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RESUMO 

 

As populações brasileiras são caracterizadas por seus distintos (e extensos) padrões de 

mestiçagem. Justamente por apresentarem diferenças na proporção da herança genética 

africana, ameríndia e européia, é esperado que as conexões entre genótipos e fenótipos 

complexos como é o caso da cor de pele, olhos e cabelos, por exemplo, não sejam idênticas 

entre diferentes populações brasileiras, ou entre estas e aquelas encontradas em seus grupos 

ancestrais. Isto é corroborado pela consistente evidência de que grupos geográficos humanos 

diferem quanto ao background genético relacionado à pigmentação, refletindo-se, portanto, 

nas suas populações derivadas. Elucidar este background em amostras miscigenadas como a 

nossa é de fundamental importância para as áreas médica, evolutiva e forense. Na presente 

tese buscamos entender o que há de mais recente na literatura científica relacionada com a 

pigmentação humana, bem como produzir conhecimento de extrema relevância neste 

contexto em populações brasileiras com diferentes histórias demográficas. Para isto, 

estudamos o efeito de 18 SNPs com pigmentação da pele, olhos e cabelos na amostra de 563 

voluntários brasileiros do consórcio internacional CANDELA (Consórcio para análise da 

diversidade e evolução latino-americana). Além disso, tentamos estabelecer um método de 

predição de fenótipos de pigmentação com a possível aplicação em genética forense e 

evolução humana. Na análise de associação dos 18 SNPs com fenótipos de pigmentação, 

observamos 3 (três) marcadores genéticos (HERC2rs1129038, SLC24A5rs1426654 e 

SLC45A2rs16891982) consistentemente associados com cor da pele, olhos e cabelos, nas 

distintas populações brasileiras investigadas. Este é o primeiro passo para compreender 

melhor o contexto biológico da produção de melanina e entender as relações genótipo-

fenótipo da pigmentação em populações miscigenadas. Com a compreensão dos marcadores 

genéticos relacionados com pigmentação e também com o aperfeiçoamento do método de 

predição de fenótipos de pigmentação desenvolvido no presente trabalho, é possível dar o 

primeiro passo para a criação de uma metodologia de predição de fenótipos de cor da pele, 

olhos e cabelos em populações com histórias demográficas miscigenadas como a nossa, com 

possível aplicação nas áreas forense, médica e evolutiva. 
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ABSTRACT 

 

Brazilian populations are characterized by their distinct (and extensive) admixture patterns. 

Precisely because there are differences in the proportion of African, Amerindian and 

European genetic heritage, it is expected that the connections between genotypes and 

complex phenotypes such as skin, eyes and hair color, are not identical among different 

Brazilian populations, or between these and those found in their ancestral groups. This is 

corroborated by consistent evidence that human geographic groups differ in genetic 

background related to pigmentation, reflecting thus in the respectives populations derived. 

Elucidating this background in admixed samples such as ours is of fundamental importance 

to the medical, forensic and evolutionary fields. In this thesis we seek to understand what is 

latest in the scientific literature related to human pigmentation, as well as producing 

knowledge extremely relevant in this context in Brazilian populations with different 

demographic histories. For this, we studied the effect of 18 SNPs with pigmentation of the 

skin, eyes and hair in a sample of 563 Brazilian volunteers of the international consortium 

called CANDELA (Consortium for the analysis of the diversity and evolution of Latin 

America). Also, we try to establish a method for predicting pigmentation phenotypes with 

possible application in forensic genetics and human evolution. In association analysis of 18 

SNPs with pigmentation phenotypes, we observed 3 (three) genetic markers 

(HERC2rs1129038, SLC24A5rs1426654 and SLC45A2rs16891982) consistently associated 

with skin, eye and hair color, in distinct Brazilian populations investigated. This is the first 

step to better understand the biological context of the production of melanin and know the 

connexions between genotype-phenotype of the pigmentation in admixed populations. With 

the understanding of the genetic markers related to pigmentation as well as with the 

improvement of the method of predicting phenotypes developed in the present work, it is 

possible to take the first step toward establishing a methodology for predicting phenotypes of 

skin, eye and hair color in populations with demographic histories like ours, with possible 

application in forensic, medical and evolutionary fields. 
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1.1 Considerações Gerais 

 

A análise da abordagem populacional com genomas completos ainda é incipiente (The 

1000 Genomes Project Consortium, 2010), diferente da já consolidada identificação e 

análises envolvendo somente sítios variáveis, sendo os mais estudados os polimorfismos de 

nucleotídeo único (SNPs, do inglês, single nucleotide polymorphisms). O projeto HapMap 

(http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/), pioneiro neste tipo de abordagem é um exemplo, e a 

contribuição na geração de dados populacionais, com acesso rápido e fácil através da internet, 

tem também trazido importantes subsídios para várias áreas do conhecimento biológico. 

Contextualizado nesse universo da enorme quantidade de dados gerados rapidamente e com 

relativo baixo custo, surgem projetos com grandes metas e objetivos desafiadores. Por 

exemplo, estudar a relação de cada gene em particular com seus respectivos fenótipos é algo 

nada trivial devido à enorme complexidade das conexões entre genótipo → fenótipo, em 

especial quando os traços não apresentam herança mendeliana. Além disso, existe uma 

enorme variação normal dentro e entre populações, sendo que a extensão desta variação bem 

como as conexões entre cada variante com seu respectivo fenótipo ainda estão longe de ser 

conhecidas. 

Diante desta problemática desafiadora, vários tipos de abordagens vêm sendo 

empregadas para o estudo de traços complexos, cada uma delas apresentando diferentes 

níveis de elucidação. A maioria destes estudos, no entanto, têm sido realizados em 

populações européias e seus descendentes, e alguns em asiáticos (Graf et al., 2005, 2007; 

Norton et al., 2007; Stokowski et al., 2007; Edwards et al., 2010), não abrangendo deste 

modo o grande espectro da variação normal humana. Além disso, é conhecido que 

associações encontradas em um grupo populacional não podem ser facilmente transpostas 

para outro, pois diferentes padrões de desequilíbrio de ligação (do inglês LD, linkage 

disequilibrium) podem ser determinantes em estudos de associação, daí a importância de 

estudos em populações específicas, com diferentes históricos evolutivos e demográficos. 

As populações brasileiras são caracterizadas por seus distintos (e extensos) padrões de 

mestiçagem (Marrero et al., 2005, 2007; Hünemeier et al., 2007; Gonçalves et al., 2008; 

Guerreiro-Junior et al., 2009, para citar somente exemplos envolvendo nosso grupo de 

pesquisa). Justamente por apresentarem diferenças na proporção da herança genética 

africana, ameríndia e européia, é esperado que as conexões entre genótipos e fenótipos 
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complexos como é o caso da cor de pele, olhos e cabelos, por exemplo, não sejam idênticas 

entre diferentes populações brasileiras, ou entre estas e aquelas encontradas em seus grupos 

ancestrais.  

 

1.2 Contextualizando o presente trabalho no Consórcio Internacional CANDELA  

 

O trabalho de tese aqui desenvolvido faz parte de um projeto maior conduzido por 

nosso grupo de pesquisa intitulado “Fenótipo, ancestralidade genômica e dinâmica de 

mestiçagem no Brasil” (aprovado pelos comitês de ética da UFRGS, HCPA e UESB – 

Anexos I-III), estando este, por sua vez, vinculado ao Consórcio Internacional denominado 

CANDELA (Consórcio para Análise da Diversidade e Evolução Latino-Americana; 

www.ucl.ac.uk/silva/candela). O CANDELA merece destaque aqui por se tratar do mais 

abrangente estudo interdisciplinar com populações Latino-americanas envolvendo 

diversidade biológica, em nível de fenótipos visíveis (cor de pele, olhos e cabelos, medidas 

antropométricas, entre outros) e genótipos, juntamente com aspectos sócio-culturais 

envolvidos na dinâmica de mestiçagem e construção da identidade e pertencimento (os dados 

coletados neste projeto podem ser vistos nos Anexos IV-IX). Amostras e dados oriundos de 

cinco países latino-americanos (México, Colômbia, Peru, Chile e Brasil) foram coletados e 

estão sendo analisados através da ampla rede de projetos vinculados ao CANDELA. O 

coordenador geral do consórcio é o pesquisador Andres Ruiz-Linhares (University College 

London), enquanto as Profa. Maria Cátira Bortolini e Lavínia Schuler-Faccini são as 

responsáveis pelo mesmo no Brasil. O Prof. Rolando González-José (Cenpat/Conicet - 

Argentina), por sua vez, coordena a parte do consórcio relacionada com os dados 

antropométricos.  

Parte da amostra brasileira coletada de acordo com o protocolo CANDELA foi 

investigada durante o desenvolvimento desta tese de doutorado. Detalhes a respeito deste 

protocolo serão descritos nos itens a seguir, sempre que pertinente, e/ou na sessão de Material 

e Métodos dos respectivos artigos científicos, bem como no Apêndice I desta tese. 
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1.3 Pigmentação humana 

 

A cor dos olhos foi uma das primeiras características consideradas para ilustrar o 

conceito de herança mendeliana em humanos (Sturm & Frudakis, 2004). Desde o início dos 

estudos quantitativos de Genética Humana, a cor dos olhos tem servido como um modelo de 

traço facilmente observável que poderia se ajustar a uma regra mendeliana de herança 

dominante-recessiva (Sturm & Larsson, 2009). Foi no início do século XX que surgiram os 

dois primeiros relatos, um dos Estados Unidos e outro do Reino Unido, investigando a 

natureza da herança da cor dos olhos. Davenport & Davenport (1907) e Hurst (1908) 

estudaram a herança desta característica em famílias durante três gerações e ambos 

concluíram que a cor do olho castanho era um traço dominante, sendo o olho azul, uma 

característica recessiva. Infelizmente, como em muitos traços fenotípicos, este modelo não 

contempla a complexidade encontrada na natureza e, embora não seja comum, há relatos (tão 

antigos quanto os estudos iniciais de cor dos olhos) de que pais com olhos azuis podem 

também produzir crianças com olhos castanhos (Holmes & Loomis, 1909; Wright, 1918). O 

exemplo não-mendeliano de transmissão da cor da íris dos pais para os filhos, combinado 

com a natureza quantitativa da pigmentação da íris, já é suficiente para indicar que a herança 

deste traço não se ajusta a um modelo simplista.  

Deste modo, assim como a cor da pele e cabelos, entre outros traços visíveis com claro 

fator hereditário, a cor da irís dos olhos deve ser mencionada como característica de herança 

multifatorial, condicionada por vários genes, além de outros fatores (Sturm et al., 1998; 

Badano & Katsanis, 2002). Entretanto, a despeito deste conhecimento, é ainda comumente 

ensinado em escolas através de livros didáticos o modelo equivocado e simplista de que a cor 

do olho castanho é sempre dominante sobre o azul (Sturm & Frudakis, 2004). Os últimos 

autores sugerem inclusive que o uso da cor do olho como um paradigma para a ação gênica 

dominante e recessiva deve ser evitado no ensino de genética para todos os graus de 

escolaridade. 

 

O exemplo anterior ilustra que a pigmentação humana como um todo pode ser 

considerada como um traço complexo que apresenta variações dentro e entre populações 

(Makova & Norton, 2005). Sabe-se também, desde a época de Charles Darwin, que a 

variação encontrada na pigmentação humana pode ser explicada pela ação da seleção natural 
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(Darwin, 1871; Loomis, 1967; Post et al., 1975; Branda & Eaton, 1978; Przeworski et al., 

2000; Mackintosh, 2001; para uma revisão mais recente, consulte Jablonski & Chaplin, 2010, 

2012; Quillen & Shriver, 2011; Jablonski, 2012).  

O primeiro estudo que mostrou o mapa da distribuição da pigmentação da pele humana 

data de 1953, e foi feito pelo italiano Renato Biasutti. Apesar de ser antigo, o mapa de 

Biasutti ainda é útil para descrever o padrão geográfico geral da pigmentação da pele nas 

populações humanas, o qual apresenta uma forte correlação com a latitude (Biasutti, 1953). 

Basicamente, a cor da pele tende a ser mais escura nas áreas tropicais e equatoriais, do que 

em áreas localizadas mais distantes da linha do equador (Figura 1). Um estudo realizado 

posteriormente, utilizando uma estimativa mais precisa de pigmentação baseada em 

reflectometria, mostrou o mesmo padrão geográfico da pigmentação da pele descrito no 

estudo de 1953 (Relethford, 1997). Versões mais atuais do mapa de Biasutti podem ainda ser 

vistas em Jablonski & Chaplin (2000), Chaplin (2004) e Parra (2007). O fator subjacente que 

explica esta notável relação entre pigmentação da pele e latitude parece ser a intensidade da 

luz UVR (radiação ultravioleta), que é grande na linha do equador e diminui 

progressivamente com o aumento da latitude.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Média de cor da pele encontrada em nativos dos diferentes continentes. Adaptado de Chaplin (2004). 

Jablonski & Chaplin (2000) exploraram com detalhes os fatores evolutivos e o padrão 

geográfico da pigmentação humana. Estes autores observaram uma forte correlação entre a 

reflectância da pele e os níveis de UVR incidentes nas regiões geográficas analisadas. Em 
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contraste com a pigmentação da pele, a variação da cor dos cabelos e olhos é muito mais 

restrita geograficamente. A maioria das populações humanas possui cabelos e olhos escuros. 

Cabelos ruivos/avermelhados e loiros são mais comumente encontrados em populações 

européias, embora esses traços sejam também observados em populações nativas da Austrália 

e Melanésia (Birdsell, 1993). A cor dos olhos azuis, verdes e mel são também 

predominantemente encontrados na Europa, com mais rara presença em nativos de outros 

continentes (Sturm & Frudakis, 2004). O estudo de Jablonski & Chaplin (2000) foi o 

primeiro a medir diretamente a intensidade da UVR em diferentes regiões a fim de testar as 

hipóteses relacionadas à evolução da pigmentação da pele humana. Independente do papel 

benéfico da síntese aumentada da vitamina D, os efeitos da radiação ultravioleta B (UVB) 

sobre a pele são universalmente prejudiciais. A supressão da sudorese e a subsequente 

interrupção da termorregulação devido ao dano induzido pela queimadura solar às glândulas 

de suor são os efeitos imediatos mais sérios da exposição excessiva à UVB (Daniels, 1964; 

Pandolf et al., 1992). Detalhes destes processos serão vistos nos parágrafos seguintes. 

A melanina é um polímero natural que atua como um bloqueador solar natural e é 

especialmente efetiva em proteger contra os danos dos baixos comprimentos de onda da 

radiação eletromagnética (~300 nm), os quais são os maiores prejudiciais para o DNA e 

proteínas (Rees, 2003). Este biopolímero possui uma grande capacidade para absorver a luz 

visível, a UVR e a radiação ionizante, e também de neutralizar espécies reativas de oxigênio 

(ROS - reactive oxygen species), criadas quando estes agentes interagem com as células da 

pele (Ito, 2003; Rees, 2003). Sabe-se que a UVR danifica o DNA e os constituintes das 

membranas das células, causando uma cascata tóxica de eventos que produzem ROS, o que 

desestabiliza as reações químicas normais nas células (Cleaver & Crowley, 2002; Ballaré et 

al., 2011). Estes processos são bastante atenuados por um tipo de melanina conhecida como 

eumelanina (pigmento no espectro castanho/preto), especialmente quando esta se encontra 

presente próximo à superfície da pele (Nielsen et al., 2006). Em contraste, a feomelanina 

(pigmento no espectro vermelho/amarelo), mais comum na pele clara, parece aumentar o 

risco de estresse oxidativo nos melanócitos (Jablonski, 2012). Estas diferentes propriedades 

da eumelanina e da feomelanina com relação ao potencial de oxidação e fototoxicidade 

ajudam a explicar a alta incidência de câncer em indivíduos com alto conteúdo de 

feomelanina (Hill & Hill, 2000; Takeuchi et al., 2004; Samokhvalov et al., 2005; Ye et al., 

2006).  
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O efeito inicial da exposição ao UVR é a queimadura solar, que é caracterizada por 

eritema (vermelhidão), edema, e possivelmente dor e formação de pequenas bolhas na pele 

(Rees, 2004). Queimaduras solares sucessivas podem causar danos nas glândulas de suor, 

podendo resultar no risco aumentado de infecção nas células da pele danificada. Desta 

maneira, em ambientes tropicais, local inicial em que a nossa espécie evoluiu, a pele escura 

com altas quantidades de eumelanina absorvendo UVR teria sido vantajosa, enquanto que a 

pele clara, mais propensa às queimaduras, sofria com danos nas glândulas de suor, e as 

infecções resultantes teriam um provável efeito adverso (Jablonski & Chaplin, 2000; Rees, 

2004). Portanto, o conhecimento de que a exposição solar excessiva pode levar ao câncer de 

pele é sustentado pelo dano da UVR ao DNA, que interfere nos produtos gênicos que 

normalmente inibiriam o crescimento de células cancerosas (Halliday, 2005; Ullrich, 2005). 

Em pessoas com pele escura, há evidências de que a UVR promova a distribuição dos 

melanossomos tanto nas áreas supranucleares dos queratinócitos para protegê-los contra o 

dano ao DNA, como também na região da epiderme superior (mais externa) a fim de proteger 

a região mais profunda da epiderme, a qual possui células-tronco de melanócitos e 

queratinócitos (Tadokoro et al., 2005). Isso pode explicar as diferenças no risco de câncer de 

pele entre as pessoas (Rees, 2004). Por esta razão, alguns autores têm indicado que a seleção 

natural favoreceu a pele escura em regiões equatoriais e tropicais para proteger a pele contra 

o câncer (Robins, 1991). Entretanto, os tipos mais sérios de câncer se desenvolvem após a 

idade reprodutiva; portanto, é improvável que o câncer de pele teve um papel significativo na 

evolução da cor da pele (Jablonski & Chaplin, 2000). Contudo, é importante mencionar neste 

aspecto, que albinos adolescentes - ou próximos da idade adulta - habitantes de áreas com 

alta incidência de UVR tipicamente desenvolvem lesões pré-malignas ou câncer de pele, 

sendo que, em alguns lugares como Nigéria e Tanzânia, menos de 10% dos albinos 

sobrevivem além dos 30 anos de idade (Robins, 1991; Yakubu & Mabogunje, 1993; Rees, 

2003). 

 A luz solar não prejudica somente a pele humana em si, mas também a produção de 

alguns nutrientes essenciais, como o folato, que é extremamente sensível à UVR (Off et al., 

2005). Este nutriente é necessário para a síntese e reparo de DNA, e sua deficiência pode 

resultar em complicações durante a gravidez e múltiplas anormalidades fetais, incluindo 

defeitos de tubo neural, espinha bífida e anencefalia (Bower et al., 1989; Lucock, 2000; Off 

et al., 2005). Além disso, a fotólise do ácido fólico pode levar a erros meióticos durante a 
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produção do esperma (Mathur et al., 1977). Isto sugere que em áreas geográficas com altos 

níveis de UVR, os indivíduos com pele clara estariam mais propensos à deficiência de folato 

do que àqueles com a pele escura. Devido à importância do folato em vários processos 

biológicos, é provável que a manutenção de níveis ótimos deste nutriente esteja sob a 

influência da seleção natural. Portanto, a baixa prevalência de deficiência grave do folato 

(Lawrence, 1983; Lamparelli et al., 1988) e defeitos de fechamento de tubo neural (Carter, 

1970; Elwood & Elwood, 1980; Wiswell et al., 1990; Buccimazza et al., 1994; Shaw et al., 

1994) observada entre nativos americanos e afro-americanos, mesmo entre indivíduos com 

deficiências nutricionais, pode ser atribuída a pele escura dos mesmos, a qual protegeria 

contra a fotólise do folato. Jablonski & Chaplin (2000), defendem que a proteção contra a 

fotólise de alguns nutrientes, em especial do folato, seria a razão principal para que a seleção 

natural favorecesse uma pele altamente pigmentada nas pessoas que viviam em ambientes 

com níveis elevados de radiação UVB.  

Embora os efeitos da UVR sobre a pele são, em maior parte, prejudiciais, como vimos 

nos parágrafos anteriores, existe uma importante exceção: a radiação UVB é essencial para a 

síntese de vitamina D. Enquanto algumas fontes de alimento possuem quantidades 

substanciais de vitamina D (por exemplo, óleo de bacalhau), a sua síntese cutânea a partir do 

7-deidrocolesterol via exposição solar é a principal fonte desta vitamina (Holick, 2003, 

2005). Merece destaque que a vitamina D participa no metabolismo dos ossos e sua 

deficiência resulta em raquitismo em crianças, e osteomielite em adultos. Outras funções da 

vitamina D incluem imunorregulação, bem como regulação da diferenciação e proliferação 

celular, regulação da absorção de cálcio pelo intestino, bem como no funcionamento normal 

do pâncreas, cérebro e coração (Holick, 2004; Norman, 2008; Köstner et al., 2009). Em 

condições não-adequadas de UVR disponível, sabe-se que a pele com grandes concentrações 

de melanina torna-se não adaptativa, pois não permite uma suficiente síntese de vitamina D 

(Loomis, 1967; Holick et al., 1981; Clemens et al., 1982; Cavalli-Sforza et al., 1994). Além 

disso, se a duração da exposição à UVR não for suficiente para síntese de vitamina D, alguns 

indivíduos podem ter alto risco de deficiência desta vitamina e suas manifestações. Este 

fenômeno tem sido demonstrado em migrantes da Índia para centros urbanos no Reino Unido 

(Henderson et al., 1987) e em migrantes da Etiópia para Israel (Fogelman et al., 1995), 

indicando que os indivíduos com pele escura são altamente suscetíveis à deficiência de 

vitamina D causada pela mudança no regime de UVR. Os casos de toxicidade por 
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hipervitaminose são extremamente raros (Pandita et al., 2012), e sabe-se que a exposição 

solar, por si só, não resulta em toxicidade por vitamina D (Holick, 2007). Um dado 

interessante é que, para catalizar a síntese de uma quantidade equivalente de vitamina D, as 

pessoas que possuem índices de melanina de moderado a elevados requerem de 2 a 6 vezes 

maiores quantidades de radiação UV do que aqueles indivíduos que possuem pele mais clara 

(Holick et al., 1981; Clemens et al., 1982).  

Para finalizar, a idéia de que a seleção natural poderia ser responsável pela variação da 

cor da pele tem uma história longa e uma grande quantidade de evidências. Deste modo 

pode-se sintetizar sugerindo que a distribuição da pigmentação observada nas populações 

nativas dos diferentes continentes é resultado da seleção natural que teria favorecido a pele 

escura para a proteção contra queimaduras solares e contra a destruição do folato em áreas 

onde a exposição da UVR é alta, e a seleção para pele mais clara em regiões distantes do 

equador para maximizar a síntese de vitamina D.  

Com relação à evolução da cor dos cabelos e olhos, as informações na literatura 

científica são bem mais escassas. Sabe-se que alguns marcadores moleculares associados ao 

desenvolvimento da íris também estão associados com algumas doenças neurológicas como a 

Síndrome de Down (Donaldson, 1961), Neurofibromatose tipo 1 (Lee & Stepheson, 2007) e 

Síndrome de Gillespie (Ticho et al., 2006; Marien et al., 2008). Este fato indica que o 

desenvolvimento da íris e do cérebro podem estar ligados (Sturm & Larsson, 2009). Além 

disso, genes expressos na íris estariam também associados com alguns parâmetros 

psiquiátricos (Larsson et al., 2007). O conhecimento desta relação íris-cérebro foi um 

adicional incentivo para estudos sobre os aspectos evolutivos envolvidos com a variação da 

cor dos olhos em humanos. Merece destaque que o alto grau de esclera branca exposta na 

morfologia natural do olho humano, ausente em outros primatas, tem sido proposto como 

elemento importante na sinalização corporal envolvida nas interações pessoais (Kobayashi & 

Kohshima, 2001). Existem ainda sugestões indicando que as diferenças na pigmentação da 

íris poderiam influenciar na acuidade visual em ambientes de baixa luminosidade (Sturm & 

Larsson, 2009), no tempo de reação e na aptidão para esportes específicos (Rowe & Evans, 

1994), bem como com timidez na infância (Coplan et al., 1998).  

Para a cor dos cabelos, não encontramos na literatura científica um fator evolutivo que 

ajude a explicar a variabilidade em populações européias e outras populações ao redor do 
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mundo. Existem alguns estudos associando cabelos ruivos com doença de Parkinson e 

síndrome de Tourette (Gao et al., 2009; Sterling-Levis & Williams, 2009), mas sem 

mencionar uma explicação evolutiva subjacente a esta característica. Como muitos 

marcadores genéticos de cor de cabelos são também associados com cor dos olhos e pele, é 

provável que a diversificação destes últimos traços ao redor do globo tenham também 

conduzido à diversificação da cor dos cabelos. 

Na seminal obra-prima “The descent of man”, de Charles Darwin (1871), aparece a 

sugestão de que as diferenças populacionais observadas para vários traços humanos, 

incluindo a pigmentação, poderia ser resultado da seleção sexual. Tal proposição tem 

ganhado reforço com trabalhos recentes, pois existiriam evidências que a pigmentação é um 

importante critério para a escolha de um companheiro (a), o que levou alguns autores a 

postularem que a seleção sexual teria sido um importante fator na manutenção da variação 

não somente da cor da pele, mas também da cor dos cabelos e olhos na nossa espécie 

(Diamond, 1991; Aoki, 2002; Frost, 2006). Outras hipóteses evolutivas para explicar a 

amplitude de variação da pigmentação humana incluem ainda resistência às infecções 

bacterianas, parasíticas e virais conferidas pela pele escura (Mackintosh, 2001) e resistência 

aos danos devido a ambientes gelados conferido pela pele clara (Post et al., 1975), bem como 

coevolução gene-cultura (Khan & Khan, 2010). Além disso, sabe-se que a melanina (em 

particular, a eumelanina) também exerce um efeito protetor retirando radicais livres reativos e 

outros oxidantes do organismo (Bustamante et al., 1993; Krol & Lieber, 1998). Mais detalhes 

sobre estas hipóteses, bem como de outras podem ser vistas em Jablonski & Chaplin (2000; 

2010; 2012), Parra (2007), Cerqueira et al. (2011; Apêndice II - capítulo de livro publicado 

por nosso grupo de pesquisa durante o desenvolvimento da presente tese), e em Jablonski 

(2012).  

Independente dos mecanismos que originaram e mantêm a variação na pigmentação 

humana, merece destaque o fato da pigmentação, em especial a cor da pele, ser considerada a 

característica física mais visível das pessoas (Jablonski & Chaplin, 2012). Sendo assim, a cor 

da pele tem sido historicamente utilizada para definir grupos de identidade, e deste modo 

reforçar argumentos políticos e sócio-culturais, tanto de segregação quanto de inclusão, como 

a atual política de cotas em instituições públicas no Brasil (considerações sobre esta questão 

podem ser vistas no Apêndice III).  

 



 
 

24 

1.4 Mecanismos fisiológicos da pigmentação humana 

 

Com relação aos aspectos fisiológicos, as diferenças na pigmentação entre os 

indivíduos são explicadas pelos seguintes fatores: a quantidade e o tipo de melanina 

sintetizada nos melanócitos (razão eumelanina/feomelanina), bem como a forma e 

distribuição dos melanossomos (Sturm et al., 1998; Rees, 2004; Parra, 2007). Os melanócitos 

são células derivadas da crista neural que migram para a epiderme durante o primeiro 

trimestre de gestação e produzem melanina. A melanina é uma mistura de polímeros com 

diferentes propriedades químicas, enzimaticamente derivada da tirosina por uma série 

complexa de passos intermediários (Ito, 2003), que veremos adiante. A melanina é sintetizada 

dentro de estruturas celulares conhecidas como melanossomos (estruturas similares aos 

lisossomos) e, quando madura, são passadas para queratinócitos adjacentes (Parra, 2007). A 

cor da pele visível é o resultado da melanina nos queratinócitos, mas que são sintetizadas nos 

melanócitos. Estudos genéticos em camundongos têm fornecido informações consideráveis 

sobre melanogênese, e um número grande de importantes produtos gênicos que afetam a 

alteração do balanço de vários tipos de polímeros – e, portanto, a natureza da melanina – tem 

sido identificados (Barsh, 1996; Jackson, 1997; Rees, 2003).  

Em humanos, a regulação da melanogênese e a distribuição da melanina diferem na 

pele, cabelos e íris. Na pele, os melanócitos localizados na camada basal da epiderme 

transferem os melanossomos para queratinócitos adjacentes através de estruturas dendríticas, 

e os queratinócitos eventualmente migram para as camadas superiores da epiderme (Rees, 

2003) (Figura 2a). Dentro dos queratinócitos, os melanossomos são tipicamente reunidos ao 

redor do núcleo celular, fornecendo proteção contra a UVR. A pele clara é enriquecida com a 

feomelanina, e os melanossomos tendem a ser menos pigmentados, menores em tamanho e 

empacotados em grupos. A pele escura, por sua vez, possui mais eumelanina, e os 

melanossomos são mais pigmentados, maiores, e distribuídos como unidades individuais 

(Alaluf et al., 2002). 

Nos cabelos, o bulbo capilar é o único local de produção da melanina (Figura 2b). 

Neste local, melanócitos com grandes quantidades de melanina transferem os melanossomos 

para queratinócitos imaturos no entorno, os quais finalmente se diferenciarão e migrarão para 

formar o fio de cabelo pigmentado (Slominski et al., 2005). Nos cabelos, a melanogênese 
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somente ocorre durante o ciclo inicial de crescimento capilar (o período da formação da haste 

do cabelo que dura, em média, de 3 a 5 anos), enquanto na epiderme, o fenômeno parece ser 

contínuo (Ortonne & Prota, 1993). Já foi descrito que indivíduos com cabelos castanho-

escuros/pretos possuem uma razão eumelanina/feomelanina elevada, os indivíduos com 

cabelos loiros/castanho-claros apresentam níveis de eumelanina e feomelanina similares, e os 

indivíduos com cabelos ruivos/avermelhados possuem os mais altos níveis de feomelanina 

(Ortonne & Prota, 1993; Rees, 2003).  
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              c) 
Figura 2. Regiões onde ocorre a produção de melanina mostrando as principais estruturas envolvidas neste 

processo. a) Corte da epiderme mostrando o melanócito e a liberação dos melanossomos na pele. b) Corte do 

folículo piloso mostrando o local do bulbo onde ocorre a produção de melanina. c) Região da íris no olho 

humano e tipos de deposição diferencial de melanina nos olhos com diferentes cores. Para mais detalhes, favor 

consultar texto. 
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A íris, por sua vez, possui duas camadas de tecido: a camada íntima, chamada de 

epitélio de pigmento da íris (do inglês IPE, Iris Pigment Epithelium), que não contribui para a 

variação da pigmentação normal da cor da íris, pois, apesar de ser altamente pigmentado, o 

conteúdo de melanina neste local possui uma distribuição similar em indivíduos com 

diferentes cores de íris (exceto albinos, que possuem falta de melanina e os olhos aparentam 

ser rosa como um resultado da reflexão da luz dos vasos sanguíneos); e a camada externa, 

que é conhecida como o estroma da íris, sendo o conteúdo de melanina nesta camada a causa 

primária da variação normal da cor da íris (Imesch et al., 1997; Sturm & Frudakis, 2004; 

Wielgus & Sarna, 2005; Sturm & Larsson, 2009). A íris castanha possui grandes quantidades 

de melanina e elevado número de melanossomos, absorvendo uma proporção substancial de 

luz incidente, particularmente de comprimento de onda curto. Ao contrário, a íris de cor azul 

possui pouco conteúdo de melanina e poucos melanossomos (Figura 2c). Como resultado, a 

luz com maior comprimento de onda penetra no estroma e é absorvida na camada íntima, 

enquanto a luz solar com comprimento de onda menor (azul) é refletida pela matriz de 

colágeno da íris, o que nos faz perceber visualmente a cor azul. A cor mel e verde possuem 

uma quantidade de melanina intermediária (Sturm & Frudakis, 2004). 

 

1.5 Mecanismos moleculares da pigmentação 

 

Os mecanismos fisiológicos descritos anteriormente e os correspondentes fatores 

genéticos subjacentes a estes já são conhecidos há pelo menos duas décadas, em especial pelo 

estudo de doenças que afetam a pigmentação como é o caso do albinismo (King et al., 1994). 

Entretanto, é mais recente o entendimento da variação normal da pigmentação humana 

(Makova & Norton, 2005). Pode-se dizer que o principal fator que alavancou o interesse 

nesta área foi a descoberta de mutações no gene do receptor de melanocortina 1 (MC1R), que 

são associadas com a variação normal da cor da pele (Valverde et al., 1995). Até 2002, 

somente o receptor de melanocortina 1 (MC1R) havia sido estudado em detalhes sobre a 

variação normal da cor da pele e cabelos em humanos (Rees, 2003), enquanto que em 

camundongos já se estimava um número acima de 125 loci responsáveis pela coloração da 

pelagem e outros fenótipos (Bennet & Lamoreux, 2003). No endereço eletrônico a seguir 

pode-se ter uma idéia do número atualizado de loci responsáveis pela coloração em 

camundongos: http://www.espcr.org/micemut.  
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O produto do gene MC1R é um receptor de superfície celular nos melanócitos e 

funciona principalmente na via de produção da melanina (Makova & Norton, 2005). Este 

produto regula a troca entre a produção de eumelanina e feomelanina (Barsh, 1996; Sturm et 

al., 2001), que, como já vimos, constituem os dois principais pigmentos da camada basal da 

epiderme, do bulbo capilar e da íris (Makova & Norton, 2005; Parra, 2007). O receptor de 

melanocortina 1 pertence a uma família de receptores acoplados à proteína G. Nos 

mamíferos, este receptor responde aos hormônios alfa-melanócito-estimulante (α-MSH) e 

adrenocorticotrófico (ACTH), ambos produtos da pro-opiomelanocortina (POMC). Quando o 

MC1R é ativado pelo α-MSH, os níveis de cAMP (do inglês, Ciclic Adenosine 

Monophosphate) intracelulares são aumentados via ativação da adenilil ciclase, levando à 

produção de níveis elevados de tirosinase (produto do gene TYR) e, consequentemente, à 

produção de eumelanina (Makova & Norton, 2005).  

De forma contrária, a proteína de sinalização antagonista agouti (produto do gene ASIP, 

que foi descrita primeiro em roedores, daí veio o nome) pode se ligar ao produto do MC1R, 

bloqueando a ativação pelo α-MSH. Quando o produto do gene ASIP bloqueia 

completamente essa ativação, a feomelanina é produzida no lugar da eumelanina (Kanetsky 

et al., 2002). A Figura 3 mostra didaticamente o mecanismo descrito anteriormente. É 

importante lembrar que este mecanismo não é tão simples como parece. Os grânulos de 

melanina são sintetizados usando o aminoácido tirosina como o substrato principal. A tirosina 

também é um aminoácido precursor das catecolaminas - dopamina, adrenalina e 

noradrenalina (Fernstrom & Fernstrom, 2007); e isto pode ajudar a explicar a relação entre 

pigmentação humana e desenvolvimento cerebral mencionada anteriormente. A tirosinase, 

por sua vez, é uma enzima chave na melanogênese e permeia os primeiros passos na síntese 

de melanina, que envolve a hidroxilação da tirosina para dopa e a subsequente oxidação para 

dopaquinona (Parra, 2007). A dopaquinona, por sua vez, é um composto intermediário que 

passa por modificações adicionais em duas vias alternativas. Na ausência do aminoácido 

cisteína, a dopaquinona eventualmente origina eumelanina, e, na presença da cisteína, é 

produzida a feomelanina (Ito, 2003).  
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Figura 3. Diagrama dos efeitos alternativos da ligação do α-MSH ou ASIP ao receptor de melanocortina 1. A 

ativação pelo α-MSH leva à produção de eumelanina (castanho/preto), enquanto que a ligação do antagonista 

ASIP leva à produção da feomelanina (vermelha/amarela). Fonte: Makova & Norton, 2005. 

Adicionalmente ao eixo MC1R-TYR-ASIP visto anteriormente, Yamaguchi & Hearing 

(2009) apresentam uma excelente visão geral de fatores fisiológicos diversos que podem 

influenciar na pigmentação humana (Figura 4). Além da tirosinase, uma enzima crítica 

dependente de cobre que, como vimos, é requerida para a síntese de melanina, os 

componentes enzimáticos dos melanossomos incluem a proteína relacionada à tirosinase 1 

(produto do gene TYRP1), e dopacromo tautomerase (produto do gene DCT). Estas três 

enzimas cooperam entre si para sintetizar os dois tipos distintos de melanina (Costin et al., 

2005). Alguns fatores de transcrição importantes no processo de síntese de melanina também 

são dignos de nota. O fator de transcrição mais crítico que regula a função dos melanócitos é 

o fator transcricional microftalmia (produto do gene MITF) (Steingrimsson et al., 2004). O 

promotor do gene MITF é regulado, por sua vez, por vários outros fatores de transcrição, 

incluindo os produtos dos genes PAX3, SOX9 (Passeron et al., 2007), SOX10, LEF-1/TCF e 

CREB (Lin & Fisher, 2007).  

Além dos processos já vistos, o óxido nítrico, além do seu conhecido papel no 

relaxamento da musculatura lisa, também influencia o início da melanogênese, o eritema e a 
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imunossupressão em resposta à radiação UV. Além disso, alguns fatores hormonais que 

estimulam a pigmentação incluem o estrógeno (o que se relaciona com a pigmentação 

induzida pela gravidez), o ACTH, a endorfina, e o já mencionado α-MSH. Os andrógenos, 

por sua vez, possuem efeitos inibitórios nos melanócitos (Takodoro et al., 2003). 

Modificações na pigmentação também são clinicamente observadas em resposta à 

inflamação. Mediadores químicos inflamatórios derivados do araquidonato, especialmente as 

prostaglandinas, os leucotrienos e os tromboxanos, são responsáveis pela pigmentação 

induzida pela inflamação, uma vez que são estimuladores da atividade do gene TYR (Costin 

& Hearing, 2007). É importante salientar que nem todas citocinas inflamatórias aumentam a 

inflamação. A IL-6 e o TNF-α são também conhecidos por suprimir a pigmentação da pele, o 

que sugere a importância de se elucidar a relação entre a melanogênese e inflamação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Fatores que afetam a pigmentação da pele dentro dos melanócitos. Este esquema apresenta os 

componentes envolvidos na estrutura dos melanossomos (esquerda), transporte (centro), enzimas (direita), bem 

como os fatores transcricionais relacionados (margem inferior). Fonte: Yamaguchi & Hearing (2009). 
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Enfim, compreender o contexto biológico da produção da melanina é uma necessidade 

para o bom entendimento da rede da pigmentação, mas detalhar neste tópico a função de cada 

um dos genes responsáveis direta ou indiretamente pela síntese, armazenamento, transporte e 

outros processos relacionados se tornaria uma tarefa extretamente extenuante. Desta forma, 

informações detalhadas sobre a localização, mutações e função de vários dos genes 

envolvidos nestes processos podem ser encontradas em Cerqueira et al. (2011; Apêndice II), 

bem como em Sulem et al. (2007), Yamaguchi & Hearing (2009) e Sturm & Duffy (2012) e 

nas referências citadas nestes trabalhos. 

O que também é importante mencionar aqui é que existem atualmente alguns genes que 

são considerados chave em Europeus e que são responsáveis pela variação de cor de olhos e 

cabelos, que são as duas características mais estudadas em pigmentação humana. Por 

exemplo, três polimorfismos no MC1R estudados na presente tese (rs1805009, rs1805008, 

rs1805007) são clássicos na via da pigmentação, sendo comumente associados com cor de 

olhos e cabelos (Smith et al., 1998; Sulem et al., 2007, 2008; Latreille et al., 2009), embora 

acredita-se que eles também respondam por uma substancial variação da cor da pele (Duffy 

et al., 2004; Rees, 2004; Makova & Norton, 2005; Sulem et al., 2008). Estes três SNPs 

possuem uma característica muito importante: estão entre os principais preditores de cor de 

cabelos ruivos em populações Européias (Duffy et al., 2004). Estes três polimorfismos são 

conhecidos há algum tempo como “RHC” (Red hair color) (Box et al., 1997; Sturm et al., 

2001).  

Com relação à cor dos olhos, existem evidências sugerindo que o gene HERC2 

influencia a expressão do OCA2 (Eiberg et al., 2008; Kayser et al., 2008; Sturm et al., 2008; 

Branicki et al., 2009; Donnelly et al., 2012; Visser et al., 2012). Uma análise realizada por 

Sturm & Larsson (2009), sobre uma seqüência de 11 pares de bases altamente conservada 

(TGACA[T/C]TTAAT), contendo o polimorfismo rs12913832 localizado centralmente, 

sugeriu que este poderia representar um sítio de ligação consenso para o fator de transcrição 

tipo-helicase (HTLF) (Sturm et al., 2008). Criticamente, esta seqüência consenso é abolida 

no alelo rs12913832*C, que confere olho azul. Os autores propuseram um modelo de como 

este mecanismo regulatório atua na determinação da cor do olho. Quando ativo, o alelo 

rs12913832*T apresenta o reconhecimento para o HTLF, o que promove o desenrolamento 

da cromatina, expondo sequências regulatórias adicionais para fatores de transcrição como o 

MITF e LEF1, que, por sua vez, levam à expressão do gene OCA2. A proteína Oca2 então 
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atua na via de maturação do melanossomo para produzir uma íris castanha amplamente 

pigmentada. O alelo rs12913832*C, por sua vez, leva a uma anulação da ligação do HTLF, 

fazendo com que a cromatina permaneça compactada e indisponível para transcrição do lócus 

OCA2. Como uma consequência da perda seletiva da produção do OCA2 nos melanócitos da 

íris, a inabilidade em produzir melanossomos maduros resulta na aparência de uma íris azul. 

Neste modelo, a falha em ativar a expressão do gene OCA2 é a explicação molecular mais 

parcimoniosa existente. De fato, um aumento significante no nível de mRNA transcrito do 

gene OCA2 foi observado no alelo rs12913832*T (olho castanho), comparado com o alelo 

em homozigose rs12913832*C (olho azul) (Cook et al., 2009), mostrando a consistência da 

afirmação de que o elemento conservado atua dentro de uma região controladora de lócus. 

Embora os estudos sobre a genética da cor de olhos têm se focado em polimorfismos OCA2-

HERC2 em populações Européias, o estudo de Iida et al. (2009), compreendendo 523 

Japoneses, verificou que esta população parece não possuir o alelo rs12913832*C, 

consistente com a ausência de cor de olho azul nestes indivíduos.  

 

1.6 Polimorfismos genéticos relacionados com a pigmentação e sua relação com a 

história demográfica humana 

 

Os dados genéticos disponíveis para alguns genes candidatos à pigmentação (por 

exemplo, o MC1R) são consistentes com a hipótese da seleção natural favorecendo a 

pigmentação escura em áreas tropicais. O gene MC1R é, sem dúvida, o mais exaustivamente 

estudado como candidato à pigmentação. O papel deste gene na pigmentação normal foi 

primeiro mostrado por Valverde et al. (1995), que apresentaram uma associação de variantes 

do MC1R com cabelos ruivos e pele clara. O gene MC1R apresenta um interessante padrão de 

polimorfismos ao redor do mundo (Makova & Norton, 2005). O quadro geral de 

polimorfismos é consistente com a ação da seleção purificadora removendo mutações no 

MC1R que poderiam promover a síntese de feomelanina em indivíduos da região da África 

Sub-saariana, e possivelmente de outras regiões com altas incidências de UVR. A situação é 

bastante diferente na Europa, bem como no Leste e Sul da Ásia, onde o MC1R é altamente 

polimórfico. De fato, os níveis de diversidade nucleotídica observada no gene MC1R nestas 

populações são mais elevados que os valores observados em outros genes autossômicos 

(Makova & Norton, 2005). Mais de 20 variantes não-sinônimas têm sido relatadas em 
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populações européias (Sturm et al., 2001). Algumas destas mutações (rs2228479 - Val92Met) 

promovem uma habilidade reduzida na ligação do MC1R com α-MSH, ou em ativar a adenilil 

ciclase (rs1805007 - Arg151Cys, rs1805008 - Arg160Trp, e rs1805009 - Asp294His), 

explicando a associação destas variantes com os fenótipos de pele e cabelos relacionados com 

altos níveis de feomelanina (Xu et al., 1996; Frandberg et al., 1998; Schioth et al., 1999). 

Segundo Rana et al. (1999), o alto nível de polimorfismos do MC1R observado em 

europeus sustenta, em parte, a hipótese da vitamina D sugerida por Loomis (1967), Cavalli-

Sforza et al. (1994), bem como outros autores, onde alelos diferentes seriam selecionados 

para maximizar a síntese de vitamina D, dependendo da exposição à UVR que os indivíduos 

em consideração estariam submetidos. Entretanto, segundo Harding et al. (2000), a alta 

quantidade de polimorfismos no lócus do MC1R em europeus poderia ser devido ao 

relaxamento de restrições funcionais. Eles aplicaram vários testes de neutralidade e não 

encontraram nenhuma evidência estatística de que a diversidade observada no MC1R tenha 

sido intensificada pela seleção. Portanto, os dados sobre os alelos do MC1R em populações 

européias são consistentes com a remoção das restrições funcionais ao invés da hipótese de 

seleção em favor das mutações de perda de função. O que se sabe é que a região codificante 

do gene MC1R em asiáticos e africanos é menos polimórfica em comparação com europeus 

(Harding et al., 2000; Rana et al., 1999; Przeworski et al., 2000).  

Outro interessante estudo sobre as frequências dos marcadores genéticos de 

pigmentação e a história da dispersão do homem no planeta foi recentemente publicada por 

Beleza et al. (2012). Este estudo mostrou que não só o MC1R, como também outros genes 

relacionados com pigmentação que eles estudaram possuem um padrão geoespacial de 

variação genética que são correlacionadas com a distribuição geográfica da cor da pele e 

mostram uma forte evidência de varredura seletiva em populações européias e asiáticas 

(Izagirre et al., 2006; McEvoy et al., 2006; Soejima et al., 2006; Voight et al., 2006; Lao et 

al., 2007; Myles et al., 2007; Norton et al., 2007; Sabeti et al., 2007; Williamson et al., 2007; 

Pickrell et al., 2009). Além disso, o quadro geral formado pelos dados genéticos sugere que a 

pigmentação da pele tem uma história evolutiva complexa, com a seleção natural atuando 

sobre diferentes genes, em diferentes momentos, e em distintas populações ao longo dos 

continentes (McEvoy et al., 2006; Lao et al., 2007; Myles et al., 2007; Norton et al., 2007; 

Pickrell et al., 2009). 
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Alguns genes, como o KITLG, possuem alelos derivados (associados com pigmentação 

clara) que alcançam altas frequências tanto em europeus quanto em populações do Leste 

Asiático e provavelmente foram selecionados em uma população proto-eurasiana (Lao et al., 

2007; Williamson et al., 2007; Pickrell et al., 2009). Outros genes possuem alelos derivados 

com uma distribuição principalmente restrita à Europa (SCL24A5, SLC45A2 e TYRP1) ou ao 

leste da Ásia (DCT e ATRN), sugerindo que genes diferentes são responsáveis pela redução 

do conteúdo da melanina em europeus ou asiáticos (McEvoy et al., 2006; Lao et al., 2007; 

Myles et al., 2007; Norton et al., 2007; Pickrell et al., 2009). O reconhecimento destes 

padrões reforça ainda mais a questão da convergência evolutiva para pigmentação humana. 

Evidências adicionais de adaptação convergente são fornecidas por estudos em genes como o 

OCA2, no qual diferentes alelos de branqueamento da pele têm sido provavelmente 

submetidos a independentes varreduras em europeus e asiáticos (Lao et al. 2007; Edwards et 

al. 2010; Donnelly et al., 2012).  

 

1.7 Como definir a pigmentação de pele, olhos e cabelos 

 

Há consenso na literatura científica de que é extremamente necessário refinar a 

determinação do fenótipo da pigmentação de uma categoria qualitativa (subjetiva e muito 

sujeita a erros) para uma medida mais quantitativa do conteúdo da melanina (Makova & 

Norton, 2005), pois categorizações subjetivas da cor podem inibir a reprodutibilidade dos 

experimentos e a comparação direta dos resultados com outros estudos. Nos estudos de 

pigmentação da pele é usual utilizar a classificação de Fitzpatrick et al. (1987) como medida 

do conteúdo de melanina (Valverde et al., 1995; Smith et al., 1998; Healy et al., 2000; 

Palmer et al., 2000; Dimisianos et al., 2009; Neitzke-Montinelli et al., 2012). Esta escala 

classifica a pele humana em quatro tipos e se baseia na resposta à incidência solar que os 

indivíduos possuem. A pele do tipo I é aquela que sempre se queima, mas nunca se bronzeia; 

a pele do tipo II é aquela que se queima, mas também se bronzeia levemente (bronzeamento 

suave); no tipo III é classificado aquele indivíduo que algumas vezes se queima sob o sol, 

mas sempre se bronzeia (bronzeamento moderado); e, por fim, o tipo IV, que nunca se 

queima, e sempre fica bronzeado (bronzeamento intenso) (Fitzpatrick et al., 1987). Pode-se 

observar que esta escala é bastante subjetiva e, por isso, formas quantitativas e mais objetivas 

foram desenvolvidas ao longo dos anos. Alguns avanços tecnológicos têm permitido medir 

facilmente a melanina na pele ou cabelos usando tecnologias de reflectância, como, por 
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exemplo, a reflectometria triestímulos, espectroscopia de banda estreita e espectroscopia de 

reflectância difusa (Shriver & Parra, 2000; Parra, 2007).  

No estudo do Shriver & Parra (2000) foram utilizados dois reflectômetros de mão 

computadorizados: o colorímetro Photovolt ColorWalk (Photovolt, UMM Electronics, 

Indianapolis) e o DermaSpectrometer (um reflectômetro especializado em banda estreita – 

narrow-band; Cortex Technology, Hadsund, Denmark) para comparar dois métodos de 

determinação objetiva para cor de pele e cabelos, ambos instrumentos estão disponíveis pelo 

menos há 50 anos no mercado e são comumente utilizados na dermatologia, antropologia e 

biologia. Estes instrumentos determinam a cor medindo a intensidade de luz refletida num 

comprimento de onda particular. A diferença entre ambos os aparelhos é que o Photovolt 

ColorWalk emite uma luz branca (fotodiodo) para medir a intensidade da luz refletida. Já o 

DermaSpectrometer, no lugar de luz branca e fotodiodos, usa dois LEDs (diodos emissores 

de luz), um verde e outro vermelho, iluminando uma superfície, e então registrando a 

intensidade da luz refletida. O resultado das medidas pode então ser expresso por vários 

sistemas padronizados de cor, sendo considerado o mais importante o sistema CIELab 

(Commission International d’Eclairage Lab), estabelecido em 1976, no qual qualquer cor 

pode ser descrita por três valores: L*, a luminosidade; a*, a quantidade de verde ou 

vermelho; e b*, a quantidade de amarelo ou azul. O resultado da leitura dos aparelhos 

também pode ser visto em termos de índices de eritema e melanina (E & M) ou ainda, por 

medida de RGB (Red-Green-Blue).  

No estudo do Shriver & Parra (2000) foi concluído que ambos os tipos de instrumentos 

fornecem uma acurada estimativa do nível de pigmento na pele e cabelos; entretanto, as 

medidas utilizando o DermaSpectrometer podem ser menos afetadas por grande vermelhidão 

em certas regiões do corpo devido a vascularização aumentada. Além disso, os autores 

observaram uma alta correspondência entre a medida L* e o IM. No link a seguir é possível 

transformar valores de vários sistemas de medidas de cor entre si através de uma matemática 

simples: http://www.easyrgb.com/index.php?X=MATH. Com recentes avanços técnicos na 

área da colorimetria e fotometria, novos instrumentos têm sido criados, oferecendo vantagens 

substanciais (precisão, portabilidade e facilidade de uso) sobre instrumentos prévios (Parra, 

2007). Um desses instrumentos é o novo DermaSpectrometer II (Figura 5), que possui um 

software interno para registrar valores de diferentes sistemas de cor simultaneamente, o qual 
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foi utilizado para o presente trabalho com a finalidade de mensurar exclusivamente a cor da 

pele.  

 

 

  

     

                                                                                                                                                         (b) 

 

 

     (a)                                                                                                        (c) 

Figura 5. Fotografias do DermaSpectrometer II (DSM II) ColorMeter. Como mostrado nas fotos, este aparelho 

oferece uma medida de cor em três sistemas simultaneamente: a) CIELab; b) E&M (Eritema e Melanina); c) 

RGB. Suas configurações padrões foram criadas principalmente para aplicações relacionadas com a pele. 

Maiores informações, vide texto. Fonte: http://www.micglobal.co.uk/derma-spectrometer-i968.html e arquivo 

pessoal de fotos. 

É importante mencionar aqui que o protocolo de coleta de dados do consórcio 

CANDELA envolveu a obtenção de medidas quantitativas de pigmentação da pele através 

dos índices de melanina em regiões não-expostas ao sol (região inferior do braço com menor 

incidência solar) como descrita e utilizada por Stokowski et al. (2007) e Shriver & Parra 

(2000). Deste modo, as medidas foram obtidas pelo espectrofotômetro de reflectância, 

conhecido também como DSM II ColorMeter (Figura 5). Este instrumento emite luz no 

comprimento de onda verde (568nm) e vermelho (655nm) do espectro visível e o foto-

detector mede a quantidade de luz refletida pela pele. Estas medidas são utilizadas para se 

estimar o conteúdo de melanina da pele, a qual é expressa como E&M (Eritema e Melanina). 

Em populações humanas o IM varia de cerca de 20 (indivíduos de pele branca) até próximo 

de 100 (indivíduos com pele escura). Na busca de capturar uma leitura mais apurada da 
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pigmentação de pele, estas medidas foram preferencialmente realizadas em ambientes 

fechados e bem iluminados. 

Com relação à cor dos olhos (íris), vários estudos já tentaram estabelecer um sistema 

universal de classificação para esta característica (para uma revisão mais detalhada, consulte 

Mackey et al., 2011). O antropólogo suíço Rudolf Martin (Universidade de Zurich) foi quem 

produziu a primeira tentativa de se usar um conjunto padronizado de olhos artificiais para 

classificação da cor da íris. Em 1903 ele desenvolveu o painel da cor dos olhos, que consistiu 

em 16 olhos progressivamente arranjados em tons do castanho escuro (número 1) ao azul 

claro (número 16) (Figura 6; Oetteking, 1926). Vários estudos de genética também têm se 

baseado em classificações qualitativas (i.e. azul/cinza, verde, mel, castanho claro, castanho 

escuro/preto) (Eiberg & Mohr, 1996; Rebbeck et al., 2002; Zhu et al., 2004; Duffy et al., 

2007). Esta classificação pode ser falha em capturar a natureza quantitativa da variação da 

pigmentação da íris, como mencionado. Além disso, vários fatores podem modificar a cor da 

íris, como exemplo: a cor dos olhos pode mudar com diferentes níveis de dilatação da pupila; 

imagens de fotografias desfocadas tendem a resultar numa cor de olhos mais uniforme 

(perdendo a natureza heterogênea da cor da íris); a maquiagem, no caso das mulheres, pode 

modificar sensivelmente a impressão do observador de um olho castanho claro para um 

castanho escuro e vice-versa (Mackey et al., 2011). Existem alguns esforços atualmente no 

desenvolvimento de métodos de quantificação a cor da íris baseada na análise de fotografias, 

tomadas sob condições padronizadas. Como exemplo, German et al. (1998) e Niggermann et 

al. (2003) relataram a pigmentação da íris no espaço de cor RGB; Melgosa et al. (2000) 

quantificaram a cor da íris usando o sistema CIELab; o estudo de Fan et al. (2003), por sua 

vez, desenvolveu um método que extrai automaticamente a região da íris na fotografia, 

computa a cor da íris, e corrige a cor baseada em um cartão de calibração padrão; e o estudo 

de Frudakis et al. (2007) tentou utilizar espectroscopia digital para predizer acuradamente o 

conteúdo de melanina da íris. 

Mais recentemente, um trabalho que, segundo Ruiz et al. (2013), se destacou pela 

robustez das medidas foi o estudo feito por Liu et al. (2010). Após comparar vários sistemas 

de cor para representar a cor da íris, incluindo o RGB, CIELab, CIEXYZ (este último é 

denominado de valor triestímulos, e se baseia numa representação gráfica tridimensional, 

onde cada eixo refere-se a uma cor primária – verde, vermelho e azul) e HSV/HSB (Hue – 

matiz, Saturation – saturação, Value = valor, Brightness - brilho), os autores escolheram 
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representar a cor da íris por este último sistema (HSV/HSB). Neste trabalho, foram tomadas 

fotografias dos olhos dos voluntários numa resolução de 800x600 pixels, os valores de RGB 

na região da íris de cada imagem foram anotados, e, posteriormente, os valores de RGB 

foram transformados para valores HS de acordo com fórmulas-padrão. Segundo Liu et al. 

(2010), este sistema se ajusta bem na aplicação de estudos genéticos porque (1) os valores H 

e S da escala são independentes da luminosidade (dada pelo valor B), que varia bastante 

dependendo do local onde a foto foi tomada (o valor B pode ser excluído na análise 

genética); (2) os valores de H e S podem representar o tipo e a quantidade de pigmento da 

íris; e (3) os valores de H e S podem ser diretamente traduzidos para outros sistemas de cores 

(para saber mais sobre a matemática envolvida na conversão das medidas, acesse 

http://www.easyrgb.com/index.php?X=MATH). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Painel representando os 16 olhos de Rudolf Martin, classificados do castanho mais escuro (número 1) 

ao azul mais claro (número 16). Cabe salientar que os olhos neste quadro não seguem uma ordem definida. 

Fonte: Mackey et al. (2011). 

Embora os métodos de classificação fenotípica da íris por análise quantitativa através 

de fotografias digitais têm sido propostos (Melgosa et al. 2000; Niggermann et al. 2003; Liu 

et al., 2010), a caracterização fidedigna e a designação de fenótipos intermediários da cor da 

íris permanece difícil e ainda relativamente subjetiva (Frudakis et al., 2007; Ruiz et al., 

2013). Um ponto importante a salientar é que a íris humana também possui outras 

características que não são mensurados através da quantificação utilizada para verificar a cor 
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dos olhos e estes fatores também estão sob forte influência genética (Larsson et al., 2003). 

Para agravar ainda mais a situação, sabe-se que embora a cor dos olhos seja assumida como 

fixa por toda vida adulta, existem mudanças com a idade ou mudanças no estado patológico 

do indivíduo que podem afetar esta característica (Stjernschantz et al., 2002). 

Com relação à qualificação da cor dos cabelos e dos olhos dos voluntários do presente 

trabalho, uma ficha fenotípica do consórcio CANDELA foi utilizada (Anexo IX). Esta ficha 

foi preenchida pelo investigador no momento da coleta, indicando a cor dos cabelos em uma 

das 4 categorias, a saber: ruivo/avermelhado, loiro, loiro escuro/castanho claro, e castanho 

escuro/preto; e a cor dos olhos, por sua vez, em uma das 5 categorias, são elas: azul/cinza, 

verde, mel, castanho claro, e castanho escuro/preto. Os fenótipos de cor dos olhos e cabelos 

foram marcados mediante confirmação dada por cada um dos voluntários da pesquisa. 

Categorias similares são comumente utilizadas na literatura (Sulem et al., 2007; Eiberg et al., 

2008). Um esforço para quantificar a cor dos olhos e cabelos dos voluntários do CANDELA 

a partir das fotos está em andamento, baseado em protocolos mais recentes e precisos (Liu et 

al., 2010). A descrição suscinta da metodologia de quantificação está descrita no Apêndice I. 

Como se observa, a classificação objetiva da pigmentação é extremamente importante 

para um estudo genético de associação. A falta desta objetividade pode trazer resultados 

espúrios em pesquisas desta natureza. Por exemplo, no estudo realizado por Bastos et al. 

(2009) uma comparação entre a auto-classificação e a hetero-classificação (classificação 

atribuída por outro) de indivíduos dentro de categorias de “cor/raça” indicou que pessoas com 

mais de 40 anos de idade tiveram uma chance 2,1 vezes maior de se classificarem como 

pardos do que como brancos, quando abordados por entrevistadoras negras, em relação às 

brancas. Os resultados deste estudo indicaram o caráter complexo da classificação qualitativa, 

sugerindo a influência de características pessoais das entrevistadoras sobre a auto-

classificação de “cor/raça” dos entrevistados. Na tentativa de alertar sobre a padronização na 

classificação de pigmentação para os estudos genéticos que estão sendo realizados, o capítulo 

de livro publicado por nós (consultar Cerqueira et al., 2011 – Apêndice II) discorre sobre o 

assunto, trazendo ainda outras informações pertinentes na área. Na presente tese, durante o 

preenchimento das fichas fenotípicas dos voluntários, houve também o cuidado de fazê-lo 

mediante a observação de dois pesquisadores membros do consórcio CANDELA, para que as 

marcações fossem feitas de forma mais objetiva, no sentido de minimizar as variações 

oriundas das impressões pessoais na análise. No caso de discordância entre os dois 
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observadores, uma terceira opinião foi requerida. Isso foi feito para evitar desvios na hetero-

classificação qualitativa de algumas características, como cor de cabelos e cor dos olhos. 

 

1.8 Identificação humana pelo DNA e aplicações forenses dos estudos de pigmentação 

 

A ciência molecular forense tem sido dominada pelas pesquisas em nível de DNA nas 

últimas décadas. A razão para este fato é o grande sucesso do uso de tecnologias relacionadas 

na pratica forense, o que tem revolucionado a polícia moderna (Bauer, 2007). O princípio 

básico destas pesquisas é que, exceto para gêmeos monozigóticos, cada ser humano é 

geneticamente diferente e único. Desta forma, qualquer amostra biológica contendo DNA, 

quando examinada em detalhes suficientes, revela que foi originada de somente um indivíduo 

específico (Pena et al., 1995). Alguns exemplos das vantagens oferecidas pela 

individualidade genética são: identificação de vítimas de crimes ou de acidentes de massa ou 

catástrofes naturais, identificação de criminosos por vestígios em cenas de crime, 

investigação de paternidade, bem como estudos em evolução humana, dentre outras 

aplicações. 

O repertório de marcadores genéticos utilizados nas rotinas forenses tem crescido 

substancialmente e vários avanços nesta área têm trazido progresso para as ciências forenses 

nas últimas três décadas. O primeiro método genético usado para identificação humana 

utilizou polimorfismos de comprimento de fragmentos de restrição (RFLPs, do inglês, 

Restriction Fragment Length Polymorphisms) para tipagem de números variáveis de 

repetições consecutivas (VNTRs, do inglês, Variable Number of Tandem Repeats), que são 

fragmentos de DNA de 6-100 pares de bases que se repetem um atrás do outro por centenas 

de vezes (Wyman & White, 1980; Jeffreys et al., 1985; Budowle & Baechtel, 1990; Goodwin 

et al., 2011). Pouco tempo depois, os VNTRs foram substituídos pela análise de repetições 

curtas consecutivas (STRs, do inglês, Short Tandem Repeats) (Edwards et al., 1991; Budowle 

et al., 1998; Budowle et al., 2001), que são fragmentos de DNA de 1-6 pares de bases que se 

repetem in tandem centenas a milhares de vezes, sendo este atualmente utilizado por bancos 

de dados criminais e cíveis de DNA em todo o mundo (Jobim et al., 2006; Budowle & Van 

Daal, 2008; Goodwin et al., 2011). Os STRs possuem algumas vantagens em relação aos 

VNTRs. Por exemplo, o tamanho menor do fragmento amplificado e a capacidade de 

amplificação através da reação em cadeia da polimerase (PCR, do inglês, Polymerase Chain 
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Reaction), de amostras com relativo nível de degradação (Budowle & Van Daal, 2008; 

Goodwin et al., 2011). Para mais detalhes a respeito dos marcadores polimórficos para 

identificação humana, consultar Jobim et al. (2006) e Goodwin et al. (2011). 

Além dos STRs, análises com os polimorfismos de base única comumente bi-alélicos 

(SNPs) também estão sendo utilizadas em testes de identidade genética, seja através da 

informação sobre linhagens do mtDNA e do cromossomo Y, seja através de marcadores 

informativos de ancestralidade, ou ainda para a predição de fenótipos (Budowle & Van Daal, 

2008). Porém uma das principais desvantagens no uso dos SNPs é o seu baixo poder de 

discriminação nos testes de identidade genética (Goodwin et al., 2011). Para se ter uma idéia, 

na tipificação com uso de VNTRs, utilizava-se cerca de 6 loci, em média, com um excelente 

poder de discriminação entre dois indivíduos quaisquer; na tipificação por STRs utiliza-se de 

9 a 22 loci; estima-se que, para se obter o mesmo poder de discriminação, uma análise com 

pelo menos 50-100 SNPs é necessária (Budowle & Van Daal, 2008; Goodwin et al., 2011).  

Entretanto, os SNPs também apresentam algumas vantagens: é necessário um fragmento de 

apenas 60-80 pares de bases para amplificação por PCR, enquanto que, para análise de STRs, 

é necessário um fragmento de cerca de 350 pares de bases (Whitaker et al., 1995; Ballantyne, 

1997). Isso é extremamente importante para amostras altamente degradadas provenientes de 

desastres em massa e catástrofes naturais. Além disso, a quantidade de DNA necessária para 

amplificar um SNP é da ordem de 100 picogramas; para os STRs, é necessário cerca de 0,5-1 

nanograma de DNA; e os VNTRs necessitam de 10-25 nanogramas de DNA para 

amplificação de fragmentos de até 10.000 pares de bases (Giusti & Budowle, 1995). 

Excelentes discussões sobre o poder dos SNPs e a possível substituição dos STRs por eles 

podem ser encontrados em Chakraborty et al. (1999), Budowle (2004), Gill et al. (2004), 

Pakstis et al. (2010) e Schneider (2012). Além da identificação humana, Kayser & Knijff 

(2011) também fizeram uma revisão bastante interessante sobre a utilidade de ferramentas 

genéticas em casos criminais. 

Outro aspecto que merece destaque no contexto da presente tese é que, atualmente, o 

primeiro passo na análise de amostra de DNA encontrada em cena de crime ou local de 

desastres naturais é a produção de um perfil de STRs utilizando kits de amplificação 

multiplex para essas amostras. Quando o perfil de STRs não se pareia com um banco de 

dados criminais e cíveis, quaisquer informações adicionais são extremamente valiosas 

(Werrett, 2005; Rohlfs et al., 2012), incluindo testes de predição de fenótipos específicos 
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(Tully, 2007). Em outras palavras, nos casos em que as investigações policiais falham em 

identificar os agressores, e principalmente quando os vestígios biológicos encontrados em 

cenas de crime são de fontes desconhecidas àqueles existentes nos bancos de dados policiais, 

se espera que, num futuro próximo, haja uma confiabilidade na predição de características 

visíveis externamente (comumente referidas pela sigla EVCs, do inglês, Externally visible 

characteristics), com a tecnologia conhecida como Fenotipagem Forense por DNA (do 

inglês, FDP – Forensic DNA Phenotyping) ou inteligência pelo DNA (Kayser & Schneider, 

2009; Kayser & Knijff, 2011). 

Como visto anteriormente, a variação normal e patológica da pigmentação humana tem 

sido há muito tempo alvo de estudos médicos (Valverde et al., 1995; Duffy et al., 2004) e 

antropológicos (Jablonski & Chaplin, 2000; Parra et al., 2004) e, por último, objeto de 

investigação que visa a aplicação forense (Sulem et al., 2007; Valenzuela et al., 2010). Sendo 

assim, nos últimos anos inúmeros trabalhos têm almejado identificar genes (e seus alelos 

variantes) responsáveis por características fenotípicas visíveis. Alelos comuns associados 

com a diversidade da pigmentação normal em humanos foram identificados em vários genes. 

Algumas variantes no gene MC1R, como já salientado em itens anteriores, estão associadas 

com cabelos vermelhos, peles claras, sardas, e câncer de pele (Valverde et al., 1995; Rees, 

2004; Makova & Norton, 2005). Outros estudos relacionados com a cor de cabelo e olhos, 

por sua vez, têm revelado forte ligação da cor azul-castanha a uma região no cromossomo 15 

que inclui o gene OCA2 (codifica a proteína óculo-cutâneo II) (Eiberg & Mohr, 1987; Eiberg 

& Mohr, 1996; Posthuma et al., 2006), que também já havia sido ligado previamente com o 

albinismo. Esses dois exemplos ilustram uma pequena porção do que vem sendo descrito 

nesta esfera de interesse, cujos resultados já estão sendo utilizados em pequena escala no 

nível forense. Portanto, a habilidade de se predizer características físicas de um indivíduo 

diretamente a partir do material encontrado em uma cena de crime é algo bastante promissor. 

Acredita-se que de todas as nossas características visíveis externamente (além do sexo), 

os traços de pigmentação, particularmente cor dos olhos e cabelos, sejam os mais promissores 

para predição de fenótipos com uso do DNA (Branicki et al., 2007; Branicki et al., 2009; 

Mengel-From et al., 2009; Liu et al., 2009; Mengel-From et al., 2010; Walsh et al., 2011a; 

Walsh et al., 2011b; Branicki et al., 2011; Spichenok et al., 2011; Walsh et al., 2012; Ruiz et 

al., 2013; Draus-Barini et al., 2013). Em 2001 ocorreu a publicação do primeiro exemplo de 
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um teste de predição de fenótipo para uso da inteligência policial em investigações criminais 

(Grimes et al., 2001). O estudo descreve um protocolo de minisequenciamento multiplex para 

varredura rápida de amostras de DNA para presença de 12 variantes do gene MC1R. Numa 

outra investigação realizada por Frudakis et al. (2003), com 754 SNPs em 851 indivíduos, 

foram identificados 61 SNPs associados com cor da íris. Cerca de metade desses SNPs foram 

independentemente associados com cor da íris, enquanto o restante foi associado somente se 

considerados como parte de um haplótipo ou diplótipo (par diplóide do haplótipo). Em 2008 

foi lançado o livro “Molecular Photofitting”, que descreve o uso de SNPs para inferência de 

ancestralidade geográfica e predição de fenótipo no uso da perícia policial e algumas das 

análises realizadas para tal fim (Frudakis, 2008). Outros trabalhos têm sido publicados 

investigando valores preditivos de várias combinações de alelos de SNPs no gene OCA2, 

bem como outros (HERC2, SLC45A2/MATP) para cor de olho azul/castanho (Mengel-From 

et al., 2010). Detalhes adicionais sobre uso de marcadores genéticos de pigmentação para 

aplicação forense podem ser encontrados em Gehring (2010) e Souza (2012).  

Recentemente, pesquisadores do Instituto Erasmus na Holanda, liderados pelo Prof. 

Manfred Kayser, fizeram com que a expectativa de se predizer traços complexos como a 

pigmentação dos olhos e cabelos se tornasse mais real após a publicação do estudo de Walsh 

et al. (2013). Neste estudo foi desenvolvida e avaliada a sensibilidade de um ensaio multiplex 

de 24 polimorfismos (23 SNPs e 1 INDEL) em uma única reação para predição de cor de 

olhos e cabelos, utilizando uma quantidade diminuta de DNA (63 picogramas). Este sistema 

foi denominado HIrisplex, sendo o primeiro sistema de predição simultânea de cor dos olhos 

e cabelos baseados no DNA. Os artigos precursores deste para a criação do conjunto de SNPs 

preditores de cor dos olhos (Irisplex – Walsh et al., 2011) e posterior acréscimo de um 

conjunto de SNPs para predição também de cor de cabelos (HIrisplex – Walsh et al., 2013) 

foram Liu et al. (2009) e Branicki et al. (2011), respectivamente. Portanto, o ensaio HIrisPlex 

utiliza 24 polimorfismos de DNA previamente estabelecidos com um valor preditivo sobre a 

cor de olhos e cabelos humanos. Os polimorfismos utilizados neste ensaio são: N29insA, 

rs11547464, rs885479, rs1805008, rs1805005, rs1805006, rs1805007, rs1805009, 

Y152OCH, rs2228479, rs1110400 – todos do gene MC1R; rs12913832 do gene HERC2; 

rs12203592 do gene IRF4; rs1042602 e rs1393350 do gene TYR; rs4959270 do gene EXOC2; 

rs28777 e rs16891982 do gene SLC45A2 (MATP); rs683 do gene TYRP1; rs1800407 do gene 

OCA2; rs2402130 e 12896399 do gene SLC24A4; rs12821256 do gene KITLG; e o 
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rs2378249 do gene ASIP. Os autores deste artigo disponibilizam uma tabela no Microsoft 

Excel, onde é possível inserir os 24 genótipos de um indivíduo para estes marcadores, e a 

partir daí, é gerado um output indicando qual é a mais provável característica de pigmentação 

de olhos e cabelos da amostra desconhecida. 

Um fato interessante de ser mencionado sobre a predição de características físicas diz 

respeito à discussão ética que o tema suscita. Uma comissão de Genética Humana do Reino 

Unido elaborou um relatório que levanta questões éticas sobre o uso da informação genética 

para predizer as características de uma pessoa através da análise de DNA. Algumas destas 

considerações foram mencionadas por Tully (2007) e Schneider (2012). O principal 

argumento em favor da fenotipagem forense pelo DNA é que a pigmentação da pele, olhos e 

cabelos (por exemplo), por serem características visíveis externamente, não necessitariam de 

confidencialidade, uma vez que são fenótipos óbvios vistos por qualquer pessoa (Budowle & 

Van Daal, 2008). Além disso, a fenotipagem forense (que inclui principalmente o uso de 

SNPs) para desvendar características de pigmentação, sexo, altura, idade, bem como outras 

características do indivíduo, é útil como um fator investigativo e também como uma poderosa 

ferramenta de inteligência (Budowle & Van Daal, 2008; e Kayser & Knijff, 2011). Na 

realidade, a discussão é um pouco mais complexa, pois muitos genes de pigmentação são 

também preditores para suscetibilidade ao câncer de pele e outras patologias. Além disso, 

qualquer ligação entre DNA e caracteres fenotípicos aos olhos do especialista em direito e 

legislação, porém leigo em genética, pode acarretar uma preocupação imediata quanto à 

eugenia e outros problemas históricos de segregação decorrentes do mau uso de dados 

biológicos, pelo menos em sociedades onde o estado-de-direito não é plenamente garantido.  

Em contrapartida, é bem mais razoável imaginar que uma prova técnico-científica 

(perfil do suspeito oriundo de um teste de fenotipagem a partir do DNA coletado na cena de 

um crime, por exemplo) é menos sujeita a erros do que o retrato falado originado pela 

descrição subjetiva de testemunhas (Spinney, 2008; Kayser & Schneider, 2009; Kayser & 

Knijff, 2011). Neste aspecto, pode-se antever que menos injustiças serão cometidas e que 

menos recursos públicos serão despendidos na busca de criminosos quando técnicas de 

predição de fenótipos visíveis estiverem sendo utilizadas na rotina forense. Algo similar já 

aconteceu nos EUA visto que nos últimos 38 anos nada menos do que 138 pessoas tiveram 

suas penas de morte revertidas após terem sua inocência comprovada através de provas 
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geradas com testes de DNA (http://www.innocenceproject.org/; 

http://veja.abril.com.br/noticia/internacional/eua-falhas-na-justica-fazem-a-pena-de-morte-

perder-forca). 

Para finalizar é importante destacar que muitos obstáculos técnicos estão sendo 

superados para que a predição fenotípica para uso forense seja um fato, e que os aspectos 

éticos e legais relacionados ao tema devem sempre ser discutidos e avaliados por fóruns 

especializados e pela sociedade civil.  
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2. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS 
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2.1 Justificativas 

 

Atualmente estamos diante do enorme desafio de conseguir superar as dificuldades na 

utilização dos complexos e crescentes bancos de dados públicos de informações genéticas. A 

exploração destas bases de dados (HAPMAP, NCBI, ENSEMBL, UCSC, CEPH) que 

disponibilizam informações gratuitas sobre sequências e variantes genéticas relacionadas com 

características normais e patológicas humanas pode trazer enormes benefícios para a 

comunidade científica, desde que corretamente analisadas. Precisamos deste modo, romper 

barreiras e montar estratégias e metodologias capazes de responder questões biológicas 

específicas e solucionar desafios do mundo contemporâneo utilizando estes bancos. Parte dos 

resultados do presente trabalho se relaciona com a exploração destes dados e sua aplicação 

para atingir os objetivos propostos. 

Além disso, a presente tese também buscou obter dados originais visto que a cor da 

pele, olhos e cabelos são bastante diferentes em Africanos, Europeus e Nativo-americanos, 

bem como em populações originárias a partir de distintas dinâmicas de mestiçagem que 

envolveram indivíduos pertencentes a estes três grupos continentais. Evidências científicas 

indicam que grupos geográficos diferentes apresentam distintos conjuntos de variantes em 

genes da rota da pigmentação, como mencionado anteriormente. Deste modo, uma das 

principais justificativas para o desenvolvimento desta tese é o fato de que ainda são poucos os 

estudos que têm como foco populações miscigenadas. Diante desta questão, esta tese 

pretende expandir as análises em populações de estados brasileiros com diferentes históricos 

de colonização e mestiçagem (predominantemente Bahia e Rio Grande do Sul). Em 

populações como estas, espera-se que variantes-causais de algumas características ocorrerão 

mais frequentemente em segmentos cromossômicos herdados a partir de um ou de outro 

grupo parental. Além disso, tais variantes podem estar em desequilíbrio de ligação com 

outros alelos funcionais desconhecidos que são mais freqüentes ou mesmo exclusivos no 

background genético de um determinado grupo populacional, mas não em outro. Neste 

contexto, a utilização de populações miscigenadas pode agregar valor e aumentar o nível de 

acurácia das informações sobre relação genótipo-fenótipo e o quanto estas podem ser 

universais ou população-específica. 
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Os dados descritos aqui possuem relevância médica, evolutiva e forense. Médica 

porque os estudos de variantes polimórficas que explicam parte da variabilidade genética 

normal também podem explicar aspectos patológicos de doenças humanas. Na verdade, sabe-

se que um aspecto importante para o entendimento da genética de doenças complexas é 

entender inicialmente como os genes e suas variantes estão relacionados com a varibilidade 

normal. Isso se aplica muito bem ao estudo da pigmentação humana, uma vez que já se 

conhece que a suscetibilidade a várias patologias (câncer de pele, por exemplo) estaria 

associada a alelos associados com a variabilidade normal.  

A segunda importante implicação é com relação aos aspectos evolutivos. A diversidade 

da pigmentação humana tem sido associada a pressões seletivas diversas vivenciadas pelos 

humanos modernos após sua saída da África. Hoje, com as publicações dos genomas de 

hominíneos extintos, Homo neanderthalensis e o espécime de Denisova (hominínio asiático 

com taxonomia ainda não definida; Green et al., 2010; Reich et al., 2010), é possível explorar 

a similaridade destes com relação aos humanos modernos no que diz respeito a uma série de 

traços de interesse. Além disso, é possível também predizer como estes hominíneos seriam no 

que concerne às suas características físicas.  

Finalmente, com relação aos aspectos forenses (a terceira e última implicação de um 

estudo como este), é esperado que se possa melhorar o entendimento dos fatores envolvidos 

na relação genótipo-fenótipo da pigmentação humana em populações mestiças, a fim de que 

esses dados possam auxiliar na predição de características visíveis externamente para fins 

investigativos policiais, minimizando a possibilidade de falsos acusamentos em processos 

criminais.  
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2.2 Objetivos 
 

1) Averiguar se as variantes encontradas estão associadas com traços fenotípicos 

relacionados com pigmentação de pele, olhos e cabelos na amostra oriunda da nossa 

população miscigenada; 

2) Estimar as freqüências gênicas nos polimorfismos ADAM17rs1524668, 

AFG3L1rs4785763, ASIPrs6058017, HERC2rs1129038, MC1Rrs1805009, 

MC1Rrs1805008, MC1Rrs1805007, OCA2rs1800407, OCA2rs1800401, 

OCA2rs1800414, SLC24A5rs1426654, SLC45A2rs6867641, SLC45A2rs26722, 

SLC45A2rs16891982, TPCN2rs3750965, TPCN2rs3829241, TYRrs1042602 e 

TYRrs1126809 em amostras oriundas de dois estados brasileiros (Bahia e Rio grande 

do Sul), bem como descrever os possíveis efeitos dos alelos analisados; 

3) Utilizar banco de dados públicos para explorar as informações pertinentes na área da 

genética da pigmentação, e tentar estabelecer um método de predição de fenótipos a 

partir destas informações. 
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3. RESULTADOS 

 

 Os resultados serão apresentados na forma de artigos científicos já publicados, em processo 

de revisão ou em fase final de preparação para submissão. 
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3.1. CAPÍTULO I 
 

“Predicting Homo pigmentation phenotype through genomic data: from Neanderthal to James 

Watson” 

(Artigo Publicado na revista American Journal of Human Biology, 24:705-709, 2012) 
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ABSTRACT 

 

The understanding of the complex genotype-phenotype architecture of human 

pigmentation has clear implications for the evolutionary history of humans, as well as 

for medical and forensic practices. Although dozens of genes have previously been 

associated with human skin color, knowledge about this trait remains incomplete. In 

particular, studies focusing on populations outside the European-North American axis 

are rare, and, until now, admixed populations are seldom considered. The present 

study was designed to help fill this gap. Our objective was to verify possible 

associations of 18 single nucleotide polymorphisms (SNPs), located within 9 genes, 

and one pseudogene with the Melanin Index (MI) in two admixed Brazilian 

populations (Gaucho, N = 354; Baiano, N = 149) with different histories of 

geographic and ethnic colonization. Some of these polymorphisms have never been 

studied in the context of normal variation in human skin color. Of the total sample, 8 

markers were found to be associated with skin color (4 in Gaucho, 6 in Baiano), but 

only 3 (HERC2rs1129038, SLC24A5rs1426654, and SLC45A2rs16891982) showed a 

statistical significance in both samples. Therefore, only these 3 SNPs should be 

preliminarily considered to have forensic significance because they consistently 

showed the association independently of the population considered. These results also 

demonstrate the importance of considering possible population differences in 

selecting an appropriate set of SNPs as phenotype predictors in forensic practice. 

 

 

Key words: Admixed populations, Forensic DNA phenotyping, Human skin color 
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1. Introduction 

 

In humans and other animals, pigmentation results from melanin synthesis, 

which occurs in melanocytes stored in vesicles known as melanosomes. Melanocytes 

are found in the epidermis, hair bulb, and iris, and are directly responsible for the 

pigmentation of these organs and structures [1, 2]. The color spectrum observed in the 

human eyes, hair, and skin is related to the type and quantity of melanin produced, the 

pattern of packaging, size, and number of melanosomes, as well as to the pH of the 

melanosomal environment [3, 4]. There are 2 main melanin types: eumelanin and 

pheomelanin, which are responsible for the black/brown color and the yellow/red 

spectrum, respectively.   

The human pigmentation pathway is regulated by a network controlled by 

many genes, as well as by environmental, mechanical, and epigenetic factors. For 

instance, Quillen et al. [5] identified 76 skin pigmentation candidate genes from the 

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) database using the following key-

words: ‘‘color’’ and ‘‘pigmentation’’. The gene set identified included both classical 

and non-classical genes. The pigmentation candidate genes identified to date act over 

different stages of the above-mentioned processes [6]. Additional information about 

the function, localization, number of exons, and other relevant data related to these 

and others genes can be found in Cerqueira et al. [7, 8]. 

A considerable number of genetic studies involving normal and pathological 

variation in human pigmentation have emerged recently [5, 8-19]. Some of these 

investigations showed that it is possible to predict human color phenotypes from 

genotype data with different levels of accuracy, thus highlighting the importance of 

these types of studies for forensic practices [8, 16]. Furthermore, it was suggested that 

some variants associated to pigmentation also confer susceptibility or resistance to 

skin cancer [12, 20, 21], as the presence of several skin tones are attributed to 

adaptation to diverse environments after dispersal of the anatomically modern Homo 

sapiens from Africa to other continents [9, 13-15, 22-25].  

An additional aspect that emerged from these studies is the diversity of the 

pigmentation genotype-phenotype architecture across human populations. For 

example, Quillen et al. [5] showed that in addition to the classical genes SLC24A5 

and SLC45A2, others, such as OPRM1 and EGFR, have also contributed to 

differences in pigmentation between Native Americans and Europeans. Moreover, 
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Norton et al. [6] suggested that polymorphisms in SLC24A5, SLC45A2, and TYR had 

a predominant role in the evolution of lighter skin color in Europeans, but not in East 

Asians, indicating recent convergent evolution of lighter pigmentation phenotypes, 

and the possible role of natural selection in this process. Quillen and Shriver [15] 

evaluated skin color architecture at the population level and summarised this situation 

as follows: (a) despite gene flow among human populations, differences in allele 

frequencies at pigmentation genes are nonetheless observed, and (b) signatures of 

natural selection in some of these genes are observed among human populations, 

whereas in other genes, the signal is population-exclusive.  

As noted above, several studies have indicated different genetic backgrounds 

of pigmentation genes in different populations. Therefore, caution should be 

exercised when extrapolating results from one population to another. The gene pool 

of contemporary admixed Brazilian populations is characterised by different levels of 

contributions from their continental ancestral groups, Native American, European, 

and African, and striking differences have been reported among them [26, 27]. 

Nonetheless, few studies have examined polymorphisms in pigmentation candidate 

genes in these Brazilian populations to date [28]. Thus, the main objective of the 

present work was to evaluate the possible association of 18 single nucleotide 

polymorphisms (SNPs), located in 9 pigmentation candidate genes and one 

pseudogene, with the Melanin Index (MI) in 2 Brazilian populations with different 

admixture levels. 

 

2. Materials and methods 

 

2.1. Recruitment of study samples 

 

This study recruited 503 Brazilian volunteers of the Consortium for the 

Analysis of the Diversity and Evolution of Latin America (CANDELA, 

http://www.ucl.ac.uk/silva/candela). They were recruited in Porto Alegre, the capital 

of the southernmost state of Brazil, Rio Grande do Sul (RS), and in Jequié, Bahia 

state (BA), whose effective Portuguese colonization date is much earlier than that of 

RS.  

The states indicated above have distinct colonial histories; RS is characterised 

by more substantial European colonization (a significant number of non-Portuguese 
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European immigrants arrived in RS in the 19th century), whereas African heritage is 

more visible in BA with respect to both phenotypic and cultural aspects. Apart from 

these widely recognised characteristics, other historical, demographic, and genetic 

particularities can distinguish these populations [26, 27, 29-33, and references 

therein].  

The traditional Gaucho culture has roots in the South American Pampa region, 

whose geographical areas cover parts of RS, Argentina, and Uruguay. However, in 

modern Brazil, the word Gaucho (Gaúcho in Portuguese) is used to refer to anyone 

born in RS, and not only to those born in the Pampean region of this state. In the 

present study, we employ this term to refer to any volunteer from RS, whereas the 

term Baiano is used to identify individuals from BA. 

This project was approved by the Research Ethics Committees of the 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Hospital de Clínicas de Porto Alegre, 

and the Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (Resolutions 18208/2010, 

100565/2011, and 212/2010, respectively). All subjects signed an informed consent 

form approved by the above-mentioned ethics committees, according to the Helsinki 

Declaration. 

 

2.2. MI measurements  

 

The CANDELA protocol involved the acquisition of data on physical 

appearance, including a quantitative measure of skin color using the Derma 

spectrometer (DSM II ColorMeter, CyberDerm Inc., USA), which provides the MI, 

where in humans, values ranging from 20 to 100 reflect fairer to darker skin tones. MI 

was measured on the proximal medial portion of both arms to generate a single 

average value. This location was chosen because it captures the constitutive skin 

pigmentation (the basal quantity of melanin), with potentially little effect of sun 

exposure [5, 34].  

 

2.3. Genetic analysis  

 

DNA was extracted from total blood samples using the salting out method 

[35] or with the QIAamp® 96 DNA blood Kit (Qiagen), and genotyping procedures 

were performed with Taqman™ (KBioscience: www.kbioscience.co.uk). Eighteen 
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SNPs were investigated: rs1524668 (ADAM17), rs4785763 (AFG3L1, a pseudogene), 

rs6058017 (ASIP), rs1129038 (HERC2), rs1805009, rs1805008, and rs1805007 

(MC1R), rs1800407, rs1800401, and rs1800414 (OCA2), rs1426654 (SLC24A5, also 

identified as NCKX5), rs6867641, rs26722, and rs16891982 (SLC45A2, also 

identified as MATP), rs3750965 and rs3829241 (TPCN2), and rs1042602 and 

rs1126809 (located at the TYR gene). These polymorphisms were chosen because 

previous studies have linked them either directly or indirectly with the human 

pigmentation pathway (Table S1).  

 

2.4. Statistical analyses  
 

Allele frequencies were estimated by gene counting. Agreement of genotype 

frequencies with Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was performed using the 

“Utility programs for analysis of genetic linkage” [36]. Three groups were 

considered: (a) total sample, (b) Gaucho sample only, and (c) Baiano sample only. 

Allele and genotype frequency differences were compared between Gaucho and 

Baiano samples with the Pearson χ2 or Fisher’s exact tests using the PEPI program, 

version 4.0 [37], or SPSS, version 17.0. The latter software was also used to conduct 

the analysis of variance (ANOVA) or the non-parametric Kruskal-Wallis test for 

comparing MI values across genotypes. The independent samples Student’s t-test, or 

the non-parametric U value of the Wilcoxon-Mann-Whitney test, was used to 

compare MI and age means between Gaucho and Baiano samples. The Kolmogorov-

Smirnov and Levene’s tests were used to verify the normality of quantitative 

measures (MI and age). A p value of < 0.01 was considered statistically significant 

(SPSS, version 17.0).  

The SPSS software was also used to perform regression analysis. Associations 

between common SNPs and MI were evaluated using a simple linear regression 

model, minimizing the sum of square differences between the observed (dependent) 

and predicted variables. Genotypes were re-coded as dummy variables based on the 

following criteria: (1,0), (0,1), and (0,0) for AA, Aa, and aa, respectively. Note that 

the inclusion of dummy variables in a linear regression model is equivalent to 

estimating the restrictive and non-restrictive models of linear regression using the 

usual least squares method. To avoid perfect multiple collinearity we used k-1 

dummy variables. The R-value, or Pearson’s correlation statistic, was obtained from 
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the ordinary least squares linear model. Coefficients of determination (R2) were also 

calculated, whereas the F statistics tested the likelihood ratio of the explained 

variance based on the model of the residual sum of squares. 

The STRUCTURE software [38] was used to verify if the markers studied 

have a power of differentiate between African and European gene pools, assuming 

that the Brazilian population is mainly composed by the intermixture of these two 

geographic human groups, besides Native Americans. Unfortunately, satisfying 

information for polymorphisms studied here is not available for Native Americans, so 

this group was not compared. According to Pritchard et al. [38], STRUCTURE 

implements a model-based clustering method for inferring population structure using 

genotype data consisting of unlinked markers. It assigns individuals to populations, 

identifying migrants and admixed individuals. Genotypes of t6wo reference ancestral 

groups (European  and  African) were available at The Human Genome Diversity 

Project (HGDP, http://hagsc.org/hgdp/files.html). STRUCTURE was run with 

100,000 length of burnin period and 10,000 MCMC reps after burning, with k=2, 

k=3, and k=4. 

 

3. Results 

 

3.1 Management of quantitative data and gene frequency analyses 

 

Age and MI absolute numbers did not present a Gaussian distribution; the 

numbers were therefore adjusted to normalise the data using 1/MI and 1/age 

transformations. The average age for the total sample (N = 503) was 25.19 (range 18–

87) years, with 169 (33.6%) males and 334 (66.4%) females. The Gaucho average 

age was 26.19 (range 18–87) years, and the average Baiano age was 23.08 (18–62) 

years, which differed significantly (p < 0.01). The mean MI of the sample as a whole 

was 32.92 (range 22.04–76.40), while Gaucho and Baiano showed average MI values 

of 31.53 (22.04–76.40) and 36.75 (23.72–65.01), respectively. These results 

demonstrated that the Baiano group presents a darker skin color (p < 0.01) compared 

with the Gaucho group.  

Within the Gaucho population, genotype frequencies were in accordance with 

those expected by HWE, except for SLC24A5rs1426654 (χ2 = 11.346, p < 0.01), 

which showed a lower number of heterozygotes than expected. For the Baiano 
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population, only the genotype frequencies of the SNP SLC45A2rs16891982 were not 

in HWE (χ2 = 6.911, p < 0.01), which was also due to a lower number of 

heterozygotes than expected. Allele and genotype frequencies were statistically 

different between the 2 populations for ASIPrs6058017, HERC2rs1129038, 

OCA2rs1800401, SLC24A5rs1426654, and SLC45A2rs16891982, whereas the SNPs 

MC1Rrs1805007, TPCN2rs3829241, TYRrs1042602, and TYRrs1126809 only 

differed in allele frequencies (Table S2).  

 

3.2 Association between MI and genotypes 

 

Three independent analyses were performed to evaluate the association 

between MI and genotype: considering the total sample (N = 503), the Gaucho 

sample only (N = 354), and the Baiano sample only (N = 149). Levene’s test was 

applied to verify the variance homogeneity of the transformed data, along with 

ANOVA. For those showing heterogeneity, we performed the non-parametric 

Kruskal-Wallis test using untransformed MI values. In the total sample (Table 1), 8 

polymorphisms showed a statistically significant association with MI 

(ASIPrs6058017, HERC2rs1129038, OCA2rs1800407, OCA2rs1800401, 

SLC24A5rs1426654, SLC45A2rs16891982, TYRrs1042602, and TYRrs1126809), at a 

99% probability level. In the stratified analysis (Table 1), 4 SNPs (HERC2rs1129038, 

MC1Rrs1805009, SLC24A5rs1426654, and SLC45A2rs16891982) were significantly 

associated with MI in the Gaucho sample, and 6 SNPs (HERC2rs1129038, 

OCA2rs1800407, SLC24A5rs1426654, SLC45A2rs16891982, TYRrs1042602, and 

TYRrs1126809) were associated with MI in the Baiano sample. 

Therefore, 3 SNPs (HERC2rs1129038, SLC24A5rs1426654, and 

SLC45A2rs16891982) showed a significant association in all 3 analyses, with the 

heterozygous genotypes showing an intermediate MI value (Table 2, Figure 1). 

SLC24A5rs1426654 presented the highest MI differences between genotypes 

(Gaucho: GG = 46.49, GA = 34.29, AA = 30.80; Baiano: GG = 46.74, GA = 38.37, 

AA = 34.38, Table 2). The SNPs SLC45A2rs16891982 and SLC24A5rs1426654 were 

previously associated with skin color in European and/or Asian populations [6, 17, 

18, 39, 40], and our results indicate a probable additive effect of alleles in these 

groups with distinct admixture histories. This effect was also observed by Stokowski 

et al. [41]. On the other hand, HERC2rs1129038 was previously associated only with 
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eye and hair color [42, 43]. This polymorphism is in high linkage disequilibrium with 

HERC2rs12913832 [43, 44], which, in turn, is associated with eye, hair, and skin 

color [40, 43]. Our study shows, for the first time, that HERC2rs1129038 also likely 

plays a role in skin color, at least in some populations, such as those investigated 

here. Population-specific associations were also found. For example, the 

TYRrs1042602/TYRrs1126809 and MC1Rrs1805009 polymorphisms showed 

associations with skin color only in the Baiano or Gaucho groups, respectively (Table 

1).  

Interestingly, some studies have suggested that the C allele of 

SLC45A2rs16891982 was associated with darker skin and/or brown eyes, whereas in 

other studies, this allele was associated with lighter skin and/or blue eyes (Table S1). 

This discrepancy may be due to the fact that C/G differences are easily prone to 

reading mistakes. Regardless, our data indicated that the C allele (Phe) was related to 

higher MI values, thus corroborating the propositions of Norton et al. [6], Spichenok 

et al. [17], and Walsh et al., [18]. With respect to other markers, the alleles associated 

with darker skin pigmentation were ASIPrs6058017 G, HERC2rs1129038 G, 

MC1Rrs1805009 G (Asp), OCA2rs1800407 G (Arg), OCA2rs1800401 T (Trp), 

SLC24A5rs1426654 G (Ala), TYRrs1042602 C (Ser), and TYRrs1126809 G (Arg) 

(Table S3).  

The results of the regression analysis accorded with most of the results 

obtained using ANOVA or the Kruskal-Wallis test. This analysis showed that the 

SLC24A5rs1426654 and SLC45A2rs16891982 SNPs together explained 57%, 55%, 

and 64% of the total variation in MI values found in the Gaucho, Baiano and Total 

samples, respectively. The individual effects of all SNPs tested are shown in Table 

S4. 

We also performed analysis to verify if 12 of the markers studied here are 

good ancestry predictors (ADAM17rs1524668, AFG3L1rs4785763, MC1Rrs1805007, 

OCA2rs1800407, OCA2rs1800414, SLC24A5rs1426654, SLC45A2rs26722, 

SLC45A2rs16891982, TPCN2rs3750965, TPCN2rs3829241, TYRrs1042602, and 

TYRrs1126809) using the STRUCTURE software [38]. They were chosen because 

only for them there are data available for at least two putative Brazilian major 

parental stocks (European; n = 174 and African; n = 176). We performed the analysis 

with k = 4, k = 3, and k = 2. The best result, considering the mean value of likelihood 

(ln) provided by STRUCTURE using these 12 polymorphisms was with k = 2 (ln = -



 
 

90 

7077.2). A clear African and non-African differentiation was observed with the SNP 

set (Figure 2). 

 

4. Discussion 

 

Knowledge about the connection between genetic variations and complex 

traits has improved markedly in the last few years. Nevertheless, current knowledge 

for genetic predictors of skin color remains limited [45], particularly with respect to 

populations outside of the European-North American axis. Our intention was to help 

fill this gap by demonstrating the effect of pigmentation genetic variants in 2 admixed 

Brazilian populations. 

Our results showed that 3 polymorphisms (HERC2rs1129038, 

SLC24A5rs1426654, and SLC45A2rs16891982) seem to behave relatively 

consistently as skin color predictors, while the others seem to be population-specific, 

indicating that these SNPs should be avoided for general inferences in forensic DNA 

phenotyping. Note that differences in pigmentation are due to the amount and type of 

melanin synthesised in melanocytes, and to the shape and distribution of the 

melanosomes [3]. Complex gene and protein networks are related to these processes, 

and therefore, it is likely that their architectures differ, at least in part, across diverse 

human populations. Our findings have important forensic implications, since some 

authors have suggested that eye and hair color predictions can be developed 

independently of the biogeographic ancestry of the population investigated [17, 18, 

46, 47]. Results of the present study indicated that for skin color, this assumption 

appears to be only partially true.  

Despite the fact that we observed an intermediate effect of heterozygote 

genotypes in the majority of the significant SNPs, it is noteworthy that heterozygotes 

for some polymorphisms had MI means similar to those of one of the homozygotes. 

The description of specific effect of each genotype is extremely important to the 

knowledge of polymorphism effect. For instance, OCA2rs1800401 (total sample – 

data not shown), SLC45A2rs16891982, and HERC2rs1129038 (Table 2), suggest a 

completely dominant relationship between alleles, which was as also observed by 

Cook et al. [40] in a study of the expression of 2 of these genes across different 

genotype profiles.  
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Twelve markers studied here were able to differentiate Africans from non-

Africans (Figure 1). We also observed that the admixture profile was similar between 

Gaucho and Europeans (Figure 1), and the Baiano sample had a slightly higher 

admixture level, compared with Gaucho group. This data corroborates demographic 

history reported for these populations. As early mentioned, our analysis also 

demonstrated that the Baiano group presents a darker skin color (p < 0.01) compared 

with the Gaucho group. The small differences between both sample could explain the 

different association of some markers studied here (for example: MC1Rrs1805009, 

OCA2rs1800407, and TYRrs1042602; please see Table 1). 

The present study is the first to investigate the relationship of the 

ADAM17rs1524668, AFG3L1rs4785763, HERC2rs1129038, OCA2rs1800407, and 

TPCN2rs3750965 polymorphisms with normal skin color variation. All of the other 

polymorphisms have already been associated with skin color in some populations 

around the world (Table S1), but had not been investigated in Brazilian samples until 

now.  

 

5. Conclusion 

 

Our results revealed that although 8 genetic markers were associated with skin 

color, important differences between the 2 admixed populations were found. 

Therefore, our association study demonstrates that genotype-phenotype relationships 

found in one population cannot be uncritically extrapolated to other populations with 

respect to skin color. 
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Figure 1. Genotypes for three polymorphisms (rs16891982, rs1129038, and rs1426654) in the total sample showing heterozygous genotypes with intermediate MI 

values (confidence interval of 95%). 
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Figure 2. Analysis with the STRUCTURE software, with k = 2 using 12 of the 18 polymorphisms analyzed in this study. The black vertical lines split the groups 
analyzed. 
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Table 1. Association of genotypes with Melanin Index (MI) in the 2 groups studied. 
    Total sample (N = 503) Gaucho (N = 354) Baiano (N = 149) 

Gene SNP Genotype x MI Genotype x MI Genotype x MI 
    Fa or X2b p Fa or X2b p Fa or X2b p 
ADAM17 rs1524668 0.009a 0.991 0.907a 0.405 0.578a 0.562 
AFG3L1 rs4785763 0.547a 0.579 0.464a 0.629 0.193b 0.911 
ASIP     rs6058017 12.475b <0.01 0.743b 0.696 1.194a 0.306 
HERC2 rs1129038 40.901b <0.01 5.374a <0.01 5.108a <0.01 
MC1R rs1805009 5.252a 0.022 7.488a <0.01 0.014b 0.911 
MC1R rs1805008 0.024a 0.878 0.014a 0.905 N/Ac N/Ac 
MC1R rs1805007 3.473a 0.063 0.952a 0.330 0.079a 0.779 
OCA2    rs1800407 8.589a <0.01 3.423a 0.065 8.632a <0.01 
OCA2    rs1800401 4.626a 0.01 1.509a 0.220 2.026a 0.136 
OCA2    rs1800414 0.071a 0.790 0.495a 0.482 0.185a 0.667 
SLC24A5   rs1426654 95.188b <0.01 51.902a <0.01 16.562a <0.01 
SLC45A2  rs6867641 1.377a 0.255 1.994 0.369 9.760a 0.089 
SLC45A2   rs26722 1.088a 0.338 2.818a 0.061 0.122a 0.885 
SLC45A2  rs16891982 158.876 b <0.01 73.769b <0.01 38.285a <0.01 
TPCN2  rs3750965 1.330a 0.265 0.844a 0.431 0.026a 0.975 
TPCN2  rs3829241  2.078a 0.126 2.676a 0.070 0.142a 0.868 
TYR     rs1042602 15.346 b <0.01 3.079b 0.214 7.224a <0.01 
TYR     rs1126809 9.335a <0.01 3.554a 0.030 5.028a <0.01 
aANOVA with MI transformed to 1/MI to fit a symmetrical distribution. bNonparametric Kruskal-Wallis test was used when variances were not 
homogenous even after transformation, as verified by Levene’s test. cN/A: MC1Rrs1805008 had a small sample number (N = 24) in the Baiano subgroup, 
being monomorphic for the CC genotype. For this reason, it was not possible to run the analysis for this SNP. 
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Table 2. MI values by genotype in 3 statistically significant polymorphisms. 
  Total sample Gaucho  Baiano  
 HERC2rs1129038 
 Average ranking (N) MI (N) MI (N) 
GG 205.86a (157) 32.38b (65) 38.23b (92) 
GA 152.15a (141) 31.06b (95) 34.27b (46) 
AA 110.89a (44) 29.89b (41) 34.05b (3) 
 SLC24A5rs1426654 
 Average ranking (N) MI (N) MI (N) 
GG 429.26a (23) 46.49b (9) 46.74b (14) 
GA 332.22a (104) 34.29b (51) 38.37b (53) 
AA 212.87a (368) 30.80b (290) 34.38b (78) 
 SLC45A2rs16891982 
 Average ranking (N) Average ranking (N) MI (N) 
CC 377.14a (66) 269.40a (24) 40.89b (42) 
CG 301.13a (164) 220.13a (110) 39.40b (54) 
GG 169.66a (254) 137.46a (211) 31.18b (43) 
aKruskal-Wallis test results, the values are the mean rank; bMI values based on transformed 1/MI.  
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Table S1. Characteristics of the SNPs studied in this worka. 

Gene SNP ID Localization 
Number of 

exons Mutation Probable allele function  Studied populations Reference (s) 

ADAM17b rs1524668 2p25.1 19 -968C>A - 5'UTR - Admixed Brazilian populations Present study 

AFG3L1 rs4785763 16q24.3 pseudogene A>C A = red hair, freckles/ C = not-red hair, no 
freckles Europeans [1] 

ASIP rs6058017 20q11.22 4 8818G>A - 3'UTR G = more melanin, no freckles/ A= less 
melanin, freckles 

African-Americans from Washington, 
Europeans, East Asians [1, 2, 3, 4] 

HERC2 rs1129038 15q13.1 93 G>A - 3'UTR A = blue eyes/ G = not-blue eyes Europeans [5, 6] 

MC1R rs1805009 16q24.3 1 Asp294His - G>C G = not-red hair, not-fairer skin/ C= red hair, 
fairer skin Europeans, Caucasians [7, 8, 9] 

 rs1805008   Arg160Trp - C>T 
T = blonde or red hair, freckles, skin 

sensitivity to sun, fairer skin/ C = not-blonde 
or not-red hair, no freckles 

Europeans, Caucasians [1,8, 9, 10] 

 rs1805007   Arg151Cys - C>T 
T = blonde or red hair, freckles, skin 

sensitivity to sun, fairer skin/ C = not-blonde 
or not-red hair, no freckles 

Europeans, Caucasians [1, 8, 9, 10] 

OCA2 rs1800407 15q13.1 24 Arg419Gln - G>A G = not-green or brown or black eyes/ A = 
green or blue eyes Caucasians of Pennsylvania, Europeans [11, 12] 

 rs1800401   Arg305Trp - C>T C = blue eyes, lighter pigmentation/ T = 
brown/black eyes and darker pigmentation Caucasians of Pennsylvania [11] 

 rs1800414   His615Arg - A>G A = darker skin/ G = fairer skin East Asian ancestry living in Canada [13] 

SLC24A5 
(NCKX5) rs1426654 15q21.1 9 Ala111Thr - G>A G = more melanin/ A = less melanin Europeans, Mixed populations, African–

Americans, Asians [4, 14, 15] 

SLC45A2 
(MATP) rs6867641 5p13.3 7 -1169C>T - 5'UTR C = fairer skin/ T = darker skin Caucasians, Asians, African Americans, 

Australian Aborigines, Spanish Basques [16] 

 rs26722   Glu272Lys - G>A G = fairer skin, lighter brown hair, not-brown 
eyes/ A = darker skin, hair, and eye color 

Caucasians, Asians, African-Americans, 
Australian Aborigines [17] 

 rs16891982   Phe374Leu - C>G 
C = darker skin, brown or black eyes/ G = 
blue eyes, lighter or medium skin, darker 

skin, hair, and eye color 

Caucasians, Asians, African-Americans, 
Australian Aborigines, Europeans, 

Mixed populations 
[4, 12, 14, 15, 17] 

TPCN2 
 rs3750965 11q13.2 25 Lys376Arg - A>G A = blonde hair / G = brown hair Europeans [1] 

 rs3829241   Gly734Glu - G>A A= blond hair, skin sensitivity to sun/ G= 
brown hair, darker skin Europeans [1] 
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TYR rs1042602 11q14.3 5 Ser192Tyr - C>A C = skin sensitivity to sun, freckles, brown 
hair/ A = no freckles, blonde hair Europeans [1, 10] 

 rs1126809   Arg402Gln - G>A G= not-blue eyes, brown hair/ A=blue eyes, 
blonde hair, skin sensitivity to sun Europeans [1] 

a Key of abbreviations: A = Adenine, ADAM17 = a disintegrin and metallopeptidase domain 17, AFG3L1 = ATPase family gene 3-like 1 (pseudogene), Ala = alanine, ASIP = agouti signalling 
protein, Arg = arginine, Asp = aspartic acid, C = Cytosine, G = Guanine, Gln = glutamine, Glu = glutamic acid, Gly = glycine, HERC2 = HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin protein 
ligase 2, His = histidine, Leu = leucine, Lys = lysine, MATP = membrane associated transporter protein, MC1R = melanocortin 1 receptor, NCKX5= Na/Ca/K exchanger 5, OCA2 = 
oculocutaneous albinism II, Phe = phenylalanine, Ser = serine, SLC24A5 = solute carrier family 24, member 5, SLC45A2 = solute carrier family 45 member 2, T= Thymine, Thr = threonine, 
TPCN2 = two pore segment channel 2, Trp = tryptophan, TYR = tyrosinase (gene), Tyr = tyrosine (amino acid), UTR = untranslated region. 
bADAM17 was mentioned by Norton et al. [4] as an ‘a priori pigmentation candidate gene’, with a positive selection signal in East-Asians. We selected the ADAM17rs1524668 SNP because the 
derived allele is in high frequency in Amerindians (HGDP-CEPH, http://www.cephb.fr/en/hgdp/diversity.php/).  
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  Table S2. Genotype and allele frequencies for 18 SNPs in the Gaucho (N = 354) and Baiano (N = 149) samples. 
 rs1042602 rs1126809 rs6867641 rs26722 rs16891982 rs1800407 
 1 = C/2 = A 1 = G/2 =A 1 = C/2 = T 1 = C/2 = T 1 = C/2 = G 1 = G/2 = A 

Genotypes/alleles Gaucho Baiano Gaucho Baiano Gaucho Baiano Gaucho Baiano Gaucho Baiano a Gaucho Baiano 
11 0.371 0.483 0.667 0.752 0.484 0.000 0.826 0.815 0.069 0.302 0.881 0.875 
12 0.457 0.392 0.287 0.234 0.410 0.750 0.171 0.178 0.319 0.388 0.119 0.125 

22 0.172 0.125 0.046 0.014 0.106 0.250 0.003 0.007 0.612 0.310 0.000 0.000 

1 0.599 0.678 0.815 0.869 0.689 0.375 0.912 0.904 0.229 0.496 0.941 0.938 

2 0.401 0.322 0.185 0.131 0.311 0.625 0.088 0.096 0.771 0.504 0.059 0.062 

 rs1800401 rs1800414 rs1129038 rs6058017 rs3750965 rs3829241 
 1 = C/2 = T 1 = A/2 = G 1 = G/2 = A 1 = G/2 = A 1 = A/2 = G 1 = G/2 = A 

Genotypes/alleles Gaucho Baiano Gaucho Baiano Gaucho Baiano Gaucho Baiano Gaucho Baiano Gaucho Baiano 
11 0.883 0.799 0.994 0.993 0.323 0.653 0.012 0.095 0.437 0.514 0.487 0.587 
12 0.117 0.188 0.006 0.070 0.473 0.326 0.226 0.361 0.449 0.363 0.399 0.371 

22 0.000 0.013 0.000 0.000 0.204 0.021 0.762 0.544 0.114 0.123 0.114 0.042 

1 0.942 0.893 0.997 0.997 0.560 0.816 0.125 0.276 0.662 0.695 0.686 0.773 
2 0.058 0.107 0.003 0.003 0.440 0.184 0.875 0.724 0.338 0.305 0.314 0.227 

 rs1426654 rs1524668 rs1805009 rs1805008 rs1805007 rs4785763 
 1 = G/2 = A 1 = G/2 = T 1 = G/2 = C 1 = C/2 = T 1 = C/2 = T 1 = A/2 = C 

Genotypes/alleles Gaucho a Baiano Gaucho Baiano Gaucho Baiano Gaucho Baiano Gaucho Baiano Gaucho Baiano 
11 0.026 0.096 0.405 0.432 0.971 0.986 0.914 1.000 0.951 0.993 0.045 0.056 
12 0.146 0.366 0.462 0.480 0.029 0.014 0.086 0.000 0.049 0.007 0.368 0.347 

22 0.828 0.538 0.133 0.088 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.587 0.597 

1 0.099 0.279 0.636 0.672 0.986 0.993 0.957 1.000 0.973 0.997 0.228 0.229 

2 0.901 0.721 0.364 0.328 0.014 0.007 0.043 0.000 0.027 0.003 0.772 0.771 
aThe rs values deviating from Hardy-Weinberg Equilibrium, indicated in each subgroup;  
Allele and genotype frequencies with statistically significant differences (p < 0.01) between Gaucho and Baiano samples are in bold. 
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Table S3. Summary of the associations found in this study. 
Genes Polymorphisms Total sample Gaucho Baiano 

ADAM17 rs1524668 G>T N/A N/A N/A 
AFG3L1 rs4785763 A>C N/A N/A N/A 

ASIP rs6058017 G>A GG = ↑ MI/ AA = ↓ MI N/A N/A 
HERC2 rs1129038 G>A GG = ↑ MI/ AA = ↓ MI GG = ↑ MI/ AA = ↓ MI GG = ↑ MI/ AA = ↓ MI 
MC1R rs1805009 G>C N/A GG = ↑ MIa N/A 
MC1R rs1805008 C>T N/A N/A N/A 
MC1R rs1805007 C>T N/A N/A N/A 
OCA2 rs1800407 G>A GG = ↑ MIa N/A GG = ↑ MIa 
OCA2 rs1800401 C>T TT = ↑ MI/ CC = ↓ MI N/A N/A 
OCA2 rs1800414 A>G N/A N/A N/A 

SLC24A5 rs1426654 G>A GG = ↑ MI/ AA = ↓ MI GG = ↑ MI/ AA = ↓ MI GG = ↑ MI/ AA = ↓ MI 
SLC45A2   rs6867641 C>T N/A N/A N/A 
SLC45A2   rs26722 G>A N/A N/A N/A 
SLC45A2   rs16891982 C>G CC = ↑ MI/ GG = ↓ MI CC = ↑ MI/ GG = ↓ MI CC = ↑ MI/ GG = ↓ MI 
TPCN2 rs3750965 A>G N/A N/A N/A 
TPCN2 rs3829241 G>A N/A N/A N/A 

TYR rs1042602 C>A CC = ↑ MI/ AA = ↓ MI N/A CC = ↑ MI/ AA = ↓ MI 
TYR rs1126809 G>A GG = ↑ MI/ AA = ↓ MI N/A GG = ↑ MI/ AA = ↓ MI 

N/A = No Association.           
aWe did not find the other homozygote in this sample. 
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Table S4. Regression analysis between SNPs and MI for the total sample, Gaucho subgroup, and Baiano subgroup. 

Total Sample 

SNP R R-squared Corrected F p-value (model)a 

rs1524668 0.015505 0.00024039 0.00383195 0.05903044 0.942685 
rs4785763 0.071004 0.00504161 0.00087861 121.105.068 0.298796 
rs6058017 0.22425953 0.05029234 0.04633522 12.709.343 0.000004 
rs1129038 0.348074 0.1211553 0.11597037 233.668.388 0.000000 
rs1805009 0.054139 0.00293102 0.00090446 144.630.208 0.229701 
rs1805008 0.019741 0.0003897 0.00566854 0.06432586 0.800101 
rs1805007 0.07885 0.00621732 0.00421373 310.308.599 0.07876 
rs1800407 0.107682 0.01159552 0.00956176 57.015.344 0.017331 
rs1800401 0.156441 0.02447383 0.02048395 613.397.347 0.002338 
rs1800414 0.00151266 0.0000022881 -0.0020261 0.00112806 0.97322 
rs1426654 0.58586759 0.34324083 0.34057108 128.566.525 0.000000 
rs6867641 0.14798556 0.02189973 0.00982441 181.359.507 0.166362 

rs26722 0.02887526 0.00083378 0.00325279 0.20402953 0.815508 
rs16891982 0.54340697 0.29529113 0.29236095 100.775.683 0.000000 
rs3750965 0.08411019 0.00707452 0.00298841 173.135.771 0.178134 
rs3829241 0.09502396 0.00902955 0.00490909 219.139.502 0.112875 
rs1042602 0.20153652 0.04061697 0.03677944 105.841.378 0.000031 
rs1126809 0.17752206 0.03151408 0.02753673 792.337.681 0.000411 

Gaucho 

SNP R R-squared Corrected F p-value (model)a 
rs1524668 0.06053178 0.0036641 -0.00214544 0.63070339 0.532833 
rs4785763 0.06390313 0.00408361 -0.00187996 0.68475912 0.504918 
rs6058017 0.202474304 0.04099584 0.03523606 711.760.003 0.000940 
rs1129038 0.21974732 0.04828889 0.03867564 502.316.253 0.007447 
rs1805009 0.11429611 0.0130636 0.01020292 456.659.849 0.033304 
rs1805008 0.01868701 0.0003492 -0.00585981 0.05624155 0.81284 
rs1805007 0.04735991 0.00224296 -0.00062416 0.782305 0.377048 
rs1800407 0.09386853 0.0088113 0.00591309 304.025.319 0.082122 
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rs1800401 0.07396395 0.00547067 0.00255416 187.575.852 0.171718 
rs1800414 0.024972122 0.00062361 -0.00225644 0.21652661 0.641991 
rs1426654 0.585899952 0.34327875 0.33949362 906.912.395 0.000000 
rs6867641 0.148378244 0.0220161 0.00963656 177.842.619 0.172268 

rs26722 0.096792774 0.00936884 0.00359257 162.195.205 0.199024 
rs16891982 0.476287386 0.22684967 0.22232833 501.730.298 0.000000 
rs3750965 0.077957342 0.00607735 0.00023074 103.946.622 0.354764 
rs3829241 0.135555829 0.01837538 0.01256695 316.357.154 0.043529 
rs1042602 0.157303218 0.0247443 0.01918729 445.280.666 0.012311 
rs1126809 0.118407897 0.01402043 0.00825447 243.158.541 0.089416 

Baiano 

SNP R R-squared Corrected F p-value (model)a 

rs1524668 0.08497432 0.00722064 -0.00647287 0.52730351 0.591322 
rs4785763 0.10137915 0.01027773 -0.00376088 0.73210441 0.482715 
rs6058017 0.144564188 0.0208988 0.00730018 153.683.187 0.218568 
rs1129038 0.26214544 0.06872023 0.05522342 509.159.144 0.007354 
rs1805009 0.11046328 0.01220214 0.00538974 179.116.571 0.182879 
rs1805008 0.04735991 0.00224296 -0.00062416 0.782305 0.377048 
rs1805007 0.03497655 0.00122336 -0.00561758 0.17882921 0.673004 
rs1800407 0.16978261 0.02882613 0.02198688 421.480.765 0.041908 
rs1800401 0.18106973 0.03278625 0.01953674 247.452.656 0.087728 
rs1800414 0.044882538 0.00201444 -0.00491601 0.29066521 0.590627 
rs1426654 0.508462386 0.258534 0.24809082 247.562.448 0.000000 
rs6867641 0.921161704 0.84853888 0.77280833 112.047.093 0.078838 

rs26722 0.07573842 0.00573631 -0.00816948 0.41251234 0.66277 
rs16891982 0.538916029 0.29043049 0.27999564 27.832.753 0.000000 
rs3750965 0.046660936 0.00217724 -0.01177832 0.15601255 0.855694 
rs3829241 0.028203932 0.00079546 -0.01347889 0.05572665 0.945819 
rs1042602 0.270925657 0.07340071 0.06070757 578.270.673 0.003829 
rs1126809 0.246370821 0.06069858 0.04746898 458.808.981 0.011726 

a Significance at p < 0.01 are indicated in bold. 
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ABSTRACT 

 

The first impressions about eye color indicated to be dealing with a Mendelian 

inheritance. This misconception was soon demystified by other studies. Currently, we 

know that traits like eye and hair color is influenced by many genes. Today, a handful 

of studies have been done trying to clarify the genetic patterns of human pigmentation. 

Unfortunately, these studies have been done predominantly in Europeans and/or Asians 

populations, not covering the long range spectrum of human normal variation. 

Admixed populations, like Brazilians, may therefore also be useful in the identification 

of specific genes involved in phenotypic variation (normal or pathological) of 

pigmentation. Here, we study the association between 18 SNPs with eye and hair color 

in an admixed population to help to clarify the genotype-phenotype relationship of 

these features, with the goal of bringing information that may be used in a wider 

reality, such as forensic genetics. We report also the linkage disequilibrium between 

some these markers. In an attempt to produce reliable data, we focus on performing 

high accuracy and high level of detail in color phenotype description. Our data 

indicated 3 markers (HERC2rs1129038, SLC24A5rs1426654, and 

SLC45A2rs16891982) highly associated with eye and hair color. These associations 

observed were very consistent between qualitative and quantitative measures of eye 

and hair phenotypes. Besides that, we observed a quantitative profile of RGB values 

between two phenotypic categories of eye color, corroborating literature data indicating 

a more predictability to forensic practice in those phenotypes. Despite the efforts of the 

scientific community in quantifying phenotypes, the use of qualitative features can 

bring less confusion in defining cutoff points of phenotypes for use in forensic DNA 

phenotyping. 

 

Key-words: Brazillians, genetic patterns, human pigmentation, phenotypic categories, 

qualitative and quantitative measures. 
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1. Introduction 

 

Since Davenport1 and Hurst2 published the first impressions about eye color 

inheritance, a handful of studies have been done trying to clarify the genetic patterns of 

iris color. The misconception of a Mendelian inheritance of eye color was soon 

demystified by other two studies.3,4 Currently, we know that traits like eye and hair 

color is influenced by many genes.5,6 Unfortunately, the majority of the pigmentation 

genetic studies in humans have been done in European and/or Asian populations.7-11, 

not covering the long range spectrum of human normal variation. Furthermore, we 

know that these associations in a population cannot be easily transposed to another 

because of different patterns of linkage disequilibrium (LD), highlighting the 

importance of studies in specific populations. 

The skin, eye and hair color are different between African, European and Native 

Americans, three of the parental groups that contributed to the formation of the Latin 

American population.12 Despite of the major variability of eye and hair color to be 

geographically restricted in Europeans,13 admixed population show some heterogeneity 

in these traits, due mainly to European inheritance. Brazilian populations, with their 

stories of relatively recent and different patterns of admixture12,14-16 may therefore also 

be useful in the identification of specific genes involved in phenotypic variation 

(normal or pathological) of pigmentation. In this context, an initial analysis of 

individual polymorphisms involved in phenotypic traits within a population can 

certainly help to clarify the genotype-phenotype relationship of this features so that, 

subsequently, the data can also be used and possibly validated in macro populations, 

with the goal of bringing information that may be used in a wider reality. 

It is believed that all of our externally visible characteristics (besides sex), 

including eye and hair color, are currently the most promising for DNA prediction.17 

The normal variation of human pigmentation was first investigated by medical 

scientists18,19, anthropologists20,21 and, more recently, by researchers of forensic 

genetics to predicting physical features by DNA22,23, applying as an investigative tool. 

In this way, in recent years, numerous studies have identified genes responsible for 

such visible phenotypic characteristics24-27, making real the promise to predict physical 

characteristics of an individual by DNA, initiating what was called Forensic DNA 

Phenotyping (FDP) or Intelligence by DNA.22,28. Recently, Walsh et al.23 conducted an 
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important study for FDP technology, showing the ability to predict eye and hair color 

using 24 pigmentation genetics markers (HIrisplex system) in Europeans. 

Here, we investigate the association of 18 SNPs (ADAM17rs1524668, 

AFG3L1rs4785763, ASIPrs6058017, HERC2rs1129038, MC1Rrs1805007, 

MC1Rrs1805008, MC1Rrs1805009, OCA2rs1800401, OCA2rs1800407, 

OCA2rs1800414, SLC24A2rs1426654, SLC45A2rs6867641, SLC45A2rs26722, 

SLC45A2rs16891982, TPCN2rs3750965, TPCN2rs3829241, TYRrs1042602, and 

TYRrs1126809), including 6 SNPs used in HIrisplex system, with eye and hair color in 

an admixed Brazilian sample, comparing the consistence of the association among 

quantitative and qualitative measures, and also we report the LD between the markers 

analyzed. 

 

2. Material and Methods 

 

2.1 Recruitment of subjects of this study 

 

All 563 Brazilian subjects of this work are also volunteers of the Consortium for 

the Analysis of the Diversity and Evolution of Latin America (CANDELA, 

http://www.ucl.ac.uk/silva/candela). This project involves academic researchers 

studying biological diversity of Latin Americans considering also their social contexts. 

More information about the sample used here can be found in Cerqueira et al.29 

Additional characteristics of the sample can be view in Supplementary Table 1. All 

subjects signed an informed consent approved by Ethic Committees of Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA) 

and Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB) (Resolutions 18208/2010, 

100565/2011, and 212/2010, respectively). 

 

2.2 Qualitative and quantitative measures of eye and hair color 

 

During the sample collection of this project was filled a qualitative questionnaire 

about eyes and hair color of volunteers. This qualification was made and checking by at 

least, two CANDELA researchers (CCSC, VR and TH), avoiding personal impressions 

in the analysis. In case of disagreement between the two observers, a third opinion was 

required. This can to prevent biases in hetero-classification of some qualitative 
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characteristics, as observed by Bastos et al.30 In summary, the eye color of the subjects 

were categorized into one of five categories, they are: Blue/grey, Green, Honey, Light 

Brown, and Dark Brown/Black; the hair color, in turn, were qualify into one of four 

categories, as follow: Red/reddish, Blond, Dark blond/Light Brown, and Dark 

Brown/Black. Similar classifications are commonly found in the literature.13, 31-33 

An effort to quantify the eyes and hair color of subjects from the photos was also 

performed based on the protocol by Liu et al.34 The photos of the volunteers were used 

to measure the RGB value in the region of the eyes and hair using the software 

AxioVision 4.8.2. The RGB values (from 0 to 255) were then transformed into Hue and 

Saturation values (from 0 to 1; HSV/HSB system), using standards formulas. In the 

following link it is possible to transform values of various systems of color 

measurements to each other through simple math, as well as to view the formulas used 

for these conversions: http://www.easyrgb.com/index.php?X=MATH. Genetic analyzes 

were performed using RGB and HS measures. 

 

2.3. Genotyping and statistical analyses 

 

The subjects were genotyped by TaqMan® for the 18 SNPs previously associated 

with human pigmentation in Europeans and/or Asians. Detailed information about 

these markers can be found in Cerqueira et al.29 In the present work was utilized the 

same sample of Cerqueira et al.29, that is, subjects from Rio Grande do Sul and Bahia 

states, plus 60 volunteers from the others Brazilian regions. To verify association 

between SNPs and phenotypes, we used the Fisher’s exact test or ANOVA (for 

qualitative and quantitative data, respectively), and also Kruskal-Wallis in substitution 

to ANOVA, when necessary, using the SPSS, version 17.0. For all analysis a p value 

<0.001 was considered significant. The MLocus software35 was used to verify LD 

between markers localized in the same or close genes.  

 

3. Results 

 

3.1 Association analysis with qualitative data 

 

All genotypic and allele frequencies of markers analyzed are describe in 

Supplementary Table 2. Two SNPs (SLC24A5rs1426654 and SLC45A2rs16891982) are 
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not in Hard-Weinberg Equilibrium, explained by smaller heterozygous number than 

expected. In qualitative association analysis of the 18 markers with the phenotype of 

eye and hair color, we observed that 3/18 markers were highly associated with the eye 

color phenotype (HERC2rs1129038, SLC24A5rs1426654, and SLC45A2rs16891982), 

and we also verified that these same markers were significantly associated with hair 

color in our sample. The summary of these results are in Table 01 (more detailed 

information can be viewed on Supplementary Table 3 and 4). 

 

3.2 Association analysis with quantitative data 

 

In quantitative association analysis, we observed that the HERC2rs1129038, 

SLC24A5rs1426654, and SLC45A2rs16891982 also shown highly associated with both 

eye and hair color (p<0.001). This association was significant with R, G and B values, 

as well as with Hue measure (eye color) and Saturation measure (hair color) (Table 1). 

Due to quantity analyses done, we consider significance with p<0.001. As the p values 

was similar with the right and left eyes analyses, all p values showed in Table 1 to eye 

color are relative to right eye. In Supplementary Table 5 we present mean values to 

Red, Green, Blue, Hue, and Saturation measures in each phenotypic group of eye and 

hair color. It is possible to observe that the mean are very similar between right and left 

eye. It is also indicate a high consistence in measures.  

It was also possible to observe some borderline associations in Table 1. The 

MC1Rrs1805009, and OCA2rs1800401 showed significant association only with 

Saturation measure in hair color. The Saturation reflects the ratio of the amount of 

color compared to medium gray color. How much less gray in the composition of pure 

color, the more saturated it is. Therefore, it is a measure subject to interference from the 

natural light of the environment or the flash of the camera. This may explain the 

association isolated from the two markers mentioned above. And it may also explain 

the inconsistence of association with the Hue and Saturation in eye and hair color of the 

three markers more consistent in our analysis (HERC2rs1129038, SLC24A5rs1426654, 

and SLC45A2rs16891982). As observed in Supplementary Table 5, H and S measures 

vary from 0 to 1. To reduce RBG mean (from 0 to 255) for H/S could have lost a 

handful of information in analysis, which can also explain the inconsistent associations. 

Besides that, the Red and Blond hair is based in only 4 and 27 subjects, respectively, 

which may to limit our findings. 
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3.3 Linkage disequilibrium analysis 

 

In the analysis of linkage disequilibrium (LD) for polymorphisms in the same 

gene and between markers of OCA2 and HERC2 genes, considering pairwise analysis 

made by MLocus software, we observed significant LD between following SNPs: 

SLC45A2rs26722-SLC45A2rs16891982, SLC45A2rs16891982-SLC45A2rs6867641, 

TPCN2rs3750965-TPCN2rs3829241, and TYRrs1126809-TYRrs1042602 (Table 2). 

The LD for these polymorphisms remained significant after separate analysis of the two 

major subgroups of the sample, namely: only individuals of Rio Grande do Sul state 

(sample with predominantly European ancestry), and excluding individuals from Rio 

Grande do Sul (sample with higher levels of Amerindian and African genetic 

admixture) (data not shown). 

 

3.4 Graphical analysis of RGB values between eye and hair phenotypes 

 

We produce a 3D graphic in R software to verify if it is possible visually to 

distinguish the RGB values in individuals that have different phenotype for eye and 

hair color (Figure 1). Interestingly, a clear quantitative profile of RGB values was made 

between subjects with Blue/grey and Dark brown/Black eyes (Figure 1a). There was 

fairly overlap of quantitative values from RGB to other phenotypic classes for eye 

color (for instance, Green, Honey, and Light brown eyes). This information 

corroborates the genetic data in the scientific literature, which indicate a more 

feasibility in to predict Blue or Dark brown/Black eye color. To hair color, we do not 

observe a clear quantitative differentiation between RGB values (Figure 1b). It is 

important to note that our data present only 4 subjects with Red/reddish hair color. 

 

4. Discussion 

 

The main implication of our study is the establishment of some genetic markers 

as eye and hair color predictors to FDP technology in an admixed population. Our 

analysis presented 3 SNPs (HERC2rs1129038, SLC24A5rs1426654, and 

SLC45A2rs16891982) significantly associated with eye and hair color in all analysis 

done. The association between quantitative analysis was quite similar to qualitative 
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analysis, indicating that phenotypes well categorized are also reliable to present 

markers associated with physical features. Furthermore, we observe a quantitative 

profile of RGB values between two eye phenotypic categories. This corroborates 

literature data indicating a more predictability to forensic practice in the extreme 

phenotypes considering eye color. 

The exclusion criteria to the quantitative analyses of eye and hair color were: 

individuals using contact lens or suspected to use, observed only in the photograph 

analyzed; and high level of whitening hair by age or artificially changing pigmentation 

phenotypes (hair dying). Despite of our rigorous methodology in recruiting volunteers 

for eye and hair color analysis, it is important to note that there is the possibility that we 

have included some of those subjects in the quantitative analysis, since only by photo, 

we were unable to distinguish whether the hair color was considered natural or artificial 

to some volunteers. We believe that this observation does not invalidate our results, 

since we believe that there were few cases contemplated in the above observation. 

Anyway, the most consistent markers in our qualitative and quantitative analyses were 

HERC2rs1129038, SLC24A5rs1426654, and SLC45A2rs16891982. We note that these 

three SNPs also presented significantly associated with skin color in our previous 

data.29 

All polymorphisms studied here were chosen based on functional data and 

association studies found in the literature29, mainly for Europeans and/or Asians 

populations. It is possible that some differences may exist between different admixed 

and non-admixed populations, with respect to the association of pigmentation markers 

analyzed, as noted in previous studies.9,29 This indicates that some adjustments must be 

made on the set of SNPs for specific population groups, reducing possible noise in 

prediction analysis. Walsh et al.23 shown a multiplex assay of 24 polymorphisms 

denominate HIrisplex for simultaneously to predict eye and hair color. This study is the 

first prediction system simultaneous of eye and hair color by DNA, opening a new era 

of forensic genetics. In our data, 6 markers studied by Walsh et al.23 were also analyzed 

here: MC1Rrs1805007, MC1Rrs1805008, MC1Rrs1805009, OCA2rs1800407, 

SLC45A2rs16891982, and TYRrs1042602. Of these markers, only one 

(SLC45A2rs16891982) was significantly associated in our sample. This data again 

emphasizes the fact that genotype-phenotype relationships found in one population 

cannot be uncritically extrapolated to other populations, as suggested by Cerqueira et 

al.29 Further analysis must be conduced to reinforce the associations found here, mainly 
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in admixed groups, and also to check other good markers associated in admixed 

populations.  

Another important genetic marker for eye and hair color verified in our study is 

HERC2rs1129038, which is in high linkage disequilibrium with the HIrisplex’s SNP 

HERC2rs12913832 (ref. 36). Ruiz et al.37 have suggested that both SNPs may have a 

relevant and independent effect in pigmentation pathway, indicating that both can be 

used in the same prediction set. The third relevant SNP studied here is 

SLC24A5rs1426654. This polymorphism is a novel finding and also seems very 

promising for FDP in admixed samples. Recently, Liu et al.38 mentioned that 

SLC24A5rs1426654 unlikely contribute to eye and hair human color variation, since the 

Thr111 allele of this SNP is largely fixed in Europeans, whereas the ancestral Ala111 

allele had a high frequency (93 to 100%) in African.39 Liu et al.38 suggested further 

investigation of this DNA variant including admixed individuals. Our data showed this 

SNP highly associated with eye, hair, and also with skin color.29 As we said, the 

SLC24A5rs1426654 is shown as excellent candidate to be applied to the FDP in 

admixed sample. In present study, the Ala111 frequency was 15%. Besides of the small 

number of subjects with Red/reddish and Blond hair color, compared with other 

phenotypes, as well as the small number of subjects with Blue/grey and Green eye 

color, the significance of this three significant markers in our analysis was quite high. 

To the best of our knowledge, Neitzke-Montinelli et al.40 was the first Brazilian 

study analyzing normal variation polymorphisms associated with human pigmentation. 

These authors analyzed two SNPs in the MC1R gene (rs3212345 and rs3212346), and 

found an association with skin and hair pigmentation, as well as tanning ability. An 

interesting fact in our work is the lack of association of classical markers with eyes (i.e. 

OCA2 gene markers) and hair (i.e. MC1R gene markers) color in the sample admixed 

studied here. The three common MC1R SNPs studied (rs1805007, rs1805008, and 

rs1805009) are classics in the pigmentation pathway, at least considering European 

populations, being commonly associated with red hair pigmentation13, 19, 24, 41, 42, 

although it is believed that they also account for substantial variation in skin color.19, 24, 

43, 44 The combination of the alleles in these SNPs results in a range of hair color 

shades.45, 46 Our work not showed such association. The small quantity of red hair 

subjects in our sample could explain this issue. With relation OCA2 gene SNPs 

(OCA2rs1800401, OCA2rs1800407 and OCA2rs1800414), our data also indicated none 

relationship between these markers and eye color in Brazilians. An alternative 
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explanation is that the MC1R and OCA2 polymorphisms studied are almost fixed in our 

admixed samples (please, consult Supplementary Table 2). Further studies must be 

done to verify in more details the MC1R and OCA2 effects in admixed samples. 

According Liu et al.38, future studies should concentrate on high accuracy and 

high level of detail in color phenotype description. Here, we consider this 

recommendation. Despite the efforts of scientific community in quantify phenotypes to 

the better phenotypic prediction, we observed that the use of qualitative data shown the 

same results, compared with quantitative data. It is known that categorized information 

inevitably oversimplifies continuous traits.38 However, the quantitative data introduce a 

continuous spectrum that is difficult to define what the cutoff points needed to define 

the phenotypes in question. Qualitative data, when well defined, could avoid these 

concerns. We believe that it should be better discussed in the scientific community. 

Finally, one advantage of studying the LD between genetic markers for forensic 

application is to have available some SNPs at hand for analysis with incomplete 

profiles in usual sets, in which it was not possible to genotype some markers37, as in 

mass disasters. We present some LD between SNPs that may be useful for this purpose. 

Unfortunately, some these LD markers are not associated with eye or hair phenotypes 

in present study. 
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Table 1. Summary of p values of all analyses with 18 markers and eye/ hair color in our sample. 
SNPs Eye color 

 Quantitative analyses 
 

Qualitative analyses 
Red Green Blue Hue Saturation 

ADAM17rs1524668 0.814 0.565 0.198 0.108 0.067* 0.259 
AFG3L1rs4785763 0.153 0.455 0.133 0.125* 0.335* 0.126* 
ASIPrs6058017 0.514 0.471 0.112* 0.171* 0.001* 0.331 
HERC2rs1129038 <0.001 <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001 
MC1Rrs1805007 0.225 0.858 0.865 0.898 0.828 0.268 
MC1Rrs1805008 0.459 0.188 0.593 0.834 0.801 0.569 
MC1Rrs1805009 0.457 0.478 0.361 0.367 0.988 0.390 
OCA2rs1800401 0.938 0.142 0.151 0.275 0.195 0.875 
OCA2rs1800407 0.536 0.062 0.282 0.649 0.293* 0.075 
OCA2rs1800414 0.876 0.171 0.183 0.364 0.321 0.512* 
SLC24A5rs1426654 <0.001 <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* 0.129 
SLC45A2rs16891982 <0.001 <0.001 <0.001* <0.001* <0.001* 0.148* 
SLC45A2rs26722 0.322 0.396* 0.356* 0.448* 0.163* 0.439 
SLC45A2rs6867641 0.696 0.142 0.192 0.195 0.573* 0.981 
TPCN2rs3750965 0.499 0.948 0.853 0.784 0.904 0.553 
TPCN2rs3829241 0.276 0.130 0.093* 0.560* 0.004* 0.971 
TYRrs1042602 0.200 0.004 0.052 0.434 0.487 0.134 
TYRrs1126809 0.002 0.075 0.005 0.008*  0.001*  0.204 

SNPs Hair color 
 Quantitative analyses 
 

Qualitative analyses 
Red Green Blue Hue Saturation 

ADAM17rs1524668 0.437 0.365 0.285 0.157 0.598* 0.929 
AFG3L1rs4785763 0.156 0.048 0.050 0.135 0.835 0.524* 
ASIPrs6058017 0.577 0.049 0.078 0.220 0.277* 0.018 
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HERC2rs1129038 <0.001 <0.001* <0.001* <0.001* 0.006* <0.001* 
MC1Rrs1805007 0.018 0.022* 0.021* 0.016* 0.847 0.024* 
MC1Rrs1805008 0.133 0.819 0.561 0.279 0.700 0.289 
MC1Rrs1805009 0.037 0.006* 0.016* 0.127 0.229* <0.001 
OCA2rs1800401 0.346 0.002* 0.023 0.076 0.431* <0.001* 
OCA2rs1800407 0.240 0.199 0.201 0.230 0.712 0.116 
OCA2rs1800414 0.471 0.803 0.894 0.437 0.474 0.228 
SLC24A5rs1426654 <0.001 <0.001* <0.001* <0.001* 0.543* <0.001* 
SLC45A2rs16891982 <0.001 <0.001* <0.001* <0.001* 0.098* <0.001* 
SLC45A2rs26722 0.009 0.032 0.004* 0.005* 0.960 0.058 
SLC45A2rs6867641 0.882 0.984 0.971 0.467 0.111 0.693 
TPCN2rs3750965 0.177 0.607 0.557 0.576 0.869 0.491 
TPCN2rs3829241 0.042 0.218 0.366 0.900 0.616* 0.003 
TYRrs1042602 0.006 0.026 0.034 0.096 0.760* 0.006 
TYRrs1126809 0.002 0.049* 0.100* 0.106*  0.312* 0.026  
* Non-parametric Kruskal-Wallis test. All the others quantitative analyses were done with ANOVA. 
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Table 2. Linkage disequilibrium analysis between some polymorphisms studied in this work. 

MC1R p D' R2 
rs1805008-rs1805007 0.359 1.000 0.001 
rs1805008-rs1805009 0.471 1.000 0.000 
rs1805007-rs1805009 0.249 0.044 0.001 

OCA2 p D' R2 
rs1800407-rs1800401 0.016 1.000 0.005 
rs1800407-rs1800414 0.605 1.000 0.000 
rs1800401-rs1800414 0.572 1.000 0.000 

OCA2-HERC2 p D' R2 
rs1800401-rs1129038 0.011 0.376 0.006 
rs1800407-rs1129038 0.079 0.283 0.003 
rs1800414-rs1129038 0.146 1.000 0.002 

SLC45A2 p D' R2 
rs26722-rs16891982 <0.001 0.981 0.217 
rs26722-rs6867641 0.705 0.026 0.000 
rs16891982-rs6867641 0.002 0.103 0.009 

TPCN2 p D' R2 
rs3750965-rs3829241 <0.001 0.985 0.193 

TYR p D' R2 
rs1126809-rs1042602 <0.001 0.740 0.067 
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Figure 01. Tridimensional graphic of RGB values, separated by qualitative phenotypic classes of eye and hair color. 
 
a) Graphic RGB in R software to eye color groups.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legend: Blue= blue/grey eyes; Green= green eyes; Yellow= honey eyes; Orange=light brown eyes; Red= dark brown/black eyes. 
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b) Graphic RGB in R software to hair color groups. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legend: Red= red/reddish hair; Yellow= blond hair; Orange= dark blond/light brown hair; Black= dark brown/black hair. 
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Supplementary Table 1. General characteristics of the studied sample. 
    Mean (Minimum-Maximum) 
Age   27.74 (18-85) 
    N (%) 
Gender       
     Male 195 (34.6%) 
     Female 368 (65.4%) 
Eye color       
     Blue/Grey 35 (6.2%) 
     Green 77 (13.7%) 
     Honey 35 (6.2%) 
     Light brown 99 (17.6%) 
     Dark brown/Black 317 (56.3%) 
Hair color     
     Red/reddish 4 (0.7%) 
     Blond 34 (6%) 
     Dark blond/Light Brown 177 (31.4%) 
     Dark brown/Black 348 (61.8%) 



 
 131 

Supplementary Table 2. Genotype and allele frequencies for 18 SNPs in our sample. 
 rs1524668 rs4785763 rs6058017 rs1129038 rs1805007 rs1805008 
 1=G/2=T 1=A/2=C 1=G/2=A 1=G/2=A 1=C/2=T 1=C/2=T 

Genotypes/Alleles       
11 0.405 0.050 0.034 0.451 0.962 0.925 
12 0.469 0.353 0.268 0.411 0.038 0.075 
22 0.126 0.597 0.698 0.138 0.000 0.000 
1 0.64 0.23 0.17 0.66 0.98 0.96 
2 0.36 0.77 0.83 0.34 0.02 0.04 
 rs1805009 rs1800401 rs1800407 rs1800414 rs1426654 rs16891982 
 1=G/2=C 1=C/2=T 1=G/2=A 1=A/2=G 1=G/2=A 1=C/2=G 

Genotypes/Alleles       
11 0.976 0.860 0.876 0.993 0.045 0.137 
12 0.024 0.134 0.124 0.007 0.205 0.345 
22 0.000 0.006 0.000 0.000 0.750 0.518 
1 0.99 0.93 0.94 0.99 0.15 0.31 
2 0.01 0.07 0.06 0.01 0.85 0.69 
 rs26722 rs6867641 rs3750965 rs3829241 rs1042602 rs1126809 
 1=C/2=T 1=C/2=T 1=A/2=G 1=G/2=A 1=C/2=A 1=G/2=A 

Genotypes/Alleles       
11 0.823 0.457 0.468 0.511 0.411 0.696 
12 0.173 0.440 0.419 0.389 0.434 0.265 
22 0.004 0.103 0.113 0.100 0.155 0.039 
1 0.91 0.68 0.68 0.71 0.63 0.83 
2 0.09 0.32 0.32 0.29 0.37 0.17 
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Supplementary Table 3. Detailed association analysis between qualitative eye color and genotypes. 

Eye color Gene SNPs Genotype 
(N) 

Blue/Grey Green Honey Light brown Darker brown/Black 
χ2* p 

ADAM17 rs1524668 GG (223) 17 (48.6%) 36 (48%) 15 (44.1%) 37 (38.5%) 118 (38.1%)   
  GT (258) 15 (42.9%) 29 (38.7%) 16 (47.1%) 47 (49%) 151 (48.7%)   
  TT (69) 3 (8.6%) 10 (13.3%) 3 (8.8%) 12 (12.5%) 41 (13.2%)   
        35 (100%) 75 (100%) 34 (100%) 96 (100%) 310 (100%) 4.505 0.814 
AFG3L1 rs4785763 AA (27) 2 (5.9%) 6 (8.6%) 1 (2.9%) 3 (3.1%) 15 (5%)   
  AC (190) 16 (47.1%) 32 (45.7%) 12 (35.3%) 30 (30.9%) 100 (33%)   
  CC (321) 16 (47.1%) 32 (45.7%) 21 (61.8%) 64 (66%) 188 (62%)   
        34 (100%) 70 (100%) 34 (100%) 97 (100%) 303 (100%) 11.313 0.153 
ASIP  rs6058017 GG (18) 0 (0%) 0 (0%) 1 (3%) 3 (3.2%) 14 (4.6%)     
  GA (144) 7 (20.6%) 17 (23.3%) 8 (24.2%) 29 (30.5%) 83 (27.4%)   
  AA (376) 27 (79.4%) 56 (76.7%) 24 (72.7%) 63 (66.3%) 206 (68%)   
        34 (100%) 73 (100%) 33 (100%) 95 (100%) 303 (100%) 6.827 0.514 
HERC2     rs1129038 GG (173) 0 (0%) 1 (2.1%) 2 (9.5%) 21 (30.4%) 149 (66.2%)     
  GA (158) 4 (19%) 19 (39.6%) 14 (66.7%) 46 (66.7%) 75 (33.3%)   
  AA (53) 17 (81%) 28 (58.3%) 5 (23.8%) 2 (2.9%) 1 (0.4%)   
        21 (100%) 48 (100%) 21 (100%) 69 (100%) 225 (100%) 228.419 <0.001 
MC1R rs1805007 CC (535) 34 (97.1%) 71 (93.4%) 32 (91.4%) 97 (98%) 301 (96.8%)   
  CT (21) 1 (2.9%) 5 (6.6%) 3 (8.6%) 2 (2%) 10 (3.2%)   
  TT (0) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)   
        35 (100%) 76 (100%) 35 (100%) 99 (100%) 311 (100%) 4.983 0.225 
MC1R rs1805008 CC (172) 13 (86.7%) 28 (87.5%) 12 (92.3%) 32 (97%) 87 (93.5%)   
  CT (14) 2 (13.3%) 4 (12.5%) 1 (7.7%) 1 (3%) 6 (6.5%)   
  TT (0) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)   
        15 (100%) 32 (100%) 13 (100%) 33 (100%) 93 (100%) 3.387 0.459 
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MC1R rs1805009 GG (538) 32 (97%) 73 (96.1%) 32 (97%) 95 (96.9%) 306 (98.4%)   
  GC (13) 1 (3%) 3 (3.9%) 1 (3%) 3 (3.1%) 5 (1.6%)   
  CC (0) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)   
        33 (100%) 76 (100%) 33 (100%) 98 (100%) 311 (100%) 3.180 0.457 
OCA2     rs1800401 CC (473) 32 (91.4%) 65 (87.8%) 31 (91.2%) 84 (85.7%) 261 (84.5%)     
  CT (74) 3 (8.6%) 9 (12.2%) 3 (8.8%) 14 (14.3%) 45 (14.6%)   
  TT (3) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (1%)   
        35 (100%) 74 (100%) 34 (100%) 98 (100%) 309 (100%) 3.074 0.938 
OCA2      rs1800407 GG (478) 32 (91.4%) 60 (83.3%) 32 (94.1%) 84 (85.7%) 270 (87.9%)     
  GA (68) 3 (8.6%) 12 (16.7%) 2 (5.9%) 14 (14.3%) 37 (12.1%)   
  AA (0) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)   
        35 (100%) 72 (100%) 34 (100%) 98 (100%) 307 (100%) 3.068 0.536 
OCA2     rs1800414 AA (549) 35 (100%) 76 (100%) 34 (100%) 99 (100%) 305 (98.7%)   
  AG (4) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (1.3%)   
  GG (0) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)   
        35 (100%) 76 (100%) 34 (100%) 99 (100%) 309 (100%) 1.642 0.876 
SLC24A5 rs1426654 GG (25) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 25 (8%)     
  GA (114) 2 (5.7%) 5 (6.6%) 4 (11.8%) 11 (11.1%) 92 (29.6%)   
  AA (416) 33 (94.3%) 71 (93.4%) 30 (88.2%) 88 (88.9%) 194 (62.4%)   
        35 (100%) 76 (100%) 34 (100%) 99 (100%) 311 (100%) 63.720 <0.001 
SLC45A2   rs16891982 CC (74) 0 (0%) 3 (4.1%) 1 (3%) 9 (9.2%) 61 (20.3%)     
  CG (187) 3 (8.6%) 21 (28.4%) 11 (33.3%) 25 (25.5%) 127 (42.2%)   
  GG (280) 32 (91.4%) 50 (67.6%) 21 (63.6%) 64 (65.3%) 113 (37.5%)   
    35 (100%) 74 (100%) 33 (100%) 98 (100%) 301 (100%) 70.856 <0.001 
SLC45A2   rs26722 CC (453) 32 (91.4%) 62 (84.9%) 26 (76.5%) 86 (86.9%) 247 (79.9%)     
  CT (95) 3 (8.6%) 11 (15.1%) 8 (23.5%) 12 (12.1%) 61 (19.7%)   
  TT (2) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (1%) 1 (0.3%)   
    35 (100%) 73 (100%) 34 (100%) 99 (100%) 309 (100%) 8.905 0.322 
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SLC45A2   rs6867641 CC (84) 9 (64.3%) 13 (39.4%) 5 (41.7%) 14 (42.4%) 43 (46.7%)   
  CT (81) 3 (21.4%) 16 (48.5%) 7 (58.3%) 15 (45.5%) 40 (43.5%)   
  TT (19) 2 (14.3%) 4 (12.1%) 0 (0%) 4 (12.1%) 9 (9.8%)   
        14 (100%) 33 (100%) 12 (100%) 33 (100%) 92 (100%) 5.543 0.696 
TPCN2 rs3750965 AA (256) 16 (45.7%) 33 (44.6%) 14 (41.2%) 39 (40.2%) 154 (50.2%)   
  AG (229) 12 (34.3%) 34 (45.9%) 17 (50%) 46 (47.4%) 120 (39.1%)   
  GG (62) 7 (20%) 7 (9.5%) 3 (8.8%) 12 (12.4%) 33 (10.7%)   
        35 (100%) 74 (100%) 34 (100%) 97 (100%) 307 (100%) 7.268 0.499 
TPCN2 rs3829241 GG (276) 18 (51.4%) 30 (41.1%) 14 (43.8%) 49 (50%) 165 (54.6%)   
  GA (210) 12 (34.3%) 37 (50.7%) 13 (40.6%) 36 (36.7%) 112 (37.1%)   
  AA (54) 5 (14.3%) 6 (8.2%) 5 (15.6%) 13 (13.3%) 25 (8.3%)   
        35 (100%) 73 (100%) 32 (100%) 98 (100%) 302 (100%) 9.810 0.276 
TYR       rs1042602 CC (221) 12 (35.3%) 26 (36.1%) 13 (40.6%) 31 (32%) 139 (46%)   
  CA (233) 17 (50%) 36 (50%) 12 (37.5%) 45 (46.4%) 123 (40.7%)   
  AA (83) 5 (14.7%) 10 (13.9%) 7 (21.9%) 21 (21.6%) 40 (13.2%)   
        34 (100%) 72 (100%) 32 (100%) 97 (100%) 302 (100%) 10.833 0.200 
TYR       rs1126809 GG (380) 17 (51.5%) 46 (62.2%) 19 (57.6%) 60 (63.8%) 238 (76.3%)   
  GA (145) 12 (36.4%) 25 (33.8%) 11 (33.3%) 30 (31.9%) 67 (21.5%)   
  AA (21) 4 (12.1%) 3 (4.1%) 3 (9.1%) 4 (4.3%) 7 (2.2%)   
        33 (100%) 74 (100%) 33 (100%) 94 (100%) 312 (100%) 22.552 0.002 

* Fisher’s Exact test. 
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Supplementary Table 4. Detailed association analysis between qualitative hair color and genotypes. 

Hair color Gene SNPs Genotype 
(N) Red/Reddish Blond Dark blond/ Light brown Dark brown/ Black 

χ2* p 

ADAM17 rs1524668 GG (223) 2 (50%) 18 (52.9%) 62 (36%) 141 (41.5%)   
  GT (258) 2 (50%) 13 (38.2%) 91 (52.9%) 152 (44.7%)   
  TT (69) 0 (0%) 3 (8.8%) 19 (11%) 47 (13.8%)   

        4 (100%) 34 (100%) 172 (100%) 340 (100%) 5.599 0.437 
AFG3L1 rs4785763 AA (27) 0 (0%) 4 (11.8%) 7 (4.1%) 16 (4.8%)   
  AC (190) 2 (50%) 15 (44.1%) 67 (39.4%) 106 (32.1%)   
  CC (321) 2 (50%) 15 (44.1%) 96 (56.5%) 208 (63%)   

        4 (100%) 34 (100%) 170 (100%) 330 (100%) 8.812 0.156 
ASIP  rs6058017 GG (18) 0 (0%) 0 (0%) 5 (2.9%) 13 (3.9%)   
  GA (144) 0 (0%) 6 (18.2%) 44 (25.7%) 94 (28.5%)   
  AA (376) 4 (100%) 27 (81.8%) 122 (71.3%) 223 (67.6%)   
        4 (100%) 33 (100%) 171 (100%) 330 (100%) 4.461 0.577 
HERC2 rs1129038 GG (173) 0 (0%) 0 (0%) 29 (25.7%) 144 (58.1%)   
  GA (158) 2 (100%) 5 (23.8%) 60 (53.1%) 91 (36.7%)   
  AA (53) 0 (0%) 16 (76.2%) 24 (21.2%) 13 (5.2%)   
        2 (100%) 21 (100%) 113 (100%) 248 (100%) 93.498 <0.001 
MC1R rs1805007 CC (535) 3 (75%) 31 (91.2%) 166 (94.9%) 335 (97.7%)   
  CT (21) 1 (25%) 3 (8.8%) 9 (5.1%) 8 (2.3%)   
  TT (0) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)   
        4 (100%) 34 (100%) 175 (100%) 343 (100%) 9.643 0.018 
MC1R rs1805008 CC (172) 2 (100%) 11 (78.6%) 60 (90.9%) 99 (95.2%)   
  CT (14) 0 (0%) 3 (21.4%) 6 (9.1%) 5 (4.8%)   
  TT (0) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)   
        2 (100%) 14 (100%) 66 (100%) 104 (100%) 5.358 0.133 
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MC1R rs1805009 GG (538) 3 (75%) 31 (93.9%) 168 (97.7%) 336 (98.2%)   
  GC (13) 1 (25%) 2 (6.1%) 4 (2.3%) 6 (1.8%)   
  CC (0) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)   

        4 (100%) 33 (100%) 172 (100%) 342 (100%) 8.125 0.037 
OCA2 rs1800401 CC (473) 4 (100%) 33 (97.1%) 150 (86.2%) 286 (84.6%)   
  CT (74) 0 (0%) 1 (2.9%) 24 (13.8%) 49 (14.5%)   
  TT (3) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (0.9%)   
        4 (100%) 34 (100%) 174 (100%) 338 (100%) 7.338 0.346 
OCA2 rs1800407 GG (478) 4 (100%) 30 (90.9%) 144 (83.2%) 300 (89.3%)   
  GA (68) 0 (0%) 3 (9.1%) 29 (16.8%) 36 (10.7%)   
  AA (0) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)   
        4 (100%) 33 (100%) 173 (100%) 336 (100%) 4.002 0.240 
OCA2 rs1800414 AA (549) 4 (100%) 34 (100%) 177 (100%) 334 (99%)   
  AG (4) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (1%)   
  GG (0) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)   
        4 (100%) 34 (100%) 177 (100%) 338 (100%) 3.651 0.471 
SLC24A5 rs1426654 GG (25) 0 (0%) 0 (0%) 1 (0.6%) 24 (7%)   
  GA (114) 1 (33.3%) 1 (2.9%) 17 (9.7%) 95 (27.8%)   
  AA (416) 2 (66.7%) 33 (97.1%) 158 (89.8%) 223 (65.2%)   
        3 (100%) 34 (100%) 176 (100%) 342 (100%) 52.423 <0.001 
SLC45A2   rs16891982 CC (74) 0 (0%) 0 (0%) 7 (4.1%) 67 (20.2%)   
  CG (187) 2 (50%) 4 (11.8%) 32 (18.7%) 149 (44.9%)   
  GG  (280) 2 (50%) 30 (88.2%) 132 (77.2%) 116 (34.9%)   
        4 (100%) 34 (100%) 171 (100%) 332 (100%) 107.088 <0.001 
SLC45A2   rs26722 CC (453) 3 (75%) 32 (94.1%) 154 (88.5%) 264 (78.1%)   
  CT (95) 1 (25%) 2 (5.9%) 19 (10.9%) 73 (21.6%)   
  TT (2) 0 (0%) 0 (0%) 1 (0.6%) 1 (0.3%)   
        4 (100%) 34 (100%) 174 (100%) 338 (100%) 16.762 0.009 
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SLC45A2   rs6867641 CC (84) 1 (50%) 6 (46.2%) 30 (45.5%) 47 (45.6%)   
  CT (81) 1 (50%) 7 (53.8%) 27 (40.9%) 46 (44.7%)   
  TT (19) 0 (0%) 0 (0%) 9 (13.6%) 10 (9.7%)   
        2 (100%) 13 (100%) 66 (100%) 103 (100%) 2.730 0.882 
TPCN2 rs3750965 AA (256) 1 (33.3%) 16 (47.1%) 71 (42%) 168 (49.3%)   
  AG (229) 1 (33.3%) 17 (50%) 80 (47.3%) 131 (38.4%)   
  GG (62) 1 (33.3%) 1 (2.9%) 18 (10.7%) 42 (12.3%)   
        3 (100%) 34 (100%) 169 (100%) 341 (100%) 8.311 0.177 
TPCN2 rs3829241 GG (276) 4 (100%) 12 (35.3%) 80 (47.1%) 180 (54.2%)   
  GA (210) 0 (0%) 20 (58.8%) 67 (39.4%) 123 (37%)   
  AA (54) 0 (0%) 2 (5.9%) 23 (13.5%) 29 (8.7%)   
        4 (100%) 34 (100%) 170 (100%) 332 (100%) 12.060 0.042 
TYR rs1042602 CC (221) 1 (25%) 10 (29.4%) 52 (31%) 158 (47.7%)   
  CA (233) 2 (50%) 19 (55.9%) 83 (49.4%) 129 (39%)   
  AA (83) 1 (25%) 5 (14.7%) 33 (19.6%) 44 (13.3%)   
        4 (100%) 34 (100%) 168 (100%) 331 (100%) 16.977 0.006 
TYR       rs1126809 GG (380) 3 (75%) 15 (45.5%) 112 (65.9%) 250 (73.7%)   
  GA (145) 0 (0%) 15 (45.5%) 49 (28.8%) 81 (23.9%)   
  AA (21) 1 (25%) 3 (9.1%) 9 (5.3%) 8 (2.4%)   
        4 (100%) 33 (100%) 170 (100%) 339 (100%) 19.323 0.002 

* Fisher’s Exact test. 
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Supplementary Table 5. Mean Red, Green, Blue, Hue, and Saturation values in each phenotypic group of eye and hair color. 
  Eye color (Right eye/ Left eye) 
  Red Mean Green Mean Blue Mean Hue Saturation 
Blue (n=34) 84.19/ 84.98 87.42/ 88.63 90.53/ 91.97 0.502/ 0.486  0.099/ 0.108  
Green (n=77) 88.21/ 88.26 83.47/ 83.03 74.61/ 74.34 0.212/ 0.189 0.176/ 0.177 
Honey (n=35) 83.80/ 83.26 65.66/ 66.39 49.08/ 50.16 0.081/ 0.085 0.416/ 0.398 
Light brown (n=98) 77.72/ 77.50 55.07/ 54.67 40.79/ 40.20 0.063/ 0.063 0.458/ 0.459 
Dark brown (n=316) 56.45/ 58.83 38.32/ 39.86 31.85/ 32.74  0.034/ 0.063  0.399/ 0.408 
  Hair color 
  Red Mean Green Mean Blue Mean Hue Saturation 
Red (n=4) 83.61 62.46 46.68 0.041  0.384  
Blond (n=27) 84.41 66.98 51.17 0.076 0.361 
Light brown (n=159) 60.24 49.92 42.10 0.066 0.253 
Dark brown (n=326) 39.34 35.26 33.83  0.138  0.138 
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 Após a publicação dos rascunhos dos genomas do Neandertal (Green et al., 2010) e de 

um espécime encontrado na caverna de Denisova, Rússia (Reich et al., 2010), foram 

desvendandos pela primeira vez detalhes genéticos e moleculares de hominíneos não-sapiens. 

Porém, antes destas publicações, alguns pesquisadores tentaram inferir a aparência destes 

hominíneos extintos. Um dos estudos dignos de menção é o de Lalueza-Fox et al. (2007). Os 

autores sequenciaram um fragmento do gene MC1R de dois espécimes de Neandertais e 

encontraram uma variante possivelmente funcional que estaria associada à perda de função do 

MC1R conferindo, possivelmente, uma pele clara e cabelos ruivos/avermelhados nos 

indivíduos que a possuem, pois se sabe que cabelos vermelhos é o fenótipo nulo do MC1R 

(Beaumont et al., 2008). Posteriormente, Bouakaze et al. (2009), numa análise igualmente 

interessante, genotiparam em um único ensaio multiplex 10 SNPs em 6 genes candidatos para 

pigmentação com a finalidade de produzir informações sobre traços de pigmentação de 25 

restos humanos arqueológicos provenientes da Sibéria, datados da Idade do Bronze e do Ferro 

(entre 5.000 e 1.000 anos antes do presente). Mais recentemente Draus-Barini et al. (2013) 

tentaram predizer traços de pigmentação de 26 fragmentos ósseos humanos antigos, utilizando 

o sistema Hirisplex, desenvolvido por Walsh et al. (2013) para estimar cor de olhos e cabelos a 

partir da análise de DNA.  

Numa perspectiva similar, a publicação do nosso grupo (Cerqueira et al., 2012 – 

Capítulo I dos resultados desta tese) buscou estimar a aparência física de três Neandertais, do 

homem de Denisova e de um Paleo-esquimó, além de predizer a aparência física de alguns 

indivíduos anônimos e não-anônimos da atualidade que possuem os seus respectivos genomas 

disponíveis. Nosso trabalho mostrou, dentre outras coisas, que os Neandertais podiam ter 

variados níveis de pigmentação, potencialmente na mesma escala observada nos humanos 

modernos. Uma repercussão bastante positiva na mídia nacional (Entrevista FAPESP – 

Apêndice IV) e internacional (Entrevista SCIENCENow – Apêndice V) ocorreu após esta 

publicação, pois nosso trabalho foi o primeiro a utilizar um conjunto grande de marcadores 

(124 SNPs) e também o primeiro a estimar a aparência física do homem de Denisova. Com 

este artigo foi possível também aferir a confiabilidade na predição de pigmentação através da 

análise de marcadores genéticos previamente selecionados, aspecto extremamente importante 

nas aplicações forenses de tais metodologias.  
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Posteriormente à publicação do artigo mencionado, um estudo publicado na prestigiosa 

revista internacional Science (Meyer et al., 2012) corroborou nossas inferências sobre a 

pigmentação do hominídeo de Denisova, indicando que o mesmo era portador de alelos que, 

nos humanos da atualidade, estão associados com pele escura, cabelos e olhos castanhos. Além 

de corroborar nossas inferências, Meyer e colegas também disponibilizaram no material 

suplementar de seu artigo, entre outras informações, uma tabela complementando genótipos 

faltantes no nosso estudo, deixando mais completa as informações genotípicas dos marcadores 

de pigmentação para o homem de Denisova. Para mais detalhes do atual estado da arte sobre 

genomas de hominíneos arcaicos, principalmente dados sobre o Denisova e Neanderthal, 

consulte a excelente revisão feita por Disotell (2012).  

Sabemos que a abordagem utilizando o efeito aditivo, feita por nós (Cerqueira et al., 

2012) é um tanto simplista, levando em consideração a complexidade envolvida nos 

mecanismos fisiológicos da pigmentação mencionados na Introdução desta tese, uma vez que 

consideramos apenas os genótipos homozigotos para os marcadores analisados, o que  limitou 

nosso poder de predição. Entretanto, é possível trabalhar somente com as informações que 

temos disponíveis no momento, e outros trabalhos também utilizaram abordagens similares 

para uma infinidade de outras análises (Consultar Liu et al., 2010; Póspiech et al., 2011; 

Beleza et al., 2012). Esperamos que futuros trabalhos possam esclarecer o efeito dos 

heterozigotos no fenótipo da pigmentação para que estes possam ser testados também na 

predição de pigmentação usando uma metodologia similar àquela proposta por nós. Uma 

perspectiva que temos é aprimorar as análises estatísticas apresentadas (Cerqueira et al., 2012) 

a fim de testar o poder de predição com outros marcadores, utilizando abordagens e dados 

mais completos que estão sendo desenvolvidas pelo consórcio CANDELA. É possível antever 

que poderemos considerar o efeito dos heterozigotos no fenótipo de pigmentação e estimar o 

possível efeito de epistasia/interações gênicas nas análises computacionais. Com isto será 

possível selecionar um conjunto de marcadores específicos em populações miscigenadas para 

uso forense.  

Os 18 SNPs envolvidos com pigmentação selecionados para o presente trabalho foram 

escolhidos baseados em dados funcionais e estudos de associação encontrados na literatura 

científica, conforme descrito na Introdução e nos artigos mencionados nos resultados desta 

tese. Um fato interessante nas análises realizadas com os 18 marcadores, é que alguns 
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marcadores clássicos (marcadores dos genes MC1R e OCA2 aqui estudados, por exemplo) 

envolvidos com cor dos olhos e cabelos em Europeus, não foram consistentemente associados 

com estes fenótipos na nossa análise, mesmo que boa parte dos voluntários da nossa amostra 

possua ancestralidade predominantemente Européia (indivíduos do estado do Rio Grande do 

Sul). Para as análises da cor dos olhos e cabelos realizados no artigo descrito no Capítulo III 

desta tese, não realizamos análise estratificada para Gaúchos vs. Baianos como fizemos para o 

artigo descrito no Capítulo II, pois os olhos e cabelos foram inicialmente qualificados e 

algumas das categorias fenotípicas para estes fenótipos possuem pouco tamanho amostral para 

realizar tal estratificação, conforme é possível observar nas tabelas dos artigos mencionados. 

 Em Cerqueira et al. (2013; Capítulo II dos resultados desta tese) foi observado que 

alguns polimorfismos apresentaram associações diferentes entre Gaúchos e Baianos, com 

relação à cor da pele, o que pode estar relacionado aos diferentes perfis demográficos e 

história de mestiçagem destas populações. Estes dados são importantes sob vários aspectos: do 

ponto de vista de aplicação forense, para predizer características físicas de pigmentação em 

uma amostra, é necessário primeiro entender quais as variantes que diferem entre populações 

ou subpopulações, e então escolher àquelas que apresentam associações consistentes para uso 

prático, deixando àqueles marcadores com associações população-específica somente para uso 

restrito em alguns grupos geográficos. De acordo com Valenzuela et al. (2010), Spichenok et 

al. (2011) e Walsh et al. (2011, 2013), os ensaios para predição de aparência física podem ser 

desenvolvidos, independente da ancestralidade geográfica da população analisada. Nossos 

achados indicam que tal premissa deve ser considerada com restrições. Dos 18 marcadores, 

somente 3 se apresentaram consistentemente associados com cor da pele (rs1129038 - gene 

HERC2, rs1426654 - gene SLC24A5, e rs16891982 - gene SLC45A2) entre os dois grupos 

amostrais, enquanto outros marcadores se apresentaram associados somente em um ou outro 

grupo amostral. É conhecido também o fenômeno da convergência evolutiva, ou seja, a 

possibilidade de um mesmo fenótipo em populações distintas ter sido causado por diferentes 

mecanismos genéticos, devido a pressões seletivas similares (consultar Norton et al., 2007; e 

Beleza et al., 2012; para maiores detalhes).  

A partir do modelo da dinâmica de história demográfica relatado no estudo de Beleza et 

al. (2012) é possível observar que as nossas indagações são plenamente plausíveis, no que diz 

respeito à recomendação de evitar extrapolar para várias populações resultados de associação 
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de genes vs. fenótipos de pigmentação. Os dados levantados para os 18 marcadores clássicos 

estudados na presente tese são muito importantes para mostrar esta questão em amostras 

miscigenadas.  

Dos 18 SNPs estudados aqui, encontramos associação altamente significante para 

somente 3 marcadores em todas as três características de pigmentação investigadas (cor da 

pele, olhos e cabelos), que são: rs1129038 (gene HERC2), rs1426654 (gene SLC24A5) e 

rs16891982 (gene SLC45A2). Conforme também descrito nos nossos resultados, estes SNPs 

que estão consistentemente associados em mais de uma população nas nossas análises 

poderiam ser mantidos como polimorfismos preliminares realmente úteis para FDP, 

independentemente da ancestralidade geográfica da amostra analisada. Estudos adicionais em 

outras populações miscigenadas e não miscigenadas devem ser realizados para confirmar a 

consistência nestas associações. Uma importante recomendação do estudo do Ruiz et al. 

(2013) é a inclusão do SNP rs1129038 do gene HERC2 no HIrisplex. Como dito, este SNP faz 

parte do conjunto de marcadores utilizados nesta tese e, a despeito do forte desequilíbrio de 

ligação entre este e o rs12913832 (Amos et al., 2011) (já utilizado no HIrisplex), o estudo de 

Ruiz et al. (2013) indicou a inclusão daquele por melhorar a preditabilidade para a cor do olho, 

o qual apresentou um efeito adicional ao rs12913832, depois de uma análise ajustada. 

Em Cerqueira et al. (2013 – Capítulo III desta tese), também foi descrito o LD de alguns 

marcadores estudados. Este tipo de descrição é útil para o fim de desenvolvimento de 

polimorfismos “reservas” com o mesmo poder de predição e acurácia, no caso de alguns dos 

SNPs de um conjunto multiplex estabelecido não funcionar na genotipagem devido ao alto 

nível de degradação do DNA da amostra, por exemplo. Isto é útil em casos de desastres em 

massa e catástrofes naturais, onde é relativamente comum algumas amplificações não 

funcionarem. Portanto, uma vantagem de se ter SNPs reduntantes ou “SNPs extras” ao alcance 

da mão para análises de predição é a habilidade de lidar com perfis incompletos, nos quais não 

foi possível genotipar alguns marcadores (Ruiz et al., 2013).  

Finalmente, esperamos que os achados da presente tese sirvam como ponto de partida 

para o desenvolvimento de conjunto de SNPs úteis para fenotipagem forense pelo DNA em 

populações miscigenadas. Esperamos também que nossos dados estimulem a discussão sobre o 

cuidado em algumas extrapolações sugeridas na literatura científica. Um esforço para 

estimular tal discussão e também para enriquecer a literatura com dados de populações 
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miscigenadas está sendo feito nos resumos apresentados em congressos no contexto da 

presente tese (Apêndice VI), bem como com as publicações que estão sendo preparadas com 

todos os países participantes do consórcio CANDELA (Apêndice VII). Concordamos com a 

sugestão de Kayser & Schneider (2009) de que o uso de marcadores geográficos devem ser 

encorajados para auxiliar a análise de predição de características físicas, no sentido de definir 

qual a provável população que o indivíduo analisado pertence, e então escolher o conjunto de 

marcadores de predição mais adequado em cada caso. Portanto, confirmar a possível origem 

genética geográfica da amostra preliminarmente ao uso de possíveis ensaios de predição de 

grupos populacionais específicos pode assegurar uma melhor confiabilidade nas estimativas da 

Fenotipagem Forense por DNA. 
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6.1. ANEXO I 
 

(Aprovação do projeto de pesquisa pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS) 
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(Questionário Individual aplicado aos voluntários do Projeto CANDELA) 
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7.1. APÊNDICE I 

 
(Metodologia de coleta de amostra empregada nesta tese) 
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O recrutamento dos voluntários para o desenvolvimento do Projeto CANDELA-Brasil 

se iniciou em outubro do ano de 2010 e findou-se em dezembro de 2012. Neste período 

também foram realizadas as coletas nos outros quatro países participantes (Peru, Chile, 

Colômbia e México). Cada país teve o objetivo de coletar 1.500 voluntários para a pesquisa, 

totalizando 7.500. As 563 amostras utilizadas para o desenvolvimento desta tese fazem parte 

do projeto supramencionado. 

O protocolo de coletas é o mesmo para cada país participante e envolveu tomada de 

medidas antropométricas (peso; altura; índice de melanina; circunferências do quadril, cintura 

e cabeça; largura e comprimento da cabeça; largura da boca; distância do nasion-gnation; 

medida do índice de melanina; qualificação da cor dos olhos e cabelos; morfologia dos 

cabelos; quantidade aproximada de grisalho; quantidade aproximada de calvície; bem como 

outras informações indicadas no Anexo IX), tomada de fotos e preenchimento de outros 

questionários do Projeto CANDELA (Anexos IV a VIII). As fotografias foram tomadas da 

cabeça dos voluntários em 5 ângulos por três vezes: lateral direita (90°), lateral esquerda (90°), 

frontal (0°), fronto-lateral direita (45°) e fronto-lateral esquerda (45°). No Brasil, os 

pesquisadores integrantes do consórcio CANDELA envolvidos nas coletas foram a Dra. Tábita 

Hünemeier, Dra. Virgínia Ramallo, e o Doutorando Caio Cesar Silva de Cerqueira. 

Com relação às características de pigmentação, conforme especificado no Anexo IX, a 

cor dos olhos e cabelos dos voluntários foram qualificadas em 5 e 4 categorias, 

respectivamente. Para a cor dos olhos, as categorias foram: Azul/Cinza, Verde, Mel, Castanho 

Claro, Castanho Escuro/Preto. Para a cor dos cabelos, as categorias foram: Ruivo, Loiro, Loiro 

Escuro/Castanho Claro, Castanho Escuro/Preto. A cor da pele dos voluntários, por sua vez, foi 

quantificada com o aparelho mostrado na Figura 4 (DSMII ColorMeter) do corpo desta tese, 

utilizando o sistema E & M (Eritema e Melanina). O Índice de Melanina (IM) foi medido 

abaixo dos braços direito e esquerdo. Este índice varia de 20 (cor de pele mais clara) a 100 

(cor de pele mais escura). Para as análises, foi utilizada uma média aritmética destes valores 

para cada voluntário. Mais detalhes deste procedimento, consultar a ‘Introdução’ desta tese. 

Exclusivamente no Brasil, foram feitas também as quantificações da cor dos olhos e 

cabelos das amostras, especificamente para os voluntários analisados nesta tese. Esta 

quantificação utilizou o software AxioVision LE 4.8.2 (Disponível em: 

http://applications.zeiss.com//C1257A26004B6E67/allBySubject/C57C9DEA76A98584C125

7A2600643CFC). Para esta quantificação, foram utilizadas as fotografias dos voluntários, 
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tomadas no momento das coletas. No software AxioVision LE 4.8.2 era aberta a fotografia do 

voluntário (preferencialmente a fotografia frontal para medida da cor dos olhos; ou lateral 

esquerda ou direita para a cor dos cabelos), aproximando-se o máximo possível para a medida 

(conforme Figura 7.1a). Em seguida, era realizada um marco na figura (marcado em vermelho 

na Figura 7.1a) e era pedido ao software os valores de RGB (Red-Green-Blue) da região 

delimitada pelo círculo vermelho (Figura 7.1b). Para a medida da cor dos olhos, foram 

utilizadas regiões mais periféricas da íris, a fim de evitar as manchas oculares observadas em 

alguns indivíduos. Com relação à cor dos cabelos, utilizou-se regiões mais próximas ao couro 

cabeludo, a fim de evitar regiões dos cabelos mais desgastadas pelo sol ou regiões 

possivelmente tingidas. No caso da quantificação dos cabelos, alguns voluntários foram 

excluídos para medida, pois possuíam cabelos bastante grisalhos ou traziam bastantes dúvidas 

quanto ao tingimento total dos cabelos. Este procedimento de quantificação foi feito para o 

olho esquerdo e direito de cada um dos 563 voluntários do CANDELA-Brasil, bem como para 

os cabelos. Mais informações sobre estes procedimentos, favor consultar texto. 
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b) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura do Apêndice 7.1.  Etapas na medida quantitativa da cor dos olhos. a) imagem dos olhos de uma foto 

extraída do google como exemplo. Note o pequeno círculo vermelho delimitando a região medida. b) Output dos 

valores de RGB mensurados a partir do círculo vermelho. Os valores de Red, Green e Blue estão salientados 

dentro do retângulo. Para a cor dos cabelos, etapas similares foram seguidas. Para mais informações favor 

consultar texto. 
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7.2. APÊNDICE II 
 

(Capítulo “Human pigmentation genes: forensic perspectives, general aspects and evolution”, 

do livro “Forensic Science”, publicado pela Editora Nova Science Publishers, 2011) 
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7.3. APÊNDICE III 
 

(Coluna “Considerações sobre genética da pigmentação humana e a política de cotas raciais” 

no Portal Educação – disponível em http://www.portaleducacao.com.br/direito/artigos/20931) 
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7.4. APÊNDICE IV 
 

(Entrevista “A cor da pele escrita no DNA”, concedida ao repórter Salvador Nogueira da 

Revista Pesquisa FAPESP, Março de 2012. Disponível em 

http://revistapesquisa.fapesp.br/2012/03/29/a-cor-da-pele-escrita-no-dna/). 
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7.5. APÊNDICE V 
 

(Entrevista “Were Some Neandertals Brown-Eyed Girls?”, concedida à repórter Traci Watson 

da Revista ScienceNOW, Março de 2012. Disponível em 

http://news.sciencemag.org/sciencenow/2012/03/were-some-neandertals-brown-eyed.html).  
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7.6. APÊNDICE VI 
 

(Trabalhos apresentados em congressos relacionados com a presente Tese) 
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Influência do gene TPCN2 no fenótipo da pigmentação da pele e cabelos em amostra do Rio 
Grande do Sul. 

 
Santos, Franciele Lausch dos1; Cerqueira, Caio Cesar Silva de2; Ramallo, Virgínia2; Hünemeier, 

Tábita2; Bortolini, Maria Cátira3. 
 

1Bolsista BIC/ UFRGS no Laboratório de Evolução Humana e Molecular e estudante de Graduação em 
Ciências Biológicas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 

2Pós-Graduandos no Programa de Pós-Graduação em Genética e Biologia Molecular da Universidade 
Federal do Rio Grande do Sul. 

3Orientadora no Programa de Pós-Graduação em Genética e Biologia Molecular da Universidade 
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Palavras-chave: Associação, Genótipos, Pigmentação Humana. 
 

Agências Financiadoras: CAPES, CNPq, FAPERGS. 
 

Identificar as variantes genéticas relacionadas com pigmentação humana tem sido o objeto de interesse 
em estudos evolutivos, médicos e forenses. A pigmentação de cabelos, pele e olhos apresenta um 
amplo espectro de variação fenotípica em algumas populações e esses fenótipos são explicados 
principalmente pela variação na produção do pigmento orgânico melanina. Esse pigmento é sintetizado 
nas células denominadas melanócitos, dentro de organelas denominadas melanossomos. Há dois tipos 
de melanina: eumelanina (espectro marrom-preto) e feomelanina (espectro amarelo-vermelho), que são 
sintetizadas de acordo com o ambiente químico e hormonal presente nos melanossomos. Diferentes 
genes têm sido associados à variação fenotípica da pigmentação em algumas populações, incluindo o 
gene TPCN2 (Two Pore segment Channel 2). Este gene possui 25 éxons, está localizado no 
cromossomo 11q, e codifica uma proteína com 752 aminoácidos. A função desta proteína é 
principalmente influenciar no transporte de cálcio e controlar os níveis de pH intracelular, o que, por 
sua vez, interfere na produção e balanço eumelanina/feomelanina. O objetivo do presente estudo é 
avaliar a influência de dois polimorfismos (rs3750965 – K376R e rs3829241 – G734E) no gene 
TPCN2 sobre a pigmentação da pele e dos cabelos em uma amostra do Rio Grande do Sul. Neste 
trabalho foram genotipados 234 voluntários provenientes do projeto CANDELA (Consórcio para 
Análise da Diversidade e Evolução Latino-Americana). Estes voluntários foram qualificados para cor 
de cabelo em 4 categorias: Ruivo, Loiro, Loiro escuro/Castanho claro ou Castanho escuro/Preto. Com 
relação à cor de pele, foi realizada uma medida indireta da quantidade de melanina na pele destes 
indivíduos através de um espectrofotômetro de reflectância. Este aparelho mensura o Índice de 
Melanina (IM), que vai de 20 (pele clara) a 100 (pele escura) para pele humana. Este projeto foi 
aprovado no Comitê de Ética em Pesquisa do HCPA e da UFRGS. As frequências alélicas e 
genotípicas foram estimadas por contagem, assim como a verificação do Equilíbrio de Hardy-Weinberg 
(EHW) e as análises estatísticas foram realizadas pelo software SPSS 17.0. Para o cálculo de 
desequilíbrio de ligação, foi utilizado o programa MLocus. As frequências alélicas de ambos os 
polimorfismos analisados estavam de acordo com o esperado para EHW. Na análise de associação dos 
genótipos com cor de cabelos, nenhum dos polimorfismos analisados apresentou associação 
significativa (rs3829241 – χ2=10,855, p=0,059; rs3750965 – χ2=7,346, p=0,259), embora observamos 
que no polimorfismo rs3829241, a associação esteve próxima da significância. Da mesma maneira, na 
análise dos genótipos com cor de pele, nenhum dos polimorfismos se mostrou significante (rs3750965 
– F=2,393, p=0,094; rs3829241 – F=1,207, p=0,301). Embora tenha sido observado que ambos os 
polimorfismos estão ligados (D' = 0,972 e r2=0,241, p<0,001) na análise do MLocus, não realizamos 
análises adicionais, uma vez que nenhum dos polimorfismos foram associados isoladamente com as 
características. Os resultados do presente trabalho mostram ausência de associação dos polimorfismos 
rs3750965 e rs3829241 no gene TPCN2 nos fenótipos de cor de pele e cor de cabelos em uma amostra 
da população do Rio Grande do Sul. 
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A predição de características externas visíveis com a utilização de marcadores moleculares tem sido 
muito estudada pelos pesquisadores e promete se tornar uma ferramenta valiosa para o uso na genética 
forense. Assim, pode-se tentar predizer o fenótipo de um suspeito a partir de amostras de DNA 
encontradas na cena do crime. Para que isso seja possível, é necessário buscar marcadores associados 
com o fenótipo em populações específicas através de estudos de associação genética. Existem alguns 
estudos relatando a associação de SNPs (single nucleotide polymorphisms) de vários genes à cor da 
pele, dos cabelos e dos olhos em populações européias e asiáticas, mas pouquíssimos estudos em 
populações com ancestralidade miscigenada, como a população brasileira. Um desses genes é o MC1R, 
o qual codifica uma proteína transmembrana denominada receptor de melanocortina 1, expressa na 
superfície dos melanócitos. Esse gene possui apenas 1 éxon, mas desempenha um papel importante na 
pigmentação normal da pele e dos cabelos, controlando qual o tipo de melanina que é produzida por 
essas células. O MC1R é um gene muito polimórfico, apresentando mais de 70 variantes em indivíduos 
de ascendência européia. Algumas dessas variantes (rs1805007 - R151C, rs1805008 - R160W e 
rs1805009 - D294E) estão associadas a cabelo ruivo, pele clara e/ou presença de sardas. O objetivo do 
presente estudo é verificar a existência de associação das variantes supracitadas no MC1R com a cor 
dos cabelos em uma amostra de gaúchos. As amostras foram coletadas de acordo com protocolo do 
projeto CANDELA (Consórcio para Análise da Diversidade e Evolução Latino-Americana). Os 
voluntários da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido antes da coleta de 
material biológico, como requisito para participação no estudo. Foram genotipadas 235 amostras 
provenientes de voluntários do estado do Rio Grande do Sul. Os indivíduos foram classificados 
qualitativamente em 4 categorias de cor de cabelos (Ruivo, Loiro, Loiro escuro/Castanho claro ou 
Castanho escuro/Preto), conforme literatura corrente. As frequências alélicas e genotípicas foram 
estimadas por contagem, bem como o Equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW). As análises de qui-
quadrado foram feitas no programa SPSS, versão 17.0. Foi também realizada análise de Desequilíbrio 
de ligação para os três polimorfismos utilizando o programa Mlocus. As frequências genotípicas dos 
três polimorfismos estudados no presente trabalho estavam de acordo com o esperado para o EHW. Na 
análise de associação, o polimorfismo rs1805009 foi associado com cor de cabelo (χ2=8,998; p=0,032). 
Os outros dois polimorfismos não estão associados com cor de cabelo na presente amostra (rs1805007 
– χ2=3,666, p=0,278; rs1805008 – χ2= 5,427, p=0,128). Na análise de desequilíbrio de ligação, nenhum 
dos três polimorfismos no gene MC1R se apresentou ligados (rs1805007/rs1805008 - p=0,471; 
rs1805007/rs1805009 - p=0,677; rs1805008/rs1805009 - p=0,628). Desta forma, o presente estudo 
indicou associação do marcador genético rs1805009 com cor de cabelo na população gaúcha, e 
ausência de associação dos marcadores rs1805007 e rs1805008 com esta característica.  
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Vários estudos sobre a relação genótipo-fenótipo dos marcadores genéticos para pigmentação 
humana têm sido realizados especificamente em populações Européias e Asiáticas, com a 
finalidade de tentar predizer fenótipo de pigmentação através das análises de DNA para 
possível aplicação em Genética Forense. Entretanto, pouco se sabe a respeito da relação destes 
marcadores genéticos em populações com diferentes níveis de miscigenação, tal como a 
população Brasileira. O objetivo do presente trabalho é estudar a associação de 5 SNPs em 
dois genes OCA2 e  TYR (rs1800407, rs1800401 e rs1800414; rs1126809 e 1042602, 
respectivamente), buscando estabelecer a relação dos alelos destes  com a cor de pele de 559 
voluntários do projeto CANDELA (Consórcio para Análise da Diversidade e Evolução 
Latino-Americana) provenientes de diferentes regiões do país, predominantemente dos estados 
do Rio Grande do Sul e Bahia. O índice de melanina (IM), medida indireta da cor da pele 
estimada através de um espectrofotômetro de reflectância, varia de 20 (pele mais clara) a 100 
(pele mais escura), em humanos. Este projeto foi aprovado no Comitê de Ética em Pesquisa do 
Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA) e da UFRGS. As frequências alélicas e 
genotípicas foram estimadas por contagem, assim como a verificação do Equilíbrio de Hardy-
Weinberg (EHW) e as análises estatísticas foram realizadas pelo software SPSS 17.0. As 
frequências genotípicas dos 5 polimorfismos pesquisados estavam de acordo com o esperado 
para o EHW. Na análise de associação, fizemos três análises separadas, para fins 
comparativos, que correspondem a perfis amostrais com diferentes níveis de história 
demográfica: análise da amostra total (n=559), análise da amostra proveniente da população 
do Rio Grande do Sul – RS (n=347), que são predominantemente de ascendência européia, e 
análise da amostra da população das outras regiões do país (n=212), predominantemente de 
indivíduos da Bahia - BA. Quando utilizamos os 559 indivíduos numa mesma análise, 4 
polimorfismos foram estatisticamente significativos, exceto o rs1800414 - OCA2 (F=0,017; 
p=0,895). Quando analisamos somente os indivíduos provenientes do RS, somente o 
polimorfismo rs1042602 (TYR) foi estatisticamente significativo (F=4,517; p=0,012). Quando 
analisamos os indivíduos das outras regiões do país, predominantemente indivíduos do estado 
da Bahia, somente os polimorfismo rs1042602 – TYR, rs1126809 – TYR e rs1800407 – OCA2 
foram estatisticamente significantes (F=8,512, p<0,001; F=5,765, p=0,004; F=6,712, p=0,010, 
respectivamente). É notável que nas análises realizadas, observamos para maioria dos SNPs 
com associação significante, que os genótipos heterozigotos possuíram um IM intermediário, 
sugerindo um efeito aditivo dos marcadores. Este fato também é observado por outros estudos 
na literatura, analisando amostras de populações nativas. Análises adicionais serão realizadas 
para elucidar o motivo dessas diferentes associações nos três grupos amostrais, visto que 
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diferentes fatores de confundimento, tal como estruturação populacional, podem estar 
associados aos resultados aqui relatados. 
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The human pigmentation pathway can be explained by a complex network controlled by many 
genes, as well as by environmental, mechanical, and epigenetic factors; thus, to understand it 
is a challenging task. Although dozens of genes have previously been associated with human 
skin color, our knowledge about this trait is still incomplete. Particularly limited is the number 
of studies with populations off the Europe-North American axis, and seldom until now 
admixed populations were considered. The present study was planned to help fill this gap. The 
objective was to verify the possible association of 18 SNPs located within ten 
genes/pseudogene regions (ADAM17rs1524668, AFG3L1rs4785763, ASIPrs6058017, 
HERC2rs1129038, MC1Rrs1805007, MC1Rrs1805008, MC1Rrs1805009, OCA2rs1800401, 
OCA2rs1800407, OCA2rs1800414, SLC24A5rs1426654, SLC45A2rs6867641, 
SLC45A2rs26722, SLC45A2rs16891982, TPCN2rs3750965, TPCN2rs3829241, 
TYRrs1042602, and TYRrs1126809), with the MI (Melanin Index) in two admixed Brazilian 
populations (Gaucho, n=354; Baiano, n=149) with different histories of geographic and ethnic 
colonization. Some of these polymorphisms have never been studied in the context of human 
skin color normal variation. DNA extractions were done using the salting out method from 
total blood, while genotyping procedures were performed by Taqman™. MI measurements 
were taken on the proximal medial portion of both arms to generate a single average value 
(range in humans from 20, associated to the fairest skin, to 100, to darkest skin). The SPSS 
software, version 17.0, was used to calculate ANOVA or the non-parametric Kruskal-Wallis 
test, comparing MI versus genotypes. We identified 4 markers associated with MI in the 
Gaucho sample (HERC2rs1129038, MC1Rrs1805009, SLC24A5rs1426654, and 
SLC45A2rs16891982), and 6 in the Baiano (HERC2rs1129038, OCA2rs1800407, 
SLC24A5rs1426654, SLC45A2rs16891982, TYRrs1042602, and TYRrs1126809), but only 3 
were significantly associated in the two samples (HERC2rs1129038, SLC24A5rs1426654, 
SLC45A2rs16891982). Therefore, only these 3 should be preliminarily chosen as being of 
forensic significance, since they consistently show the association independently of the 
population considered. Furthermore, to consider possible population differences is also 
important to choose an appropriate set of SNPs as phenotype predictors in forensic practice.  
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7.7. APÊNDICE VII 
 

(Artigo submetido para PLOS Genetics com dados gerais do Projeto CANDELA) 
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