 2008). Este polimorfismo apresentou uma frequência 

significativamente menor em pacientes de vitiligo do que no grupo controle, o que poderia 

evidenciar um “efeito de proteção” para este fenótipo. Na amostra estudada, este polimorfismo 

especificamente não apresentou diferenças estatísticas entre os grupos caso e controle (p = 

0.7569). Apesar disso, este polimorfismo foi associado a cabelos ruivos quando comparados a 

cabelos loiro escuro (p = 0,0110, OR = 11,43), a qual persistiu após correção por ancestralidade 

(p = 0,0113, OR = 12,13). 

Para o fenótipo de pigmentação de olhos, a associação que se destaca foi do 

polimorfismo rs1805006*A o qual foi associado a olhos mel em comparação a castanho claro, 

tanto sem a correção por ancestralidade (p = 0,0128, OR = 19,06) quanto com esta correção (p 

= 0,0160, OR = 18,28). Este polimorfismo se localiza na região codificante, e é responsável 

pela alteração ácido aspártico → ácido glutâmico (gaC → gaA). Diversos estudos reportaram a 

menor penetrância deste polimorfismo em comparação aos já citados (PASQUALI et al., 2014), 

e as associações encontradas corroboram com este fato. Além disso, o polimorfismo 

rs3212360*T foi associado a olhos azuis em comparação a olhos castanho escuro (p = 

0,001278, OR = 136,80). Este polimorfismo se localiza na região 5’ UTR, e sobrepõe 32 sítios 

de ligação de fator de transcrição. 

Para o fenótipo de pigmentação da pele, o maior destaque rs62052212*A o qual foi 

associado a pele mais marcadamente pigmentada (pele tipo V na escala Fitzpatrick) em relação 

a pele mais clara (pele tipo II na escala Fitzpatrick) (p = 0,0235, OR = 11,80). Este polimorfismo 

se localiza na região promotora, e sobrepõe sítio de ligação de 10 fatores de transcrição. Além 

disso, o genótipo rs62052212*G/G foi o único polimorfismo do gene MC1R a se apresentar 

entre os 10 modelos mais significativos de regressão logística para vitiligo com correção por 

ancestralidade na Tabela 14. 
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7. CONCLUSÃO 
 

Este foi o primeiro estudo de associação de pigmentação em uma população tão 

miscigenada quanto a brasileira envolvendo técnica de sequenciamento de nova geração para 

os genes BNC2, KITLG, ASIP e MC1R simultaneamente. Os dados gerados por este estudo 

permitiram uma caracterização sob uma perspectiva inédita ou pouco explorada dos genes de 

interesse. Foram descobertos um total de 788 sítios de variação distribuídos nestes quatro genes, 

os quais permitiram identificar 121 associações associados aos fenótipos de pigmentação 

estudados. Apenas nos genes BNC2 e KITLG foi possível identificar variantes associadas ao 

fenótipo vitiligo. 

No gene BNC2, duas variantes que se localizam em região intrônica do transcrito 

principal, mas na região promotora de um transcrito alternativo, se mostraram associadas ao 

vitiligo com o efeito de confundimento da ancestralidade e essa associação persistiu após 

aplicar-se a ancestralidade como covariável. Para a rs1286352709, o alelo C foi associado com 

valores de p = 4,73.10-08 e 3,23.10-07, e OR = 66,67 e 60,06; respectivamente para associação 

sem correção para ancestralidade e com correção. Já para o rs1229083966, o alelo C foi 

associado com valores de p = 1,73.10-19 e 5,39.10-15
, OR = 22,12 e 23,04; respectivamente para 

associação sem correção para ancestralidade e com correção. Ambos sítios sobrepõe uma 

complexa região de regulação, evidenciada pela quantidade de fatores de transcrição com alta 

afinidade pela região. Estes resultados mostram evidências que a presença do alelo C pode 

favorecer a expressão da isoforma alternativa, que possui uma menor atividade, e pode 

desencadear o distúrbio de pigmentação.  

Já para o gene KITLG, foi possível identificar que o alelo A da variante rs188394671 

está associada ao desenvolvimento de vitiligo com p = 2,04,10-05 e OR = 30,77. No entanto, 

essa associação não permaneceu significativa após aplicação da ancestralidade da amostra 

como covariável no teste. Dessa forma, evidencia-se a menor penetrância desta variante no 

desenvolvimento do fenótipo. Além disso, duas variantes (Por sua vez, os sítios de variação 

rs1344190259 e rs1407248285) foram fortemente associadas a vitiligo tanto sem quanto com a 

correção por ancestralidade. No entanto, não sobrepõem sítio regulatório algum, e o mecanismo 

molecular que dessa associação ainda há de ser elucidado. 

Apesar de não apresentarem variantes com alelos associados a vitiligo, os genes ASIP e 

MC1R apresentaram várias associações significativas para fenótipos de pigmentação em geral. 

Associações clássicas, como a MC1R:rs1805007*T a cabelos ruivos, ou ASIP:rs6058017*G 

com fenótipos mais escuros também foram identificados no presente estudo.  
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Destaca-se que as associações envolvendo o gene ASIP foram as mais sensíveis a 

ancestralidade, pois, ao testar associações sem esta covariável, foi possível identificar 26 

associações, enquanto que ao incorporar a covariável ancestralidade ao teste, apenas 9 

associações foram identificadas. Já para o gene MC1R um comportamento curioso foi em 

relação as associações com cor dos olhos. Apenas uma foi identificada sem a aplicação da 

ancestralidade como covariável, mas oito foram identificadas após aplicação desta. 
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APÊNDICE A 
Tabela A – Relação dos sítios de variação identificados no presente estudo. Estão relacionados o 

gene, a posição segundo a referência hg19, o nome no dbSNP (quando existente), o alelo referência 

e o alternativo (R/A; no caso de inserções (Ins) ou deleções (Del) são identificadas a diferença de 

tamanho dos alelos), a frequência do alelo menos frequente (MAF), a heterozigose observada 

(O(HET)), a heterozigose esperada (E(HET)), e probabilidade de adesão ao equilíbrio de Hardy-

Weinberg (pHWE). Linhas destacadas em negrito são aquelas com desvios significativos do 

equilíbrio (p < 0,05) 

Gene 
CHR:POS 

(hg19) 
SNP R/A MAF O(HET) E(HET) pHWE 

BNC2 9:16409536 - A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16409614 rs142148839 A/G 0.013 0.026 0.026 1.000 

BNC2 9:16409636 rs75992648 C/T 0.005 0.011 0.011 1.000 

BNC2 9:16409713 rs762481770 C/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16409717 rs576150288 G/C 0.003 0.007 0.007 1.000 

BNC2 9:16409751 rs1393090859 G/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16409757 - G/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16409800 - Ins6pb 0.033 0.065 0.063 1.000 

BNC2 9:16409923 rs552894998 Del4pb 0.058 0.107 0.110 0.653 

BNC2 9:16409941 - C/A 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16410007 rs78124423 T/C 0.058 0.108 0.110 0.662 

BNC2 9:16410080 rs73645971 C/G 0.006 0.013 0.013 1.000 

BNC2 9:16410150 rs182717121 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16410239 rs112364259 G/A 0.004 0.009 0.009 1.000 

BNC2 9:16410409 rs16934607 A/G 0.030 0.056 0.059 0.344 

BNC2 9:16410461 rs1409457304 C/T 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16410504 rs73413400 C/A 0.009 0.017 0.017 1.000 

BNC2 9:16410676 rs73413401 C/G 0.025 0.050 0.048 1.000 

BNC2 9:16410735 rs75274781 T/C 0.005 0.011 0.011 1.000 

BNC2 9:16410860 rs201125982 Del1pb 0.008 0.015 0.015 1.000 

BNC2 9:16410882 rs75389628 T/G 0.127 0.216 0.222 0.530 

BNC2 9:16410956 rs1443828404 C/G 0.289 0.372 0.411 0.042 

BNC2 9:16411097 rs752618531 G/C 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16411106 rs77211922 G/A 0.008 0.015 0.015 1.000 

BNC2 9:16411123 rs79084139 G/A 0.012 0.024 0.024 1.000 

BNC2 9:16411184 rs16934614 C/T 0.036 0.067 0.069 0.446 

BNC2 9:16411188 rs140898981 T/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16411218 rs150162944 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16411423 rs1255608021 C/G 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16411463 rs7853747 G/T 0.485 0.464 0.500 0.135 

BNC2 9:16411547 rs1188066374 G/A 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16411554 rs186084782 G/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16411685 rs543515234 G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16411758 rs138548758 C/T 0.004 0.009 0.009 1.000 

BNC2 9:16411773 rs780397869 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16411775 rs1181053701 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 
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BNC2 9:16411797 rs189408752 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16411873 rs549795903 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16412159 rs145195024 C/T 0.012 0.024 0.023 1.000 

BNC2 9:16412204 rs76971402 G/A 0.008 0.015 0.015 1.000 

BNC2 9:16412326 - Ins1pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16412327 rs879679236 Del1pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16412349 rs947198536 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16412398 rs76837432 C/T 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16412543 rs902998490 A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16412769 - Ins4pb 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16412779 rs962892670 Del2pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16412868 rs16934619 G/T 0.036 0.067 0.069 0.446 

BNC2 9:16413045 rs1037192190 A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16413158 rs74851347 A/C 0.089 0.156 0.161 0.387 

BNC2 9:16413169 rs866658150 C/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16413173 - A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16413176 rs943743 G/A 0.014 0.028 0.028 1.000 

BNC2 9:16413187 - Ins1pb 0.364 0.462 0.463 1.000 

BNC2 9:16413405 rs192464317 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16413411 - Ins2pb 0.019 0.039 0.038 1.000 

BNC2 9:16413430 rs148133806 C/T 0.011 0.017 0.021 0.058 

BNC2 9:16413486 rs370093476 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16413491 rs116927221 G/A 0.019 0.039 0.038 1.000 

BNC2 9:16413550 rs142025309 T/G 0.003 0.006 0.006 1.000 

BNC2 9:16413577 rs938990886 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16413632 rs1057383 A/T 0.478 0.459 0.499 0.093 

BNC2 9:16413650 - G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16413736 rs559270710 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16413779 rs7035049 G/A 0.484 0.465 0.500 0.138 

BNC2 9:16413806 rs116248780 A/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16413986 rs115816832 T/C 0.005 0.011 0.011 1.000 

BNC2 9:16414051 rs889773087 C/A 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16414088 rs79616593 C/T 0.005 0.011 0.011 1.000 

BNC2 9:16414100 rs370930810 G/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16414142 rs114279612 C/T 0.008 0.015 0.015 1.000 

BNC2 9:16414182 rs144620728 G/A 0.008 0.015 0.015 1.000 

BNC2 9:16414202 rs776731417 C/T 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16414204 rs73415405 T/C 0.028 0.056 0.055 1.000 

BNC2 9:16414321 - A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16414362 rs116095199 A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16414429 rs896304406 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16414506 rs76780579 A/G 0.025 0.050 0.049 1.000 

BNC2 9:16414613 - T/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16414756 rs16934621 T/C 0.136 0.215 0.234 0.074 

BNC2 9:16414824 rs919266870 G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16414848 rs892118065 G/T 0.001 0.002 0.002 1.000 
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BNC2 9:16414920 - G/T 0.008 0.015 0.015 1.000 

BNC2 9:16414949 rs778121633 G/A 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16414979 - T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16415036 rs2296862 G/A 0.103 0.171 0.185 0.126 

BNC2 9:16415051 rs58825773 C/T 0.004 0.009 0.009 1.000 

BNC2 9:16415248 rs139996582 T/A 0.003 0.006 0.006 1.000 

BNC2 9:16415302 rs16934624 A/G 0.032 0.065 0.063 1.000 

BNC2 9:16415333 - Ins2pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16415338 rs533273807 C/T 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16415348 rs190537140 A/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16415357 - Ins2pb 0.132 0.220 0.229 0.416 

BNC2 9:16415385 - C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16415411 rs2296863 G/A 0.102 0.170 0.184 0.125 

BNC2 9:16415438 rs951702910 C/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16415459 rs2296864 T/C 0.135 0.213 0.233 0.073 

BNC2 9:16415552 rs572453309 T/A 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16415775 rs72714999 T/C 0.064 0.128 0.120 0.243 

BNC2 9:16415806 rs78537784 C/T 0.103 0.171 0.185 0.126 

BNC2 9:16415920 rs966920465 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16415966 rs145022693 T/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16416179 rs76414034 T/A 0.005 0.011 0.011 1.000 

BNC2 9:16416207 rs1467356543 T/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16416230 rs1360434780 Del1pb 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16416620 rs146757347 T/A 0.003 0.006 0.006 1.000 

BNC2 9:16416704 rs1018821130 G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16416705 rs562838441 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16416735 rs951754809 C/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16416800 rs116186646 G/A 0.012 0.024 0.024 1.000 

BNC2 9:16416863 rs533875702 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16416973 rs76814594 A/G 0.017 0.035 0.034 1.000 

BNC2 9:16416995 rs1999032 T/C 0.419 0.450 0.487 0.103 

BNC2 9:16417103 rs946988603 C/T 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16417135 - Ins1pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16417233 - Ins3pb 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16417304 rs76817689 A/T 0.008 0.015 0.015 1.000 

BNC2 9:16417319 rs191036549 G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16417339 rs145262491 C/T 0.006 0.013 0.013 1.000 

BNC2 9:16417368 rs75500294 A/T 0.013 0.026 0.026 1.000 

BNC2 9:16417399 rs182977194 G/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16417431 rs1927627 G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16417469 rs7021128 A/G 0.016 0.032 0.032 1.000 

BNC2 9:16417565 rs191206526 A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16417588 rs976111888 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16417700 rs77739492 C/T 0.005 0.011 0.011 1.000 

BNC2 9:16417701 rs953365276 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16417729 rs112023389 C/G 0.001 0.002 0.002 1.000 
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BNC2 9:16417836 - G/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16418079 rs115289744 A/T 0.026 0.052 0.051 1.000 

BNC2 9:16418161 - Ins1pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16418197 rs564492793 G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16418215 - G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16418276 rs115935236 G/C 0.004 0.009 0.009 1.000 

BNC2 9:16418300 rs192660990 A/T 0.006 0.013 0.012 1.000 

BNC2 9:16418323 rs184595339 T/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16418440 - Ins10pb 0.382 0.473 0.472 1.000 

BNC2 9:16418645 rs72715001 G/C 0.003 0.006 0.006 1.000 

BNC2 9:16418662 - Del2pb 0.386 0.728 0.474 0.000 

BNC2 9:16418670 - Ins26pb 0.023 0.046 0.045 1.000 

BNC2 9:16418672 - Ins24pb 0.048 0.092 0.091 1.000 

BNC2 9:16418867 rs182036145 T/A 0.033 0.061 0.063 0.375 

BNC2 9:16418868 - TAT/AAT 0.033 0.061 0.063 0.376 

BNC2 9:16418871 - Del8pb 0.333 0.458 0.444 0.851 

BNC2 9:16418875 rs985235387 G/A 0.023 0.046 0.045 1.000 

BNC2 9:16418897 rs554944980 C/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16418899 rs1402959970 A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16418900 - Ins5pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16419252 rs1447094048 T/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16419362 rs1490782071 G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16419367 rs35005898 C/T 0.012 0.024 0.024 1.000 

BNC2 9:16419498 rs41268965 C/T 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16419519 rs117452684 A/G 0.019 0.039 0.038 1.000 

BNC2 9:16419549 rs142906838 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16419554 rs144217211 T/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16419578 rs376399982 A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16419666 rs144257997 Del1pb 0.048 0.091 0.091 1.000 

BNC2 9:16419743 rs187988729 C/G 0.005 0.011 0.011 1.000 

BNC2 9:16419813 rs114965377 T/C 0.003 0.007 0.007 1.000 

BNC2 9:16421037 rs76144741 T/C 0.008 0.016 0.016 1.000 

BNC2 9:16421086 rs74384417 A/G 0.026 0.051 0.050 1.000 

BNC2 9:16421261 - G/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16421269 rs1427891734 G/A 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16421347 - Ins4pb 0.003 0.006 0.006 1.000 

BNC2 9:16421413 rs115750970 C/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16421569 - G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16421575 - G/A 0.250 0.500 0.375 1.000 

BNC2 9:16429157 rs1052595213 Del1pb 0.005 0.009 0.009 1.000 

BNC2 9:16429201 rs115040568 G/C 0.016 0.027 0.031 0.100 

BNC2 9:16429234 rs535134040 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16429235 rs143993412 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16429264 rs559328793 G/A 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16429574 rs897747546 A/G 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16429762 rs190494323 A/G 0.002 0.004 0.004 1.000 
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BNC2 9:16429907 rs142204012 G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16429920 rs114187113 A/G 0.004 0.009 0.009 1.000 

BNC2 9:16429985 rs1030576218 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16430010 rs74602641 T/C 0.009 0.017 0.017 1.000 

BNC2 9:16430162 rs77558509 C/G 0.088 0.159 0.161 0.769 

BNC2 9:16430265 rs77623845 A/T 0.072 0.088 0.133 0.000 

BNC2 9:16431230 rs9298764 A/G 0.431 0.432 0.490 0.012 

BNC2 9:16431243 rs41313973 G/C 0.084 0.142 0.154 0.115 

BNC2 9:16431336 rs112863482 G/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16431433 - G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16434790 rs141040384 A/G 0.004 0.009 0.009 1.000 

BNC2 9:16434962 rs115234102 C/T 0.013 0.026 0.026 1.000 

BNC2 9:16435053 rs199973613 T/C 0.003 0.007 0.007 1.000 

BNC2 9:16435073 rs901777105 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16435227 rs373435498 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16435263 rs114381872 A/C 0.005 0.009 0.009 1.000 

BNC2 9:16435383 rs897589295 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16435714 rs3739715 C/T 0.098 0.171 0.177 0.427 

BNC2 9:16435843 rs371557826 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16435848 rs3739714 C/T 0.015 0.030 0.030 1.000 

BNC2 9:16436004 - G/C 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16436033 rs147575972 T/C 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16436212 rs141360036 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16436245 rs62540608 A/G 0.008 0.015 0.015 1.000 

BNC2 9:16436260 rs755222798 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16436324 rs114596065 T/G 0.008 0.015 0.015 1.000 

BNC2 9:16436375 rs116528562 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16436526 - C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16436544 rs4961490 C/A 0.005 0.011 0.011 1.000 

BNC2 9:16436577 rs747837768 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16436601 - A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16436647 rs117470554 C/T 0.067 0.130 0.125 0.711 

BNC2 9:16436905 rs116000575 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16436952 rs148873573 C/G 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16437256 rs77464990 A/G 0.008 0.015 0.015 1.000 

BNC2 9:16437605 rs41268967 T/C 0.077 0.149 0.142 0.504 

BNC2 9:16552375 rs79129468 G/C 0.020 0.039 0.039 1.000 

BNC2 9:16552391 rs761731320 Del2pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16552392 rs1021014960 A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16552481 rs114343899 T/C 0.016 0.033 0.032 1.000 

BNC2 9:16552556 rs1040504644 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16552606 rs375045887 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16552678 rs149019822 A/G 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16552754 - C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16552829 rs115383098 A/G 0.005 0.011 0.011 1.000 

BNC2 9:16552921 rs996685469 C/G 0.001 0.002 0.002 1.000 
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BNC2 9:16555029 rs141205501 Ins10pb 0.000 0.000 0.000 1.000 

BNC2 9:16555036 rs575340057 A/G 0.000 0.000 0.000 1.000 

BNC2 9:16575281 rs559834933 G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16575320 rs147821667 G/A 0.008 0.015 0.015 1.000 

BNC2 9:16575363 rs189269905 C/G 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16575428 rs141489723 A/G 0.004 0.009 0.009 1.000 

BNC2 9:16575478 rs10733311 C/T 0.121 0.157 0.212 0.000 

BNC2 9:16575479 rs180791808 T/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16575511 - C/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16579633 rs1001240024 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16579645 rs547756959 A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16579882 rs567132984 A/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16580185 rs975065412 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16580229 - G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16580300 rs532820621 C/G 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16580302 rs12003082 A/G 0.022 0.039 0.043 0.191 

BNC2 9:16580311 rs115661311 C/T 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16582829 - C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16583070 rs766731850 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16583135 - G/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16583275 rs141999744 Del2pb 0.002 0.005 0.005 1.000 

BNC2 9:16664801 rs772196099 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16664817 rs185749197 G/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16664823 rs76148089 G/A 0.067 0.103 0.126 0.002 

BNC2 9:16664852 - C/G 0.009 0.019 0.019 1.000 

BNC2 9:16664899 rs144897379 T/C 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16664970 rs372899272 G/C 0.006 0.011 0.011 1.000 

BNC2 9:16664989 - A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16664993 rs181807888 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16664996 rs1334935530 A/G 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16665105 rs563306899 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16665121 rs575109329 G/C 0.003 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16665226 rs1166771221 T/G 0.500 1.000 0.500 1.000 

BNC2 9:16685473 rs1038976448 G/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16685539 rs7046068 T/C 0.090 0.171 0.163 0.564 

BNC2 9:16685594 rs958540505 A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16685622 - A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16685678 rs1311002542 A/G 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16685685 rs964783418 T/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16685724 rs113805969 T/C 0.012 0.024 0.024 1.000 

BNC2 9:16685890 rs148667562 G/C 0.002 0.003 0.003 1.000 

BNC2 9:16699008 rs10810593 G/A 0.113 0.057 0.201 0.000 

BNC2 9:16699036 rs140446724 C/A 0.004 0.008 0.008 1.000 

BNC2 9:16699226 rs77077832 G/A 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16699241 - Ins1pb 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16699251 - T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 
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BNC2 9:16699287 rs10738447 C/T 0.427 0.344 0.489 0.000 

BNC2 9:16699292 rs10738448 C/T 0.440 0.334 0.493 0.000 

BNC2 9:16700514 rs10756782 C/A 0.000 0.000 0.000 1.000 

BNC2 9:16700651 rs10756783 A/G 0.000 0.000 0.000 1.000 

BNC2 9:16704677 - Ins3pb 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16704678 rs1237856260 Del5pb 0.274 0.395 0.398 0.888 

BNC2 9:16704687 rs79700988 A/T 0.015 0.031 0.030 1.000 

BNC2 9:16704688 rs77632490 A/T 0.094 0.189 0.171 0.057 

BNC2 9:16704689 rs75947462 Ins5pb 0.444 0.441 0.494 0.619 

BNC2 9:16704690 rs1364205961 T/A 0.037 0.074 0.071 1.000 

BNC2 9:16704750 rs1218545981 A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16704756 rs1246736321 T/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16704824 rs554788336 Del2pb 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16705033 rs1012217689 T/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16705073 rs145740915 C/G 0.004 0.009 0.009 1.000 

BNC2 9:16705131 rs931349954 A/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16705139 rs1286352709 C/A 0.018 0.037 0.036 1.000 

BNC2 9:16705145 rs1229083966 C/A 0.059 0.117 0.110 0.389 

BNC2 9:16705332 rs531246399 T/C 0.375 0.750 0.469 1.000 

BNC2 9:16727698 rs1360285 G/A 0.067 0.130 0.125 0.711 

BNC2 9:16727763 - Del1pb 0.005 0.011 0.011 1.000 

BNC2 9:16727791 rs200133531 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16727958 rs146566771 C/G 0.003 0.006 0.006 1.000 

BNC2 9:16736776 rs1461146947 Del1pb 0.091 0.000 0.165 0.048 

BNC2 9:16736879 rs4961739 A/T 0.000 0.000 0.000 1.000 

BNC2 9:16736886 rs4961740 T/C 0.000 0.000 0.000 1.000 

BNC2 9:16738269 rs7858914 G/T 0.140 0.249 0.241 0.561 

BNC2 9:16738307 rs7858709 A/C 0.100 0.182 0.179 1.000 

BNC2 9:16738312 rs7858712 A/G 0.105 0.184 0.188 0.617 

BNC2 9:16738333 rs200906561 C/A 0.009 0.019 0.019 1.000 

BNC2 9:16738338 - Del1pb 0.100 0.192 0.180 0.295 

BNC2 9:16738389 rs114612810 A/G 0.006 0.013 0.013 1.000 

BNC2 9:16738403 rs76485966 A/T 0.028 0.052 0.054 0.302 

BNC2 9:16738541 rs141004058 C/T 0.014 0.028 0.027 1.000 

BNC2 9:16738556 rs4007684 Ins4pb 0.107 0.193 0.192 1.000 

BNC2 9:16738566 rs372218804 C/T 0.015 0.031 0.030 1.000 

BNC2 9:16738795 rs1970284 A/T 0.103 0.189 0.185 1.000 

BNC2 9:16746626 rs62541545 G/C 0.000 0.000 0.000 1.000 

BNC2 9:16746643 rs62541546 G/A 0.000 0.000 0.000 1.000 

BNC2 9:16746647 rs62541547 A/G 0.000 0.000 0.000 1.000 

BNC2 9:16746829 rs7043797 G/A 0.000 0.000 0.000 1.000 

BNC2 9:16750932 rs13285058 C/T 0.000 0.000 0.000 1.000 

BNC2 9:16761255 rs1449047834 C/A 0.000 0.000 0.000 1.000 

BNC2 9:16780344 rs12344799 T/G 0.500 0.000 0.500 0.333 

BNC2 9:16832059 rs114643297 T/A 0.009 0.018 0.017 1.000 

BNC2 9:16832073 rs529746574 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 
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BNC2 9:16832245 rs553492815 C/T 0.004 0.009 0.009 1.000 

BNC2 9:16832366 rs149361633 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16832440 - C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16832502 rs148068273 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16832507 rs143601991 A/G 0.500 1.000 0.500 1.000 

BNC2 9:16841841 - Del2pb 0.000 0.000 0.000 1.000 

BNC2 9:16855921 rs4327939 C/T 0.000 0.000 0.000 1.000 

BNC2 9:16869397 - C/G 0.000 0.000 0.000 1.000 

BNC2 9:16870421 rs10810649 A/G 0.135 0.231 0.234 0.864 

BNC2 9:16870442 rs887529762 T/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16870443 rs745911391 T/G 0.002 0.005 0.005 1.000 

BNC2 9:16870472 rs71513271 G/A 0.151 0.199 0.257 0.000 

BNC2 9:16870501 rs62541923 A/C 0.111 0.188 0.197 0.334 

BNC2 9:16870531 rs577290942 T/C 0.003 0.007 0.007 1.000 

BNC2 9:16870541 rs541195819 C/G 0.007 0.014 0.014 1.000 

BNC2 9:16870573 rs542896533 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16870767 rs537221052 G/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16870773 rs1416731722 G/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16870781 rs1416460145 C/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16870810 - Ins1pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16870880 rs759466747 T/C 0.004 0.009 0.009 1.000 

BNC2 9:16870929 - T/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16870933 - Del1pb 0.127 0.224 0.222 0.783 

BNC2 9:16870939 rs111567891 C/A 0.149 0.246 0.254 0.466 

BNC2 9:16870964 - T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16870968 rs935738325 G/A 0.044 0.087 0.083 1.000 

BNC2 9:16870987 rs542258394 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16871042 - Ins1pb 0.016 0.032 0.032 1.000 

BNC2 9:16871048 - Ins2pb 0.009 0.017 0.017 1.000 

BNC2 9:16871072 rs117810664 T/C 0.003 0.007 0.007 1.000 

BNC2 9:16871086 rs79614794 T/C 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16871136 - T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16871206 rs1042959974 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16871227 - Ins2pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16871241 rs1049853829 T/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16871275 - Ins1pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16871296 rs1018464592 G/C 0.005 0.011 0.011 1.000 

BNC2 9:16871297 rs867860260 G/C 0.003 0.007 0.007 1.000 

BNC2 9:16871312 rs537333952 A/G 0.004 0.009 0.009 1.000 

BNC2 9:16871321 rs552493221 C/G 0.004 0.009 0.009 1.000 

BNC2 9:16871323 rs182046936 C/T 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16871352 rs570977061 A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16871360 rs200648906 Del1pb 0.100 0.192 0.181 0.295 

BNC2 9:16871362 rs534914567 C/A 0.009 0.013 0.017 0.230 

BNC2 9:16871384 rs1425090456 G/T 0.016 0.033 0.032 1.000 

BNC2 9:16871402 rs959757768 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 
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BNC2 9:16871566 rs189946867 G/C 0.011 0.022 0.021 1.000 

BNC2 9:16871580 rs540886815 G/A 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16871592 rs111583942 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16871838 rs941384594 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16872025 - Del1pb 0.009 0.017 0.017 1.000 

BNC2 9:16872026 rs1045829071 T/G 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16872042 rs148366931 T/C 0.004 0.009 0.009 1.000 

BNC2 9:16872065 rs535847511 G/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16872225 rs7023739 C/A 0.006 0.013 0.013 1.000 

BNC2 9:16872230 - A/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16872291 rs1316461085 C/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16872323 rs11789875 A/G 0.098 0.187 0.177 0.291 

BNC2 9:16872348 rs150496078 G/A 0.004 0.009 0.009 1.000 

BNC2 9:16872408 rs138462149 G/A 0.010 0.020 0.019 1.000 

BNC2 9:16872433 rs192427362 A/T 0.003 0.006 0.006 1.000 

BNC2 9:16872434 rs7024013 T/A 0.149 0.242 0.254 0.357 

BNC2 9:16872511 rs144030974 T/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16872667 rs57609240 G/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16872683 rs186559290 A/G 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16872689 - C/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16872791 rs566892744 G/A 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16872921 rs116670921 A/C 0.009 0.017 0.017 1.000 

BNC2 9:16872946 rs75090921 A/G 0.003 0.006 0.006 1.000 

BNC2 9:16873045 rs7027849 G/A 0.150 0.253 0.255 0.855 

BNC2 9:16873058 rs973100244 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16873073 - Ins1pb 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16873078 - Ins1pb 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16873080 rs1481199484 Del3pb 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16873087 rs951532885 C/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16873090 rs147263329 T/C 0.003 0.006 0.006 1.000 

BNC2 9:16873104 rs1218715730 Del2pb 0.005 0.011 0.011 1.000 

BNC2 9:16873159 - Ins4pb 0.004 0.009 0.009 1.000 

BNC2 9:16873175 rs189845990 C/A 0.011 0.022 0.021 1.000 

BNC2 9:16873237 - G/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16873318 rs1042826509 A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16873359 rs1027919733 C/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16873521 rs184491375 G/C 0.002 0.004 0.004 1.000 

BNC2 9:16873535 rs10962649 T/C 0.100 0.192 0.181 0.297 

BNC2 9:16873551 rs10810650 T/C 0.431 0.460 0.490 0.185 

BNC2 9:16873586 rs7044899 C/T 0.149 0.241 0.253 0.357 

BNC2 9:16873738 - T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

BNC2 9:16873746 rs76783306 C/T 0.005 0.011 0.011 1.000 

KITLG 12:88886577 - A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88886640 - G/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88886763 rs188964282 C/T 0.003 0.006 0.006 1.000 

KITLG 12:88886899 - Ins2pb 0.001 0.002 0.002 1.000 
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KITLG 12:88886924 rs116301201 G/A 0.003 0.007 0.007 1.000 

KITLG 12:88886953 rs139742659 A/T 0.002 0.004 0.004 1.000 

KITLG 12:88886963 rs12344 C/T 0.099 0.176 0.178 0.792 

KITLG 12:88887286 rs545485468 T/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88887289 rs1061981 T/C 0.362 0.447 0.462 0.543 

KITLG 12:88887371 rs73437199 G/T 0.005 0.011 0.011 1.000 

KITLG 12:88887724 rs11104904 T/G 0.103 0.184 0.185 1.000 

KITLG 12:88887891 rs1508594 C/T 0.031 0.050 0.051 0.097 

KITLG 12:88888005 rs569842723 G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88888157 rs149899251 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88888159 - Ins1pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88888215 rs1388789 C/T 0.101 0.166 0.181 0.113 

KITLG 12:88888238 - C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88888247 rs4842625 T/C 0.347 0.437 0.453 0.471 

KITLG 12:88888463 rs550090876 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88888470 rs147601058 C/A 0.004 0.009 0.009 1.000 

KITLG 12:88888491 rs73199405 C/T 0.057 0.097 0.108 0.053 

KITLG 12:88888753 rs148895236 C/T 0.003 0.007 0.006 1.000 

KITLG 12:88888848 rs143610447 G/C 0.005 0.011 0.011 1.000 

KITLG 12:88888961 rs140843522 C/T 0.008 0.015 0.015 1.000 

KITLG 12:88889023 rs76482775 G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88889082 rs892438794 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88889527 rs1294299905 G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88889737 rs145624607 T/C 0.019 0.039 0.038 1.000 

KITLG 12:88889746 - A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88889826 - C/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88889898 rs190700906 C/A 0.005 0.011 0.011 1.000 

KITLG 12:88889925 - T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88889977 rs1907699 A/T 0.313 0.393 0.430 0.066 

KITLG 12:88889990 rs544081609 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88890138 rs963705828 G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88890149 rs890148601 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88890158 rs73437200 A/G 0.003 0.006 0.006 1.000 

KITLG 12:88890193 rs188394671 A/G 0.011 0.022 0.021 1.000 

KITLG 12:88890361 rs536092412 T/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88890441 rs74316843 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88890501 - G/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88890521 rs995029 C/T 0.198 0.309 0.317 0.559 

KITLG 12:88890581 rs11104905 G/C 0.098 0.175 0.177 0.791 

KITLG 12:88890671 rs995030 A/G 0.307 0.397 0.425 0.157 

KITLG 12:88890701 - T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88890807 rs893433192 G/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88891074 rs117375629 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88891089 rs147512667 T/C 0.007 0.009 0.013 0.057 

KITLG 12:88898641 rs11104909 T/G 0.003 0.006 0.006 1.000 

KITLG 12:88898847 rs139609350 A/G 0.003 0.007 0.007 1.000 
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KITLG 12:88898943 rs529502672 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88899027 rs764155170 Del1pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88899053 rs377048625 T/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88899099 rs751697412 G/T 0.002 0.004 0.004 1.000 

KITLG 12:88900192 rs1323216655 A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88900246 rs10506953 T/G 0.105 0.173 0.188 0.124 

KITLG 12:88900247 rs563040585 A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88900487 rs548049377 T/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88900553 rs538096125 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88900746 rs41283110 G/A 0.008 0.015 0.015 1.000 

KITLG 12:88900781 rs183924903 T/A 0.002 0.004 0.004 1.000 

KITLG 12:88900820 rs779013839 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88900891 rs41283112 A/C 0.012 0.024 0.023 1.000 

KITLG 12:88901017 rs1028586373 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88901274 rs144039437 T/C 0.002 0.004 0.004 1.000 

KITLG 12:88909140 - C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88909178 rs190711063 C/A 0.013 0.022 0.026 0.070 

KITLG 12:88909226 rs748222990 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88909400 rs142685415 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88909583 rs569581812 A/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88909600 rs971821121 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88910307 rs2291557 T/C 0.100 0.178 0.180 0.795 

KITLG 12:88910321 rs182948635 T/G 0.006 0.013 0.013 1.000 

KITLG 12:88912340 - A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88912366 rs145802831 A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88912369 - C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88912370 - A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88912458 rs12721561 T/A 0.011 0.022 0.021 1.000 

KITLG 12:88912624 rs17015782 A/G 0.009 0.017 0.017 1.000 

KITLG 12:88913041 - G/A 0.001 0.003 0.003 1.000 

KITLG 12:88920839 - G/A 0.000 0.000 0.000 1.000 

KITLG 12:88926072 rs4842477 T/C 0.099 0.176 0.178 0.792 

KITLG 12:88926250 rs3741457 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88926290 - Del1pb 0.091 0.168 0.165 1.000 

KITLG 12:88926302 rs201969446 A/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88926314 rs751944420 G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88926374 - T/G 0.002 0.005 0.004 1.000 

KITLG 12:88926440 rs73439018 A/C 0.011 0.022 0.022 1.000 

KITLG 12:88926465 rs140124201 T/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88928091 rs149372813 G/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88928151 rs763194236 Del1pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88928169 rs1344190259 T/G 0.003 0.007 0.007 1.000 

KITLG 12:88928170 rs1407248285 T/G 0.024 0.048 0.047 1.000 

KITLG 12:88928382 rs111418605 A/G 0.004 0.009 0.009 1.000 

KITLG 12:88928486 rs534880565 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88928761 rs11835671 T/C 0.004 0.009 0.009 1.000 
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KITLG 12:88928786 rs139374370 A/G 0.002 0.004 0.004 1.000 

KITLG 12:88928889 - G/A 0.250 0.500 0.375 1.000 

KITLG 12:88933657 - G/A 0.000 0.000 0.000 1.000 

KITLG 12:88933744 rs1447823095 G/T 0.000 0.000 0.000 1.000 

KITLG 12:88939211 - A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88939222 rs189649365 G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88939241 rs1046494704 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88939347 rs11834623 G/A 0.002 0.004 0.004 1.000 

KITLG 12:88939421 rs1222987226 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88939459 rs373824501 C/T 0.002 0.004 0.004 1.000 

KITLG 12:88939476 rs541700430 C/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88939491 rs150719576 C/T 0.004 0.009 0.009 1.000 

KITLG 12:88939508 rs139183425 A/G 0.005 0.011 0.011 1.000 

KITLG 12:88939735 rs149960723 C/A 0.003 0.007 0.007 1.000 

KITLG 12:88939761 rs79578336 T/A 0.014 0.028 0.028 1.000 

KITLG 12:88939779 rs369504551 T/C 0.002 0.004 0.004 1.000 

KITLG 12:88939800 rs760649450 C/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88939860 rs191666932 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88939929 rs60641911 A/T 0.003 0.007 0.007 1.000 

KITLG 12:88939986 rs890227114 C/T 0.002 0.005 0.005 1.000 

KITLG 12:88940157 rs35618688 A/G 0.003 0.005 0.005 1.000 

KITLG 12:88973951 rs72558018 A/C 0.003 0.007 0.007 1.000 

KITLG 12:88973961 rs564788765 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88974210 rs1261137107 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88974212 rs17015901 G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88974265 rs12721560 A/C 0.014 0.024 0.028 0.082 

KITLG 12:88974357 rs1026371041 C/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88974524 rs185956035 A/G 0.002 0.004 0.004 1.000 

KITLG 12:88974585 rs1241631137 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88974689 rs992995158 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88974746 rs541661857 Del1pb 0.003 0.006 0.006 1.000 

KITLG 12:88974748 rs1362474567 Del1pb 0.002 0.004 0.004 1.000 

KITLG 12:88974754 rs11104957 A/T 0.011 0.013 0.021 0.001 

KITLG 12:88974755 rs869408 A/T 0.311 0.409 0.428 0.330 

KITLG 12:88974800 rs944756197 G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88974953 rs534927858 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88975347 rs1159721813 T/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88975592 rs1703073 A/G 0.011 0.022 0.021 1.000 

KITLG 12:88975730 - Del1pb 0.003 0.007 0.007 1.000 

KITLG 12:88975838 rs952267075 G/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88975849 rs143076464 G/T 0.003 0.007 0.007 1.000 

KITLG 12:88975945 rs867880324 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88976095 - T/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88976099 rs565696039 G/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88976104 - T/C 0.010 0.020 0.020 1.000 

KITLG 12:88976106 - T/C 0.002 0.004 0.004 1.000 
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KITLG 12:88976107 - T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88976111 rs188939661 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88976125 rs548532374 A/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88976153 rs114429626 T/G 0.004 0.009 0.009 1.000 

KITLG 12:88976409 rs533890191 Del6pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88976546 rs1158517652 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88976576 - Ins4pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88977027 rs865849477 G/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88977118 rs148639959 T/C 0.013 0.026 0.026 1.000 

KITLG 12:88977170 rs1235494967 G/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88977263 rs147776132 C/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

KITLG 12:88977348 rs7962739 T/G 0.068 0.123 0.127 0.459 

MC1R 16:89981386 rs573221057 G/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89981396 rs62636532 C/T 0.047 0.090 0.089 1.000 

MC1R 16:89981539 rs560220034 C/G 0.002 0.004 0.004 1.000 

MC1R 16:89981580 rs527263876 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89981583 rs552485583 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89981598 rs564221089 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89981885 rs747154815 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89981892 rs138460402 C/G 0.008 0.015 0.015 1.000 

MC1R 16:89981920 rs117991811 A/G 0.018 0.037 0.036 1.000 

MC1R 16:89981960 rs62052212 A/G 0.051 0.097 0.096 1.000 

MC1R 16:89981964 rs953179496 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89981977 rs142993411 C/G 0.002 0.004 0.004 1.000 

MC1R 16:89982079 rs143512305 Del1pb 0.036 0.067 0.069 0.448 

MC1R 16:89982267 rs185977658 T/C 0.004 0.009 0.009 1.000 

MC1R 16:89982272 rs3212345 T/C 0.428 0.471 0.490 0.447 

MC1R 16:89982280 rs561637902 G/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89982294 rs80309081 A/G 0.004 0.009 0.009 1.000 

MC1R 16:89982358 rs3212346 A/G 0.157 0.253 0.265 0.378 

MC1R 16:89982437 rs113769342 T/C 0.008 0.015 0.015 1.000 

MC1R 16:89982463 rs969309607 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89982507 rs903049259 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89982545 rs114725530 T/C 0.015 0.026 0.030 0.095 

MC1R 16:89982561 - T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89982647 rs369393898 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89982737 rs190787677 G/A 0.002 0.004 0.004 1.000 

MC1R 16:89982773 rs3212347 A/G 0.009 0.017 0.017 1.000 

MC1R 16:89982882 - Ins1pb 0.002 0.004 0.004 1.000 

MC1R 16:89982913 rs183340372 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89982920 rs3212348 T/C 0.011 0.017 0.022 0.048 

MC1R 16:89983045 - Del1pb 0.038 0.019 0.074 0.000 

MC1R 16:89983095 rs1425799231 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89983115 rs140585935 A/G 0.009 0.017 0.017 1.000 

MC1R 16:89983149 rs144459979 A/G 0.002 0.005 0.005 1.000 

MC1R 16:89983231 rs72813445 A/G 0.177 0.188 0.291 0.000 
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MC1R 16:89983240 rs1282224159 A/G 0.002 0.005 0.005 1.000 

MC1R 16:89983274 - T/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89983276 rs11641201 C/T 0.163 0.243 0.273 0.069 

MC1R 16:89983317 - Ins5pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89983330 rs112573335 T/C 0.010 0.015 0.019 0.034 

MC1R 16:89983538 rs551908029 A/G 0.010 0.004 0.019 0.000 

MC1R 16:89983630 rs3212378 A/G 0.008 0.015 0.015 1.000 

MC1R 16:89983634 rs928484921 C/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89983696 - A/T 0.042 0.085 0.081 1.000 

MC1R 16:89983778 - A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89983809 rs534315973 T/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89983837 rs182927424 G/C 0.008 0.015 0.015 1.000 

MC1R 16:89983868 rs868041698 A/G 0.002 0.004 0.004 1.000 

MC1R 16:89983880 - C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89983899 rs557090489 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89984087 - Ins2pb 0.401 0.470 0.480 0.630 

MC1R 16:89984143 rs3212353 A/G 0.011 0.022 0.021 1.000 

MC1R 16:89984177 - Ins1pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89984296 rs546542914 G/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89984321 rs373998976 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89984370 rs3212354 T/C 0.432 0.469 0.491 0.343 

MC1R 16:89984378 rs3212355 T/C 0.008 0.015 0.015 1.000 

MC1R 16:89984404 rs569735993 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89984408 rs946936966 T/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89984416 rs536447537 T/C 0.003 0.006 0.006 1.000 

MC1R 16:89984497 rs3212356 G/C 0.003 0.006 0.006 1.000 

MC1R 16:89984520 rs185562793 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89984544 - Ins1pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89984575 rs58664942 A/G 0.009 0.017 0.017 1.000 

MC1R 16:89984604 rs3212357 T/C 0.420 0.449 0.487 0.104 

MC1R 16:89984620 rs1029465450 A/G 0.002 0.004 0.004 1.000 

MC1R 16:89984739 rs3212358 A/G 0.425 0.466 0.489 0.342 

MC1R 16:89984908 rs961265758 G/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89985131 rs3212379 T/C 0.002 0.004 0.004 1.000 

MC1R 16:89985163 rs553184868 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89985177 rs3212359 T/C 0.461 0.500 0.497 0.926 

MC1R 16:89985217 rs3212360 T/C 0.007 0.013 0.013 1.000 

MC1R 16:89985218 - G/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89985222 rs3212361 A/G 0.300 0.421 0.420 1.000 

MC1R 16:89985311 rs1323815134 G/A 0.011 0.022 0.021 1.000 

MC1R 16:89985329 rs540650422 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89985344 rs3212362 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89985441 rs3212363 T/A 0.333 0.448 0.444 0.917 

MC1R 16:89985557 rs577907985 C/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89985692 - Ins17pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89985750 rs796296176 Del1pb 0.002 0.004 0.004 1.000 
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MC1R 16:89985799 rs61996344 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89985806 rs371156858 T/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89985832 rs756191158 T/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89985844 rs1805005 T/G 0.095 0.163 0.172 0.278 

MC1R 16:89985918 rs1805006 A/C 0.010 0.020 0.019 1.000 

MC1R 16:89985940 rs2228479 A/G 0.040 0.081 0.077 1.000 

MC1R 16:89985954 rs780284801 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89985984 rs3212364 A/G 0.011 0.022 0.022 1.000 

MC1R 16:89986030 rs201192930 A/G 0.004 0.009 0.009 1.000 

MC1R 16:89986065 rs201429598 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89986091 rs11547464 A/G 0.005 0.011 0.011 1.000 

MC1R 16:89986111 rs374423188 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89986117 rs1805007 T/C 0.022 0.030 0.043 0.001 

MC1R 16:89986119 rs201827012 G/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89986130 rs1110400 C/T 0.003 0.007 0.007 1.000 

MC1R 16:89986144 rs1805008 T/C 0.025 0.050 0.049 1.000 

MC1R 16:89986154 rs885479 A/G 0.074 0.113 0.137 0.002 

MC1R 16:89986165 - A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89986178 rs373224783 G/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89986197 rs145781072 A/G 0.002 0.004 0.004 1.000 

MC1R 16:89986202 rs555179612 Del1pb 0.003 0.007 0.007 1.000 

MC1R 16:89986206 rs371055548 T/C 0.003 0.007 0.007 1.000 

MC1R 16:89986243 rs527673999 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89986252 rs3212366 C/T 0.007 0.013 0.013 1.000 

MC1R 16:89986303 rs200000734 T/C 0.002 0.004 0.004 1.000 

MC1R 16:89986333 rs372152373 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89986365 rs146544450 A/G 0.005 0.011 0.011 1.000 

MC1R 16:89986458 rs181269865 T/C 0.003 0.006 0.006 1.000 

MC1R 16:89986481 rs12102534 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89986508 rs141177570 G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89986527 rs1291175436 G/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89986546 rs1805009 C/G 0.018 0.037 0.036 1.000 

MC1R 16:89986566 rs3212367 T/C 0.010 0.015 0.019 0.059 

MC1R 16:89986608 rs2228478 G/A 0.161 0.257 0.270 0.302 

MC1R 16:89986614 rs151318945 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89986632 rs3212368 A/G 0.030 0.060 0.059 1.000 

MC1R 16:89986731 - Ins2pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89986760 rs3212369 G/A 0.240 0.360 0.365 0.799 

MC1R 16:89986777 rs3212370 A/C 0.030 0.060 0.059 1.000 

MC1R 16:89986926 rs973514189 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89986954 rs577746924 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89986957 rs143513600 G/A 0.004 0.009 0.009 1.000 

MC1R 16:89987000 rs764002798 G/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89987053 rs1429568335 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89987165 rs558280878 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

MC1R 16:89987201 rs3212371 G/A 0.131 0.223 0.228 0.681 
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MC1R 16:89987381 rs559928561 A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

ASIP 20:32845249 rs6058014 C/T 0.117 0.194 0.206 0.254 

ASIP 20:32845299 - A/C 0.003 0.007 0.007 1.000 

ASIP 20:32845307 - T/C 0.002 0.005 0.005 1.000 

ASIP 20:32845321 - A/C 0.002 0.005 0.005 1.000 

ASIP 20:32845373 - Ins3pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

ASIP 20:32845388 - T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

ASIP 20:32845412 rs1051864632 G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

ASIP 20:32845470 rs1007582721 G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

ASIP 20:32845487 rs567038929 T/A 0.002 0.004 0.004 1.000 

ASIP 20:32845597 - G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

ASIP 20:32845624 rs73610827 T/C 0.010 0.020 0.019 1.000 

ASIP 20:32845949 - Ins1pb 0.065 0.129 0.121 0.242 

ASIP 20:32846036 rs2378132 G/A 0.218 0.342 0.340 0.644 

ASIP 20:32846152 - Del1pb 0.093 0.181 0.169 0.347 

ASIP 20:32846415 rs564046521 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

ASIP 20:32846491 rs1336922136 Del12pb 0.007 0.008 0.014 0.014 

ASIP 20:32846496 rs1250992566 Del24pb 0.009 0.018 0.017 1.000 

ASIP 20:32846498 rs55669357 T/C 0.074 0.118 0.137 0.023 

ASIP 20:32846501 - Ins1pb 0.056 0.087 0.105 0.012 

ASIP 20:32846506 rs56017072 Del27pb 0.022 0.045 0.044 1.000 

ASIP 20:32846508 rs1230708003 G/A 0.003 0.000 0.005 0.001 

ASIP 20:32846559 - Ins2pb 0.004 0.003 0.008 0.004 

ASIP 20:32846566 rs1468055782 T/G 0.009 0.011 0.017 0.021 

ASIP 20:32846584 - Ins1pb 0.003 0.006 0.006 1.000 

ASIP 20:32846585 rs1339759187 Ins2pb 0.086 0.130 0.158 0.005 

ASIP 20:32846594 rs1373430519 C/T 0.001 0.003 0.003 1.000 

ASIP 20:32846619 - Ins3pb 0.004 0.008 0.008 1.000 

ASIP 20:32846654 - Ins5pb 0.008 0.016 0.016 1.000 

ASIP 20:32846676 - Ins1pb 0.015 0.030 0.029 1.000 

ASIP 20:32846679 - Ins2pb 0.001 0.003 0.003 1.000 

ASIP 20:32846833 rs183932635 A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

ASIP 20:32846855 rs1395681529 A/T 0.004 0.009 0.009 1.000 

ASIP 20:32846997 rs35455305 Del2pb 0.219 0.292 0.342 0.003 

ASIP 20:32847135 rs148577906 G/A 0.029 0.053 0.056 0.884 

ASIP 20:32847327 - Ins2pb 0.001 0.002 0.002 1.000 

ASIP 20:32847445 rs6058015 A/G 0.217 0.291 0.340 0.002 

ASIP 20:32847555 - Ins1pb 0.048 0.096 0.092 0.615 

ASIP 20:32847710 rs577252907 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

ASIP 20:32847711 rs6059743 G/A 0.434 0.465 0.491 0.257 

ASIP 20:32847767 rs819135 A/G 0.443 0.483 0.493 0.638 

ASIP 20:32847803 rs118130379 T/C 0.015 0.030 0.030 1.000 

ASIP 20:32848108 rs563086197 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

ASIP 20:32848120 rs4987044 C/T 0.001 0.002 0.002 1.000 

ASIP 20:32848218 rs2296151 C/T 0.002 0.004 0.004 1.000 

ASIP 20:32848294 rs146541846 T/C 0.008 0.015 0.015 1.000 
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ASIP 20:32848357 rs184672797 G/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

ASIP 20:32848447 rs147910525 C/T 0.003 0.007 0.007 1.000 

ASIP 20:32848453 rs1488313938 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

ASIP 20:32849416 rs1205312 A/G 0.000 0.000 0.000 1.000 

ASIP 20:32850375 rs2424984 C/T 0.220 0.264 0.344 0.000 

ASIP 20:32850376 rs150864747 A/G 0.001 0.002 0.002 1.000 

ASIP 20:32850403 rs61409894 A/G 0.025 0.051 0.049 1.000 

ASIP 20:32850809 rs77106176 G/A 0.018 0.037 0.036 1.000 

ASIP 20:32856531 rs1430634377 A/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

ASIP 20:32856538 - Ins1pb 0.021 0.042 0.041 1.000 

ASIP 20:32856564 rs140598557 Del1pb 0.098 0.170 0.177 0.420 

ASIP 20:32856585 - G/A 0.003 0.007 0.007 1.000 

ASIP 20:32856620 - G/T 0.017 0.033 0.033 1.000 

ASIP 20:32856622 - G/T 0.006 0.011 0.011 1.000 

ASIP 20:32856625 - G/A 0.002 0.004 0.004 1.000 

ASIP 20:32856626 - G/T 0.009 0.018 0.017 1.000 

ASIP 20:32856638 - G/T 0.010 0.020 0.020 1.000 

ASIP 20:32856836 rs780888249 T/C 0.001 0.002 0.002 1.000 

ASIP 20:32856838 rs36093428 A/C 0.015 0.026 0.030 0.096 

ASIP 20:32856841 rs1218863460 G/A 0.001 0.002 0.002 1.000 

ASIP 20:32856998 rs6058017 G/A 0.209 0.293 0.331 0.016 
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Nome da pesquisa: Sequenciamento de nova geração de genes envolvidos na biossíntese 

de melanina em amostra da população brasileira 

Pesquisador responsável: Prof. Dr. Celso Teixeira Mendes Junior 

Endereço para contato: Av. Bandeirantes, 3900; CEP: 14040-901, Ribeirão Preto - SP 

Departamento de Química, FFCLRP-USP Telefone: (16) 3602- 

0417 

 

Prezado (a) doador (a), 

A pigmentação humana é determinada pela presença de um pigmento denominado 

melanina. Proteínas produzidas por mais de 120 genes estão envolvidas na produção de 

melanina em células específicas e na distribuição desta melanina para outras células de nosso 

organismo. Variações normais nos genes envolvidos nestes processos levam aos diferentes 

tons de cor de cabelos, olhos e pele que vemos nas pessoas. 

Nesse estudo, faremos a análise da sequência de algumas regiões do DNA que podem 

estar relacionadas à determinação das características físicas dos brasileiros, como a cor de 

olhos, pele e cabelos, tipo de cabelos e presença de sardas. Com isso buscamos identificar 

as variações (polimorfismos do DNA) e os mecanismos responsáveis pela determinação da 

cor das pessoas. Embora o conhecimento a ser produzido neste estudo não lhe trará 

benefícios diretos, os resultados desta pesquisa podem trazer grande contribuição para o 

desenvolvimento de terapias para tratar problemas de pele. 

Para a realização desta pesquisa não haverá a necessidade de procedimentos que 

possam comprometer sua saúde. Caso concorde em participar da pesquisa, serão coletados 

cerca de 10 mL de seu sangue (aproximadamente uma colher de sopa). A coleta será feita 

por um profissional habilitado e altamente capacitado nessa atividade. Serão ainda obtidas 

imagens fotográficas de regiões pequenas e bem delimitadas de seu corpo (olho, raiz dos 

cabelos e regiões do braço não-expostas ao sol), as quais não permitirão sua identificação, 

mantendo, assim, o caráter confidencial da informação. Adicionalmente, um colorímetro 

portátil, equipamento frequentemente usado em pesquisas dermatológicas, será usado para 

definir a cor de sua pele e dos seus cabelos com maior precisão, em um procedimento rápido 

indolor e livre de qualquer desconforto. Em todo este procedimento não existem riscos 

previsíveis além de um pequeno desconforto durante a coleta de sangue. 

Os seguintes aspectos lhe são esclarecidos para que você decida sobre sua 

participação voluntária: 

a) Esta pesquisa não lhe trará qualquer custo. Visando lhe proporcionar maior conforto 

e comodidade, a coleta será realizada uma única vez em data e local a combinar. 

b) Não haverá nenhuma forma de reembolso em dinheiro, uma vez que sua participação 

na pesquisa não proporcionará nenhum gasto. 

c) Você terá a garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a 

qualquer dúvida acerca dos procedimentos, riscos, benefícios e outros relacionados 

com a pesquisa. Isso poderá ser feito a qualquer momento. Nós temos o compromisso 

de proporcionar informações atualizadas durante o estudo, ainda que esta possa 

influenciar a sua vontade de continuar autorizando a sua participação. 

d) Você terá a liberdade de retirar o seu consentimento a qualquer momento sem que 

isso lhe traga prejuízo algum ou qualquer tipo de constrangimento. 
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e) Você terá garantida a segurança de que não será identificado e que será mantida a 

sua privacidade e o caráter confidencial das informações concedidas. 

f) A amostra biológica será coletada com total responsabilidade e custo dos 

pesquisadores. A coleta de seu sangue será única e feita com material descartável, 

sendo necessário apenas um pequeno furo com agulha em veia do seu braço, o que 

pode, de fato, ser um procedimento desconfortável, mas apenas pela “picada” com a 

agulha. 

g) O sangue doado por você não será empregado na realização de pesquisas de outra 

natureza sem sua autorização. 

h) Será aplicado um questionário visando uma melhor compreensão de sua origem e 

características físicas. Toda informação obtida será mantida em sigilo. 

i) Os resultados da pesquisa serão apresentados em reuniões científicas (simpósios e 

congressos) e serão publicados em revistas científicas especializadas. 
 

 

 

 
 

Assinatura do pesquisador responsável 

 

 

 
Eu,   , RG n o 

  , residente na 

     nº  , 

cidade de  , telefone   abaixo assinado, 

tendo recebido as informações acima e ciente dos meus direitos, concordo em participar da 

pesquisa por livre e espontânea vontade. Declaro ainda que recebi uma cópia deste termo de 

consentimento assinada pelo pesquisador responsável. 

 

Tendo ciência do exposto acima, assino abaixo. 

 

Ribeirão Preto,  de  de 20  . 
 

 

 

 

 

 
 

Assinatura do doador 
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA 

ARMAZENAMENTO DE MATERIAL BIOLÓGICO 

Nome da pesquisa: Sequenciamento de nova geração de genes envolvidos na biossíntese 

de melanina em amostra da população brasileira. 

Pesquisador responsável: Prof. Dr. Celso Teixeira Mendes Junior 

Endereço para contato: Av. Bandeirantes, 3900; CEP: 14040-901, Ribeirão Preto - SP 

Departamento de Química, FFCLRP-USP Telefone: (16) 3602- 

0417 

 
Prezado (a) doador (a), 

Como você concordou em participar da pesquisa “Sequenciamento de nova geração 

das regiões regulatórias de dez genes envolvidos na biossíntese de melanina em amostra da 

população brasileira”, solicito agora uma nova autorização para que possamos armazenar 

parte do material biológico processado, para uso em pesquisas futuras desta mesma natureza, 

isto é, envolvendo a análise de outros genes e marcadores genéticos (polimorfismos do 

DNA). 

Caso concorde, seu material biológico será armazenado sob minha responsabilidade 

em um freezer localizado em meu laboratório, compondo Biorrepositório devidamente 

registrado junto ao Comitê de Ética em Pesquisa desta Instituição. Este Biorrepositório será 

futuramente transformado em Biobanco, conforme determinação do Conselho Nacional em 

Saúde. Os seguintes aspectos lhe serão esclarecidos para que você decida sobre esta 

autorização voluntária: 

a) Você tem a liberdade de decidir se seu material será armazenado. 

b) Você terá a liberdade de retirar o seu consentimento a qualquer momento sem 

que isso lhe traga prejuízo algum ou qualquer tipo de constrangimento. 

c) O armazenamento não lhe trará qualquer custo. A amostra biológica será 

armazenada com total responsabilidade e custo dos pesquisadores. 

d) Toda nova pesquisa a ser realizada com o material armazenado será submetida 

para aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) institucional e, quando 

for o caso, da Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP). 

e) Caso deseje, você tem o direito de ser consultado sempre que houver intenção 

de uso de seu material biológico em pesquisas futuras, para que eu autorize ou 

não autorize sua nova utilização. 

f) Você terá a garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento 

a qualquer dúvida acerca do seu material biológico, condições de 

armazenamento e sua utilização em outros projetos de pesquisa. Isso poderá ser 

feito a qualquer momento. Nós temos o compromisso de proporcionar 

informações atualizadas durante o estudo, ainda que esta possa influenciar a sua 

vontade de continuar autorizando a sua participação. 

g) Você terá garantida a segurança de que não será identificado e que será mantida 

a sua privacidade e o caráter confidencial das informações concedidas. Toda 

informação obtida será mantida em sigilo. 

h) Você tem o direito de ser informado sobre eventual perda ou destruição de suas 

amostras biológicas, bem como sobre eventual encerramento do Biorrepositório. 

142 



107 

 

 

 

 

i) Os resultados de novas pesquisas serão apresentados em reuniões científicas 

(simpósios e congressos) e serão publicados em revistas científicas 

especializadas. 
 

 

 

 
 

Assinatura do pesquisador responsável 

 

 

 
Eu,  , RG no   , 

residente  na    nº  , 

cidade   de   ,   telefone        

abaixo assinado, tendo recebido as informações acima e ciente dos meus direitos, concordo 

com o armazenamento de meu material biológico por livre e espontânea vontade. 

 

Declaro ainda que: 

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

meu material biológico em pesquisas futuras. 

( ) dispenso o direito de ser consultado quando houver intenção de uso de meu 

material biológico em pesquisas futuras, autorizando automaticamente seu uso em 

estudos desta mesma natureza, isto é, envolvendo a análise de outros genes e 

marcadores genéticos (polimorfismos do DNA). 

 

Atesto que recebi uma cópia deste termo de consentimento assinada pelo pesquisador 

responsável. Tendo ciência do exposto acima, assino abaixo. 

 

 

 
Ribeirão Preto,       de  de 20 . 

 

 

 

 
 

Assinatura do doador
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ANEXO C - PROTOCOLO DE ANÁLISE LABORATORIAL (HALOPLEX) PARA 

SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERAÇÃO 
 

Laboratório de Pesquisas Forenses e Genômicas 

Departamento de Quí mica – FFCLRP/USP 

 
Protocolo de análise laboratorial (HaloPlex) para 

sequenciamento de nova geração 

 
Oliveira MLG, Marcorin L, Pereira ALE, Debortoli G, 

Fracasso NCA, Silva GV, Mendes-Junior CT 

Versa o 1 – Outubro de 2016 

 

Adaptado de: Oliveira MLG. Sequenciamento de nova geração do gene IRF4: identificação 

da variação associada a fenótipos de pigmentação na população brasileira. 

Dissertação de Mestrado apresentada à Faculdade de Medicina de Ribeirão   

Preto, Universidade de São Paulo. 2016. 151p. 
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1. EXTRAÇÃO DE DNA GENÔMICO 

Após a coleta, a extração do DNA deve ser realizada a partir das amostras de sangue 

total utilizando o protocolo de salting-out (MILLER; DYKES; POLESKY, 1988a) com 

modificações. 

O sangue coletado e mantido em tubo Vacutainer® com EDTA é transferido para um 

tubo falcon graduado de 50mL, ao qual é adicionado tampão de Lise I gelado (Tris-HCl 

0,01M pH 7,5; Sacarose 0,3M; MgCl2 0,005M; Triton 1%; H2O qsp) até completar o volume 

de 45mL. De forma a lisar as hemácias, o conteúdo é delicadamente misturado por inversão 

e centrifugado durante 15 minutos a 5000rpm em centrífuga 5430 R (Eppendorf AG). A 

extração prossegue com o botão de células obtido, o qual deve ser ressuspendido em 4,5mL 

de tampão de Lise II (NaCl 0,075M, EDTA 0,024M, H2O qsp, pH 8), 125µL de SDS 10% e 

1,1mL de perclorato de sódio (5M) e vortexado a temperatura ambiente por 10 segundos 

para rompimento dos glóbulos brancos. Para lisar as proteínas, são adicionados 2mL de NaCl 

6M (saturado) ao tubo falcon, que é vortexado a temperatura ambiente por 15 segundos. A 

seguir, o conteúdo é centrifugado por 15 minutos a 5000rpm em centrífuga 5430 R 

(Eppendorf AG). O sobrenadante é transferido para um novo tubo falcon de 50mL, ao qual 

é adicionado 5mL de isopropanol absoluto a temperatura ambiente (Merck Millipore, 

Darmstadt, Alemanha) e homogeneizado por inversão até que o DNA se separe e fique 

suspenso na solução. 

Finalmente, o DNA é retirado com o auxílio de uma pipeta estéril e transferido para 

um microtubo de 1,5mL contendo 1mL de etanol (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha) 

70% gelado. O microtubo é então centrifugado por 5 minutos a 5000rpm em centrífuga 

MiniSpin Plus (Eppendorf AG), e o sobrenadante descartado a seguir. O microtubo é deixado 

em centrífuga a vácuo (Concentrator plus, Eppendorf AG) durante 5min para remoção 

completa do etanol. Por fim, o DNA aderido ao microtubo é dissolvido em 200µL de água 

MilliQ, mantido na geladeira por 1 semana e posteriormente armazenado a -20ºC no banco 

de amostras do laboratório. 

 

 
2. QUANTIFICAÇÃO E VERIFICAÇÃO DA QUALIDADE DO DNA 

O NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.) é utilizado para avaliar o 

grau de contaminação do material genômico por proteínas e para estimativa inicial da 

concentração de DNA. É importante que as amostras possuam uma razão OD 260/280 
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variando de 1,8 a 2,0. Além disso, é realizada a eletroforese em gel de agarose, a fim de 

verificar o grau de degradação do material, considerando como indicativo de degradação 

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

Na sequência, as amostras são quantificadas através de fluorescência por meio do 

Qubit™ dsDNA BR Assay (Life Technologies). Para isso, o DNA genômico é diluído em 

água MilliQ em uma proporção de 1:10. Inicialmente, é preciso fornecer ao instrumento uma 

curva padrão. Para tanto, o corante (fluoróforo) para dsDNA é diluído no buffer do Qubit 

(1:200) e 10µL dos padrões (1 e 2) são diluídos em 200µL da solução anterior. Realizada a 

leitura dos padrões, uma curva padrão é estabelecida, a partir da qual é calculada a 

concentração da amostra original, com base no volume adicionado para leitura. 

Conhecendo agora a concentração das amostras, essas são diluídas à concentração de 

5ng/µL, no intuito de normalizar as amostras a uma concentração compatível para a 

montagem das bibliotecas de fragmentos. 

 

 
3. PREPARO DOS REAGENTES PARA ENRIQUECIMENTO DE ALVO 

Regiões alvo, incluindo a sequência promotora, CDS (Coding DNA Sequence), 

5’UTR e 3’UTR de genes humanos, além de outras regiões de interesse, foram submetidas 

ao ensaio in silico de desenho de sondas para captura de DNA alvo utilizando o aplicativo 

SureDesign da Agilent Technologies 

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

SureDesign tomou como referência as coordenadas dos genes em questão junto ao release 

hg19/GRCh37 do genoma humano. Visando a cobertura de 284.367pb, um total de 12.131 

sondas foi desenhado, abrangendo 99,63% de tal extensão. Devido à distribuição dos sítios 

de restrição utilizados posteriormente no preparo das bibliotecas, as sondas desenhadas 

capturam uma região de 488.658pb, que garante o sequenciamento parcial dos introns 

flanqueadores dos exons alvo. 

 

 
4. ENRIQUECIMENTO DO ALVO E PREPARO DA BIBLIOTECA 

Após a quantificação, cada amostra de DNA é processada individualmente, gerando 

uma biblioteca contendo todos os amplicons. A captura das regiões-alvo utiliza reagentes do 

kit de enriquecimento de alvo customizado HaloPlex (Agilent Technologies) e segue o 

protocolo sugerido pelo fabricante. Resumidamente, o protocolo consiste dos seguintes 

https://earray.chem.agilent.com/%20suredesign/home.htm
https://earray.chem.agilent.com/%20suredesign/home.htm
https://earray.chem.agilent.com/%20suredesign/home.htm
https://earray.chem.agilent.com/%20suredesign/home.htm
https://earray.chem.agilent.com/%20suredesign/home.htm
https://earray.chem.agilent.com/%20suredesign/home.htm
https://earray.chem.agilent.com/%20suredesign/home.htm
https://earray.chem.agilent.com/%20suredesign/home.htm
https://earray.chem.agilent.com/%20suredesign/home.htm
https://earray.chem.agilent.com/%20suredesign/home.htm
https://earray.chem.agilent.com/%20suredesign/home.htm
https://earray.chem.agilent.com/%20suredesign/home.htm
https://earray.chem.agilent.com/%20suredesign/home.htm
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passos: 1) digestão do DNA genômico com enzimas de restrição; 2) hibridação dos 

fragmentos de DNA a sondas biotiniladas cujos finais são complementares a esses 

fragmentos-alvo (durante esse passo os fragmentos são circularizados e índices, que irão 

identificar cada indivíduo durante o sequenciamento, são adicionados); 3) captura dos 

fragmentos-alvo utilizando beads magnéticas recobertas por estreptavidina; 4) ligação dos 

fragmentos circularizados; 5) amplificação por PCR dos fragmentos-alvo capturados para 

montagem da biblioteca. 

 

 
4.1. Digestão e hibridação do DNA 

 

A digestão das amostras é feita conforme indicações do fabricante, com algumas 

modificações (HaloPlex Target Enrichment System For Illumina Sequencing, Agilent 

Technologies, 2013). Um total de 225ng (45μL de uma solução 5ng/μL) de DNA genômico 

de cada amostra e do Enrichment Control DNA (ECD), no volume total de 45µL, é separado 

e reservado em gelo. 

Digestão: Para o mix de restrição, preparado para lotes de 12 amostras (11 amostras 

de DNA genômico e outra de ECD), são misturados 476µL de RE buffer e 11,9µL de BSA e 

esse conteúdo é distribuído em 8 tubos. Em cada um dos 8 tubos é adicionado um par de 

enzimas de restrição (7µL de cada). Cada amostra é digerida pelos 8 pares de enzima 

separadamente. Para isso, cada amostra é distribuída em 8 tubos (5μL por tubo) onde são 

adicionados 5μL dos mixes contendo as enzimas de restrição resultando, para um total de 12 

amostras, em 96 tubos de digestão que são incubados no termociclador (SureCycler 8800 

Thermal Cycler, Agilent Technologies) a 37oC por 30 minutos. 

Hibridação: Para o mix de hibridação são misturados 650µL da Hybridization 

Solution e 260µL das sondas Haloplex em um tubo e 70µL dessa solução é distribuída por 

amostra. Adicionalmente, são diluídos nessa solução 10µL de um dos índices disponíveis 

em cada um dos doze tubos (índices diferentes são utilizados para cada amostra, permitindo 

sua identificação após a mistura das amostras para o sequenciamento). 

O DNA digerido de cada amostra (80µL somando todos os 8 tubos de digestão) é 

então transferido para os microtubos contendo o mix de hibridação (70µL) e seus índices 

correspondentes (10µL). Essas soluções são incubadas a 54oC durante 16 horas. O tempo de 

duração da hibridação é determinado de acordo com a densidade de sondas do ensaio. 

Segundo instruções do fabricante (Haloplex, Agilent Technologies), ensaios que atingem 
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cobertura de entre 500kb - 5Mb exigem 16 horas de hibridação, enquanto que ensaios com 

cobertura de entre 1-500kb exigem apenas 3 horas de hibridação. Apesar de o presente ensaio 

estar voltado para a cobertura de apenas 488,7kb, os ensaios iniciais demonstraram a 

necessidade de um tempo de hibridação de 16 horas. 

 

 
4.2. Captura, ligação, eluição e PCR 

 

Captura: A captura dos fragmentos hibridados é feita com o uso de 520µL de beads 

magnéticas recobertas por estreptavidina. Com o auxílio de uma placa magnética 

(DynaMag™-2 Magnet, Life Technologies), o sobrenadante da solução de beads é removido 

e substituído por 520µL de Capture Solution. Deste conteúdo, 40µL é adicionado a cada 

solução de DNA hibridizado (160µL) e após 15min de incubação em temperatura ambiente, 

os tubos contendo as soluções são colocados junto a uma placa magnética de 96 poços 

(Agencourt SPRIPlate 96R, Beckman Coulter) para a remoção do sobrenadante. A seguir, 

adiciona-se 100µL de Wash Solution por amostra, e essa solução é incubada no termociclador 

a 46oC por 10min. Após esse período, o sobrenadante é novamente removido. 

Ligação: Procedendo com a ligação e circularização dos fragmentos alvo, adiciona- 

se 617,5µL de Ligation Solution e 32,5µL de DNA ligase e distribuí-se 50µL dessa solução 

a cada amostra hibridada e capturada. A solução é então incubada a 55oC por 10min. 

Eluição: A seguir, lavamos o conteúdo de DNA ligado com 100µL de SSC buffer, 

retirando o sobrenadante ao final da etapa com o auxílio da placa magnética. Para eluir o 

DNA das beads adicionamos 25µL de NaOH (50mM) e encubamos em temperatura 

ambiente por 1min.. 

PCR: Com o auxílio da placa magnética, coletamos o DNA eluído num total de 20µL 

por amostra e o transferimos para tubos contendo mix de PCR. Tal mix para a reação de PCR 

é preparado com 209,3µL de água MilliQ, 130µL de 5X Herculase II Reaction Buffer, 5,2µL 

de dNTPs (100mM, 25mM para cada dNTP), 13µL de cada um dos primers forward e 

reverse (25µM), 6,5µL de ácido acético (2M) e 13µL da polimerase Herculase II Fusion, 

somando um total de 30µL por amostra. O volume final da reação é de 50µL por amostra. 

As condições de ciclagem da PCR seguem uma etapa inicial de desnaturação por 10 minutos 

a 98oC, seguida por 20 ciclos de 98oC por 30 segundos, 60oC por 30 segundos e 72oC por 1 

minuto, e um passo final a 72oC por 10 minutos. Após o término da reação de PCR o produto 

é mantido a 8oC. 
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4.3. Purificação da biblioteca 

 

Os produtos de PCR são então purificados utilizando AMPure XP beads (Beckman 

Coulter) de acordo com as instruções da Agilent Technologies. Um total de 40µL do produto 

de PCR é misturado a 100µL de AMPure XP beads mais 40µL de água MilliQ por amostra. 

A seguir, essa solução é colocada junto à placa magnética para remoção do sobrenadante e 

é lavada duas vezes com álcool 70%, que é completamente removido ao final. Então, 

adicionamos 40µL de Tris-HCl (pH = 8,0) para eluir o DNA capturado pelas AMPure XP 

beads. O produto final de 40µL é armazenado a -20 oC. 

 

 
5. CONTROLE DE QUALIDADE E QUANTIFICAÇÃO DA BIBLIOTECA 

A qualidade das bibliotecas é um dos principais determinantes para o sucesso da 

corrida de sequenciamento. Bibliotecas de fragmentos que não correspondem à distribuição 

de tamanho recomendada podem levar a uma baixa cobertura ou à falha de cobertura em 

determinadas porções das sequências alvo (CHER, 2011). 

O controle de qualidade das bibliotecas é feito através do sistema de eletroforese 

capilar 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) utilizando um chip de alta-sensibilidade. A 

eletroforese é capaz de separar os fragmentos com base no tamanho, permitindo dessa forma 

avaliar a qualidade das bibliotecas geradas. É esperado para este ensaio que as bibliotecas 

apresentem um perfil de picos variando de 175 a 625pb, conforme previsto por um 

eletroferograma padrão (Figura 1). A partir da seleção manual da faixa de fragmentos 

gerados (175 a 625pb) é possível obter a concentração (em pg/μL e pmol/L) referente a este 

intervalo, sendo a molaridade utilizada para a quantificação de cada uma das bibliotecas para 

composição adequada do pool de bibliotecas para o sequenciamento. Adicionalmente, as 

bibliotecas individuais podem ser quantificadas por fluorescência (Qubit™ dsDNA BR 

Assay, Life Technologies) para composição adequada do pool de bibliotecas para o 

sequenciamento. 
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Figura 1: Perfil de picos esperado no eletroferograma para as bibliotecas de fragmento deste ensaio. Tal 

eletroferograma é produzido pela Agilent Technologies durante a avaliação do kit Haloplex customizado por 

meio de ensaio in silico de desenho de sondas para captura de DNA alvo utilizando o aplicativo SureDesign. 

Para leitura correta no 2100 Bioanalyzer é crítico que os 13 picos previstos no ladder sejam identificados, que 

os picos do menor (35pb) e do maior (10380pb) marcador apresentem um tempo de corrida correspondente 

entre as amostras analisadas e o ladder e que as linhas de base sejam planas (CHER, 2011). 

 

 

6. SEQUENCIAMENTO 

 

Como descrito no item anterior, a partir das concentrações obtidas no 2100 

Bioanalyzer e Qubit, prepara-se soluções a 4nM de biblioteca, de maneira que cada 

biblioteca tenha a mesma representatividade. O 2100 Bioanalyzer é utilizado também para 

quantificação deste pool final de bibliotecas. O pool final de bibliotecas pode ser 

adicionalmente quantificado por fluorescência (Qubit™ dsDNA BR Assay, Life 

Technologies) ou PCR em tempo real (ViiA™ 7 Real-Time PCR System, Applied 

Biosystems). Na PCR quantitativa em tempo real (qPCR), através da construção de uma 

curva padrão, é possível determinar a quantidade absoluta de DNA nas amostras a serem 

sequenciadas (Applied Biosystems ViiA™ 7 Real-Time PCR System. User Guide. Life 

Technologies, 2010, 262p). 

A seguir, 5µL do pool de bibliotecas a 4nM são desnaturados pela adição de 5µL de 

NaOH (0,2M) e 990µL de Hybridization Buffer (HT1) para obtenção de uma biblioteca a 

20pM, que é diluída com HT1 para que se chegasse à 600μL de uma solução de concentração 
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16pM. Essa solução é inserida no cartucho de sequenciamento do MiSeq Personal Sequencer 

(Preparing Libraries for Sequencing on the MiSeq, California, USA, Illumina, Inc, 2013, 

14p). 

Antes de iniciar o sequenciamento é preciso carregar uma SampleSheet ou planilha 

de amostras (*.csv) contendo as informações necessárias para configurar a corrida, as quais 

correspondem à lista de amostras a serem sequenciadas e às sequências dos índices utilizados 

em cada amostra. 

Durante o sequenciamento, as moléculas de DNA fita simples se ligam à superfície 

da flow cell por meio dos adaptadores presentes em suas extremidades. O sequenciamento 

ocorre a partir da síntese da fita complementar ao fragmento ligado na flow cell utilizando 

didesoxinucleotídeos marcados com fluoróforos específicos para cada base (A, T, C e G). O 

software Bustard relaciona então a fluorescência emitida após cada incorporação ao 

didesoxinucleotídeo correspondente com o cluster de fragmentos fixados à região que emitiu 

o sinal. No caso do sequenciamento usando reagentes MiSeq Reagent Kit V3 (600 cycle), são 

realizados 301 ciclos em leituras do tipo paired-end (cada fragmento é sequenciado tanto na 

fita forward quanto na reverse) perfazendo um total de 2x301 ciclos de leitura, além de 8 

ciclos referentes à leitura do índice incorporado em cada fragmento capturado, o que 

relaciona de maneira unívoca o fragmento a uma determinada amostra. 
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1. ANÁLISE DE DADOS DE SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERAÇÃO 

O fluxograma de análises no NGS pode ser sumarizado em três fases principais: a 

fase primária, que consiste na geração dos dados no formato FastQ, a fase secundária, que 

compreende a aplicação de filtros de qualidade e o alinhamento a um genoma de referência 

e a fase terciária, que compreende o processo de determinação das variantes através de 

comparação das sequências alvo a um genoma de referência. 

 
1.1. Análise primária 

O processamento dos dados segue passos gerais pré-estabelecidos, de acordo com o 

objetivo pretendido, e tem início no base calling (ou a interpretação da imagem obtida a 

partir do sequenciador), quando são gerados os dados brutos do sequenciamento no formato 

base call (*.bcl). Estes dados são então disponibilizados através do ambiente de computação 

em nuvem da Illumina, BaseSpace (https://basespace.illumina.com), no formato FastQ 

(*.fastq.gz), o qual possui uma pontuação de qualidade associada (Q-score) a cada base 

sequenciada. 

Essa pontuação de qualidade, também denominada Phred-score por ter sido 

introduzida como convenção pelo programa Phred (EWING et al., 1998), se relaciona à 

probabilidade de erro na determinação de uma base. A medida se baseia na fórmula a seguir, 

onde dado a determinação de uma base X, a probabilidade de que X não seja verdadeira 

(P(X)) é expressa pela relação Q(X) = -10 log10 (P(X)) ou P(X) = 10-Q(X)/10. Assim, um Q30 

indica probabilidade de ocorrência de um erro a cada 1.000 bases determinadas. 

Cada arquivo FastQ é nomeado como no exemplo a seguir, onde PIG0001 representa 

o nome da amostra, S1 representa o número da amostra e indica neste exemplo que esta é a 

primeira amostra listada na SampleSheet, L001 indica o número da linha que a amostra ocupa 

na flow cell, sendo sempre o mesmo, já que a flow cell utilizada possui apenas uma linha, 

R1 e R2 indicam que o arquivo é composto por reads forward e reverse, respectivamente, 

enquanto o último segmento 001 sempre recebe essa denominação: 

 
PIG0001_S1_L001_R1_001.fastq.gz 

PIG0001_S1_L001_R2_001.fastq.gz 

 
 

1.2. Análise secundária 

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

alinhamento dos fragmentos sequenciados a um genoma de referência. 

https://basespace.illumina.com/
https://basespace.illumina.com/
https://basespace.illumina.com/
https://basespace.illumina.com/
https://basespace.illumina.com/
https://basespace.illumina.com/
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1.2.1. Avaliação da qualidade 

Em um primeiro momento, é importante verificar a qualidade das reads 

sequenciadas, a fim de garantir que os dados não apresentem problemas que poderiam afetar 

o passo seguinte de mapeamento. Para tanto, pode ser empregado o software FastQC 

(ANDREWS S., 2010), o qual utiliza um arquivo FastQ para gerar um relatório completo da 

qualidade das sequências (Figura 1a). A partir dos resultados apresentados é possível decidir 

por estratégias que melhorem a qualidade dos dados gerados. 

 
 

Figura 1: Gráfico de distribuição da qualidade por base no programa FastQC. Cada coluna apresenta um boxplot com os 

valores de qualidade média das bases incorporadas em todas as reads em um determinado ciclo. Como pode ser observado 

em (a) ocorre uma diminuição da qualidade (Q<30) das reads não-processadas a partir dos ciclos 150-154. O eixo Y 

apresenta os scores de qualidade, sendo dividido conforme cores que indicam: verde (boa qualidade), laranja (qualidade 

razoável) e vermelho (baixa qualidade). (b) Após processadas pelo cutadapt, foi obtida uma maior proporção das reads 

com qualidade desejável, ainda que a partir dos ciclos 225-229 tenha ocorrido uma diminuição da qualidade, o que, no 

entanto, é comum para ensaios da Illumina. 

 

1.2.2. Trimagem 

Sequências de adaptadores, bem como bases diagnosticadas com baixo Q-score 

devem ser retiradas das extremidades das reads, em um processo referido como trimagem. 

As sequências obtidas podem ser trimadas de diversas maneiras: por tamanho, qualidade ou 

a partir de sequências conhecidas. 

A trimagem por qualidade parte do princípio de que é preferível trabalhar com 

sequências menores de maior qualidade, removendo sequências de bases na extremidade da 

read que tenham uma qualidade abaixo do limite estabelecido como adequado. A partir do 

que pôde ser observado no relatório gerado pelo FastQC optou-se por realizar a trimagem 

apenas pelos adaptadores paired-end TruSeq da Illumina utilizados no sequenciamento. 

No processo de sequenciamento Illumina, todos os clusters são sequenciados 

seguindo o número de ciclos previstos pelo kit de reagentes utilizado (no caso, 2x301 ciclos). 

Mesmo que um cluster inclua um pequeno fragmento a ser sequenciado, os ciclos de 

a b 
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sequenciamento não são interrompidos, continuando até alcançar o número total de ciclos. 

Como consequência, as reads geradas como output podem conter, além das sequências alvo 

(caso essas sejam menores que o número de ciclos), as sequências dos adaptadores do outro 

extremo do fragmento. Caso ainda restem ciclos após o sequenciamento dos adaptadores, 

leituras adicionais continuam sendo feitas, embora com qualidade extremamente baixa, uma 

vez que nucleotídeos inexistentes são aleatoriamente identificados (possivelmente devido à 

fluorescência de diferentes nucleotídeos não incorporados e não retirados durante a 

lavagem). Logo, é preciso encontrar e remover esses adaptadores, o que resultará, 

consequentemente, na remoção das bases incorporadas aleatoriamente. 

Em função da construção realizada pelo Haloplex (PCR primer --- Illumina adaptor 

--- TARGET --- Illumina adaptor --- Barcode --- PCR primer), ao remover as sequências dos 

adaptadores de uma read podemos remover tudo o que existe depois dessas sequências, neste 

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

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

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

 
cutadapt -e 0.2 -a AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC -A 

AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGTAGATCTCGGTGGTCGCCGTATCATT 

-o 

sample.trimmed.r1.fastq -p sample.trimmed.r2.fastq input.raw.r1.fastq input.raw.r2.fastq 

 
Tabela 1: Descrição dos componentes da linha de comando executada no cutadapt 

 

Comandos utilizados no cutadapt Função do comando executado 

-e 0.2 indica o nível máximo de tolerância de erros 

(mismatches, inserções e deleções) entre as 

sequências dos adaptadores e sequências 

presentes nas reads, para que uma sequência 
adaptadora seja efetivamente trimada. 

-a indica que o parâmetro a seguir se refere à 

sequência do adaptador forward. 

-A indica que o parâmetro a seguir se refere à 

sequência do adaptador reverse. 

-o indica o arquivo output da primeira read do 

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

 
Tal procedimento resultou em melhorias significativas na qualidade média das reads 

processadas (Figura 1b). 
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1.2.3. Alinhamento ao genoma de referência 

Estando as reads processadas, o próximo passo é mapeá-las contra um genoma de 

referência. A maior parte dos programas de alinhamento disponíveis usam um dentre os 

seguintes algoritmos de mapeamento: baseado em hash ou na transformação de Burrows- 

Wheeler (BWT). Estes algoritmos irão construir um arquivo de alinhamento com base nos 

dados de single-end e em uma análise seguinte utilizarão os dados de paired-end para refinar 

os alinhamentos gerados. 

Para fazer o alinhamento pode ser utilizado o BWA (LI; DURBIN, 2009), o qual 

utiliza um algoritmo do tipo BWT, que tem como principal vantagem o menor consumo de 

memória. O BWA é um pacote de softwares, que consiste em três algoritmos, que são 

chamados por diferentes comandos: aln/samse/sampe para o BWA-backtrack, bwasw para o 

BWA-SW e men para o BWA-MEM. 

Antes de realizar o alinhamento, porém, é preciso indexar o genoma de referência 

por meio do índice FM (FERRAGINA et al., 2004). Neste caso, utilizamos um genoma já 

indexado (Homo sapiens, UCSC, hg19), disponibilizado pela Illumina através do iGenomes 

em: https://support.illumina.com/sequencing/ sequencing_software/igenome.html. Pode-se 

também indexar localmente o genoma de interesse por meio de ferramentas específicas. Para 

tanto, é necessário gerar três diferentes arquivos, arquivo índice, arquivo fasta índice e um 

dicionário de sequência, os quais podem ser obtidos por meio dos programas BWA, Samtools 

e Picard, respectivamente. 

O algoritmo utilizado para realizar o alinhamento é o BWA-MEM em função da sua 

especificidade para sequências com tamanho entre 70 e 1Mb e por ser mais rápido e acurado 

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

 
bwa mem -t 6 -R '\@\R\G\\tID:sampleID\tLB:sampleLB\tSM:tag\tPL:illumina\tPU:sample P' 

/path/to/reference/hg19.fa 

sample.trimmed.r1.fastq sample.trimmed.r2.fastq 

> mapped.sample.sam 

https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_%20software/igenome.html
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_%20software/igenome.html
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_%20software/igenome.html
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_%20software/igenome.html
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_%20software/igenome.html
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_%20software/igenome.html
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_%20software/igenome.html
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_%20software/igenome.html
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_%20software/igenome.html
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_%20software/igenome.html
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_%20software/igenome.html
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Tabela 2: Descrição dos componentes da linha de comando executada no BWA. 

 

Comandos utilizados no BWA Função do comando executado 

-t number of threads (número de processos com 

um endereço/espaço compartilhado no Linux). 

-R indica que o parâmetro a seguir se refere à linha 
do cabeçalho de determinado grupo de reads. 

\t comando convertido em TAB no output SAM, a 

fim de separar adequadamente os campos. 

\@\R\G\\ identifica o cabeçalho de cada grupo de reads. 

Permite ainda que o arquivo BAM possa ser lido 

pelo GATK. 

ID identifica a qual grupo de reads cada read 

pertence. O ID permite que ao invés de ter que 

lidar com múltiplos grupos de dados, se passe a 

lidar com apenas um. Assim, a informação sobre 

o grupo de reads permite a identificação dos 

dados de diferentes experimentos, ainda que eles 

estejam combinados em um arquivo único. Cada 

linha @RG deve conter um ID único. Logo, 

todas as reads de um mesmo grupo são 

consideradas como parte da mesma corrida de 

sequenciamento e indicam a linha que ocupam 

nessa corrida. Por exemplo: ID: FLOWCELL1. 
LANE2. 

LB identificador da biblioteca de DNA. 

SM nome da amostra sequenciada em determinado 

grupo de reads. Todo dado que tiver um mesmo 

valor SM será tratado como pertencendo a uma 

mesma amostra. 

PL identifica a plataforma de sequenciamento 

utilizada. 

PU denominação alternativa do grupo de reads. 

Mantém a informação sobre a linha onde a 

amostra se encontra na flow cell. Essa 

designação não é exigida pelo GATK, mas 

prevalece sobre o ID caso seja executada uma 
recalibração de base. 

/path/to/reference/hg19.fa identifica o caminho a ser seguido para consulta 

ao genoma de referência 

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

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

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

mapeamento para o arquivo SAM especificado. 

 
Como output do comando acima é gerado um arquivo SAM (*.sam). Porém, uma vez 

que os arquivos SAM são arquivos de texto que ocupam muito espaço no disco rígido, e para 

que as informações sobre mapeamento pudessem ser visualizadas, esse arquivo pode ser 

convertido para o formato BAM (*.bam). 
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1.2.3.1. SAM 

O formato SAM (Sequencing Alignment/Map) (LI et al., 2009) é um arquivo baseado 

em texto, utilizado como output por diversos programas de alinhamento. Cada linha no 

arquivo SAM armazena informações sobre uma read mapeada contra um genoma de 

referência. 

Arquivos SAM possuem uma seção com o cabeçalho (que é opcional) e uma seção 

de alinhamento. As linhas no cabeçalho iniciam com “@” seguido por um código de duas 

letras. Por sua vez, cada read alinhada à referência é representada em uma linha da seção de 

alinhamento. 

Podem estar presentes ainda linhas opcionais com marcações predefinidas (The 

SAM/BAM Format Specification Working Group, Sequence Alignment/Map Format 

Specification, 2015, http://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf). Algumas destas 

marcações são geradas pelo BWA (aquelas começando com “X”). 

 
1.2.3.2. BAM 

O formato BAM (Binary Alignment/Map) é a versão binária compactada de um 

arquivo SAM, indexável e amplamente utilizado para representar as sequências após o 

alinhamento. A compactação em blocos (chamada BGZF) de um arquivo BAM permite além 

da diminuição do espaço de armazenamento o carregamento parcial do arquivo, o que é 

bastante utilizado em programas de visualização como o IGV ou o UCSC Genome Browser. 

A conversão do arquivo SAM em BAM gera um arquivo com as mesmas informações

 e pode ser realizada através do programa SAMtools 

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

desses arquivos. 

Para visualizar o arquivo BAM e permitir sua utilização pelos softwares de 

determinação de variantes, é preciso ordenar os alinhamentos de acordo com a posição 

genômica. O comando a seguir é utilizado para realizar a conversão de SAM em BAM e a 

ordenação do arquivo BAM: 

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

 
 

O nome do arquivo gerado pelo comando seguiu o formato a seguir, onde PIG0001 

representa o nome da amostra e sorted indica que o arquivo BAM gerado se encontra 

ordenado: 

http://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf
http://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf
http://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf
http://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf
http://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf
http://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf
http://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf
http://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf
http://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf
http://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf
http://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf
http://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf
http://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf
http://samtools.sourceforge.net/
http://samtools.sourceforge.net/
http://samtools.sourceforge.net/
http://samtools.sourceforge.net/
http://samtools.sourceforge.net/
http://samtools.sourceforge.net/
http://samtools.sourceforge.net/
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PIG0001.sorted.bam 

 
 

Arquivos BAM armazenam as mesmas informações que um arquivo SAM e possuem 

uma seção de cabeçalho, que contém informações gerais sobre o arquivo como nome, 

tamanho da amostra, método de alinhamento utilizado e uma seção com o alinhamento 

propriamente dito contendo nome, sequência e qualidade da read, além de marcações 

personalizadas. 

Os arquivos BAM devem ainda ser indexados, permitindo uma pesquisa rápida no 

arquivo ordenado. Um índice de correspondência do arquivo BAM em questão em relação 

às coordenadas de referência será identificado pela terminação (*.bam.bai). O comando a 

seguir permitiu gerar um arquivo indexado: 

 
samtools index sorted.mapped.sample.bam 

 
 

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

 
 

PIG0001.sorted.bam.bai 

 
 

Uma vez ordenados e indexados, os arquivos BAM puderam ser visualizados através 

de um visualizador externo. Neste trabalho utilizamos o Integrative Genomics Viewer (IGV) 

2.3.67, um programa em java disponibilizado pelo Broad Institute (ROBINSON et al., 2011; 

THORVALDSDOTTIR; ROBINSON; MESIROV, 2013). 

 
1.3. Análise terciária 

1.3.1. Determinação de variantes 

Em um projeto de sequenciamento, o passo seguinte ao mapeamento é a detecção das 

diferenças entre as regiões genômicas sequenciadas e o genoma de referência (determinação 

de variantes). Um programa amplamente utilizado para análise dos dados de NGS é o 

Genome Analysis Toolkit (GATK) v.3.5, disponibilizado pelo Broad Institute (DEPRISTO 

et al., 2011; MCKENNA et al., 2010a; VAN DER AUWERA et al., 2013). 

O programa apresenta uma estrutura modular e é dividido em diversas análises, as 

quais são reunidas junto a um framework em um arquivo java (*.jar). Para ter acesso à lista 

de análises disponíveis é utilizado o comando: 
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java -jar GenomeAnalysisTK.jar 

 
 

Já para realizar uma análise específica é utilizado o comando: 

 
 

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

 
 

Para realizar a determinação de SNPs e indels as ferramentas HaplotypeCaller com o 

parâmetro --emitRefConfidence GVCF e UnifiedGenotyper do GATK podem ser utilizadas. 

O HaplotypeCaller considera simultaneamente todas as amostras a serem analisadas e, ao 

encontrar uma região apresentando sinais de variação (região ativa), o programa descarta o 

mapeamento preexistente e realiza uma remontagem das reads naquela região. O programa 

realinha então cada sequência contra a sequência de referência com o objetivo de identificar 

potenciais sítios de variação. 

Comparado ao UnifiedGenotyper, o HaplotypeCaller possibilita a nomeação de SNPs 

e indels de forma simultânea. Isso permite que o HaplotypeCaller seja mais preciso quando 

lidando com regiões reconhecidamente problemáticas, como por exemplo, onde são 

encontrados diferentes tipos de variações próximas umas das outras (VAN DER AUWERA 

et al., 2013). 

Por outro lado, o UnifiedGenotyper possui filtros menos restringentes que 

possibilitam encontrar variantes com frequências populacionais mais baixas, principalmente 

em áreas de baixa cobertura, como singletons e alelos raros em polimorfismos multialélicos. 

Porém, essa característica pode resultar em uma taxa alta de falsos positivos. Além disso, 

essa ferramenta faz a leitura das sequências ponto a ponto, não sendo aplicável à 

identificação de indels. Por essas e outras razões, o próprio site do GATK descontinuou as 

atualizações e aposentou a ferramenta UnifiedGenotyper recomendando o uso do 

HaplotypeCaller em seu lugar. 

Devido a utilização do parâmetro --emitRefConfidence GVCF, é gerado para cada 

amostra separadamente um arquivo gVCF (do inglês, genomic variant calling format), onde 

estão dispostas um registro para cada posição (ou intervalo de interesse) independentemente 

de uma variante ser detectada naquele sítio ou não. O uso do gVCF é importante pois permite 

a adição de outros conjuntos de amostra, caso necessite realizar uma análise conjunta. Desta 

forma, pode-se adicionar os arquivos gVCFs de diferentes coortes e realizar a análise de 
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chamada de variantes simultaneamente nestes conjuntos de amostra, aumentando a acurácia 

nesta determinação. 

As seguintes linhas de comando são utilizadas para realizar a nominação das 

variantes (Tabela 3): 

 HaplotypeCaller: 

java -jar GenomeAnalysisTK.jar \ 

-R reference.fasta \ 

-T HaplotypeCaller \ 

-I listofsamples.list \ 

--emiteRefConfidence GVCF \ 

--dbsnp dbSNP.vcf \ 

-L targets.interval_list \ 

-o output.raw.snps.indels.g.vcf \ 

--dontUseSoftClippedBases \ 

-drf DuplicateRead 

 
 UnifiedGenotyper: 

java -jar GenomeAnalysisTK.jar \ 

-T UnifiedGenotyper \ 

-R reference.fasta \ 

-I sample1.bam [-I sample2.bam ...] \ 

--dbsnp dbSNP.vcf \ 

-o snps.raw.vcf \ 

-stand_call_conf [50.0] \ 

-stand_emit_conf 10.0 \ 

[-L targets.interval_list] 

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

 

Comandos utilizados no GATK Função do comando executado 

-R indica o arquivo com o genoma de referência 

-T indica qual ferramenta do GATK será utilizada, 

isto é, HaplotypeCaller ou UnifiedGenotyper 

-I indica arquivo de texto com lista de amostras 
(formato BAM) a ser utilizado pelo GATK 
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--dbsnp indica arquivo (dbSNP.vcf) contendo a 

identificação dos rs de cada ponto de variação 

oficialmente descrito, a ser utilizada para 
preenchimento da coluna ID do output 

-stand_call_conf é o limiar mínimo de confiança (na escala 

Phred) utilizado para separar determinações de 

genótipo realizadas com maior e menor 

confiança. Apenas determinações de genótipo 

emitidas com confiança ≥ limiar mínimo são 

consideradas. O valor default recomendado é 
de 30 
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Continuação Tabela 3: Descrição dos componentes da linha de comando executada no GATK 

 

Comandos utilizados no GATK Função do comando executado 

-stand_emit_conf permite emitir determinações de genótipo com 

baixa qualidade como resultados filtrados 

--emitRefConfidence GVCF indica a produção do arquivo g.vcf para o 
HaplotypeCaller 

-L direciona o GATK a restringir o processamento 

dos dados aos intervalos genômicos 

especificados em um arquivo 

“targets.interval_list”, que indica o 

cromossomo e as coordenadas das posições de 

início e fim em relação ao genoma de 
referência 

-o indica o output, que é um arquivo VCF ou 

gVCF (Variant Call Format) contendo os sítios 

que o algoritmo (UnifiedGenotyper ou 

HaplotypeCaller, respectivamente) identificou 

como sendo variáveis 

--dontUseSoftClippedBases direciona o programa a não analisar bases soft 

clipped (bases não alinhadas nas extremidades 

das reads), o que diminui a determinação de 
falso-positivos 

-drf desabilita a aplicação de filtros à análise 

(DuplicateRead neste caso). 

 
Após gerar os arquivos g.vcf para cada amostra um passo é realizado para combinar 

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

 
java -jar GenomeAnalysisTK.jar \ 

-T GenotypeGVCFs \ 

-R reference.fasta \ 

-I listofsamples.list \ 

-o cohort.g.vcf 

 

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

 

Comandos utilizados no GATK Função do comando executado 

-R indica o arquivo com o genoma de referência 

-T indica qual ferramenta do GATK será utilizada, 

isto é, GenotypeGVCFs 

-I indica arquivo de texto com lista de amostras 

(formato BAM) a ser utilizado pelo GATK 

-o indica o output, que é um arquivo gVCF 

(Variant Call Format) contendo os sítios que o 

algoritmo (HaplotypeCaller) identificou como 

sendo variáveis 
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1.3.1.1. VCF 

O VCF é um formato de arquivo que contém informações sobre variantes 

encontradas em posições específicas em relação a um genoma de referência. O arquivo VCF 

possui um cabeçalho, bastante útil, uma vez que contém uma descrição para os campos 

contidos no arquivo (Tabela 5): 

 
Tabela 5: Descrição dos componentes da seção de cabeçalho de um arquivo VCF 

 

Informações presentes no cabeçalho Descrição das abreviações apresentadas 

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

FILTER identifica quais filtros são aplicados aos dados 

FORMAT e INFO essas linhas definem as anotações contidas nas 

colunas correspondentes a essas informações 

no arquivo VCF 

GATKCommandLine contém a linha de comando utilizada pelo 

GATK para realizar a genotipagem das 

amostras. Essa linha de comando especifica 

todos os parâmetros utilizados pelo variant 

caller, incluindo os nomes do arquivo com o 
genoma de referência e do arquivo BAM 

Contig lines e Reference contém informações como os nomes dos 

fragmentos, tamanho e genoma de referência 

que é utilizado como input para gerar o arquivo 

BAM 

 
Além do cabeçalho, um arquivo VCF contém as linhas com os dados das amostras, 

onde estão contidas em cada linha informações sobre uma única variante. As linhas com os 

dados são listadas seguindo o designado no cabeçalho do arquivo VCF. As oito primeiras 

colunas do arquivo (até INFO) representam as propriedades observadas dos sítios variantes 

(ou invariantes). Informações específicas à amostra são apresentadas na coluna FORMAT e 

nas seguintes. 

As nove primeiras colunas são necessárias para o formato VCF, ainda que possam 

estar vazias. As informações contidas em cada coluna estão apresentadas na Tabela 6. 
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Tabela 6: Descrição dos componentes do corpo de um arquivo VCF 

 

Informações presentes no corpo do 

arquivo 

Descrição das abreviações apresentadas 

CHROM e POS contém as coordenadas genômicas nas quais as 
variantes ocorrem 

ID campo opcional, cujo conteúdo se baseia nas 

informações contidas em um banco de dados 
de referência como o dbSNP 

 

REF e ALT 

identificam o alelo referência e alternativo(s) 

observado(s) na(s) amostra(s). No caso de 

inserções, o alelo ALT fornece a sequência 

inserida, bem como a base anterior à inserção. 

Para deleções, o alelo ALT é representado pela 
base anterior à deleção 

QUAL é a probabilidade de que um polimorfismo 

(REF/ALT) exista de fato neste local indicado. 

No entanto, por ser este valor dependente da 

quantidade de dados analisada ele não 

representa uma medida útil para avaliação da 

qualidade de determinação de uma variante 

FILTER esse campo contém os filtros aplicados aos 

dados analisados. Se a variante passou pelos 

filtros aplicados o valor indicado é PASS. Caso 

nenhum filtro tenha sido aplicado será 
indicado “.” 

INFO informações descrevendo cada variante 

DB associado ao dbSNP 

H3 associado ao HapMap3 

VALIDATED validado por experimentos contínuos 

NA número total de alelos nos genótipos 

identificados 

AC contagem alélica dentre os genótipos do alelo 

ALT, na mesma ordem em que listados 

SVTYPE tipo de variante estrutural (DEL para deleção, 
DUP para duplicação, INV para inversão) 

END posição final ocupada pela variante 

IMPRECISE indica que a posição ocupada pela variante não 

é precisa 

CIPOS/CIEND intervalo de confiança em torno da posição e 

posição final para variantes localizadas com 
baixa precisão 

FORMAT fornece a ordem das informações contidas nas 

colunas seguintes (amostras): 

GT indica o genótipo da amostra em cada sítio. Em 

diploides, são indicados os dois alelos de cada 

indivíduo, sendo “0” indicativo do alelo 

referência e “1” do alelo alternativo. O 
separador (/) indica que os genótipos não estão 

faseados e (|) indica genótipos em fase 

AD representa o número de reads que dá suporte a 

cada um dos alelos (alternativo e/ou 
referência) reportados 
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DP indica o número total de reads que representam 

o genótipo reportado 

GQ indica qual a confiança (escala Phred) da 

determinação de genótipo realizada. Valores 

muito baixos são indicativos de pouca 
confiança no genótipo identificado 

PL é a probabilidade normalizada dos genótipos 

possíveis ou a probabilidade de o genótipo não 

estar correto. Assim, quanto menor o valor 
apresentado aqui, melhor 

HP identificadores de haplótipos eventualmente 

determinados pelo ReadBackedPhasing 

PQ qualidade de faseamento de haplótipos 

eventualmente  determinados  pelo 
ReadBackedPhasing 

 

1.3.2. Remoção de genótipos de baixa qualidade 

Alguns dos genótipos considerados pelo HaplotypeCaller e UnifiedGenotyper 

podem não ser verdadeiros, principalmente quando a genotipagem se refere a um segmento 

com baixa cobertura de sequenciamento ou quando, no caso de genótipos heterozigotos, um 

dos alelos é pouco representado. 

Visando diminuir a taxa de falso-positivos, genótipos de baixa cobertura são 

interrogados, tomando como input o arquivo VCF obtido pelo HaplotypeCaller e 

UnifiedGenotyper. 

Neste processo, o arquivo VCF é tratado pela ferramenta VCFx (versão 1.0) 

(CASTELLI et al., 2015), disponível em http://www.castelli-lab.net/apps/apps_vcfx.php, 

que interroga alelos segundo as regras: 

● Para genótipos homozigotos inferidos em segmentos cobertos por oito ou menos 

reads, é introduzido um alelo interrogado (vcfx alpha = 8). A definição final desse 

tipo de genótipo (homozigoto ou heterozigoto) será inferida posteriormente. 

● Genótipos heterozigotos em que um dos alelos está altamente subrepresentado 

(proporção de reads igual ou menor que 1%), são considerados homozigotos para o 

alelo mais representado (vcfx beta = 0.01). Esse procedimento minimiza a 

influência de reads mapeadas incorretamente e da alta taxa de erros de 

sequenciamento geralmente introduzidos em dados de NGS. Essa correção só pode 

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

● Para genótipos heterozigotos em que um dos alelos está relativamente 

subrepresentado (proporção de reads entre 1% e 20%), um alelo interrogado é 

introduzido representando o alelo subrepresentado (vcfx delta = 0.20). A definição 

http://www.castelli-lab.net/apps/apps_vcfx.php
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final desse tipo de genótipo (homozigoto ou heterozigoto) será inferida 

posteriormente. 

● Para genótipos heterozigotos inferidos com no máximo cinco reads em que um dos 

alelos está subrepresentado (Proporção de reads ente 20% e 40%), um alelo 

interrogado é inserido representando o alelo subrepresentado. No entanto, quando 

os dois alelos têm a mesma representatividade, ambos são considerados 

interrogados (vcfx gamma = 0.50). A definição final desse tipo de genótipo 

(homozigoto ou heterozigoto) será inferida posteriormente. 

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

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

 
 

Após a análise pelo VCFx, se forem realizadas análises por ambas as ferramentas 

(HaplotypeCaller e UnifiedGenotyper) as variantes que apresentaram genótipos distintos 

nos dois arquivos VCF obtidos através do HaplotypeCaller e UnifiedGenotyper, são 

analisadas manualmente para (a) verificar qual dos dois algoritmos fez a identificação 

correta do genótipo e (b) nos casos de genótipos interrogados por somente um dos 

algoritmos, para resolver variantes que são interrogadas por conta do número de reads 

consideradas pelos algoritmos, principalmente no caso do HaplotypeCaller que, devido aos 

filtros extremamente rigorosos, acaba descartando um número considerável de reads de suas 

análises. Para isso, é preciso analisar os arquivos BAM das amostras nos pontos 

interrogados. Como descrito anteriormente, o programa IGV pode ser utilizado para a 

visualização, avaliação de qualidade e contagem das reads alternativas que cobrem 

determinada posição. Considerando somente as bases chamadas com qualidade mínima Q30 

em reads mapeadas com qualidade mínima Q30, as regras empregadas pelo VCFx são 

novamente aplicadas, agora manualmente para determinar se essas variantes continuariam 

interrogadas ou se seriam resolvidas. 

Após essa etapa de maturação do arquivo, as informações contidas nos dois arquivos 

são unidas em um único arquivo VCF (VCF consenso) que é utilizado nas análises 

posteriores. 

Após a análise pelo VCFx, se apenas a ferramenta HaplotypeCaller com o parâmetro 

--emitRefConfidence GVCF foi utilizada, os pontos de variação interrogados das amostras 

devem ser visualizados no programa IGV. É preciso analisar os arquivos BAMs destas 

amostras para avaliar a qualidade e contagem de reads alternativas que cobrem determinada 
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posição (interrogada pelo programa VCFx). Isto porque o HaplotypeCaller aplica filtros 

extremamente rigorosos, descartando um número considerável de reads para suas análises. 

Portanto, analisar ponto a ponto os arquivos BAM muitas vezes pode auxiliar na 

compreensão do porquê as variantes foram interrogadas pelo programa VCFx. 

Após a maturação manual o arquivo VCF é atualizado manualmente nas posições 

onde houveram alelos interrogados reavaliados e resolvidos. 
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MicroRNAs (miRNAs) atuam na regulação de diversos processos biológicos através 

da interação entre sua região seed e sequências presentes principalmente na região 

codificadora e 3’UTR dos mRNAs alvo (MIONE; BOSSERHOFF, 2015). Essa interação, 

dependendo da complementariedade de sequência entre o miRNA e seu alvo, pode resultar 

na inibição da tradução do mRNA (no caso de complementariedade incompleta) ou facilitar 

a degradação do mRNA (havendo complementariedade completa) (HUNTZINGER; 

IZAURRALDE, 2011). 

Características específicas dos miRNAs (como possibilidade de pareamento 

incompleto e pequeno tamanho da sequência – 19-25 nucleotídeos) permitem que essas 

moléculas regulem centenas de mRNAs, tornando bastante complexo o entendimento desta 

interação (DI LEVA; CROCE, 2013). Além disso, é necessário considerar que esta regulação 

pode ainda ser influenciada por variações gênicas presentes nos sítios de mRNA alvo 

(PALMERO et al., 2011). Assim, a compreensão do papel desempenhado por essas 

moléculas perpassa a identificação dos seus alvos no genoma. Essa identificação pode ser 
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realizada experimentalmente. Todavia, tendo em vista a complexidade e os custos associados 

ao método experimental, tem-se buscado alternativas computacionais in silico para o 

reconhecimento preditivo da ligação miRNA-mRNA-alvo (MARÍN; VANÍEK, 2011). 

Na predição computacional, utiliza-se as sequências de miRNAs disponíveis em 

bancos de dados para buscar possíveis alvos, neste caso, sequências 3’UTR do mRNA de 

determinado gene. A restrição da análise à 3’UTR se deve ao fato de a maioria dos miRNAs 

se ligarem preferencialmente nessa região (LEWIS et al., 2003). 

A fim de identificar miRNAs que se liguem a sequências polimórficas da 3’UTR de 

um determinado gene, são selecionados os haplótipos encontrados com frequência acima de 

1% na amostra populacional. 

Tendo em vista o grande número de falso-positivos obtidos através dos métodos in 

silico, optamos por utilizar três algoritmos distintos para predição de miRNAs com afinidade 

a sequências da 3’UTR: RNAhybrid (REHMSMEIER et al., 2004), miRanda (JOHN et al., 

2004a) e intaRNA (BUSCH; RICHTER; BACKOFEN, 2008). 

Considerando que o miRNA se hibridize ao alvo de maneira energeticamente ótima, 

o RNAhybrid se baseia no cálculo da energia mínima livre (MFE) de hibridização entre as 

posições iniciais (seed) no miRNA e no alvo. O miRanda também se baseia no cálculo da 

MFE de hibridização para predição de miRNAs afins, mas utiliza ainda informações 

relacionadas à conservação evolutiva da sequência alvo e à posição do alvo em 3’UTRs 

alinhadas de genes homólogos. Por sua vez, o intaRNA se baseia em um score combinado 

da energia de interação, que é calculado como a soma da energia livre de hibridização e da 

energia livre necessária para tornar os sítios de interação acessíveis. 

Para realizar uma avaliação conjunta utilizando esses três algoritmos é empregado 

um software, mirhunt (PORTO et al., 2015) (http://www.castelli- 

lab.net/apps/apps_mirhunt.php), que automatiza a análise como brevemente descrito: a) as 

sequências de mRNA da 3’UTR são fragmentadas em uma série de subsequências de 500 

nucleotídeos com uma sobreposição de 50 nucleotídeos iniciais e finais; b) os três algoritmos 

são utilizados para predizer interações miRNA/mRNA considerando cada uma das 

subsequências; c) os resultados gerados apresentam todas as interações miRNA/mRNA 

encontradas por cada algoritmo; d) mantem-se nos resultados somente a ligação mais estável 

nos casos em que são identificadas mais de uma interação para um mesmo miRNA com 

afinidade para uma mesma região-alvo (para reconhecimento de uma mesma região alvo, os 
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últimos nucleotídeos pareados da região seed são utilizados como referência, com uma 

tolerância máxima de 3 nucleotídeos); e) os resultados encontrados pelos três algoritmos são 

comparados; f) um sistema de pontuação é aplicado para cada interação miRNA/alvo. Os 

parâmetros utilizados para o miRanda são: -4 para extensão e -9 para abertura do gap, limiar 

de pontuação estabelecido como 50 e mínima energia livre configurada para -1 kcal/mol. 

Para o RNAhybrid: mínima energia livre de ligação configurada para -1 kcal/mol e número 

de hits ajustado para 10. O intaRNA é um método livre de parâmetro, então a configuração 

padrão é utilizada (PORTO et al., 2015). 

O banco de dados contendo os miRNAs humanos até então identificados (2.588) 

pode ser obtido a partir do miRBase, release 21 de junho de 2014 (GRIFFITHS-JONES et 

al., 2006). Versão mais recente, caso disponível, deve ser utilizada. 

Os algoritmos são utilizados para inferir a melhor interação miRNA/mRNA (menor 

valor de MFE) para cada miRNA e cada sequência da 3’UTR disponível para análise. 

Finalmente, um sistema de pontuação é aplicado para cada conjunto de dados, como descrito 

detalhadamente em Porto et al. (2015). Essas pontuações têm como objetivo identificar as 

interações mais estáveis e/ou específicas entre miRNAs e seus alvos, permitindo a seleção 

de miRNAs mais influentes, evitando o uso de limites arbitrários. Ao compor os resultados 

dos três métodos, interações falso-positivas eventualmente identificadas por apenas um dos 

métodos são descartadas por não resultarem em uma alta pontuação. 

A primeira pontuação (denominada valor ε) reflete a estabilidade da interação 

miRNA/mRNA. O menor valor ε encontrado por cada algoritmo é utilizado como referência 

do algoritmo para propósito de normalização. Este procedimento tem como objetivo tornar 

os MFEs dos diferentes algoritmos comparáveis. A pontuação de ε para cada interação 

miRNA/mRNA é calculada a partir da razão entre o MFE daquela interação e aquele da 

referência. Após a normalização, a pontuação de energia composta para cada interação 

miRNA/mRNA é obtida pela soma das pontuações de cada algoritmo: ε= ε RNAhybrid + ε miRanda 

+ ε intaRNA. Assim, quanto maior for a pontuação ε maior a probabilidade de ocorrer uma forte 

interação entre o miRNA e o alvo. 

A segunda pontuação (denominada valor s) reflete a especificidade da interação 

miRNA/mRNA, comparando as interações observadas com uma distribuição nula que leva 

em consideração a interação destes 2588 miRNAs em 23.464 sequências 3’UTR de genes 

humanos. Quanto maior for a pontuação s, maior a probabilidade do miRNA em questão 

interagir somente com o gene estudado. 
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A terceira pontuação (denominada valor εs) é calculada como um valor combinado 

que reflete ambas as pontuações, ε e s. Quanto maior a pontuação εs, maior a probabilidade 

de que o miRNA em questão interaja de forma forte e específica com o gene estudado. 
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