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Resumo:

A adaptacdo humana a radiacdo ocorre, basicamente, pela selecdo em
genes relacionados a vitamina D e a pigmentacao de pele. O objetivo desse
trabalho é avaliar se ha sinal de que um conjunto pré-selecionado de genes e
variantes comuns nessas duas vias estdo coevoluindo em populagdes nativas
americanos que habitam diferentes regides e que tém distintos habitos de
subsisténcia e dieta. Entdo podemos sugerir que, se as populacfes autdctones
americanas  estiverem adaptadas a seus respectivos  contextos
geograficos/ecologicos/culturais, € possivel que apresentem distribuicdo alélica

diferencial nesses loci.

Para testar a hipétese acima, utilizamos dados de varredura gendmica,
pré-selecionando SNPs de 16 genes (8 relacionados a vitamina D e 8 a
pigmentacdo) em 333 individuos de 33 populacdes nativas. Com objetivo de
testar coadaptacdo, aplicamos um método de redes que mede interacao por

meio de um célculo de desequilibrio de ligacéo.

Comparamos as frequéncias alélicas, bem como a frequéncia de
individuos com as interacbes alélicas, entre as categorias populacionais
relacionadas a incidéncia de radiacdo (altas altitudes vs baixas altitudes e altas
latitudes vs baixas latitudes) e a potencial variagdo da disponibilidade de
vitamina D na dieta (agriculturalistas vs cagadores-coletores). Aplicando o teste
exato de Fisher com correcdo FDR, encontramos diferencas estatisticamente
significativas em diversos SNPs, bem como em combina¢cBes alélicas que

sugerem interacao.

Alguns achados merecem destaque. Por exemplo, entre as categorias
altas latitudes e baixas latitudes, detectamos uma variante no gene CYP2R1
(alelo A do rs2060793), que confere mais eficiéncia a enzima codificada por
ele, mais frequente em individuos de altas latitudes (e baixa incidéncia de UV).
A maior frequéncia desse alelo pode ter sido favorecida pela sele¢cdo natural
devido a necessidade aumentada da eficiéncia no metabolismo da vitamina D

nesse ambiente com menos disponibilidade da vitamina.

Em relacdo a comparagéo entre as categorias altas e baixas altitudes foi

encontrada em maior frequéncia a ligacdo entre alelos potencialmente
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funcionais dos genes CYP24Al1 e VDR (alelo C do rs2248359 e alelo G do
rs11574143, respectivamente) nas terras altas, o que pode ter sido resultado
do relaxamento da pressao de selecdo para eficiéncia no metabolismo desse
horménio em ambientes com alta incidéncia de radiacdo UV em populacdes

com a pele relativamente clara.

No que diz respeito as diferencas nas praticas de subsisténcia e habitos
de dieta, um alelo (A do rs4516035) relacionado a maior atividade do VDR
pode ter sido selecionado em agriculturalistas para compensar a menor
disponibilidade dessa vitamina na alimentagcéo deles. Além disso, identificamos
alelos (rs3740164/C e rs750358/T) de diferentes genes (CUBN e OCA2,
respectivamente) pertencentes a vias distintas (metabolismo da vitamina D e
rota da pigmentacdo) que podem estar sendo segregados juntos em
populacdes nativas que praticam agricultura por favorecerem adaptativamente

os individuos nesse contexto em particular.

Palavras-chave: Vitamina D, pigmentacdo de pele, nativos
americanos, adaptacdo, coadaptacao, interagdo génica, radiacao ultravioleta.



Abstract:

The human adaptation to UV radiation occurs, basically, by selection in
genes related to vitamin D and skin pigmentation. The objective of this work is
to evaluate if there is a signal that a pre-selected set of genes and common
variants in these two pathways are co-evolving in Native American populations
that inhabit different regions and that have distinct habits of subsistence and
diet. Thus, we can suggest that if Native American populations are adapted to
their respective geographic/ecological/cultural contexts, they may have

differential allelic distribution at these loci.

To test the hypothesis above, we used genomic scanning data, pre-
selecting SNPs from 17 genes (8 related to vitamin D and 9 to pigmentation) in
333 individuals from 33 Native American populations. In order to test co-
adaptation, we applied a method of networks that measures interaction using

linkage disequilibrium (LD) approaches.

We compared allele frequencies as well as the frequency their
interactions, considering population categories related to UV radiation (high
altitudes vs low altitudes and high latitudes vs low latitudes), as well as the
potential variation of vitamin D availability in the diet (agriculturalists vs hunter-
gatherers). Applying the Fisher exact test with FDR correction, we found
statistically significant differences in several SNPs, as well as in allelic

combinations, suggesting interaction.

Some findings deserve attention. For example, among the high latitudes
and low latitudes categories, we detected a variant in the CYP2R1 gene (allele
A of rs2060793), which gives more efficiency to the enzyme encoded by it,
more frequent in individuals of high latitudes (and low incidence of UV). The
higher frequency of this allele may have been favored by natural selection
because of the increased need for vitamin D metabolism efficiency in this

environment with less vitamin availability.

Regarding the comparison between the high and low altitudes
categories, the interaction between potentially functional alleles of the genes
CYP24A1 and VDR (rs2248359 C allele and G allele of rs11574143,

respectively) was found to be more frequent in high altitudes populations, which
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may have resulted from the relaxation of the selection pressure for efficiency in
the metabolism of this hormone in environments with high incidence of UV

radiation in populations with relatively clear skin.

Concerning differences in subsistence practices and dietary habits, an
allele (A of rs4516035) related to increased VDR activity may have been
selected in agriculturalists to compensate for the lower availability of this vitamin
in their foods. In addition, we identified alleles (rs3740164 / C and rs750358 / T)
from different genes (CUBN and OCAZ2, respectively) belonging to distinct
pathways (vitamin D metabolism and route of pigmentation) that may be
segregating together in agriculturalists, favoring adaptatively individuals from

that context.

Keywords: Vitamin D, skin pigmentation, Native American, adaptation,

co-adaptation, gene interaction, ultraviolet radiation.
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Introducéao:
1.1 Cor de pele e radiacéao ultravioleta

A cor de pele é uma das caracteristicas fenotipicas que distingue de
modo mais marcante as populacbes humanas. Isso € reflexo da grande
diversidade interpopulacional para este traco, aproximadamente 88%, em
contraposicao a relativamente baixa diversidade genética geral existente entre
grupos humanos, estimada entre 5% e 15% (Relethford, 2002). Além disso, ha
assinatura de selecdo, tanto positiva como purificadora, em muitos genes
envolvidos com pigmentacdo de pele (Hancock et al., 2011; Sturm e Duffy,

2012), o que denota sua importancia adaptativa.

A pigmentacdo cutanea € determinada pela melanina, um polimero
organico derivado do aminoacido tirosina, produzida nos melandcitos, células
do estrato basal da epiderme. Existem dois tipos de melanina quimicamente
distintos, a eumelanina (com coloracdo de marrom a preta e formato oval) e a
feomelanina (com coloracdo de amarelo a vermelho e formato esférico) (Ito e
Wakamatsu, 2003; Sturm, 2006; Scherer e Kumar, 2010; Cerqueira, et al.,
2014). Ambos os tipos de melanina sdo sintetizados e armazenados nos
melanossomos, organelas tecido-especificas relacionadas aos lisossomos
(Raposo et al., 2009; Scherer e Kumar, 2010). Quando maduros, 0s
melanossomos sdo transportados através de projecdes dendriticas dos
melandcitos até os queratinécitos (Sturm, 2006; Scherer e Kumar, 2010). Os
diferentes tons de pele séo influenciados pela quantidade, tamanho e o tipo de
melanina dos melanossomos depositadas nos queratindcitos da epiderme
(Barsh, 2003; Scherer e Kumar, 2010; Deng e Xu, 2018; Figura suplementar 1).

O pigmento melanina exerce um papel fotoprotetivo, bloqueando a
penetracdo da radiacdo ultravioleta (RUV) na pele (Jablonski, 2004; D’Orazio,
et al., 2013). Atualmente acredita-se que a diversidade de pigmentacéo da pele
em populagbes humanas evoluiu por uma demanda adaptativa para regular a
guantidade de raios ultravioleta que penetram na pele em diferentes ambientes
(Jablonski e Chaplin, 2000, 2010; McEvoy et al., 2006; Lewis et al., 2013; Deng
e Xu, 2018, Crawford et al., 2017; Martin et al., 2017).
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Os raios UV sdo a porcdo do espectro solar que compreende o0s
comprimentos de onda entre 100 nm e 400 nm, entre a luz visivel e os raios
gama. Eles sao subdivididos em trés componentes com base em propriedades
eletrofisicas, UVA, UVB e UVC. Os fétons UVA (400-315 nm) sdo oS menos
energéticos, como consequéncia de sua menor frequéncia tém maior poder de
penetragdo, correspondendo entre 90% e 95% da radiag&o ultravioleta que
penetra na atmosfera (D’Orazio, et al., 2013). Os raios UVB (315-280 nm),
equivalem de 5% a 10% da radiacdo incidente na terra, devido ao menor
comprimento de onda sua penetracdo varia mais intensamente com a altitude e
0 angulo zénite, o que implica em grande variacdo com a estacado do ano e o
periodo do dia (Engelsen, 2010; Jablonski e Chaplin, 2009; 2010; Hossein-
nezhad e Holick, 2013; D’Orazio, et al., 2013; Greaves, 2014). Os raios UVC
(280-100 nm) geralmente sdo integralmente absorvidos pela camada de ozénio
e ndo penetram na terra (Jablonski, 2004; Scherer e Kumar, 2010; D’Orazio, et
al., 2013; Holick, 2016).

A ideia de que o fator seletivo primario para adaptacdo da cor de pele é
a radiacao, é baseada no fato de que esse traco fenotipico € mais fortemente
correlacionado com radiacdo ultravioleta do que com qualquer outro fator
ambiental (Walter, 1971; Jablonski e Chaplin, 2000; Chaplin, 2004). Um estudo
de George Chaplin (2004) mostrou que aproximadamente 86% (r = 0,927 p <
0,0001) da variagao na cor de pele humana pode ser explicada exclusivamente
pelos niveis de UVMED no outono. UVMED é uma forma de medir os efeitos
da radiacdo na pele, e significa “dose minima de eritema”. Em outras palavras,
€ a guantidade de radiacdo necessaria para produzir um leve rubor em
pessoas com pele clara (tipo 1 na escala de Fitzpatrick), sendo principalmente
determinado por UVB (Jablonski e Chaplin, 2000; 2010; 2013).

z

A incidéncia de radiacdo € maior em latitudes baixas e altitudes
elevadas, portanto povos autéctones de regibes com essas caracteristicas
tendem a ter pele mais escura do que populacdes originarias de outras regides
(Jablonski e Chaplin, 2000, 2010) (Figural) (Imagem adaptada de Chaplin,
2004).
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From lightest... ... to darkest skin
] ] | nodata

Source: Chaplin G.2 , Geographic Distribution of Environmental Factors Influencing Human Skin
Coloration, American Journal of Physical Anthropology 125:292-302, 2004; map updated in 2007.

Figura 1: Mapa de distribuicdo de cor de pele de populag6es nativas, quantificada por
refletancia, previsto por modelo de regressdao mdltipla (Imagem copiada de:
https://www.vitamindwiki.com/Skin+color+and+vitamin+D+%E2%80%93+Jablonski+%E2%80%
93+Spring+2012).

Esses resultados de regressdo da cor de pele pela radiacdo UV
ilustram a importancia da radiacdo como agente seletivo. Para elucidar a razao
fisiologica que gerou essa forte relacdo causal € preciso compreender o0s
efeitos para o organismo da penetragcéao da radiagdo na pele.

1.2 Pressdo seletiva em ambientes com alta incidéncia de

radiacdo: Fotdlise da vitamina B9 e cancer de pele

N&o havendo quantidades suficientes de eumelanina na pele para
absorver e dispersar a radiacdo, os raios UVA sdo facilmente capazes de
penetrar até a derme (D’Orazio et al.,, 2013). Nesta camada a radiagcdo tem
acesso aos vasos sanguineos, onde circulam compostos bioativos da vitamina
B9, genericamente chamados de folatos. Essas moléculas, em especial o 5-
metiltetraidrofolato (5-MTHF) que € a principal forma circulatéria do folato no
corpo humano, sao essenciais para a saude. Os compostos quimicos que
compdem a familia da vitamina B9 estdo ligados as reacdes de metilacdo e sédo
importantes na sintese e reparo do DNA. Baixos niveis destas substancias

estdo associados a diversos problemas de saude, como defeitos no tubo
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neural, anemia megaloblastica, doencas cardiovasculares, cancer e disturbios
cognitivos (Borradale e Kimlin, 2012; Jablonski e Chaplin, 2013; Scaglione e
Panzavolta, 2014; Lucock, et al., 2015).

Os raios UVA sao capazes de degradar de forma direta o acido fdlico e
indiretamente, por meio da geracdo de espécies reativas de oxigénio, 0 5-
MTHF (para mais detalhes sobre esses processos, consultar Borradale e
Kimlin, 2012). Baixas quantidades dessas substancias afetam 0 sucesso
reprodutivo masculino, uma vez que prejudicam a espermatogénese (Mathur et
al., 1977; Boxmeer et al., 2009). A deficiéncia de folato também compromete o
desenvolvimento embrionario, gerando defeitos no tubo neural, como espinha
bifida, o que se constitui como importante fator seletivo para aumento de
pigmentacdo de pele em ambientes de alta exposicdo a radiacdo ultravioleta
(Jablonski e Chaplin, 2010).

Ambientes de alta incidéncia de radiacéo, principalmente do espectro
UVB, também estdo associados ao aumento de incidéncia de cancer de pele,
especialmente em individuos com pele clara (Scherer e Kumar, 2010; Greaves,
2014). Os canceres de pele, induzidos pela acdo mutagénica da radiacao, sao
classificados em duas categorias principais: os melanomas, originados por
alteracdes nos melandécitos, e os canceres de pele ndo-melanoma, originados
em outras células epidérmicas, predominantemente nos queratinécitos
(Scherer e Kumar, 2010). Alguns estudos (Blum, 1961; Elias e Williams, 2013)
argumentam que o cancer de pele ndo poderia constituir-se como forca seletiva
relevante para o escurecimento de pele, dado que costuma ocorrer depois da

idade reprodutiva e esté associado a baixa letalidade.

Outros autores (Robins, 1991; Lewis et al, 2013; Greaves, 2014), no
entanto, discordam dessa visdo. Alegam que ndo é adequado usar parametros
atuais de incidéncia e letalidade da doenca para pensar sobre a diminui¢cdo no
valor adaptativo gerada pelo cancer de pele em outros momentos da histéria
evolutiva humana. Seria preciso contextualizar o papel que esta doenca teria
tido durante a ocorréncia do fenbmeno. O processo mais evidente de alteracdo
da pigmentagéo na linhagem Homininea teria ocorrido quando populagdes com
a pele clara habitavam ambientes com mais incidéncia de radiagdo UV e teriam
menos recursos culturais para prevenir a doencga, tais como roupas, protetores
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solares, aléem de menos conhecimento sobre as implicagcbes da exposicéo
intensiva ao sol. Desse modo, passariam mais tempo ao ar livre e ndo haveria
prevencdo nem tratamento de saude apropriado. Além disso, o cancer do tipo
melanoma, embora seja bastante mais raro que os demais, ainda nos dias de
hoje acomete jovens em idade reprodutiva, e muitas vezes leva a Obito. Entdo
ao menos esse tipo de cancer é reconhecido como tendo influéncia seletiva,
ainda que moderada, para o aumento de pigmentacdo (Jablonski e Chaplin
2010).

1.3 Pressao seletiva em ambientes com baixa incidéncia de

radiacdo: Fotossintese de vitamina D

A vitamina D, é na verdade um pro-horménio do hormdnio esteroide
1a,25-dihidroxivitamina D, também chamado de calcitriol (Pilz, et al., 2016).
Trata-se de um elemento fundamental para manutencédo da homeostase do
calcio e estd envolvido em processos fisiologicos essenciais como
mineralizacdo d6ssea. Baixas quantidades dessa substancia sdo a causa de
problemas esqueléticos como raquitismo, estreitamento da pélvis e
osteoporose (Jablonski e Chaplin, 2009; Veldurthy, et al., 2016). Além dessas
acdes classicas, o calcitriol também gera outros efeitos bioldgicos importantes.
Ele esta associado, por exemplo, a inibicdo da progressao de varios tipos de
cancer, protege de muitas doencas autoimunes e exerce efeitos sobre o

sistema cardiovascular (Christakos, et al., 2016).

A vitamina D pode ser obtida por meio de duas fontes: a alimentacao,
gue prové cerca de 20% da quantidade requerida pelo organismo; e a sintese
cutanea, responsavel por 80% (Pilz, et al., 2016). Além do nivel de exposicao a
radiacdo, a producéo cutanea de vitamina D depende da pigmentacao de pele
ja que quanto maior a quantidade de melanina menor a penetracdo de
radiacdo. Peles escuras produzem até seis vezes menos vitamina D que peles
claras (Juzeniene et al., 2009; Engelsen, 2010). A producdo endogena do
horménio da vitamina D ocorre a partir de um conjunto de reac¢des fotoquimicas

e enzimaticas e envolve uma série de genes, conforme sera descrito a seguir.
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A penetracdo da radiacdo ultravioleta do espectro B na pele,
especialmente nos comprimentos de onda entre 295 nm e 297 nm, provoca a
quebra do 7-dehidrocolesterol (7-DHC), que é um esteroide localizado na
membrana plasmatica dos queratindcitos. Essa reacdo fotolitica gera a pré-
vitamina D3, que sofre um rearranjo sensivel a temperatura, convertendo-se em
vitamina D3, 0 colecalciferol. Exposicdo continuada ao sol pode converter a
previtamina D3 em fotoprodutos inativos, o taquisterol e o lumisterol, evitando
intoxicacdo de vitamina D induzida pelo sol (Hossein-nezhad e Holick, 2013;
Lucock, et al., 2015; Christakos, et al., 2016; Veldurthy, et al., 2016).

Uma vez formada, a vitamina D3 € ejetada da membrana plasmatica
dos queratinécitos e levada até o figado pela proteina de ligacdo a vitamina D,
DBP (codificada pelo gene GC). No figado o colecalciferol sofre uma
hidroxilagdo no carbono 25, catalisada pela enzima 25-hidroxilase (codificada
pelo gene CYP2R1), transformando-se em calcidiol, 25(OH)D;. O calcidiol é
transportado pela DBP até os rins, onde as proteinas receptoras
transmembrana megalina (codificada pelo gene LRP2) e cubilina (codificada
pelo gene CUBN), localizadas nos tubulos proximais, ligam-se a DBP e
promovem a internalizagdo do 25(OH)D; (Hossein-nezhad e Holick, 2013;
Jolliffe, et al., 2015; Veldurthy, et al., 2016). No interior das células do tubulo
proximal, o calcidiol sofre outra hidroxilacdo, desta vez no carbono 1 por meio
da enzima 1a-hidroxilase codificada pelo gene CYP27B1, convertendo-se no
horménio secosteroide calcitriol, 1a,25-dihidroxivitamina D3 (1,25[OH]2D3)
(Engelsen, 2010; Hossein-nezhad e Holick, 2013; Christakos, et al., 2016;
Veldurthy, et al., 2016).

O calcitriol tem o efeito de reter o calcio no organismo, ele provoca
aumento da absorgao intestinal desse elemento, melhora a reabsorgéo renal e
favorece a mineralizagdo Ossea. A atividade da enzima 1a-hidroxilase, que o
produz, é estreitamente regulada tendo sua expressdo aumentada pelo
paratorménio (PTH), hipocalcemia e hipofosfatemia e ¢é inibida pela
hiperfosfatemia, pelo fator 23 de crescimento do fibroblasto (FGF23) e pelo
proprio 1,25(0OH)2D; (Kini e Nandeesh, 2012; Hossein-nezhad e Holick, 2013;
Veldurthy, et al., 2016).
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Em ocasides de excesso de calcio e vitamina D no organismo, pode
ocorrer a expressao do gene CYP24A1, que codifica a enzima que hidroxila o
carbono 24 tanto do calcidiol quanto do calcitriol, gerando respectivamente os
produtos 24,25(0OH)2D; e 1,24,25(0OH);D; que sdo metabolizados a &cido
calcitridico e excretados (Christakos, et al., 2016; Pilz, et al., 2016; Holick,
2016).

O calcitriol também desempenha um papel importante na regulacao da
expressao génica. As acdes gendmicas do calcitriol sdo mediadas pelo fator de
transcricdo VDR (codificado por um gene de mesmo nome). O VDR é membro
da superfamilia de receptores nucleares de horménios que regulam a
transcricdo, ele possui mais de 900 polimorfismos de nucleotidio Unico (SNPs)
em populacdes humanas, alguns deles associados a fendtipos clinicos. Os
SNPs mais frequentemente estudados neste gene sdo rs1544410, rs731236,
rs2228570 e rs7975232, conhecidos pelo nome das enzimas de restricdo que
os clivam, respectivamente Bsml, Tagl, Fokl e Apal (Santoro et al., 2015;
Nunes et al., 2016; Alizadeh et al., 2017).

Ao ligar-se a 1,25(0OH)2D; o VDR entra no nudcleo, onde sofre uma
heterodimerizacdo, associando-se ao receptor retinoide X (RXR), codificado
pelo gene RXRA. O complexo ativo 1a,25(0OH)2D;—VDR-RXR, interage com
regides especificas no DNA, os elementos de resposta a vitamina D (VDRES)
localizados em genes alvo ou em seu entorno. Essa interacdo leva ao
recrutamento de outras proteinas que modulam a expressao génica resultando
na ativacao ou represséao da transcricdo. O VDR é quase ubiquo, esta presente
em mais de 38 tecidos e diversos tipos celulares, dentre eles o epitélio
intestinal, mamario, tdbulos renais, glandula pituitaria, paratireoide, tecidos
reprodutivos, queratinécitos, células do sistema imune, etc. (Haussler et al.,
2011; Lucock, et al.,, 2015). Estima-se que o calcitriol regule, direta ou
indiretamente, 2.000 genes que exercem diversas funcées no genoma humano,
indicando a importancia desse horménio (Hossein-nezhad e Holick, 2013;
Christakos, et al., 2016; Holick, 2016). O esquema apresentado na Figura 2

ilustra 0os processos supramencionados.
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Figura 2: Diagrama que descreve as etapas das vias de metabolismo e sinalizacdo da
vitamina D. Em azul estéo os principais genes envolvidos no metabolismo e controle da
expresséo, cujas funcdes estdo descritas no texto. Este esquema é uma adaptacgéo de Jolliffe,

et al. (2015) e contém a lista de genes, relacionados a vitamina D, candidatos deste estudo.

A importancia de producdo cutanea e os efeitos deletérios da falta
dessa substancia, levaram a formulacdo da hipotese de que ambientes com
pouca incidéncia de radiacdo seriam vantajosos seletivamente para individuos
com pele clara. Isso constitui-se na ‘'hipotese da vitamina D', que é a teoria
mais aceita atualmente para explicar por que populagdes autdéctones de

regides com baixa incidéncia de radiacédo tendem a ter a pele clara.

1.4 Evolucdo da cor de pele humana e a adaptacdo das

populacdes nativas continentais a incidéncia de radiacao

Acredita-se que o ancestral comum aos humanos e chimpanzés tinha
pele clara coberta de pelos, a semelhanca da maioria dos atuais primatas
pertencentes a infraordem Catarrhine (Jablonski e Chaplin 2000; 2010;
Jablonski, 2004). Ap0s a divergéncia entre as duas linhagens, estimada
aproximadamente 6,5-9,3 milhdes de anos atras (Moorjani et al., 2016), houve
selecéo para perda de pelos corporais no grupo que deu origem aos humanos.
N&o é possivel datar o surgimento desse trago, pois ndo sdo conhecidas as

mutacdes subjacentes a ele (Stoneking, 2017). Alguns trabalhos argumentam
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que a perda de pelos corporais teria surgido em resposta a necessidade
aumentada de termorregulacdo. Segundo essa hipOtese, o0 evento teria
comecado a ocorrer progressivamente ha 2 milhes de anos, devido ao
estresse térmico gerado pela migracdo para ambientes abertos de Savana e
adocao de atividades musculares extenuantes, como a caca diurna (Wheeler,
1992; Rogers et al., 2004; Ruxton e Wilkinson, 2011).

De qualquer modo, a perda de pelos corporais levou a alteracdo em
uma série de estruturas da pele, selecionando variantes em genes
responsaveis pela diminuicdo da permeabilidade e aumento da resisténcia a
abrasao (Jablonski e Chaplin, 2010). Este fenétipo também causou diminuicédo
da protecdo contra radiacdo ultravioleta (RUV), que degrada o folato, vitamina
importante na sintese e no reparo do DNA que protege contra defeitos
congénitos na formagéo do tubo neural. Isso resultou em pressao seletiva para
aumento da producdo cutanea do pigmento melanina, que é fotoprotetivo, e
consequente escurecimento da pele ao longo das geracbes (Jablonski e
Chaplin, 2000, 2010, 2017). Ha cerca de 1,2 milhdes de anos a selecdo
favoreceu uma variante do gene MCI1R, receptor de melanocortina 1, que
confere pele escura as populacdes africanas e estd sob selecao purificadora
neste continente (Rogers et al., 2004). Analises mostraram sinais de selecéo
positiva para esse alelo, indicando também que o processo de escurecimento
da pele provavelmente comecou a ocorrer antes do surgimento dos humanos
modernos, datado entre 200 mil e 300 mil anos atras (Stoneking, 2017; Deng e
Xu, 2018; Crawford, et al., 2017). Além de MCI1R, variantes em outros genes
da via da pigmentacdo também estariam segregando por centenas de milhares

de anos na linhagem dos hominineos (Crawford, et al., 2017).

Quando algumas populacées humanas modernas sairam da Africa,
cerca de 100 mil anos atrds em direcdo a latitudes norte, passaram a viver em
um ambiente com menos exposicdo a radiacdo. Como ja mencionado, a
radiacdo UVB permite a fotossintese cutanea de vitamina D, que embora possa
ser adquirida através da dieta, tem a producéo enddégena como principal fonte.
A menor incidéncia de UVB leva a diminuicdo deste pro-hormoénio, cuja
deficiéncia é causa de uma série de problemas de saude, incluindo alguns

diretamente relacionados a diminuicéo do valor adaptativo, como estreitamento
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da pélvis, que gera problemas no parto, e raquitismo (Jablonski e Chaplin,
2009). Nesse novo ambiente, individuos com quantidades menores de
melanina na pele, e, portanto, mais facilidade na etapa inicial de sintese da

vitamina D, passaram a ter vantagem seletiva.

No Oriente Médio, ha aproximadamente 60-50 mil anos, os humanos
anatomicamente modernos entraram em contato com os Neandertais (Homo
neanderthalensis, espécie de hominineo arcaico que divergiu do Homo sapiens
moderno ha ~430 mil anos e viveu na Eurasia entre 400-28 mil anos atras)
(Deng e Xu, 2018; Kuhlwilm, et al., 2016). Nao se sabe ao certo qual era a cor
de pele desses hominineos, entretanto a maioria dos autores acredita que eles
possuiam a pele clara, quando comparada aos africanos do sul do Saara
(Juzeniene et al., 2009; Stoneking, 2017; Deng e Xu, 2018; Crawford, et al.,
2017).

De forma pioneira, nosso grupo de pesquisa, utilizando 124 SNPs
localizados em 33 genes e 7 regides intergénicas ligados a via da pigmentacao,
desenvolveu um método para predicdo dos fenétipos de cor da pele, cabelo e
olhos a partir de genomas completos ja conhecidos (Cerqueira et al., 2012). Os
resultados indicaram que os 3 Neandertais amostrados na atual Croacia
(Vi33.16, Vi33.25 e Vi33.26) teriam uma pele relativamente escura (similar a
dos atuais europeus do mediterraneo) e cabelo castanho, exceto o individuo
Vi33.25 que seria ruivo. Anteriormente, Lalueza-Fox et al. (2007) encontraram
uma variante no gene MC1R em dois Neandertais que habitavam a atual
Espanha, similar a que nos humanos modernos determinaria pele clara e

cabelos ruivos.

A partir do conhecimento do primeiro genoma nuclear completo do
Neandertal (Green e cols. 2010), foi possivel também identificar a dimenséo do
intercruzamento entre as duas espécies. Cerca de 2% do genoma das
populacdes ndo-africanas modernas seria de origem Neandertal (Skoglund e
Mathieson, 2018). Como resultado, alguns autores postulam que houve a
entrada de alelos Neandertais relacionados a pigmentacdo mais clara em
algumas populagbes da nossa espécie, novamente considerando uma
comparacdo com africanos do sul do Saara. Esses alelos teriam sido
selecionados positivamente, conforme sugerido a partir de dados que apontam
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gue nas populacdes europeias, um haplétipo que contém um alelo de origem
Neandertal no gene BNC2, tém frequéncia de 70%. Esse hapldétipo codifica
uma proteina com funcéo relacionada a saturacéo da cor da pele (Jacobs et al.,
2013; Marciniak e Perry, 2017).

Outros autores demonstraram ainda uma origem de variantes ligados
ao clareamento da pele na nossa espécie. Por exemplo, um alelo a montante
do gene KITLG (que codifica uma proteina com amplo espectro de atuacéo,
incluindo melanogénese) associado a pele mais clara teria sido selecionado ha
cerca de 30 mil anos no ancestral comum das populacbes asiaticas e
europeias (Beleza, et al., 2012; Deng e Xu, 2018; Stoneking, 2017). Dados do
HGDP (Human Genome Diversity Project) por sua vez mostraram que essa
variante de KITLG também teria se espalhado pela Oceania, e € bastante
frequente nas popula¢gbes amerindias estudadas até o presente (Deng e Xu,
2018).

Em contrapartida, um nimero significante de variantes populacionais-
especificas ligadas a varios outros genes da via da pigmentacdo, e que
estariam associados ao desenvolvimento do fendtipo “pele clara”, teriam
emergido de forma independente em populacdes da Asia e Europa. Esse fato
indica convergéncia adaptativa e denota a importancia da selecdo natural na
evolugcdo da pigmentagédo cutanea humana. Por exemplo, a partir de dados
obtidos de populacbes europeias atuais, alelos associados a cor clara nos
genes SLC24A5, SLC45A2 (identificados como genes determinantes na
pigmentacdo humana e de outros vertebrados) e TYRP1 (envolvido na
producdo de melanina) tiveram selecdo estimada entre 19 e 10 mil anos atras
(Beleza, et al., 2012). Estima-se que o alelo relacionado a cor clara no gene
SLC45A2, embora presente desde 9 mil anos AP na Escandinavia,
apresentava frequéncias muito baixas ou estava ausente na maior parte da
Europa antes do inicio da Era do Cobre (~5.300- 4.800 AP). As variantes
associadas a cor de pele clara nos genes TYR e HERC2, também aumentaram
sua frequéncia mais recentemente, entre 6.500 e 4.000 anos AP na atual

Ucrania (Marciniak e Perry, 2017).

Populacbes do leste da Asia tém um alelo relacionado a cor clara no
gene OCAZ2 que sO existe nesta regidao, entdo € suposto que se trate de uma
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mutacdo nova que foi selecionada neste local. A exata funcdo da proteina
codificada por OCA2 é desconhecida, mas sabe-se que € essencial para a
pigmentacdo normal e provavelmente estéa envolvida na producdo de melanina.
Asiaticos do leste também mostraram selecdo positiva exclusiva em uma
variante no gene DCT, um importante paralogo de TYRP1 (Deng e Xu, 2018).
O gene MFSD12, que influencia como a melanina € produzida e armazenada
na pele, tem um alelo derivado no leste da Asia com frequéncias
correlacionadas com baixa intensidade da radiacdo solar. Esse alelo esta
ausente na Europa e é relacionado a cor clara, indicando mais uma vez a

evolucéo paralela da despigmentacéo na Europa e Asia (Adhikari et al., 2019).

Como um todo, essas investigacdes com DNA de populaces antigas
revelaram que o processo de despigmentacdo possivelmente ocorreu
paulatinamente e se acentuou mais recentemente na Eurdsia. Outra
informagao interessante advinda de estudos com DNA de amostras
arqueoldgicas € a possibilidade de que a despigmentacdo da pele tenha sido
influenciada também pela agricultura e ndo apenas pela incidéncia de radiacao.
Um alelo relacionado a pele clara no gene SLC24A5 estava ausente ou existia
em baixas frequéncias em cacadores-coletores que viveram entre 13 mil e 7 mil
anos AP na Europa. Porém, tal alelo seria encontrado em altas frequéncias ou
fixado em agricultores do neolitico que habitavam a Anatdlia, regido que hoje
compde a maior parte da_Turquia, e chegaram na Europa por volta de 7,5 mil
anos AP. Este fato sugere que os migrantes desta regiao levaram tal alelo para
a Europa ocidental, sendo o mesmo hoje encontrado em altas frequéncias em

todo continente (Mathieson et al. 2015; Marciniak e Perry, 2017).

Um aspecto importante que deve ser mencionado € que uma dieta
baseada em plantas domesticadas, comuns em sociedades agriculturalistas,
normalmente tem baixas quantidades de vitamina D, em contraste com a
alimentacdo de cacadores-coletores, mais rica e diversa pois contém produtos
de caca e recursos marinhos. As evidéncias arqueoldgicas de deficiéncia de
vitamina D, baseadas em deformidades esqueléticas e defeitos na
mineralizacdo dentaria, sdo raras antes das origens da agricultura e
aumentaram ao longo do tempo a medida que as populacbes humanas

deixaram os habitos de caca e coleta e tornaram-se agriculturalistas e
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sedentarias (Brickley et al.,, 2017). Entdo, no periodo de expansdo da
agricultura, sedentarizagdo e, consequentemente, aumento populacional, a
selecdo de alelos que conferem pele mais clara pode ter sido impulsionada
como adaptacdo para compensar a baixa ingestdo da vitamina D e suas
consequéncias deletérias (Richards, et al.,, 2003; Marciniak e Perry, 2017;
Stoneking, 2017; Quillen et al. 2019).

Como pode ser visto até aqui, os estudos sobre a selecéo de alelos de
genes relacionados com pigmentacao estdo predominantemente concentrados
em populagdes europeias e asiaticas, mas alguns dados sobre outros grupos
continentais s&o reveladores. Populagbes da Oceania, por exemplo,
apresentam em altas frequéncias uma variante especifica do gene OCA2
(Sturm e Duffy, 2012). Ha também uma variagcdo ndo sindnima exclusiva no
gene TYRP1 em habitantes das Ilhas Salomdo e em algumas partes do
arquipélago de Bismarck. Essa variante esta relacionada ao cabelo claro e
também, de modo menos acentuado, a cor de pele (Sturm e Duffy, 2012; Deng
e Xu, 2018). Foram encontradas variantes em torno de diversos genes, tais
como SLC24A5, MFSD12, DDB1, TMEM138, OCA2, HERC2, SLC24A5,
TYRP1, SMARCA2/VLDLR, SNX13, associadas a diferencas de cor em
populacdes africanas (Martin, et al., 2017; Crawford et al., 2017).

Esses achados como um todo indicam heterogeneidade e complexidade
na arquitetura genética por trds da pigmentacdo humana e mostra a

importancia de estudar diferentes populagdes.

1.5 Variacao da cor da pele em Nativos Americanos: variabilidade

genética e implicacdes adaptativas

Pouco se sabe sobre pigmentacédo de pele em nativos americanos.
Essas populagdes tém origem em um grupo de individuos que comegou a
divergir dos asiaticos em torno de 36 mil anos atras, ainda no nordeste da Asia.
Recentes estudos indicam ainda que houve fluxo génico com outros asiaticos e
com povos norte-eurasianos até aproximadamente 25 e 20 mil anos AP,

respectivamente (Moreno-Mayar et al., 2018a).
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O resfriamento da Terra durante o ultimo maximo glacial (entre 26 e 18
mil anos AP) ocasionou a diminui¢do do nivel do mar e consequente exposi¢ao
da Beringia, uma grande massa de terra que juntava o nordeste da Asia ao
noroeste da América. Este local, onde ingressaram o0s ancestrais dos nativos
americanos entre 24 e 20 mil anos AP, era entdo caracterizado por um clima
relativamente ameno (Gonzéalez-José et al.,, 2008; Fagundes et al., 2008;
Bortolini et al., 2014; Amorim, et al., 2017; Moreno-Mayar et al., 2018a; Pinotti,
et al., 2019). Ndo ha consenso sobre o tempo em que a Beringia foi habitada,
as estimativas variam entre 2,4 mil at¢é 8 mil anos (Raghavan al., 2015;
Amorim, et al., 2017; Pinotti, et al., 2019), um tempo estimado como suficiente
para a emergéncia de alelos exclusivos, sé encontrados em popula¢des nativas

americanas (Amorim, et al., 2017; Posth, et al., 2018).

Entre 18 mil anos AP e o fim do pleistoceno (~12-10 mil anos AP), a
massa de terra da Beringia foi sendo reduzida devido ao 6timo climatico e,
entdo, aumento do nivel do mar. A diminuicdo de recursos, somada ao
aumento populacional, impulsionou a migracdo de algumas das populacdes
gue viviam na Beringia para o sul. Como resultado, entre 19,5 e 15 mil anos AP
houve a efetiva entrada no continente americano (Gonzalez-José et al., 2008;
Fagundes et al., 2008; Reich et al, 2012; Bortolini et al., 2014; Amorim, et al.,
2017; Pinotti, et al., 2019).

Ao chegarem na América, 0s primeiros migrantes se depararam com
uma ampla variedade de ambientes onde desenvolveram diferentes culturas.
Em algumas regifes, como nos Andes e na Mesoamérica, as sociedades se
tornaram wurbanas e produtoras de agricultura, outras comunidades
permaneceram cacadoras-coletoras até os dias atuais (Hinemeier et al., 2012;
Park et al., 2016; Reales et al., 2017).

Vale destacar que a América abriga populagbes autoctones que
habitam regides com extrema diferenca na incidéncia de radiagdo UV, desde
as altas latitudes do Artico até elevadas altitudes dos Andes. Pesquisas sobre a
cor de pele atual de indios da América sdo escassas. As informacgdes
diretamente observadas mais completas que dispomos sdo apresentados em
um mapa na escala de von Luschan, com dados obtidos antes de 1940 pelo
geografo italiano Renato Biasutti (figura 3) (Barsh, 2003; Jablonski, 2004; Lewis
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et al.,, 2013). Esse mapa é impreciso, uma vez que 0 método de medicdo &
subjetivo e as regides para as quais nao havia informacdes o autor preencheu
por extrapolagdo com os resultados de outras areas (Robins, 1991; Jablonski,
2004).
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Figura 3: Mapa de distribuicdo de cor de pele em popula¢cdes humanas na escala de
von Luschan (copiado de Deng e Xu, 2018).

Dados mais precisos sobre cor de pele de nativos americanos, com
medida de refletancia, sdo apresentados em poucos trabalhos. Jablonski e
Chaplin (2000) compilaram as informacdes entdo disponiveis para todas as
populacdes autéctones do mundo. Os autores mostram que existem dados de
Inuits (esquimos) do oeste da Groenlandia e de quatro populacdes da América

do sul.

Apesar da escassez de trabalhos sobre o tema nesse conjunto de
populacdes, os indigenas americanos sao frequentemente citados (Murray,
1934; Diamond, 1991; Robins, 1991; Aoki, 2002; Barsh, 2003; Jablonski, 2004;
Juzeniene et al., 2009; Jablonski e Chaplin, 2000; 2010; 2013; Elias e Williams,
2013; Greaves, 2014; Quillen, 2015; Deng e Xu, 2018; Adhikari et al., 2019;
Quillen et al. 2019) como excecdes a regra de distribuicdo da cor de pele de
populacdes autoctones. De fato, se compararmos a cor de pele esperada para
nativos do continente americano apresentada na figura 1 com as informacdes
obtidas de observacdo direta destas populacbes, mostradas na figura 3,

percebe-se uma grande diferenca. Notadamente os Inuit ttm a pele mais
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escura do que seria esperado para as latitudes em que eles habitam, e
consequente incidéncia de radiagdo a que estdo expostos. Por outro lado, as
populacdes nativas americanas de latitudes equatoriais e os habitantes das

elevadas altitudes andinas tém a pele mais clara do que o esperado.

A inexisténcia de um gradiente latitudinal de cor de pele equivalente ao
encontrado em populacdes do Velho Mundo pode ter uma base genética,
conforme indicado por Adhikari et al., (2019). Ao analisar um amplo conjunto de
dados de 6.000 latino-americanos, os autores ndo detectaram nenhuma
variante relacionada a cor de pele exclusiva da América, porém descreveram
novas regides associadas com a pigmentacdo da pele (em 10g26) e cor do
olho (em 1932, 20913 e 22g12). Além disso, detectaram uma forte associacdo
com a pigmentacdo da pele e uma variante (Tirl82His; na proteina do gene
MFSD12) comum, como ja mencionado, apenas em asiaticos e nativos
americanos. Os autores mostraram que a frequéncia do alelo derivado (182His)
esta significativamente correlacionada com a menor intensidade de radiacao
solar no leste da Asia, indicando que MFSD12 esteve sob pressio seletiva em
asiaticos, provavelmente apés sua separacdo dos europeus (Adhikari et al.,
2019).

7

Outro estudo que merece destaque € o de Quillen e colaboradores
(2012). Neste artigo os autores mostraram que, diferentemente do encontrado
em outras populacdes, um conjunto dos genes de pigmentacdo em indigenas
americanos néo teria sinal de ter sofrido acdo de selecédo, quando comparado
com um conjunto aleatério de outros genes do genoma. Todavia isso nao
significa que determinados genes de pigmentacdo nao tenham sofrido selecéo
nessas populacdes, conforme mostrou o0 mesmo trabalho ao encontrar
variantes dos genes OPRM1 e EGFR com sinal da acdo de selecao, além de
associacao com diferencas na cor de pele nos grupos sob investigagao (Quillen
et al., 2012).

Alguns dos trabalhos que criticam a teoria segundo a qual a cor de pele
€ uma adaptacdo a incidéncia de radiacdo (Diamond, 1991; Aoki, 2002),
utilizam essa discrepancia fenotipica para respaldar a idéia de que a
pigmentacdo cutanea néo é explicada pela selecdo natural. Os autores que
defendem que a cor de pele €é resultado da selecdo natural acreditam que a
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inadequacao da cor de pele dos nativos americanos pode ser devido a sua
chegada relativamente recente ao continente (Jablonski, 2004; Juzeniene et al.,
2009; Quillen, 2015; Adhikari et al., 2019). Portanto, segundo eles, essas
populacdes poderiam ndo ter tido tempo suficiente para se adaptar aos
ambientes em que habitam. Com relacdo aos Inuit especificamente, a
alimentacao tradicional baseada em mamiferos marinhos e peixes, que é rica
em vitamina D, também é usada como justificativa para um padrdo de cor
diferente daquele esperado (Murray, 1934; Quillen et al. 2019). Sobre os
indigenas que tem a cor mais clara do que o esperado, além da proposta da
colonizacéo recente, sdo consideradas também outras hipéteses para explicar
o fendbmeno. Por exemplo, que o uso de roupas poderia ser um fator atenuante
para pressao seletiva (Jablonski, 2004), ou que 0os americanos poderiam ter
capacidade aumentada de produzir pigmentacdo facultativa (bronzeamento)
(Quillen, 2015).

De fato, o continente americano foi o Ultimo a ser habitado por
populacdes humanas e isso poderia constituir-se como fator atenuante para a
adaptacao. Contudo, trabalhos de nosso grupo de pesquisa e de outros autores
tém mostrado que as populacdes nativas americanas, apesar do relativo pouco
tempo no continente, sofreram adaptacdo especificas, por exemplo: as
elevadas altitudes andinas (Jacovas, et al., 2015; Jacovas, et al.,, 2018), ao
ambiente glacial e a dieta protéica ainda na Beringia (Amorim, et al., 2017), as
regides de floresta tropical (Amorim, et al., 2015) e a agricultura desenvolvida
na Mesoamérica (Hlinemeier et al., 2012). Além disso, conforme exemplo de
populacdes européias, em que parte significativa da despigmentacédo foi
relativamente rapida e recente (entre 12 e 6 mil anos AP), ndo sao exigidas
necessariamente muitas geracdes para a adaptacdo deste fendtipo (Gibbons,
2007). Contudo, é preciso ponderar que ndo se espera resposta molecular
exatamente igual considerando diferentes grupos continentais em contextos de
evolucdo paralela, embora estejam sujeitos a similares pressdes seletivas e
gque as mesmas vias sejam cooptadas, esses grupos apresentam um
relativamente diferente repertorio genético (incluindo nas vias que podem
‘responder” a determinada pressdo seletiva), além de terem passado por

diferentes eventos estocasticos e demograficos.
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Um ponto central neste debate que é muitas vezes ignorado, embora
esteja subjacente a teoria, € que a cor de pele sofre selecdo atrelada a
resposta fisiolégica a radiagcdo UV. Ou seja, o fendtipo que estd sendo
selecionado é determinado por um amplo conjunto de genes, em vias
diferentes, relacionadas tanto a pigmentacdo quanto ao metabolismo e controle
da expressao da vitamina D. Desse modo, medir apenas a cor de pele para
determinar se houve adaptacdo é limitado. Trabalhos de vérios autores
(Hochberg e Templeton, 2010; Lucock, et al., 2014; 2015; Tiosano, et al., 2016)
sustentam a importancia do estudo da adaptacdo a radiacdo de maneira
integrada, considerando a variacdo em genes pertencentes as diferentes vias

que com potencial para interferir no fenétipo.

Hochberg e Templeton (2010) propuseram que além dos genes
relacionados a pigmentacao, variantes alélicas no gene VDR (controle da
expressao da vitamina D) integram o complexo evolutivo que adapta os seres
humanos a diferentes niveis de exposicdo a radiacdo UV. Lucock e
colaboradores (2015) ao revisar 28 estudos, encontraram uma relacéo entre a
frequéncia de alelos especificos de 4 polimorfismos conhecidos no gene VDR
(Bsml (b), Apal (a), Taql (t) e Fokl (f)) e a latitude em populacdes africanas e
eurasiaticas localizadas entre 12° e 60° N. Com base em um trabalho anterior
conduzido por Lucock (2014), os autores ainda propuseram hipéteses sobre os
mecanismos moleculares por meio dos quais a radiagdo UV selecionaria
variantes especificas do VDR e de genes centrais no metabolismo do folato.
Isso constitui-se como um possivel artificio evolutivo para adaptacdo conjunta

dessas vitaminas fotossensiveis e a pigmentacéo.

A partir de um método que busca interacdo génica, Tiosano e
colaboradores (2016) mostraram a existéncia de coadaptacdo entre genes de
pigmentacdo e o VDR. Este trabalho encontrou uma relagdo latitudinal entre
conjuntos de polimorfismos de genes relacionados a pigmentacéo e variantes
do VDR. Esses polimorfismos, de ambas as vias, encontrados em desequilibrio
de ligacdo foram agregados no que os autores chamaram de ‘redes’. Uma
informacao central deste trabalho é que alguns dos SNPs pertencentes a essas
redes, vistos de modo isolado, ndo se relacionam com a latitude. Ou seja,

apenas dentro de um contexto mais amplo, variantes alélicas funcionais de
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diferentes vias sdo selecionadas em conjunto em resposta aos diferentes niveis
de radiacdo, que se alteram com a latitude. Portanto, foi possivel comprovar
estatisticamente a existéncia de epistasia relacionada ao valor adaptativo de

uma caracteristica fenotipica humana.

As populagdes nativas americanas, por suas caracteristicas peculiares
sdo especialmente interessantes para investigar a existéncia de adaptacéo e
coadaptacdo nessas vias. Conforme dito anteriormente, essas populacdes
habitam uma ampla gama de latitudes, possuem diferentes habitos de
subsisténcia e alimentares, além de apresentarem distribuicdo da cor de pele
em desacordo com o esperado pela distribuicdo geral dessa caracteristica
entre 0s povos autoctones de outros continentes (os habitantes de latitudes
eguatoriais, como amazonicos e os andinos tém a pele mais clara e os Inuit

tém a pele mais escura do que o esperado).

Vale destacar que o nosso trabalho serd o primeiro a investigar, além
do VDR e outros genes de pigmentacao, polimorfismos ligados ao controle da
expressao e a via metabdlica da vitamina D, bem como a interacdo entre todos
eles, acrescentando assim maior complexidade a investigacdo. Com isso
buscamos identificar possiveis combinacdes alélicas que teriam um potencial
funcional e adaptativo considerando os nativos americanos como um todo, bem
como grupos populacionais que habitam diferentes ambientes e/ou que

possuem distintos habitos de subsisténcia e dieta.

30



Objetivos:
2.1 Objetivo geral

Avaliar o padrdo de diversidade de genes relacionados a pigmentacéo
de pele, metabolismo e controle da expressao da vitamina D em 333 individuos
pertencentes a 33 populacbes nativas americanas que habitam diferentes
ecossistemas e que possuem diferencas em suas praticas de
subsisténcia/habitos de dieta. Investigar a ocorréncia de adaptacdo e
coadaptacédo em alelos desses genes.

2.2 Objetivos especificos

. Estimar as frequéncias alélicas dos SNPs dos genes candidatos

em 333 individuos de 33 populacdes Nativas Americanas;

o Determinar se as frequéncias alélicas destes genes tém
associacdo com variaveis ambientais de interesse, ou seguem o padrao

esperado pela teoria neutra de evolugcdo molecular;

. Investigar a presenca de associacdo multi-SNPs em alelos de

genes relacionados a via da vitamina D e da pigmentacdo de pele em

populacdes Nativas Americanas;

. Calcular a frequéncia das associacfes multi-SNPs em cada uma

das categorias populacionais;

o Verificar se existe relacdo entre interacdes alélicas e variaveis
ambientais de interesse (altitude, latitude), a fim de inferir selecdo conjunta
(coadaptacao) de alelos de genes dessas duas rotas em resposta a incidéncia
de radiacao UV;

o Verificar se existe relacdo entre as interacfes alélicas e o modo
de subsisténcia das populacdes (cacadores-coletores ou agriculturalistas) para
detectar coadaptacdo de alelos de genes dessas duas vias em resposta a

guantidade de vitamina D na dieta.
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Amostra e Métodos
3. Populacdes e Genes
3.1 Populagbes amostradas

A amostra € composta por um conjunto de sete bancos de dados, com
um total de 364.470 SNPs, conforme descrito em Reich et al. (2012). Dentre os
individuos da varredura gendmica mencionada, foram escolhidos nativos
americanos da Amazonia, dos Andes, da Mesoameérica e de latitudes extremas,
como os esquimos da Groenlandia. Os dados foram curados para excluir
individuos com altos niveis de miscigenacédo, resultando em 333 individuos
pertencentes a 33 populagbes nativas americanas. Essas populagdes
pertencem a diferentes etnias, oriundas de regibes que compreendem uma
ampla gama de latitudes e condicbes ambientais (Figura 4). Informacdes
adicionais sobre as popula¢des encontram-se na Tabela Suplementar 1 ao final

do texto.

Aprovacdo ética para o uso dessas amostras em estudos evolutivos e
antropolégicos foi fornecido pela Comissdo de Etica Nacional (Resolucéo
CONEP n°123/98). Quando havia auséncia de consentimento livre e
esclarecido por escrito, consentimento verbal informado individual e tribal foi

obtido dos participantes analfabetos de acordo com a Declaracao de Helsinki.
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Figura 4- Localizacdo geogréafica e familias linguisticas das populagbes nativas americanas
amostradas, seguida pelo seu tamanho amostral: Arara (n=1), Arhuaco (n=5), Aymara (n=23),
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Inuit/esquimo do leste da Groenlandia (n=6), Inuit/esquimé do oeste da Groenlandia (n=4),
Guahibo (n=6), Guarani (n=6), Jamamadi (n=1), Kaingang (n=1), Kaqchikel (n=12), Karitiana
(n=13), Kogi (n=4), Maleku (n=3), Maya (n=48), Mixe (n=17), Mixtec (n=5), Palikur (n=3),
Parakanéd (n=1), Piapoco (n=7), Purepecha (n=1), Quechua (n=40), Surui (n=24), Tepehuano
(n=25), Teribe (n=3), Ticuna (n=6), Toba (n=4), Waunana (n=3), Wayuu (n=9), Wichi (n=5),
Yaghan (n=4), Zapotec (n=43). As populacdes Maya e Zapotec tém evidéncia de substrutura,
por isso cada uma delas foi representada como duas subpopula¢bes (conforme tabela S1)
(Reich et al., 2012).

3.2 Categorias populacionais

As 33 populagbes amostradas foram classificadas em categorias que
potencialmente interferem na selecédo de variantes de genes relacionados ao
metabolismo/controle da expressdo da vitamina D e pigmentacdo de pele. As
categorias levam em conta as variaveis latitude, altitude e praticas de
subsisténcia e habitos de dieta das populacbes que as compdem. Sao elas
“agriculturalistas”, “cacadores-coletores”, “terras altas”, “terras baixas”, “altas
latitudes” e “baixas latitudes”, conforme descrito abaixo. Uma categoria
adicional, denominada de “agriculturalistas de terras baixas”, também foi

considerada.

3.2.1 Para testar a influéncia das préaticas de subsisténcia e

habitos de dieta

Foram consideradas as seguintes categorias: 1) cacadores-coletores
(119 individuos, 22 populacdes) e 2) agriculturalistas (214 individuos, 11
populacées), 333 individuos ao total, conforme tabela suplementar 1. Sabemos
que praticas de subsisténcia e habitos de dieta mudam com o tempo. Além
disso, comunidades de cacadores-coletores também podem praticar algum
nivel de agricultura incipiente. Contudo, no presente trabalho nés consideramos
como agricultores as populacdes que drasticamente mudaram sua trajetoria
historica devido a adocao da agricultura e /ou atividades pastorais na era pré-
colombiana. Ou seja, populagbes que se tornaram sedentarias, promovendo 0
surgimento do nucleo urbano (por exemplo, andinos e o Império Inca na
América do Sul). Por outro lado, consideramos como cagadores-coletores
aguelas populagcdes que atualmente (ou até recentemente) seguem estilos de

vida similares aos de seus antepassados em as areas mais remotas da
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Ameérica do Sul. Basicamente sdo povos amazo6nicos, e outros grupos nativos
com distribuicdo mais meridional como os Kaingang e Toba (tabela
suplementar 1).

3.2.2 Para testar a influéncia da altitude:

Foram considerados as seguintes categorias: 1) terras altas (63
individuos, 2 populacdes) e 2) terras baixas (109 individuos, 20 populacdes),
totalizando 172 individuos.

Sao classificados como ‘“terras altas” as populacdes que habitam
ambientes com altitudes = 2,500 m (Aymara e Quechua). Foram escolhidos
como representantes da categoria “terras baixas” as outras populaces da

Ameérica do Sul utilizadas neste estudo.

3.2.3 Para discriminar a influéncia das praticas de
subsisténcia/hébitos de dieta da altitude:

Parte importante da amostra de agriculturalistas € composta por
populacées que vivem em altas altitudes (andinos). Entdo é possivel que a
altitude (altas incidéncias de UV, por exemplo) influencie o resultado da
comparagao entre as categorias “agriculturalistas” e “cagadores-coletores”.
Quando sdo comparadas as categorias “terras altas” e “terras baixas”, por sua
vez, é dificil discriminar se o fator que influencia a diferenca é a alimentacao ou
a altitude, ja que todos os individuos de terras altas sdo também
agriculturalistas e todos os de terras baixas sdo cacadores-coletores. Com
objetivo de discernir o papel destas variaveis, criamos uma categoria somente
com os agriculturalistas de terras baixas (151 individuos, 9 populagdes). Com
isso em mente, quando cacadores-coletores sdo comparados com
agriculturalistas de terras baixas podemos supor que as diferencas entre estes
nao podem ser pelo ambiente de altitude, mas sim por outros fatores, como

diferencas na alimentacdo e/ou devido a questbes demograficas/estocasticas.
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3.2.4 Para testar a influéncia da latitude:

Foram considerados as seguintes categorias: 1) Altas latitudes (14
individuos, 3 populagdes) e 2) baixas latitudes (314 individuos, 28 populacdes),
328 individuos ao total.

N&o existe uma definicdo formal para altas e baixas latitudes. Neste
estudo a categoria “altas latitudes” compreende populagdes que habitam
latitudes = |50°|. As populacdes classificadas nesta categoria sdo 0s esquimos
da Groenlandia (Inuit) e os Yaghan, considerados 0 povo
indigena mais meridional do mundo. Baixas latitudes foram definidas
considerando a regido do equador até os tropicos < |23° 26’|. Todas as outras
populacdes foram enquadradas nesta categoria, exceto Kaingang (-24°) e Toba
(-26.5°), que foram excluidas da analise.

Além da latitude, Yaghan e os povos Inuit tinham em comum, pelo
menos até recentemente, uma dieta basicamente composta de mamiferos

marinhos (Lowie, 1940).

3.3 Selecao de genes e obtencédo de SNPs

Com base na literatura foram selecionados 17 genes candidatos, sendo
8 deles relacionados a vias de metabolismo e controle de expressdo da

Vitamina D, e outros 9 genes envolvidos com pigmentacéo de pele.

3.3.1 Metabolismo da vitamina D:

CYP27B1, CUBN, CYP24A1, CYP2R1, LRP2, GC.

3.3.2 Controle da expressao da vitamina D:

RXRA e VDR.

3.3.3 Via da pigmentacao da pele:

TYR, TYRP1, OCA2, SLC45A2, SLC24A5, KITLG, MC1R, OPRM]1,
EGFR.
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Informacdes acerca da funcdo e localizacdo dos genes candidatos
desse estudo, bem como dos demais genes citados no trabalho, encontram-se
nas tabelas suplementares 2, 3 e 4 ao final do texto.

A partr do banco de dados dbSNP, disponivel no NCBI
(https:/www.ncbi.nIm.nih.gov/SNP/), foi compilada uma lista de todos os SNPs
ja descritos para os 17 genes candidatos. Esta lista resultou em 219.463 SNPs.
Destes, encontramos sobreposicdo com 0 nosso banco de dados para 15 dos
genes candidatos e 408 SNPs. O gene MC1R néo tem nenhum polimorfismo
genotipado na amostra. Informacées sobre o numero de SNPs por
cromossomo e por gene e a lista de todos os SNPs que foram utilizados

encontram-se na tabela suplementar 5.

4 Analises dos dados

4.1 Analises de SNPs em diferentes grupos populacionais

Inicialmente, verificamos a frequéncia alélica geral dos 408 SNPs na
amostra de 333 individuos. Entdo foi testada associagcédo entre os grupos das
varias categorias populacionais previamente definidas e as frequéncias alélicas
para todos os SNPs. Para isso, foram feitos testes exatos de Fisher com
correcdo FDR BH (Benjamini e Hochberg, 1995).

As andlises foram executadas com o software PLINK v. 1.9 (disponivel
em https://www.cog-genomics.org/plink/1.9/) (Purcell et al. 2007). Os graficos
foram plotados a partir do software Haploview v. 4.2 (disponivel em

https://www.broadinstitute.org/haploview/downloads) (Barrett et al. 2005).

Os testes de associacdo sdo uma investigacdo exploratéria da relagéo
entre SNPs dos genes de interesse e diferentes condicbes ambientais que
poderiam interferir na selecdo de fendétipos adaptativos. Por isso foram usados
dados brutos, sem os filtros de controle de qualidade e de estrutura
populacional comumente aplicados em estudos de associagdo caso-controle

descritos em Marees (et al. 2018).
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4.2 Andlises de redes e combinacdes alélicas: Coeficiente de

Correlagcdo Personalizado e BlocBuster

O Coeficiente de Correlacdo Personalizado (CCC, do inglés, Custom
Correlation Coefficient), € uma ferramenta matematica para identificar padrdes
de associacao entre alelos de SNPs (Climer, et al., 2014 a). O valor de CCC é
calculado entre todos os pares de alelos de SNPs da amostra. Ele mede o
desequilibrio de ligacdo (LD, linkage disequilibrium) entre cada alelo de cada
um dos SNPs, separando as combinacdes alélicas em elementos de vetor.
Cada elemento do vetor indica o grau de associacao entre alelos especificos.
As combinacbes alélicas sdo atribuidos pesos segundo a forca com que se

associam dentro de determinada amostra (Tiosano, et al., 2016).

Como as associacfes alélicas podem abranger mais de um par de loci,
Climer et al. (2014 a) acoplaram o CCC a outros programas em um software
chamado BlocBuster (disponivel em www.blocbuster.org). Ele extrai todos os
elementos significativos de CCC e os agrega em redes. Desse modo, os alelos
de SNP em LD na amostra, estejam eles no mesmo cromossomo ou hao e
independentemente do gene ao qual pertencam, serdo mostrados
interconectados nas redes multi-loci. Tais redes sdo compostas por nds ou
vértices, alelos de SNP correlacionados, e arestas, valores de CCC
significativos. O BlocBuster assume que os SNPs sejam bialélicos, portanto as
redes sdo construidas com ndés 2n, onde n € o numero de SNPs. A
comparacao entre cada dois SNPs bialélicos resulta em 4 valores, os que
forem significativos sdo conectados pelas arestas (Climer, et al., 2014 a e b;
Tiosano, et al., 2016).

O objetivo ao aplicar este método foi identificar combinacdes de alelos
em desequilibrio de ligagdo em diferentes genes que contribuem para um
determinado fenétipo. Neste caso especificamente, buscamos compreender o
papel dos genes candidatos selecionados quanto a sua contribuicdo para a
adaptacdao das populagbes nativas americanas aos Seus respectivos

ambientes.
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4.2.1 Filtro de desequilibrio de ligacéo (LD)

Para chegarmos a uma lista final de SNPs a serem analisados juntos,
tivemos que introduzir algumas estratégias. Em especial um filtro para detectar
desequilibrio de ligacdo (LD), como forma de retirar o excesso de variantes em
linkage, herdadas juntas devido a proximidade fisica. Cada conjunto de SNPs
em linkage representa, em termos estatisticos, aproximadamente a mesma
informacéo, portanto uma Unica variante pode ser usada para representar cada
regido. Como o objetivo da investigacdo é buscar interacdes epistaticas entre
alelos que interagem entre si para influenciar um fendtipo adaptativo,
combina¢des redundantes nao sao informativas, podendo representar um ruido

na andalise.

Para gerar o subconjunto de SNPs aproximadamente em equilibrio
entre si, realizamos uma filtragem baseada no Fator de Inflagdo da Variancia
(VIF, do inglés Variance Inflation Factor). O VIF representa o incremento da
variancia devido a presencga de correlacdo entre variaveis independentes. O
procedimento foi feito a partir do software PLINK 1.07 (Purcell et al. 2007). Os
parametros utilizados foram tamanho de janela de 50 SNPs, 5 SNPs para
mudar a janela em cada etapa e limiar de 2 do VIF. Em cada etapa as variantes
na janela que tiverem um VIF que exceda o limiar sdo removidas. Mais
detalhes sobre o procedimento, consultar a documentagdo do PLINK 1.07
(http://zzz.bwh.harvard.edu/plink/summary.shtml#prune). A partir da aplicacao
deste filtro, foram excluidos 302 dos 408 SNPs, restando 106 SNPs.

4.2.2 Formacéao das redes

Com uso do programa BlocBuster, foi feito o célculo de correlacéo
personalizada, CCC, entre todos os alelos dos SNPs de todos os individuos da
amostra. Portanto foi calculada a correlacdo entre os de 212 alelos dos 17
genes para os 333 nativos americanos. Os valores acima de 0,65 foram
considerados significativos. O valor de 0,65 foi escolhido porque as correlagdes
intergénicas comegaram a aparecer a partir deste limiar. Este mesmo valor de
significancia para o CCC foi adotado por Tiosano (et al., 2016) e permitiu a

identificacdo de correlagbes intergénicas entre os SNPs genotipados para
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aguele estudo. O procedimento de validacdo do limiar serda explicado no

proximo topico (4.2.3).

A seguir aplicamos o BFS (Breadth-First Search), programa do
BlocBuster que concatena em clusters os vértices que estao unidos por alguma
aresta adjacente. Esses clusters ou blocos multi-alelo, séo as redes. O arquivo
de saida do CCC foi adaptado por nos para gerar os graficos das redes no

software R a partir do pacote Igraph.

4.2.3 Testes de permutacao e validagcao do limiar

Para interpretar a validade do limiar de 0,65, fizemos 10 mil testes néo
paramétricos de permutacdo. Esses testes tém o objetivo de simular a hipétese
nula de nenhuma associacdo, portanto sdo permutados aleatoriamente os
genodtipos de todos os individuos da amostra. Essa abordagem mantém a
frequéncia original dos alelos da amostra. Com isso sdo avaliadas as
correlagdes inerentes ao conjunto de dados para eliminar erros do tipo |. Este
procedimento informa os valores limite para associagdo espuria. Com a
amostra permutada, todos os valores de CCC acima do limiar foram

considerados falso-positivos.

O numero de falso-positivos é sensivel ao tamanho da amostra, que
guanto maior for, menor sera, devido ao aumento do poder estatistico. Em
contraste, o numero de falso-positivos tende a aumentar com aumento do
namero de SNPs da amostra. Portanto, esses valores variam a cada conjunto
de dados. Esses testes resultam em uma lista com o niumero de falso-positivos
surgidos em cada iteracdo. Tal lista informa como se distribuem cada uma das
guantidades de arestas falso-positivas. A implementacdo dos testes de
permutacdo foi feita com o uso de um script bash, desenvolvido para o

presente trabalho.
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4.2.4 Simulacéo e medida de associacdo das arestas

Os valores de falso-positivo indicam a probabilidade global de alguma
aresta ser falsa. Eles ndo sdo capazes de informar acerca da relacdo entre
cada um dos alelos das redes. Entdo foram realizadas 10.000 simulagbes com
objetivo de medir a probabilidade de associacéo especifica de cada dois alelos

nas redes.

As simulagfes sorteiam primeiramente o numero de arestas que sera
excluido no teste de acordo com a distribuicdo de falso-positivos das
permutacdes. Em seguida ocorre o sorteio da aresta, ou das arestas que serao
eliminadas. Este segundo sorteio é ponderado pela probabilidade especifica de
cada aresta ser excluida. Cada uma delas tem um valor de conexdo
proporcional a forca de interacdo entre os dois alelos que ela conecta, portanto,
a chance de ser sorteada € o inverso da sua forca. Ao fim das 10.000 iteracdes
€ quantificada a frequéncia em que cada dois vértices permanecem
conectados. Esse resultado representa o grau de confianca que se tem na
associagao entre diferentes alelos das redes. Para realizar este procedimento
foi desenvolvido um script de R.

4.2.5 Comparacgao entre redes e combinagdes alélicas especificas

e grupos populacionais

As populacdes foram agregadas nas categorias descritas no topico 3.2
Foi determinada a frequéncia e contabilizado o numero de individuos das
categorias que apresenta cada uma das redes geradas pelo BlocBuster.
Adicionalmente foram identificadas as frequéncias de individuos que
apresentam combinacdes especificas de alelos em cada um dos grupos. Para
avaliar o significado biolégico da distribuicdo das redes e das combinacdes
alélicas nos grupos de interesse, foram aplicados testes exatos de Fisher com
correcdo FDR BH. Todas as analises foram feitas com o software R, por meio

de um script desenvolvido para a presente dissertacao.
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4.3 Estimativa do nivel de estruturacédo das categorias

O indice Fst foi usado como parametro para estudar a diferenciacéo
genética entre as populacdes que compreendem cada uma das categorias. O
Fst mede os efeitos da estrutura populacional dentro das categorias, estimando
o nivel de divergéncia genética entre as popula¢gbes que as compdem. Esta
medida permite avaliar o grau de homogeneidade das categorias em relacao
aos genes de interesse deste estudo. Pode também ser referido como o
componente da variancia que € devido as diferencas entre populacbes que
compde um determinado grupo. O indice Fst foi estimado com o método de
Weir e Cockerham (1984), que € uma forma de medir, o chamado por Wright
(1951), indice de fixacdo, que leva em conta o tamanho amostral. O Fst geral e
de cada uma das categorias, foi estimado por meio do software PLINK v. 1.9

(disponivel em https://www.cog-genomics.org/plink/1.9/) (Purcell et al., 2007).
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Resultados

Os resultados abaixo mostram comparacbes entre categorias,
considerando os alelos das duas vias (pigmentacédo e metabolismo/controle da

expressao da vitamina D).

5.1 Influéncia das praticas de subsisténcia e habitos de dieta:

Foi aplicado o teste exato de Fisher com correcdo FDR BH para
comparar as frequéncias dos 408 SNPs entre os grupos cacadores-coletores
(119 individuos) e agriculturalistas (214 individuos). A comparacdo das
frequéncias alélicas, resultou em 13 SNPs diferindo significativamente entre
grupos (valor p< 0.0001), conforme figura 5. As planilhas 2, 3 e 4 da tabela
suplementar 6 mostram respectivamente os resultados do teste exato de
Fisher, os valores p ajustados por sete métodos diferentes de correcdo para
multiplos testes e o equilibrio de Hardy-Weinberg entre agriculturalistas e

cacadores-coletores.

Agriculturalistas Vs Cagadores-coletores
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Figura 5- SNPs significantes encontrados na comparacdo entre agriculturalistas e
cacadores-coletores. As comparagfes foram feitas usando o teste exato de Fisher com
correcao FDR BH. N6s encontramos 13 SNPs significativos em 5 genes diferentes. Um SNP no
gene SLC45A2 (rs3776551, cromossomo 5). Quatro no gene envolvido ho metabolismo de
vitamina D, CUBN (rs4748341, rs3901939, rs3740164, rs10508517, cromossomo 10). Um no
gene envolvido no controle da expresséo da vitamina D, VDR (rs4516035, cromossomo 12).
Seis SNPs no gene da via da pigmentacdo, KITLG (rs11104911, rs10777125, rs10506956,
rs1703081, rs10777131, rs3782176, cromossomo 12). Um no gene da via da pigmentacao,
OCAZ2 (rs4312267, cromossomo 15).
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5.2 Influéncia da altitude:

Foi aplicado o teste exato de Fisher com correcdo FDR BH para
comparar as frequéncias dos 408 SNPs entre os grupos terras altas (63
individuos) e terras baixas (109 individuos). A comparacdo das frequéncias
alélicas, resultou em 5 SNPs diferindo significativamente entre grupos (valor
p< 0.0001), conforme figura 6. As planilhas 5, 6 e 7 da tabela suplementar 6
mostram respectivamente os resultados do teste exato de Fisher, os valores p
ajustados por sete métodos diferentes de correcdo para multiplos testes e o

equilibrio de Hardy-Weinberg entre terras altas e terras baixas.

Terras Altas Vs Terras Baixas
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Figura 6- SNPs significantes encontrados na comparagéo entre terras altas e terras
baixas. As comparacdes foram feitas usando o teste exato de Fisher com corre¢cdo FDR BH.
Foram encontrados 5 SNPs significativos em trés genes diferentes. Trés SNPs no gene
envolvido no metabolismo de vitamina D, CUBN (rs3901939, rs4748341, rs7897550,
cromossomo 10). Um no gene envolvido no controle da expressdo da vitamina D, VDR
(rs2239182, cromossomo 12). Um no gene envolvido no metabolismo de vitamina D, CYP24A1
(rs3787557, cromossomo 20).

5.3 Distin¢éo entre a influéncia da altitude e da dieta

Foi aplicado o teste exato de Fisher com correcdo FDR BH para
comparar as frequéncias dos 408 SNPs entre 0s grupos agriculturalistas de
terras baixas (151 individuos) cagadores-coletores (119 individuos). A
comparacdo das frequéncias alélicas, resultou em 11 SNPs diferindo

significativamente entre grupos (valor p< 0.0001), conforme figura 7. As
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planilhas 8, 9 e 10 da tabela suplementar 6 mostram respectivamente 0s
resultados do teste exato de Fisher, os valores p ajustados por sete métodos
diferentes de correcdo para multiplos testes e o equilibrio de Hardy-Weinberg

entre agriculturalistas de terras baixas e cacadores-coletores.

Agriculturalistas terras baixas Vs Cacadores-coletores
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Figura 7- SNPs significantes encontrados na comparacdo entre agriculturalistas de
terras baixas e cacadores-coletores. As comparacdes foram feitas usando o teste exato de
Fisher com corre¢cdo FDR BH. Nés encontramos 11 SNPs significativos em 5 genes diferentes.
Um SNP no gene envolvido no metabolismo de vitamina D, GC (rs4752, cromossomo 4). Um
SNP no gene na via da pigmentacdo, SLC45A2 (rs3776551, cromossomo 5). Trés no gene
envolvido no metabolismo de vitamina D, CUBN (rs4748341, rs3901939, rs11254325,
cromossomo 10). Cinco no gene da via da pigmentacdo, KITLG (rs11104911, rs10777125,
rs10506956, rs1703081, rs10777131 cromossomo 12). Um no da via da pigmentacdo, OCA2
(rs4312267, cromossomo 15).

5.1.4 Influéncia da latitude:

Foi aplicado o teste exato de Fisher com correcdo FDR BH para
comparar as frequéncias dos 408 SNPs entre os grupos Altas latitudes (14
individuos) e baixas latitudes (314 individuos). A comparacao das frequéncias
alélicas, resultou em 8 SNPs diferindo significativamente entre grupos (valor
p <0.0001), conforme figura 8. As planilhas 11, 12 e 13 da tabela suplementar
6 mostram respectivamente os resultados do teste exato de Fisher, os valores
p ajustados por sete métodos diferentes de correcéo para multiplos testes e o
equilibrio de Hardy-Weinberg entre altas latitudes e baixas latitudes.
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Altas Latitudes Vs Baixas Latitudes

45 - .
40 =
u
35
él 30 1
frad u
5 25 |
= L] - ]
=] - I
a7} I u ]
T s H a"
! . .
. 1
10 ] I u u
I ] L [
05 . H I ] L]
I | | I » | I n

0.0
|— Chr2 wes Chrd mem Chrs c= ChrE s ChrT s Chrd s Chri0 ses Chril s Chel2 s Chrl5 —Chr20|

Figura 8- SNPs significantes encontrados na comparagéo entre altas latitudes e
baixas latitudes. As comparacgdes foram feitas usando o teste exato de Fisher com corregéo
FDR BH. Foram encontrados 8 SNPs significativos em trés genes diferentes. Trés no gene da
via da pigmentacdo, OPRM1 (rs7759388, rs1918760, rs12212773, cromossomo 6). Quatro no
gene envolvido no metabolismo da vitamina D, CYP2R1 (rs1993116, rs2060793, rs1562902,
rs16930625, cromossomo 11). Um no gene da via da pigmentacdo, OCA2 (rs47738196,

cromossomo 15).

6. Formacdo das redes e medida de associacdo entre as

interacdes

6.1 Filtro de LD e aplicacdo do BlocBuster

A partir da aplicacéo do filtro de desequilibrio de ligacdo que adotamos
para o presente estudo, foram excluidos 302 dos 408 SNPs, restando 106
SNPs para as analises das redes. A aplicacdo do calculo de CCC sobre os
gendtipos dos 212 alelos nos 333 nativos americanos, resultou em 34 valores
acima do limiar de 0,65. Estes valores sdo representados por arestas que
conectam alelos de SNPs, que constituem os vértices ou nés. Dos 212 alelos
avaliados, 172 estdo desconectados e 40 fazem parte das 9 redes geradas
(Tabela Suplementar 7). A figura abaixo mostra as redes encontradas

considerando nossa amostra como um todo.
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Figura 8- Representacdo das 9 redes alélicas identificadas pelo BlocBuster. Os
circulos sdo os vértices que representam os alelos. Apenas os vértices conectados a arestas
estdo representados. As 34 arestas que conectam o0s Vértices representam valores do
coeficiente de correlagdo personalizado (CCC) = 0,65. Estas 34 arestas definem nove redes

alélicas discretas numeradas de 1 a 9 conforme especificado na figura.

Sete das redes formadas ndo apresentam conexdes intergénicas,
ligando entre si apenas SNPs dos mesmos genes. Elas representam alelos
ligados por proximidade fisica que restaram depois do filtro de desequilibrio de
ligacéo. As duas restantes séo de particular interesse,
R_4 CUBN_OCA2 EGFR_TYRP1 e a R_6 _VDR_CYP24Al, pois elas
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conectam alelos de diferentes genes. A rede 4, mostra conexao entre um gene
ligado ao metabolismo da vitamina D (CUBN), com trés genes relacionados
com a pigmentacdo (OCA2, EGFR e TIRP1). Em outras palavras, os alelos de
CUBN, rs10752062/C, rs3740164/C, rs780807/T, rs1996316/G, rs10795445/T,
rs2281649/G e rs7916688/G; de OCA2 rs7171012/C, rs7495174/A e
rs750358/T; de EGFR rs2293347/G; e de TYRP1 rs2762462/T
parecem estar sendo segregados juntos na amostra. Da mesma forma que
acontece na R_6, em que os alelos de VDR rs2107301/C, rs11574143/G,
rs4516035/T; e de CYP24A1, rs2248359/C e rs3787557/T, estao agregados.

E possivel que estas duas redes tenham implicancia funcional, visto
que suas interacdes podem representar epistasia entre alelos de diferentes
genes e vias, 0 que sera avaliado nos itens a seguir. Vale destacar aqui que 0
termo epistasia estd se referindo a possivel existéncia de interacdo entre

alelos, cujo produto tem valor adaptativo agregado.

6.2 Testes de permutacdo e associacao entre alelos considerando

as 9 redes

Os resultados dos testes de permutacédo revelaram uma taxa de 0,9673
(9.673 em 10.000 testes) valores de CCC = 0,65 por teste. Isso significa, em
média, quase uma aresta falso-positiva por teste. Como as redes séo formadas
por um conjunto de arestas, um falso-positivo ndo invalida as redes como um
todo. Considerando as 34 conexdes das 9 redes geradas com os dados
originais dos nativos americanos, cada uma delas tém a chance geral de 2,8%
(0.9673/34=0.02845) de ser um falso-positivo. A distribuicdo de arestas falso-

positivas geradas por teste, encontra-se na tabela 2.
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Tabela 2: Distribuicdo dos falso-positivos gerados pelos 10 mil
testes de permutacdo entre os genotipos dos 333 individuos da amostra.

O limiar usando para formagao das arestas foi CCC 2 0.65.

Numero de falso- Numero de testes de permutagdo com cada
positivos guantidade de arestas falso-positivas.

0 3803 38,03%

1 3711 37,11%

2 1722 17,22%

3 587 5,87%

4 142 1,42%

5 27 0,27%

6 0,05%

7 0,00%

8 3 0,03%

6.3 Interacdes intergénicas (alelo-alelo):

As conexdes entre alelos ligados diretamente tendem a ser mais fortes
do que aquelas entre alelos ligados indiretamente, por intermédio de outros
alelos. Tendo isso em mente, passamos a avaliar a confianca estatistica entre
as conexdes intergénicas diretas (alelo-alelo), com possivel significado
biolégico. Para isso, foram feitas simulacfes de eliminacdo de arestas. Essas
simulagdes tendem a eliminar conexdes mais fracas, conforme descrito no item
“4.2.4 Simulacado e medida de associagao das interagdes”, presente na sessao

Amostra e Métodos.

Abaixo esta a tabela que mostra o percentual de simulacdes em que as
interacbes com possivel interesse biolégico se mantiveram nos testes de

permutacao.
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Tabela 3: Percentual de simulacées em que cada uma das

interagcdes intergénicas se manteve em 10.000 simulagdes.

Interacéo Mantida em (%) | Gene/SNP/Alelo Gene/SNP/Alelo Valor de
simulacdes CCC
VDR_CYP24A1 97,06% VDR/rs11574143/G | CYP24A1/rs2248359/C | 0,650575
TYRP1_CUBN 97,22% TYRP1/rs2762462/T | CUBN/rs10752062/C 0,657256
CUBN_OCA2 96,89% CUBN/rs3740164/C | OCA2/rs750358/T 0,651034
OCA2_EGFR 96,79% OCA2/rs7495174/A | EGFR/rs2293347/G 0,653071

As simulacdes quantificam a probabilidade relativa de ligacdo entre
cada uma das combinacdes alélicas de interesse. O nimero de simulacées em
que as conexfes intergénicas se manteve revela uma grande confianca
estatistica nessas interacfes. Destaque para os alelos do gene CUBN
(metabolismo de vitamina D) rs3740164/C e rs10752062/C que parecem estar
segregando juntos com os alelos rs750358/T de OCA2 e rs2762462/T de
TYRP1, respectivamente, ambos genes ligados a via da pigmentacao.

6.4 Comparacdo entre redes e combinacfes alélicas especificas e
grupos populacionais

Foi aplicado um teste exato de Fisher com correcdo FDR BH para
avaliar se as diferencas de frequéncia entre individuos das categorias
previamente selecionadas eram estatisticamente significativas. Este
procedimento foi feito tanto para as redes de interesse, quanto para as
conexdes intergénicas (alelo-alelo). Em ambas as analises o nivel de
significancia foi fixado em a = 5% (p < 0.05). Portanto, foi avaliado se h& indicio
de coadaptacdo dirigida pelos diferentes contextos que potencialmente
interferem na pressdo seletiva do fendtipo de interesse. Informacfes mais
detalhadas sobre cada um dos testes, encontram-se na tabela suplementar 8

(arquivo ‘S.8_Redes_interagdes.xlsx’).
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6.4.1 Influéncia das praticas de subsisténcia e habitos de dieta:

A comparacdo das redes de interesse entre as categorias
agriculturalistas e cacadores-coletores resultou em diferencas significativas em
ambas. A rede inter-vias R_4 CUBN_OCA2 EGFR_TYRP1 e a rede inter-
genes R _6 VDR _CYP24Al, apresentaram o0s valores p respectivos de
0.025572 e 0.02202. Esse resultado indica que algumas combinac@es alélicas
comuns no continente americano, em rede, diferem significativamente entre as
categorias que discriminam as populacbes de acordo com préaticas de

subsisténcia e habitos de dieta.

J4 que as redes como um todo tem chances consideraveis de
compreender algum falso-positivo, avaliaremos também as conexdes
intergénicas nas quais se tem bastante confianca estatistica como ja

comentado acima (item 6.3).

Quanto as interagdes intergénicas diretas (alelo-alelo), as que diferem
significativamente em frequéncia entre as categorias agriculturalistas e
cacadores-coletores sdo CUBN_OCA2 (rs3740164/C_rs750358/T) e
CYP24A1 VDR (rs2248359/C_rs11574143/G), cujos valores p sao 0.044037 e
0.046044, respectivamente. Note que no primeiro caso sao alelos de vias
diferentes (metabolismo de vitamina D e via da pigmentacéo, respectivamente),
e no segundo um gene do metabolismo da vitamina D e outro do controle da

expressao da vitamina D.

6.4.2 Influéncia da altitude:

Na comparacgao entre as categorias terras altas e terras baixas, apenas
a rede R_6_VDR_CYP24A1 mostrou diferenca estatisticamente significativa,
com o valor p de 0.003336. A interacdo entre os alelos CYP24A1 VDR
(rs2248359/C rs11574143/G) desta rede foi a Unica que diferiu entre os
grupos, com o valor p de 0.038300. CYP24A1l é uma enzima catabdlica, ela
degrada a forma ativa da vitamina Ds. O VDR, por sua vez, é o receptor de
vitamina D, principal mediador do controle da expressdo génica feito pelo

horménio.
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6.4.3 Distincdo entre a influéncia da altitude e das praticas de

subsisténcia/habitos de dieta:

A comparagao entre as categorias agriculturalistas de terras baixas vs
cacadore-coletores, considerando a quantidade de individuos com cada uma
das redes intergénicas, resultou em diferenca estatisticamente significativa na
rede R_4 CUBN_OCA2 EGFR_TYRP1, com o valor p = 0.004419. As
interagcbes  intergénicas (alelo-alelo), por sua vez, CUBN_OCA2
(rs3740164/C_rs750358/T) e CUBN_TYRP1 (rs10752062/C_rs2762462/T),
ambos na rede inter-vias R_4, diferem entre grupos com os valores p
respectivos de 0.034724 e 0.032064. Enquanto CUBN codifica o receptor renal
que endocita o complexo da DBP-vitamina D3, OCA2 e TYRP atuam na rota da

pigmentacao.

6.4.4 Influéncia da latitude:

Ao comparar a ocorréncia das redes entre individuos das categorias
altas latitudes e baixas latitudes, ndo foi encontrada nenhuma diferenca
estatisticamente significativa com relacdo as redes. No entanto, duas das
interacbes alélicas diferem entre o0s grupos, a CUBN_OCA2
(rs3740164/C_rs750358/T; da rede R_4) com o valor p 0.000692 e a conexao
também pertencente a rede R_4, OCA2 EGFR (rs7495174/A_ rs2293347/G),
valor p 0.034138.

7. Andlises de SNPs em diferentes grupos populacionais

A frequéncia alélica geral dos 408 SNPs na amostra de 333 individuos,
encontra-se na planilha 1 da tabela suplementar 6. O Fst obtido para cada uma
das categorias esta na tabela 4 (abaixo). Os valores mostram tendéncias gerais
vistas em outros estudos, com diferentes marcadores genéticos. Isto €, grupos
compostos de populacdes cagadoras-coletoras nativas americanas tém menor
variabilidade genética dentro das popula¢gbes e niveis altos de estruturacdo

(medidos por indices como Fst), quando comparados aos numeros observados
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em grupos autéctones de outros continentes (Bortolini et al., 1997; Wang et al.,
2007). Isso indica baixo fluxo génico, tamanho populacional efetivo pequeno, o
que favorece a acdo da deriva genética (mudancas devidas a flutuacdes
casuais), pelo menos nos grupos nativos identificados com base na dieta e
habitos de vida, como cacadores-coletores. Por outro lado, nos grupos com 0s
chamados agriculturalistas, sejam os de terras altas (andinos), quanto das
baixas (mesoamericanos), o padrdo € contrastante, com pouca estruturacdo
(somente 2% do total da variancia é devido as diferencas entre as populacdes
gue compde a categoria, indicando tamanhos populacionais grandes e intenso
fluxo génico (Tarazona-Santos et al., 2001). No caso dos Andes e
Mesoamérica, esses achados sdo compativeis com a histéria da regido, onde
ainda em tempos anteriores a chegada de Cristovdo Colombo, impérios
organizados e grandes cidades emergiram (Salzano e Bortolini, 2002). Esses
achados demonstram que, como um todo, as distribuicbes alélicas nas
categorias consideradas seguem o padréo esperado considerando marcadores
genéticos neutros. Isso significa que eventos demograficos e casuisticos ndo
podem ser descartados para explicar parte dos resultados apresentados. Nao
obstante, ha achados instigantes, como o fato de a estruturagdo ser baixa
dentro da categoria “agriculturalistas” que envolve andinos e mesoamericanos,
0 gue sugere um fator comum levando a homogeneizacdo nas distribuicfes

alélicas. Esse fator comum poderia ser a agricultura.

Tabela 4: Valores de Fst considerando as categorias

populacionais e 0s 408 SNPs localizados nos 17 genes candidatos.

Categoria N° populagcdes/ N° Fst (média) Fst (estimativa ponderada)
individuos

Amostra total 33/333 0.0601629 0.0616636

Agriculturalistas 11/214 0.020581 0.020104

Cacadores-coletores 22/119 0.119347 0.124434

Terras altas 2/63 -0.00233535 -0.00206929

Terras baixas 20/109 0.11066 0.11845

Altas latitudes 3/14 0.0821329 0.110705

Baixas latitudes 28/314 0.0526703 0.0540097

Agriculturalistas das terras baixas 9/151 0.0222591 0.0232814
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Discusséo
8.1 Consideracfes sobre os métodos utilizados

A variabilidade de fendtipos complexos observados em populagfes
humanas resulta de um conjunto de multiplas variantes genéticas comuns e
possivelmente algumas raras (Wainschtein et al., 2019), bem como de suas
conexdes e possiveis efeitos epistaticos, podendo envolver varias vias (Gilbert-
Diamond & Moore, 2011; Ritchie & Van Steen, 2018). Sendo assim, desvendar
tais redes génicas ndo é uma tarefa facil. Considerando que muitos desses

fendtipos tém valor adaptativo, o desafio torna-se maior ainda.

O termo epistasia foi introduzido por William Bateson (1909) para
explicar as distorgcbes na razdo de segregacdo mendeliana, descrevendo o
efeito de mascaramento de um gene sobre outro. Pouco depois, Ronald Fisher
(1918) propds um conceito estatistico de epistasia, definindo como os desvios
da aditividade em um modelo estatistico linear. Este conceito permite medir o
quanto os fenotipos observados diferem dos esperados devido a acdo dos

genes e suas variacoes (alelos) em conjunto.

A importancia da epistasia estatistica para a arquitetura genética de
fenotipos complexos é inegavel (Phillips, 2008; Gilbert-Diamond e Moore,
2011). Com base nessa ideia, nos ultimos anos foram desenvolvidas uma
enorme quantidade de ferramentas para detectar a interacéo génica (Wei et al.,
2014; Ritchie e Van Steen, 2018). Os métodos mais tradicionais sdo baseados
em regressdo, como o Plink (com os comandos epistasis e fast epistasis)
(Purcell et al., 2007), e o BOOST (BOolean Operation-based Screening and
Testing) (Wan et al., 2010). Outra ferramenta comumente usada € o MDR
(Multifactor Dimensionality Reduction) (Ritchie et al., 2001), fundamentada na
técnica de mineracdo de dados da inteligéncia artificial. Também existem os
métodos que utilizam modelos Bayesianos, como o BEAM (Zhang e Liu, 2007),
bem como os que se baseiam em desequilibrio de ligacdo, como o BlocBuster

(Climer, et al., 2014b), utilizado neste trabalho.

Apesar da abundancia de métodos que buscam epistasia, sua

aplicacdo em estudos evolutivos é rara. Além disso, a epistasia, se extrapolada

53



para um contexto evolutivo se refere a possivel existéncia de interacao entre
alelos cujo produto tem valor adaptativo agregado. Ou, conforme o conceito de
“epistasia de fitness” (“fithess epistasis”), a interacéo entre alelos de diferentes
loci em seus efeitos na aptidao. Esta definicdo implica em co-adaptacao, termo
cunhado por Dobzhansky (1948) para se referir a adaptacdo dependente de

interacOes de aptidao entre alelos especificos em diferentes loci.

Ainda, as ferramentas citadas foram desenvolvidas com a demanda
especifica de entender a interacdo génica no contexto de estudos caso-
controle de doencas. Elas ndo consideram as peculiaridades do processo de
adaptacdo de populagbes humanas. Portanto, podem requerer ajustes ou
modificacdes para 0 uso nesses casos, além de muito cuidado na interpretacao
dos resultados obtidos. Por conta disso, vale a pena comentar sobre a forma
como o método escolhido para realizar esta pesquisa foi aplicado em um artigo
sobre adaptacdo no qual ele foi utilizado. Além disso, fizemos ajustes e
adequacdes no método que também merecem ser comentados com maiores

detalhes.

No artigo de Tiosano et al. (2016), os autores usaram 0 programa
BlocBuster, do qual faz parte uma ferramenta mateméatica para detectar
padrées de associacdo entre alelos de SNPs, denominada de Coeficiente de
Correlacdo Personalizado (CCC; Climer, et al., 2014a). Os autores fizeram uma
triagem seletiva de variantes, genotipando 64 SNPs preferencialmente
localizados em regides sabidamente funcionais das vias de interesse e SNPs
préximos a elas. No nosso trabalho foram utilizados dados de uma varredura
gendbmica com informacdo sobre diferentes regibes de alguns dos genes
candidatos, grande parte deles sem estudo prévio acerca das possiveis
funcdes. Nessa varredura estdo genotipados 408 SNPs dos genes de
interesse. Para diminuir o nimero de variantes candidatas, aplicamos um filtro
de desequilibrio de ligacao. Esse filtro retira 0 excesso de variantes em linkage,
maximizando a chance de encontrar interagdes intergénicas sem perder muita

informagao.

Conforme mencionado, o BlocBuster € uma ferramenta que se baseia

em um tipo de calculo de desequilibrio de ligacdo para detectar epistasia. Essa
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classe de métodos parte do pressuposto de que SNPs que interagem para
gerar um determinado fendtipo, uma doenca por exemplo, devem coocorrer na
amostra de individuos com esta doenca em maior frequéncia do que na
amostra sem ela (controle). Em outras palavras, a parcela dos casos da
amostra seria enriquecida para tal interacdo entre SNPs em comparacédo aos
individuos controle (Wei et al., 2014). Um dos pontos centrais € estabelecer o
que é considerado uma interagdo, ou seja, qual o limiar de coocoréncia entre
alelos de SNPs que permite considerar que eles interagem. Tiosano, et al.
(2016) apresentam como critério de escolha do limiar a auséncia de falso-
positivos ou a presenca de pouquissimos deles em testes de permutacdo entre
0s genotipos da amostra. Os testes de permutacao simulam a hipétese nula de
nenhuma associa¢do, entdo toda a associacdo que surge € espuria. Com o
limiar estipulado em 0,65, os autores encontraram uma taxa de 0,137 falso-
positivos por teste. Eles ressaltam a importancia de manter uma baixa taxa de
falso-positivos pelo fato de as ligagbes intergénicas serem, em geral, muito
mais fracas do que as geradas por linkage. Portanto os falso-positivos
provavelmente estariam na categoria das interacdes intergénicas, que sao

justamente as que importam para avaliar a epistasia entre diferentes rotas.

Apos o desenvolvimento do script que nos permitiu realizar os testes de
permutacdo, verificamos que a taxa de falso-positivos na nossa amostra,
considerando o mesmo limiar, era bastante alta, 0,967. Isso produz uma
grande chance de que redes com muitas arestas tenham algum falso-positivo.
Entretanto, diferentemente de Tiosano e colaboradores (2016), o presente
trabalho usou um filtro para retirar as ligagdes mais proximas. Sendo assim,
todas as conexdes tém aproximadamente a mesma forca (tanto as intragénicas
qguanto as intergénicas). Por isso a ideia de ndo poder ter falso-positivos para
creditar confiabilidade as conexdes intergénicas ndo se sustenta no NoOsso
estudo, conforme mostrado pelos testes de validagcdo das interacdes, que

levam em conta a forca das arestas entre cada no.

Além disso, Tiosano, et al. (2016) relataram que subindo o limiar para
0,7, no qual passa a n&o haver falso-positivos, também n&o ha interagtes
intergénicas. Portanto, o critério estabelecido pelos autores para escolha do
limiar ndo tem o rigor de uma regra estrita. Outro ponto a ser considerado em
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relacdo a alteracdo no critério de escolha e forma de validacdo do limiar é a
sua variacao nas diferentes aplicagdes do BlocBuster. Em cada trabalho que se
aplica o célculo CCC, é utilizado um critério diferente de escolha do limiar. No
artigo que introduz o método (Climer at al., 2014a), foram investigados 219.407
SNPs numa amostra de casos (N=74) e controles (N=70) para estudar a
suscetibilidade a doencga cardiaca hipertensiva. Foi feito uma comparacgéo entre
os valores de CCC dos individuos saudaveis (controles) e da amostra
aleatorizada, na qual toda associacdo que surge é espuria. Os valores
comecaram a divergir a partir do limiar de 0,68. Entdo os autores adotaram o
limiar de 0,7. Até 0,67 o numero de conexfBes falsas e reais era
aproximadamente o mesmo, depois disso as conexfes passaram a surgir
predominantemente na amostra real (ndo aleatéria). Desse modo, 0s autores
assumiram gue conexdes surgidas a partir do limiar de 0,7 eram reais. Em um
trabalho sobre psoriase (Climer at al., 2014b) foi escolhido o nUmero de arestas
igual a0 numero de SNPs. Depois foi observado que com a amostra
aleatorizada ndo surgia nenhuma conexao téao forte quanto qualquer aresta da
amostra ndo-permutada, portanto o limiar foi considerado valido. Considerando
o que foi exposto acima, percebe-se que ha uma certa flexibilidade no critério
de escolha do limiar. Desse modo, pretendemos com nossa abordagem

introduzir mais uma alternativa para a validacao das interacdes.

Outra questdo que cabe salientar em relacdo a implementacéo
especifica do método neste trabalho é a aplicacdo do célculo de desequilibrio
de ligacdo sobre toda a amostra, ao invés de formar redes dentro das
categorias. A adocao desta estratégia como abordagem inicial teve a intencéo
de replicar o protocolo estabelecido no trabalho de Tiosano, et al (2016). A
medida conjunta de toda a amostra revela a tendéncia global das interacbes
nos nativos americanos, em detrimento de conexdes alélicas especificas de
cada categoria. Por isso, interacdes fracas na amostra geral ou conexdes
especificas de categorias com poucos individuos, tendem a ser pouco

representadas nesta analise.

E sabido que o desequilibrio de ligacdo global medido em populagdes
agrupadas pode gerar resultados que refletem a subdivisdo populacional (Li e
Nei, 1974). Qualquer forca que induza diferenca de frequéncia entre
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subpopulacbes pode gerar LD na amostra agrupada. Buscamos
especificamente detectar associacdes de alelos que refltam possiveis
processos de coadaptacdo. Entretanto, os padrdes de LD das populagcbes séo
fortemente afetados pela sua historia demografica particular (Laan e Paabo,
1997). Como a coadaptacdo € apenas um dos fatores capazes de gerar

associacdo entre alelos, € necesséario ter muito cuidado ao interpretar os

resultados.

Posteriormente, realizamos algumas tentativas de identificar redes
dentro das categorias. Essa analise tinha o objetivo de otimizar a possibilidade
de deteccdo de interacbes epistaticas especificas de cada categoria
populacional. Estipulamos 10% como uma taxa aceitavel de falso-positivos por
teste, evitando a necessidade de validacdo posterior das interagdes. Com uso
dos 106 SNPs, resultantes do filtro de LD aplicado sobre a amostra toda, as
categorias testadas ndao mostraram conexdes intergénicas. Para otimizar a
possibilidade de detectar interag0es, testamos aplicar o filtro de LD dentro de
uma das categorias e repetir o procedimento. Encontramos dificuldade no
processo de validacdo de um limiar que seja informativo para o fim que
buscamos (com conexdes intergénicas) e ao mesmo tempo consistente
estatisticamente. Por exemplo, aceitando cerca de 10% de falso-positivos por
teste, apareceu apenas uma conexao intergénica na categoria testada. Por fim,
concluimos que o estabelecimento de um protocolo viavel demandaria mais
tempo do que o disponivel para terminar a dissertacdo. Sendo assim, optamos
por deixar para estudos futuros abordagens dessa natureza.

8.2 Variacbes nos genes e vias sob investigacdo e suas

implicagcdes
8.2.1 Praticas de subsisténcia e habitos de dieta

A comparagdo das frequéncias alélicas, considerando os SNPs
candidatos, mostrou que ha diferengcas estatisticamente significativas entre

estas, considerando aqueles localizados em alguns genes do

57



metabolismo/controle da expresséo da vitamina D (CUBN e VDR), e em alguns
dos genes da via da pigmentacao de pele (SLC45A2, KITLG e OCA2).

Alguns casos merecem destaque. Por exemplo, SNPs (rs4748341 e
rs3901939) do gene CUBN tem distribuicbes alélicas significativamente
diferentes em duas andlises (agriculturalistas das terras baixas vs cacadores-
coletores; agriculturalistas vs cacadores-coletores), indicando que a diferenca
pode se dar devido as praticas de subsisténcia e habitos de dieta. Conforme
mencionado anteriormente, a cubilina, produto proteico deste gene, é um
receptor das células do tubulo proximal dos rins. Ela exerce um papel
importante na reabsor¢cdo da proteina de ligagcdo a vitamina D, DBP. O
processo de endocitose do complexo DBP-25(0OH)Ds esta essencialmente
envolvido na conversdo de calcidiol a calcitriol, forma ativa do hormonio.
Disfuncdes na cubilina foram associadas a perda urinaria da DBP e diminuicdo
dos niveis plasméaticos de 25(OH)Ds e 1,25(OH)2Ds3 (Kaseda et al., 2011).
Portanto alteracbes nesse gene podem implicar em diferencas na
mineralizacdo 6ssea e outros processos nos quais o calcitriol esta envolvido.
Infelizmente ndo ha estudos que testaram o potencial funcional das variantes

intrdnica que diferiram em frequéncia entre 0s grupos.

As frequéncias dos alelos do SNP (rs4312267) do gene OCA2 diferem
em duas andlises (agriculturalistas das terras baixas vs cacadores-coletores;
agriculturalistas vs cacadores-coletores). Parece que a alta altitude (de parte da
amostra de agriculturalistas, ja que ali estdo os andinos) ndo esta influenciando
tais distribuicdes, reforcado ainda pelo fato de n&o aparecer diferenca na
comparacao entre terras altas vs baixas. O mesmo poderia ser evocado para
explicar o que acontece com os alelos de KITLG (rs11104911, rs107777125,
rs10506956, rs1703081 e rs10777131), pelo menos considerando as
categorias analisadas aqui. KITLG é uma proteina com amplo espectro de
atuacao, incluindo melanogénese. Um SNP nesse gene (rs1881227) ja foi
associado a pele mais clara e possivelmente estava presente no ancestral
comum das populacdes asiaticas e europeias (Beleza, et al., 2012; Deng e Xu,
2018; Stoneking, 2017). Outros estudos mostram que o alelo derivado é
também bastante frequente nas populacdes amerindias por eles amostradas
(Deng e Xu, 2018). Embora nao tenha entrado como candidato do nosso
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estudo, por ndo constar na lista inicial de SNPs gerada pelo NCBI, o SNP
rs1881227 de KITLG foi genotipado na nossa amostra. Nenhum dos 333
nativos americanos amostrados apresenta o alelo ancestral (C) deste SNP,
indicando um cenario proximo da fixacdo do alelo derivado em populacdes
autoctones da América. Além do SNP rs1881227, o SNP rs642742, localizado
a 326 kb a montante do local de inicio da transcricdo de KITLG apresenta a
frequéncia do alelo ancestral >90% em africanos, similar a frequéncia do alelo
derivado em europeus e asiaticos orientais, sugerindo que tal distribuicdo néo
pode ser facilmente explicada somente por eventos estocasticos e
demograficos (Beleza, et al., 2012). Sobre este SNP em particular ndo ha
informacdo na nossa varredura gendémica. Também aqui, pelo menos até o
momento, ndo existe qualquer estudo que indique funcionalidade nos KITLG
SNPs que diferem nas categorias populacionais nativas americanas testadas

na presente dissertacgéo.

Por outro lado, dentre os alelos que diferem em suas frequéncias entre
agriculturalistas e cacadores-coletores, estdo aqueles do SNP rs4516035. Este
SNP esta localizado no promotor do VDR, 1012 pb a montante do inicio do sitio
de transcricdo, éxon la, por isso € também referido como A-1012G (Halsall et
al., 2004). Esse SNP afeta a atividade transcricional do VDR, que € mais alta
com a presenca do alelo A (T) em comparacao com o alelo G (C) (Fang et al.,
2005). E um polimorfismo muito estudado, variacbes nele foram associadas a
diferencas na suscetibilidade a psoriase (Halsall et al., 2005) e melanoma
(Orlow et al., 2011), por exemplo. Ele também exerce um papel no sistema
imune (Halsall et al., 2004; Laplana et al., 2014) e foi relacionado a diferencas
na altura (d'Alésio et al., 2005). Outros sinbnimos para esse polimorfismo séo
GATA, pelo seu papel na regulacao do fator de transcricdo GATA-3, e EcoRV,

devido ao nome da enzima de restricdo que o cliva.

Na nossa amostra o alelo G (C) é mais frequente em cacadores-
coletores (0,3655) do que em agriculturalistas (0,1846). Podemos sugerir entdo
que um alelo de VDR (alelo A (T)), potencialmente mais ativo, pode ter sido
favorecido em agriculturalistas, para compensar a menor disponibilidade de
vitamina D na dieta, de modo a atenuar possiveis deformidades esqueléticas e
defeitos na denticdo, que emergiram a medida que as popula¢cdes humanas
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deixaram suas praticas e habitos de cacadores-coletores e passaram a cultivar

alimentos (Brickley et al., 2017).

Entdo, no periodo de expansdo da agricultura, além da selecdo de
alelos que conferem pele mais clara (Richards, et al., 2003; Marciniak e Perry,
2017; Stoneking, 2017; Quillen et al. 2019), a selecdo natural pode ter
favorecido também alelos ligados diretamente ao controle da expressdo da
vitamina D. Lucock et al. (2015) ja haviam encontrado uma relacdo entre a
frequéncia de alelos especificos de polimorfismos funcionais no gene VDR e a
latitude (usada como medida indireta da variacdo da incidéncia de radiacao)
em populacbes africanas e eurasiaticas. Tiosano et al. (2016) também
demonstraram que diferengas na latitude influenciaram a sele¢cdo conjunta de
variantes funcionais do VDR em interacdo epistatica com genes da via da
pigmentacdo de pele. Porém, nenhum dos estudos considerou préaticas de

subsisténcia e habitos de dieta como variavel de interesse.

As variacdes na coloracdo da pele humana seguem um padrdo
“classico” ha bastante tempo conhecido ligado as latitudes, potencialmente,
relacionado a necessidade de protecdo contra a radiacdo ultravioleta intensa
(UV) versus a necessidade de usar UV para a sintese da vitamina D. N&o
obstante essa regra geral, ha excecbes, como o caso dos nativos americanos,
onde alguns povos apresentam pele mais escura (Inuits) e outros mais clara do
gue o esperado (povos que habitam os tropicos, sejam em terras altas quanto
baixas). Sendo assim, outros elementos devem ser considerados. Aqui, pela
primeira vez, introduzimos nos agrupamentos populacionais considerados
praticas de subsisténcia e habitos de dieta, além de altitude e latitude como
medidas indiretas de incidéncia de radiacdo. A pressao seletiva sofrida pelas
populacées no processo de adaptacdo envolve tanto a producdo enddégena de
vitamina D, quanto a sua disponibilidade na dieta. Nossos achados com o SNP
funcional VDR rs4516035 ilustra bem a importancia de considerar esse tipo de

variavel em estudos dessa natureza.

Considerando as interacdes, os alelos intergénicos em LD que
diferiram de modo significativo em frequéncia foram CUBN_OCA2
(rs3740164/C_rs750358/T), presente em 80% dos agriculturalistas e 67% dos
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cacadores-coletores e CYP24Al1 VDR (rs2248359/C rs11574143/G), que

ocorre em 89% dos agriculturalistas e 79% dos cagadores-coletores.

O primeiro caso envolve genes de vias diferentes, mas que parecem
ter alelos sendo segregados juntos devidos a um possivel efeito pleitrépico
para um desfecho adaptativo que leve em conta um adequado metabolismo de
vitamina D, cor da pele e préaticas de subsisténcia. Nao sabemos se os alelos
CUBN rs3740164/C e OCA2 rs750358/T séo funcionais, tampouco o resultado
de uma eventual epistasia entre eles. No entanto, € importante lembrar que
uma dieta baseada em plantas domesticadas, normalmente tem baixas
quantidades de vitamina D, em contraste com a alimentacdo de cacadores-
coletores, mais rica e diversa, pois contém produtos de caca e recursos
marinhos. As evidéncias arqueoldgicas indicam que a adocdo de uma fonte de
alimento menos variavel advinda com a agricultura, sedentarizacdo e
urbanizacdo nao reduziram o estresse nutricional em comparagdo com
cacadores-coletores em épocas pré-colombianas. Na verdade, o indice de
saude geral decai na medida em que as populacfes nativas americanas se
tornaram sedentarias (Steckel e Rose, 2002). Esse periodo de transicao
dramatico de préticas de subsisténcia e habitos de dieta, possivelmente foi um
momento importante para a acédo da selecdo natural e varreduras adaptativas,
como mostra estudos envolvendo genes do metabolismo desenvolvido por

nosso grupo de pesquisa (Hinemeier et al., 2012).

Em relacdo ao segundo caso de interacdo génica que difere em
frequéncia entre as categorias aqui consideradas, CYP24A1l rs2248359/C e
VDR rs11574143/G, a comparacdo entre agriculturalistas de terras baixas e
cacadores coletores ndo resultou em diferenca estatisticamente significativa.
Caso a selecdo tenha atuado para gerar essas diferencas de frequéncia, é
provavel que o fator altitude (diferenca na incidéncia de radiacdo UV) tenha
exercido papel predominante, pelo menos considerando esses genes e 0s loci

em questao.
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8.2.2 Influéncia da altitude

As andlises para identificar as variantes que diferiam em suas
distribuicGes nas categorias terras altas e terras baixas revelou alguns achados
instigantes. Ao comparar a frequéncia de SNPs entre individuos das categorias
agui consideradas, foram encontradas diferencas significativas em alelos de
trés genes diferentes (VDR, CYP24A1 e CUBN), todos na via da vitamina D.

O SNP rs2239182 localizado no gene VDR, é funcional, pois modula a
expressao do fator de transcricao (Orlow et al., 2015). Embora n&o tenha sido
caracterizada precisamente a forma como as diferencas alélicas nesse
polimorfismo atuam, ele foi associado a diversos fenoétipos clinicos em
diferentes populacdes, tais como suscetibilidade ao cancer de prostata (Oh et
al., 2014), diferencas no risco a fratura 6ssea (Yanovich et al., 2012), miopia
(Mutti et al., 2011) e melanoma (Orlow et al., 2015).

A Unica interacdo que diferiu significativamente entre grupos foi a
CYP24A1 VDR, presente em 94% da amostra de terras altas e 79% dos
individuos de terras baixas. Esse achado reforca o que foi dito no item anterior,
que a interacdo CYP24Al rs2248359/C e VDR rsl11574143/G parece ser

influenciado por altitude, talvez incidéncia de UV.

O gene CYP24A1 codifica a enzima 24-hidroxilase que degrada o
metabolito ativo da vitamina D. O polimorfismo intrénico do CYP24Al
(rs3787557), que difere entre terras altas e terras baixas, esta localizado em
uma regido potencialmente funcional (Yao et al., 2011). Ainda que sua funcao
nao tenha sido descrita, variacoes neste SNP foram relacionadas a doencas.
Por exemplo, o alelo C em homozigose, foi associado a um aumento do risco a
cancer de mama (Reimers et al., 2014) e o alelo T, ao cancer de proéstata (Holt
et al., 2014). Interessantemente, o alelo T deste SNP, aparece na rede
R 6 _VDR_CYP24A1, ligado ao alelo C do rs2248359 do mesmo gene. Este,
por sua vez, participa da ligacdo intergénica com o alelo G do rs11574143 de
VDR.

A ligacdo CYP24Al1 VDR corrobora a ideia de que existe alguma

diferenca entre populacdes de terras altas e terras baixas no metabolismo e
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controle da expressao da vitamina D. O rs2248359, esta localizado na regido
promotora do CYP24Al e afeta a sua expressdo, estando associado com
diversas doencas relacionadas a deficiéncia de vitamina D. Estudos mostraram
gue a presenca de pelo menos um alelo C neste locus é suficiente para regular
positivamente a expressdo da enzima CYP24Al, levando a diminuicdo dos
niveis séricos de calcidiol (Pérez-Pérez, et al. 2018). Como salientado no
paragrafo anterior, este alelo funcional de CYP24A1 esta ligado ao alelo G do
rs11574143, localizado na regidao 3’ UTR (3' ndo traduzida) de VDR. A funcédo
do SNP rs11574143 é desconhecida, contudo os alelos deste polimorfismo
foram associados a doencas. Por exemplo, o alelo A deste SNP foi associado a
risco aumentado a tuberculose pulmonar em uma populagéo asiatica (Hu et al.,
2016) e o G a cancer de préstata em homens com baixos niveis séricos de
calcidiol, 25(0OH)D; (Ahn et al., 2009), o que corrobora a funcionalidade deste
SNP. Polimorfismos no VDR podem influenciar na sua expressdo e na
estabilidade da proteina, visto que este fator de transcricdo exerce mdltiplas
funcdes no organismo por isso qualquer alteracdo nele tem potencial impacto,

tanto epistatico quanto pleiotropico.

Vale salientar, mais um vez, que as populacdes de terra altas da
América do Sul (Andes) vivem em altitudes que podem chegar a mais de 4.000
metros, sendo expostas a niveis altos de radiacdo ultravioleta quando
comparado ao nivel do mar (para cada aumento de 1.000 metros na altitude, o
nivel de radiacéo uv aumentara cerca de 10-12%;
https://www.who.int/uv/uv_and_health/en/). Véarios estudos genéticos, incluindo
de nosso grupo de pesquisa, tem revelado a existéncia de combinacdes
alélicas especificas que dotaram essas populacdes a vida em altas altitudes,
ambiente caracterizado por ar rarefeito (baixa quantidade de oxigénio
disponivel- hipéxia), baixa temperatura média anual, grande amplitude térmica,

além da ja comentada alta incidéncia de UV no ambiente.

Os Andinos tém a pele mais clara do que seria esperado para a
incidéncia desse nivel de UV no ambiente. Como exposto na revisao
apresentada na introducao da presente dissertacao, pele com pouca melanina

tem menos protecdo contra radiacdo ultravioleta, que degrada o folato,
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elemento chave no reparo do DNA, protegendo contra defeitos severos como
ma formacé@o do tubo neural. Por isso, ambientes com altas incidéncias de
radiacdo costumam resultar em pressdo seletiva para aumento da producao
cutdnea do pigmento melanina, que € fotoprotetivo, e consequente
escurecimento da pele ao longo das geracbes (Jablonski e Chaplin, 2000,
2010, 2017).

Embora saibamos que os Andinos tém a pele um pouco mais escura do
gue a maioria das demais populacdes autdctones da América, a discrepancia
em relacdo ao padrdo geral para esse traco pode estar refletindo outras
adaptacBes. Por exemplo, nosso grupo de pesquisa (Jacovas, et al., 2015)
mostrou a selecdo de variantes de genes da via do TP53, que podem implicar
em diferentes suscetibilidades ao cancer, inclusive o de pele. Também é
possivel que essas populacbes tenham desenvolvido alguma adaptacdo que
confira mais eficiéncia as enzimas responsaveis pelo metabolismo do folato,
hipotese ndo testada no presente trabalho. Outro possivel resultado das altas
exposicoes a radiacdo UV pode ser o relaxamento na pressdo de selecéo
sobre variantes do metabolismo da vitamina D, resultando num metabolismo
menos eficiente. Tendo em vista que peles com menos melanina produzem
mais colecalciferol, uma variante mais eficiente do CYP24A1l, que degrada a
vitamina D, como visto aqui, ndo acarretaria nenhum risco de gerar qualquer
problema a saude destas populacbes de elevadas altitudes, visto a grande

“oferta” de vitamina D nesse tipo de ambiente (com alta incidéncia de UV).

8.2.3 Influéncia da latitude

As categorias altas latitudes e baixas latitudes diferem quanto a
frequéncia de SNPs de trés genes. Um relacionado a sintese de vitamina D
(CYP2R1) e os outros dois a pigmentacdao de pele (OPRM1 e OCA2). As
interacbes intergénicas que diferiram entre grupos foram OCA2_EGFR e

CUBN_OCAZ2.

Populacbes de altas e baixas latitudes diferem em frequéncia em

variantes do gene CYP2R1, que codifica a enzima responsavel pela
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hidroxilagdo do carbono 25 do colecalciferol (vitamina D), transformando-o em
calcidiol, 25(OH)D;. O SNP rs2060793 foi associado a diferencas nos niveis
séricos de vitamina D em diferentes populacées (Ahn et al., 2010; Lu et al.,
2012; Zhang et al., 2013; Sedky et al., 2018). O alelo de risco para baixas
concentracbes de 25(0OH)D; é o G (Zhang et al.,, 2013), mais frequente em
individuos de baixas latitudes (0,7245). Popula¢cdes de nativos americanos que
vivem em altas latitudes tém em alta frequéncia (0,75) o alelo A. Essa diferenca
faz sentido bioldgico, visto que em regifes de altas latitudes o alelo ligado a
concentracdes mais altas de calcidiol pode ter sido selecionado, dada a pouca
disponibilidade de radiacdo (invernos longos, pouca luz solar durante o ano)

para sintese do pro-hormonio.

Na avaliacdo de interacdes alélicas, a categoria altas latitudes tém em
menor frequéncia (50%) a ligacdo OCA2_EGFR do que populagcbes que
habitam baixas latitudes (79%). Nesta conexéao, estdo o alelo A do rs7495174
do OCA2 e o alelo G do rs2293347 do EGFR. Ambos 0sS genes sdao
relacionados a cor, mas a funcdo dos SNPs em questdo nédo € conhecida. Um
haplétipo contendo o alelo A (T) da variante do OCA2 foi fortemente
relacionado a olhos claros e de modo mais sutil a cabelos e pele mais clara em
individuos do norte da Europa. Entretanto, os SNPs daquele haplotipo muito
provavelmente ndo sdo os responsaveis pela regulacdo do OCA2 que produz
essa diferenca de cor. Os autores do estudo acreditam que tais SNPs estejam
em forte desequilibrio de ligacdo com elementos regulatérios funcionais nas
populacdes europeias em questéo (Duffy et al., 2006).

Vale lembrar que o fato de SNPs estarem em linkage em uma
populacdo, ndo implica que também estardo em outra. Isso ilustra o cuidado
que se tem que ter ao interpretar variagcbes associadas a um determinado
fendtipo. No teste de associacdo entre SNPs, outra variante do OCAZ2,
rs4778196, diferiu em frequéncia entre altas latitudes e baixas latitudes, este
SNP néo esta ligado ao rs7495174 na amostra (r’= 0,0339, D’= 0,3977) e,
também, ndo ha estudos que indiguem funcionalidade. Um dos alelos
relacionado a cor mais escura de nativos americanos em relacdo aos europeus
no estudo de Quillen, et al. (2012), o alelo A rs11238349 do gene EGFR,
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encontra-se em altas frequéncias em toda a América, nao tendo diferido entre

categorias.

O outro gene com SNPs que diferem significativamente em frequéncia
entre as duas categorias € OPRM1. O estudo que mostrou que diferengas em
SNPs desse gene estavam relacionadas a cor mais escura em nativos
americanos quando comparados aos europeus usou como amostra apenas
populacdes americanas de altas altitudes (Quillen, et al., 2012). Portanto &
possivel que se trate de uma adaptacao especifica das populacdes sujeitas a
altos niveis de radiacdo UV. No entanto, a variante deste gene que foi
associada a diferencas de cor entre europeus e nativos americanos no trabalho
de Quillen e colaboradores (2012), rs6917661, ndo consta na nossa amostra.
Também nado ha estudos que indiquem funcionalidade relacionada a cor nos
SNPs que diferiram entre estas categorias (rs7759388, rs1918760 e

rs12212773). Sendo assim, ndo é possivel fazer inferéncias a esse respeito.

Outra questao a ser mencionada em relacdo a categoria “altas latitudes”,
€ que os Inuits apresentam diferencas importantes quando sdo comparados
aos demais nativos americanos aqui amostrados. H4 aproximadamente 16 mil
anos, os nativos americanos separaram-se em dois ramos, nativos americanos
do norte (NNA) e nativos americanos do sul (SNA). Diferentemente das demais
populacdes consideradas, os Inuits sdo do grupo NNA (Moreno-Mayar et al.,
2018b). Além disso, os Inuits ilustram bem a importancia do fluxo génico
constante no circulo polar Artico, garantindo o contato entre povos da Asia e
Ameérica, mesmo depois do colapso da Berindia (Gonzéalez-José et al., 2007).
Na presente dissertacdo, incluimos os Yaghan que habitam o extremo sul da
América do Sul para maximizar a possibilidade de detectar algum sinal que nao
seja reflexo direto desta diferenca de origem, mas sim de ambos viverem em
climas extremos, proximos aos polos Norte e Sul, respectivamente. Desse
modo, podemos especular que as diferencas de frequéncia entre as categorias
denotem, portanto, convergéncia entre nativos americanos que vivem nesses
ambientes extremos. Contudo, nossos achados relatados neste item devem ser
vistos com bastante cautela, devido ao tamanho amostral pequeno das

populagdes (Inuit e Yaghan) que representam a categoria “altas latitudes”.
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Conclusodes e reflexdes finais

A relacdo entre os genes ligados a pigmentacao de pele e a vitamina D é
um tema de notavel complexidade. A pigmentacédo de pele é caracterizada por
grande heterogeneidade na arquitetura genética que a determina, o que reflete
também uma das mais perceptiveis variacdes de fendtipos na nossa espécie. A
diversidade de polimorfismos e genes envolvidos, suas relacdes epistaticas e o
efeito pleiotrépico de algumas variantes que incidem no traco (cor da pele)
ilustram as dificuldades e desafios enfrentados nesse tipo de estudo. A
vitamina D, sua importancia e implicacbes no desenvolvimento e na saude
humana, também é, por si s6, um tema bastante complexo. Seu metabolismo
inclui varias enzimas e o horménio gerado incide em muitos processos
biolégicos, conforme pode ser visto pela quantidade de genes que o VDR

regula.

Existe uma intricada relacdo entre essas duas vias que varia entre
populacdes. A exposicao a radiacdo UV em pessoas com a pele mais escura
tende a produzir menos vitamina D. Entretanto, popula¢des de individuos com
pele mais escura parecem usar o horménio de modo mais eficiente do que
aguelas com individuos de pele mais clara (Frost, 2009). Isso pode ocorrer de
muitas formas diferentes. Dentre elas, maior absor¢cdo de célcio e fdsforo,
melhor aproveitamento dessas moléculas, maior liberacdo de PTH, conversao
mais eficiente as formas mais efetivas da vitamina D, transporte mais eficaz do
metabdlito através do sangue, receptor de vitamina D mais ativo, dentre outros
(Wang et al., 2010; McGrath et al., 2010; Frost, 2009, 2012; Aslibekyan et al.,
2016).

Sobre o0 metabolismo da vitamina D em nativos americanos
especificamente, ndo ha muitas informacdes na literatura. A maior parte dos
trabalhos tem como alvo de estudos os Inuits. Rejnmark et al. (2004)
mostraram que, em compara¢do com dinamargueses, os Inuits da Groenlandia
tém niveis mais altos de calcitriol, porém niveis menores de calcidiol e do
paratorménio (PTH), apesar de concentracdes relativamente baixas de calcio

no plasma. O mesmo estudo sugere que os Inuits podem ter um “ponto de
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ajuste” inerente menor para liberagcdo de PTH regulada por calcio ou uma

producdo aumentada de calcitriol renal.

Outro artigo documentou niveis séricos normais de calcio e uma mais
eficiente absorcédo desse elemento, apesar da baixa ingestdo e de baixos
niveis de calcidiol em criangas Inuits do Canada. Os autores entdo postularam
gue a pressao seletiva teria favorecido receptores de vitamina D mais eficientes
(gendtipo bb do polimorfismo Bsml de VDR) (Sellers et al., 2003). Em nossa
amostra, considerando os 333 individuos de diferentes regides da América, o
alelo G (b) também tem alta frequéncia (0,92), indicando que uma eficiente

absorcao intestinal de calcio € um padrdo em toda a América.

Noutro estudo, com criangas nativas americanas que vivem em uma
reserva a 43° de latitude, foi mostrado que 97% delas tinham baixas
concentragcbes de vitamina D (<30ng/mL) (Nsiah-Kumi et al.,, 2012).
Similarmente, outro trabalho, desta vez com indigenas argentinos de uma
regido de altas altitudes (aproximadamente 3.750 metros), mostrou haver
indices deficitarios ou insuficientes de vitamina D, apesar da grande exposicao
a radiacado UV caracteristica de elevadas altitudes (Hirschler et al., 2013). Ou
seja, € muito provavel que baixas concentracbes de vitamina D sejam uma
caracteristica geral de nativos americanos, ndo uma exclusividade de Inuits. E
possivel ainda que as diferencas fisioldgicas dos Inuits, as quais viabilizam lidar
eficientemente com as baixas concentracfes de vitamina D, também néo sejam

uma idiossincrasia deles.

Interessantemente, esse dado vem na mesma direcdo de um estudo
desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa com genes de metabolismo e
populacdes nativas americanas, incluindo Inuits (Amorim et al., 2017), que
contrasta com os achados de Fumagalli et al. (2015). Os ultimos autores,
utilizando uma abordagem baseada em Fst e dados de varredura gendmica
com uma amostra de Inuits da Groenlandia, sugeriram que nesse grupo
populacional, ocorreu selecdo positiva em genes codificadores das
dessaturases de acidos graxos (FADS), envolvidos no metabolismo de acidos
graxos poliinsaturados. Para eles, seria uma vantagem devido a dieta rica em

gordura animal dos Inuits (Fumagalli et al., 2015). Nosso estudo, por sua vez,
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além dos Inuits considerou outros nativos americanos que vivem em uma gama
diversa de ambientes. Demonstramos que a assinatura da seleg&o positiva em
genes FADS estava presente em toda a América (Amorim et al., 2017).
Sugerimos entdo que esse evento de selecéo estaria relacionado a adaptacéo
local ao clima frio e a dieta rica em gordura animal que ocorreu na Beringia,
guando ali estiveram, por milhares de anos, os ancestrais de todos 0s nativos

americanos.

Outro ponto a ser considerado, que certamente gerou implicagbes nos
processos de adaptacdo as distintas regides da América, € a cor de pele das
populac6es que chegaram ao continente. Como j& comentado, ha sinal de
selecdo natural em alelos exclusivos de asiaticos nos genes da via da
pigmentacdo OCA2, DCT (paralogo de TYRP1), e MFSD12, o que indica
evolucdo paralela da despigmentacdo na Europa e Asia (Deng e Xu, 2018;
Adhikari et al., 2019). Sabe-se que o alelo do gene MFSD12 associado a cor
clara em asiaticos também estd presente em nativos americanos atuais,
portanto chegou com eles a América (Adhikari et al., 2019). A outra informacao
disponivel at¢é o momento, que nos permite inferir diretamente se as
populacbes que chegaram tinham tom de pele equivalente ao atual, é a
mutacdo nova do OCA2 jA mencionada. Nesse caso, o0 alelo derivado
relacionado a cor clara ndo apresenta nenhum indicio de sele¢cdo em nativos
americanos (Donnelly, et al. 2012). Nao obstante os poucos dados disponiveis,
com base no que sabemos sobre pigmentacédo de pele em outras populacoes,
€ possivel formular algumas hipoteses. Por exemplo, se a agricultura tiver de
fato um papel relevante no clareamento de pele e o processo mais acentuado
de despigmentacdo for relativamente recente, conforme o exemplo de
populacbes europeias, é possivel supor que as populacbes asiaticas que
deram origem aos nativos americanos teriam a pele mais escura do que 0s

asiaticos atuais.

Embora ndo possamos tracar mais do que hipoteses acerca dos dados
acima expostos, essas sao questdes pertinentes para o entendimento geral
tema. A forma como era o metabolismo da vitamina D ao entrar na América
certamente impactou nos processos de adaptacdo a cada um dos ambientes

com que se deparam 0s primeiros humanos que pisaram no continente
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americano. Da mesma forma, a cor de pele dos individuos que deram origem a
essas populagbes tem algum reflexo sobre a distribuicdo atual desse trago

fenotipico no continente.

Ademais da complexidade geral do tema e das incertezas acima
expostas, existem dificuldades de ordem metodologica relacionadas a busca de
redes génicas, ja discutidas em mais detalhes anteriormente. Vale lembrar
também que no presente estudo somente algumas variaveis ambientais
(latitude e altitude) e de habitos de subsisténcia/dieta (agriculturalista e
cacador-coletor) foram consideradas para agrupar as populacées nas distintas
categorias, o que € obviamente uma simplificacdo. Ainda, utilizamos, por
conveniéncia, um banco de dados genéticos ja disponivel para nativos
americanos, o qual ndo contempla a maioria das populacdes autoctones ao
longo do continente, nem tampouco muitos genes e variantes comuns nas duas

vias de interesse.

A evolucdo é um processo inescapavel, havendo tempo necessario, as
populacdes com tamanho efetivo apropriado se adaptam, de um jeito ou outro.
N&o obstante as dificuldades e limitacdes, fomos capazes de detectar algumas
diferencas entre regides da América com distinta incidéncia de radiacdo UV.
Por exemplo, maior atividade da 25-hidroxilase (gerada pelo alelo A do
rs2060793), enzima responsavel pela hidroxilacdo do carbono 25 do
colecalciferol (vitamina D), em individuos de altas latitudes (e baixa incidéncia
de UV), pode ter sido favorecida pela selecédo natural. Por outro lado, a maior
frequéncia da ligacéo entre alelos funcionais dos genes CYP24A1 e VDR (alelo
C do rs2248359 e alelo G do rs11574143) pode ter sido resultado do
relaxamento da pressao de selecdo para eficiéncia no metabolismo desse
horménio em ambientes com alta incidéncia de radiacdo UV em populagdes

com a pele relativamente clara.

Com relacdo a alimentacéo, as diferencas de frequéncia no rs4516035
do VDR entre cagcadores-coletores e agriculturalistas, podem indicar que um
alelo mais ativo (alelo A) do gene que codifica o receptor de vitamina D teria
sido favorecido em praticantes de agricultura, para compensar a menor

disponibilidade dessa vitamina na dieta. A existéncia de diferencas de
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frequéncia em polimorfismos de genes das vias da vitamina D e da
pigmentacdo de pele entre populacdes em diferentes condicbes ambientais
pode implicar atuacdo da selecdo. Podemos pensar que h4 uma relacdo néo
casual entre essas diferencas de frequéncia e os ambientes das populagdes,
especialmente no caso dos polimorfismos aqui citados, que sdo funcionais
diferem conforme seria esperado para as populacbes das categorias
estabelecidas.

Fomos ainda pioneiros em identificar potenciais alelos comuns
(rs3740164/C e rs750358/T) de diferentes genes (CUBN e OCAZ2,
respectivamente) pertencentes a vias distintas (metabolismo da vitamina D e
rota da pigmentacdo) que podem estar sendo segregados em conjunto num
contexto adaptativo que deve implicar um delicado balanco funcional, tanto
epistatico quanto pleiotrépico. Tal balanco deve contemplar um adequado
metabolismo da vitamina D e do folato, concomitante com prote¢cao contra
formas de cancer de pele com relevancia evolutiva para a nossa espécie por

causarem morte ainda em idade reprodutiva, como o melanoma.

Esse tipo de cenario envolvendo redes de genes e de vias, embora
esperado diante de fenétipos adaptativos complexos, ndo € facil de ser
revelado. Desse modo, acreditamos que o presente estudo possa ser o ponto
inicial de outros, que trardo mais certezas e com isso mais conhecimento sobre
0S processos adaptativos que resultaram na bem-sucedida colonizacéo

humana na América, ainda em tempos pré-Colombianos.
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Figura suplementar 1. Esquema da estrutura da epiderme (copiado de Cichorek et
al., 2013).
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Tabela S1. Classificacdo das populacdes estudadas.

Local da
Grupo n° de Familia amostrage Dieta:
populacional: Populacdes: individuos: | linguistica* m Latitude: | Longitude: | Altitude:
Inuits
Eskimo- o <2,500 | Cacadores-
Groenlandia 67.5 -37.9
EastGreenland 6 Aleut m coletores
Eskimo- o < 2,500 | Cacadores-
Groenlandia 65.3 -52
WestGreenland 4 Aleut m coletores
Soma 2 10
Mesoamericanos | Populagdes:
Northern < 2,500 | Agriculturalistas
) ) Guatemala 15 -91
Kaqgchikel 12 Amerind m
Northern ) < 2,500 | Agriculturalistas
) México 20.3 -87.8
Mayal 36 Amerind m
Northern ) < 2,500 | Agriculturalistas
] México 19.6 -89.7
Maya2 12 Amerind m
Northern ) < 2,500 | Agriculturalistas
. ) México 17 -96
Mixe 17 Amerind m
Central- ] < 2,500 | Agriculturalistas
_ México 17 -97
Mixtec 5 Amerind m
Chibchan- ) < 2,500 | Agriculturalistas
México 19 -101.5
Purepecha 1 Paezan m




Central- ] < 2,500 | Agriculturalistas
) México 23.2 -104.5
Tepehuano 25 Amerind m
Central- . < 2,500 | Agriculturalistas
) México 16.5(16) | -97.2(-97)
Zapotecl 22 Amerind m
Central- ] < 2,500 | Agriculturalistas
) México 17.4 -96.7
Zapotec? 21 Amerind m
Soma 151
Andinos Populacdes:
Bolivia & -16.5(- = 4,000 | Agriculturalistas
Andean ] -68.2(-70)
Aymara 23 Chile 22) m
Bolivia & -14.5(- 24,000 | Agriculturalistas
Andean -69(-74)
Quechua 40 Peru 14) m
] < 2,500 | Cacadores-
Andean Chile -55 -68
Yaghan 4 m coletores
Soma 67
Amazdnicos Populacdes:
Ge-Pano- ) < 2,500 | Cacadores-
) Brasil -4 -53.5
Arara 1 Carib m coletores
Chibchan- ) < 2,500 | Cacadores-
Colémbia 11 -73.8
Arhuaco 5 Paezan m coletores
Equatorial- ) < 2,500 | Cacadores-
) Colémbia 5.8 -69.5
Guahibo 6 | Tucanoan m coletores
Equatorial- | Paraguai & -23(- < 2,500 | Cacadores-
_ ) -54(-63.8)
Guarani 6 | Tucanoan Argentina 22.5) m coletores
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Equatorial- ] < 2,500 | Cagadores-
] Brasil -8.5 -64.5
Jamamadi 1| Tucanoan m coletores
Ge-Pano- ] < 2,500 | Cacadores-
] ) Brasil -24 -52.5
Kaingang 1 Carib m coletores
Equatorial- ] < 2,500 | Cacadores-
Brasil -10 -63
Karitiana 13 | Tucanoan m coletores
Chibchan- < 2,500 | Cacadores-
) Colémbia 11 -74
Kogi 4 Paezan m coletores
Chibchan- ] < 2,500 | Cagadores-
Costa Rica 10.6 -84.8
Maleku 3 Paezan m coletores
Equatorial- ) < 2,500 | Cagadores-
Guiana 4 -51.8
Palikur 3| Tucanoan m coletores
Equatorial- ] < 2,500 | Cagadores-
Brasil -4.8 -50
Parakana 1| Tucanoan m coletores
Equatorial- ) < 2,500 | Cacadores-
] Colémbia 3 -68
Piapoco 7 | Tucanoan m coletores
Equatorial- ) < 2,500 | Cacadores-
. Brasil -11 -62
Surui 24 | Tucanoan m coletores
Chibchan- ) < 2,500 | Cacadores-
) Costa Rica 9 -83.2
Teribe 3 Paezan m coletores
Equatorial- ] < 2,500 | Cagadores-
) Colémbia -3.81 -70.01
Ticuna 6 | Tucanoan m coletores
Ge-Pano- ) < 2,500 | Cagadores-
) Argentina -26.5 -59.3
Toba 4 Carib m coletores
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Chibchan- ] < 2,500 | Cagadores-
Coldmbia 5 =77
Waunana 3 Paezan m coletores
Equatorial- o < 2,500 | Cagadores-
Colémbia 11 -73
Wayuu 9 | Tucanoan m coletores
Ge-Pano- ) < 2,500 | Cacadores-
o ) Argentina -22.5 -63.8
Wichi 5 Carib m coletores
Soma 19 105

*De acordo com Greenberg
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Tabela S2. Genes envolvidos no metabolismo da vitamina D

Simbolo Nome Localizacéo Funcéo
Gendmica/ Banda
Citogenética

CYP27B1 Membro 1 da chrl2:57,762,334- A proteina codificada por este gene se
subfamilia B da 57,768,986 localiza no interior da membrana
familia 27 do (GRCh38/hg38) mitocondrial onde hidroxila a 25-
Citocromo P450 hidroxivitamina D; na posicdo 1a. Esta

12q14.1 reacao sintetiza a 1a,25-dihidroxivitamina
D3 (1,25[OH]2D3), que é a forma ativa da
vitamina D3 que se liga ao receptor de
vitamina D e regula o metabolismo do
célcio (Christakos, et al., 2016).
CUBN Cubilina chr10:16,823,964- A Cubilina € um receptor de superficie
17,130,249 para a proteina DBP no tabulo proximal
(GRCh38/hg38) do rim. Esta proteina se associa a
Megalina para internalizar o complexo

10p13 DBP-25(0OH) D;. Ela tem como fungéo
reabsorver  proteinas que  seriam
eliminadas na urina (Christakos, et al.,
2016).

CYP24A1 Membro 1 da chr20:54,153,449- Este gene codifica uma proteina
subfamilia A da 54,173,985 mitocondrial que degrada a forma ativa
familia 24 do (GRCh38/hg38) da vitamina Dsj, (1,25[0H]2D3), por
Citocromo P450 hidroxilagdo da cadeia lateral. Assim, a

20913.2 proteina regula os niveis de vitamina D,
desempenhando um papel na
homeostase do célcio e no sistema
enddcrino da vitamina D (Christakos, et
al., 2016).

CYP2R1 Membro 1 da chrll:14,877,436- A enzima codificada por este gene é

subfamilia R da 14,894,034
familia 2 do (GRCh38/hg38)
Citocromo P450 11p15.2

uma hidroxilase = microssomal que
converte a vitamina D em calcidiol, a
25(0OH)Ds. Este processo ocorre por meio
da hidroxilagdo do carbono 25 do
colecalciferol (Hossein-nezhad e Holick,

2013; Christakos, et al., 2016).
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LRP2 Proteina 2 chr2:169,127,109-
relacionada ao 169,362,685
receptor de (GRCh38/hg38)
lipoproteinas de
baixa densidade 2qg31.1

O gene LPR2 codifica a proteina
Megalina, que ¢é uma glicoproteina
receptora com multiplos ligantes. Dentre
outras funcbes, ela tem papel na
sinalizacao celular e é importante para a
reabsorcdo de varios metabolitos, tais
como esteroides, proteinas de ligacdo a

vitaminas e hormonios.

GC Proteina de chr4:71,741,693-
ligacdo a 71,805,520
vitamina D (GRCh38/hg38)

4013.3

A proteina codificada por este gene
pertence a familia de genes da albumina.
E uma proteina multifuncional que se liga
a vitamina D e seus metabdlitos

plasmaticos e o0s transporta para seus

tecidos alvo.

Os dados foram coletados dos seguintes sites: Ensemble (http://www.ensembl.org/); OMIM

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=omim); Uniprot (http://beta.uniprot.org/);

Genecards (http://www.genecards.org/index.shtml); GHR (https://ghr.nim.nih.gov/). As

indicagBes de bibliografia complementar estdo citadas entre parénteses e as referéncias

completas encontram-se no item Referéncias Bibliograficas.

Tabela S3. Genes envolvidos no controle da expresséo da vitamina D

Simbolo Nome Localizacdo
Gendmica/ Banda

Citogenética

Funcéo

RXRA Receptor chr9:134,317,098-
retinoide X 134,440,586
subtipo alfa (GRCh38/hg38)

9934.2

Os receptores retinoides X (RXRs) e os
receptores de &cido retindico (RARS) sao
receptores nucleares que medeiam o0s
efeitos bioldgicos dos retindides por meio
do envolvimento na ativacdo génica
mediada por acido retindico (metabolito
ativo da vitamina A). Esses receptores
funcionam como fatores de transcricdo
pela ligagdo, como heterodimeros ou
homodimeros, a sequencias especificas

em promotores de gens alvo. A proteina
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codificada por este gene € membro da
superfamilia de receptores de horménio
que regulam a transcricdo. Os RXRs sao
membros da familia de receptores
nucleares NR2B e se ligam a outros
receptores nucleares como 0s PPARs,
LXRs e VDRs.

VDR

Receptor de
vitamina D

chr12:47,841,537-
47,943,048
(GRCh38/hg38)

12913.11

Este gene codifica um receptor nuclear
de hormobnio para vitamina D. Ele é um
fator de transcricdo transatuante. Sua
sequéncia é semelhante a receptores de
horménios da tiredide e esterdides. Alvos
a jusante (downstream) deste receptor
nuclear de horménio estdo envolvidos
principalmente no metabolismo mineral,
embora o VDR regule uma série de
outras vias metabdlicas, como as
envolvidas na resposta imune e cancer.
MutacBes neste gene estdo associadas
ao raquitismo dependente de vitamina D
tipo 1l. O encadeamento alternativo
resulta em multiplas variantes
transcricionais, codificando diferentes
proteinas. Este fator de ftranscricdo
medeia a acdo da vitamina D,
controlando a expressdo de genes
sensiveis ao hormdnio. Os receptores de
vitamina D (VDRs) sdo membros da
familia NR1I, eles formam heterodimeros
com os membros da familia do receptor

retonoide X.

Os dados foram coletados dos seguintes sites: Ensemble (http://www.ensembl.org/); OMIM

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=omim); Uniprot (http://beta.uniprot.org/);

Genecards (http://www.genecards.org/index.shtml); GHR (https://ghr.nlm.nih.gov/). As

indicagbes de bibliografia complementar estdo citadas entre parénteses e as referéncias

completas encontram-se no item Referéncias Bibliograficas.
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Tabela S4. Genes relacionados com pigmentacéo de pele:

Simbolo Nome Localizacao Funcao
Gendmical/ Banda
Citogenética
BNC2 Basonuclina2 chr9:16,409,503- Codifica uma proteina pertencente a
16,870,843 familia de fatores de transcricdo
(GRCh38/hg38) Basonuclina, com motivos dedo de zinco
que se ligam a sequéncias de DNA. A
9p22.3-p22.2 Basonuclina 2 esta envolvida no
processamento do mRNA e pode atuar
como fator de transcricdo. Atua na
pigmentacdo através da expressdo nos
melandcitos, controlando a saturacdo da
cor de pele. Mutacdes neste gene estdo
associadas a manchas faciais (Romano, et
al., 2004; Visser et al., 2014).
DCT Dopacroma chrl3:94,436,808- Este gene codifica uma proteina que
Tautomerase 94,550,265 catalisa a conversdo do L-dopacroma em
(GRCh38/hg38) acido 5,6-dihidroxi-indol-2-carboxilico
(DHICA). Ele tem expressao restrita a pele
13g32.1 e esta envolvido na regulacdo dos niveis
de eumelanina e feomelanina.

EGFR Receptor do chr7:55,019,021- A proteina codificada por este gene é uma
fator de 55,211,628 glicoproteina transmembrana membro da
crescimento (GRCh38/hg38) superfamilia de proteinas quinase. E uma
epidérmico proteina receptora de superficie celular

7pl1.2 gque se liga ao fator de crescimento

epidérmico. Quando ligada induz a
dimerizacdo do receptor e a auto
fosforilagdo da tirosina, conduzindo a
proliferacéo celular. Este receptor atua na
regulacdo dos  queratinécitos, que
influenciam na quantidade de melandcitos
(Quillen, et al., 2012).
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HERC2 Dominios
HECT e RLD
contendo
Ubiquitina
proteina ligase
E32

chr15:28,111,037-
28,322,172
(GRCh38/hg38)

15q13.1

Este gene pertence a familia HERC que

codifica um grupo de proteinas

normalmente grandes, com multiplos
dominios estruturais. A proteina codificada
por ele tem funcdo associada a retencao
de proteinas de reparagdo cromossdmica
via ligac@o de ubiquitina. Variagbes neste
gene estdo associadas a diferengas na cor
O SNP

associado a cor neste gene encontra-se

de pele, olhos e cabelos.

em uma regido intrbnica que regula a
expressdo do OCA2 (Visser, et al., 2012).

KITLG Ligante de KIT

chr12:88,492,793-
88,580,851
(GRCh38/hg38)

12921.32

Codifica o receptor de tirosina-quinase
pelo locus KIT. Acredita-se que seja um
fator pleiotrépico que atua na migragdo
Dentre outras

celular. funcoes,

desempenha um papel essencial na
regulacdo da proliferacdo e sobrevivéncia
de muitos tipos celulares, incluindo
melandcitos, células sanguineas e células

germinativas (Guenther et al., 2014).

MC1R Receptor de
melanocortina

1

chr16:89,912,119-
89,920,977
(GRCh38/hg38)

16q24.3

Codifica um receptor acoplado a proteina
G com sete hélices transmembranares na
superficie dos melanécitos. Esta proteina
é receptora para o0s hormobnios
estimulantes de melandcitos (MSH) e ativa
a cascata de cAMP. Ela controla o tipo de
melanina produzida nos melandcitos.
Quando o receptor esta ativo desencadeia
uma cascata de reac¢des quimicas que
levam a producédo de eumelanina, quando

inativo, ocorre a producdo de feomelanina.

MFSD12 Proteina 12
contém
da

superfamilia de

que

dominio

facilitadores

chr19:3,538,261-
3,574,290
(GRCh38/hg38)

19p13.3

O MFSD12 codifica uma proteina nuclear
que provavelmente desempenha um papel
na proliferacdo da regulacédo celular. Este
gene € expresso nos rins, na pele e em 25
tecidos. Acredita-se ele

outros que
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principais

influencia a producdo e armazenamento
da melanina na pele. Andlises funcionais
indicaram que este gene pode alterar a
coloracdo de animais modelo. Um SNP
neste gene ou proximo a ele esta
fortemente associado a pigmentacdo de
pele em populagbes africanas e outra
variante se relaciona com cor de pele em
asiaticos e nativos americanos. (Crawford,
et al., 2017; Adhikari et al., 2019).

OCA2

Proteina
transmembrana
melanossomal
OCA2

chrl5:27,754,873-
28,099,358
(GRCh38/hg38)

15q13.1

A proteina de membrana codificada por
este gene pode estar envolvida no
transporte da tirosina dentro dos
melandcitos. Ela regula o pH e a
maturacdo dos melanossomos. Parece
regular o processamento pdés-traducional
da tirosinase. O splicing alternativo neste
gene resulta mdltiplas variagbes no
transcrito. Este gene estd envolvido na
determinacédo da cor de pele e acredita-se
que seja o principal determinante da cor
dos olhos. Muta¢des em tal gene podem

resultar em albinismo oculocuténeo tipo 2.

OPRM1

Receptor

opioide Mu 1

chr6:154,010,496-
154,246,867
(GRCh38/hg38)

6025.2

Este gene codifica um dos receptores de
opioides humanos, o receptor Mu (MOR).
Ele é o principal alvo para peptideos
opioides endogenos e agentes
analgésicos opioides como a beta-
endorfina e as encefalinas. O MOR
também desempenha um importante papel
na dependéncia a drogas de abuso
através da modulacdo do sistema da
dopamina. Um alelo neste gene foi
associado a diferenga na pigmentacdo de
pele entre europeus e nativos americanos.
Os receptores de opioides sdo ativos em
gueratindcitos e melandcitos e podem

influenciar a diferenciacdo dessas células
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(Quillen, et al., 2012). Também existe a
possibilidade de a influéncia do OPRM1 na
pigmentacao ser mediada pelo
comportamento de busca pelo sol (Khouja
et al., 2018).

SLC24A5

Membro 5 da chrl5:48,120,972-
familia 24 de 48,142,672
portadores de (GRCh38/hg38)
soluto

15¢21.1

Este gene é membro da familia de
permutadores de sédio/calcio dependente
de potéassio. Ele codifica uma proteina de
membrana intracelular com dois conjuntos
de multiplos segmentos
transmembranares e dois grandes loops
hidrofilicos. A proteina codificada por ele
provavelmente  estd  envolvida no
transporte de ions nos melanossomos.
Diferencas na sequéncia desse gene
estdo associadas a variacdes na cor de

pele.

SLC45A2

Membro 2 da chr5:33,944,616-
familia 45 de 33,985,144
portadores de (GRCh38/hg38)
soluto

5pl13.2

Este gene codifica uma proteina
transportadora que medeia a sintese de
melanina. Esta proteina € bastante
expressa em linhagens celulares de
melanoma. Mutacdes neste gene sédo a
causa de albinismo oculocutaneo tipo 4, e
polimorfismos nele estdo associados com

variacdes na cor de pele e cabelo.

TYR

Tirosinase chr11:89,177,452-
89,295,759
(GRCh38/hg38)

11q14.3

A enzima codificada por este gene catalisa
0s primeiros dois passos e pelo menos um
passo subsequente da conversdo da
tirosina para melanina. A enzima possuli
atividade catalitica de tirosina hidroxilase e
dopa oxidase e requer cobre para
funcionar. Polimorfismos neste gene
resultam em varia¢cfes na pigmentagéo de

pele.
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TYRP1 Proteina 1 chr9:12,685,439- Este gene codifica uma enzima
relacionada a 12,710,290 melanossomal que pertence a familia da

Tirosinase (GRCh38/hg38) tirosinase e desempenha um papel
importante na viavia de biossintese da

9p23 melanina. A enzima catalisa a oxidacéo de

moléculas especificas, influenciando o tipo

de melanina que sera sintetizada. Em

menor grau € também capaz de hidroxilar

a tirosina e produzir melanina.

Os dados foram coletados dos seguintes sites: Ensemble (http://www.ensembl.org/); OMIM
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=omim); Uniprot (http://beta.uniprot.org/);
Genecards (http://www.genecards.org/index.shtml); GHR (https://ghr.nlm.nih.gov/). As
indicagbes de bibliografia complementar estdo citadas entre parénteses e as referéncias

completas encontram-se no item Referéncias Bibliograficas.

As tabelas suplementares 5 e 6 estéo disponiveis para download no

seguinte link:

https://drive.qgoogle.com/drive/folders/ImXVPoEI68iimd16d30CnLnYzyY24qzBb

?usp=sharing
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Tabela S7: Redes identificadas usando o limiar CCC 2 0.65 com as amostras

descritas na Tabela S1 e SNPs descritos na S8 (arquivo
‘S.8_Redes_interagoes.xlsx’)
Rede Gene SNP Alelo Cromossomo
R_1 LRP2 LRP2 rs2302694 C 2
LRP2 rs2302693 A 2
LRP2 rs9789747 T 2
LRP2 rs3926693 G 2
LRP2 rs830994 G 2
R_2 OPRM1 OPRM1 rs1294092 A 6
OPRM1 rs518596 C 6
OPRM1 rs6557337 A 6
R_3_EGFR EGFR rs10488140 C 7
EGFR rs11977660 C 7
EGFR rs11773818 T 7
EGFR rs2058502 T 7
R_4_ CUBN_OCA2 CUBN rs10752062 C 10
_EGFR_TYRP1 CUBN rs3740164 C 10
OCA2 rs7171012 C 15
OCA2 rs7495174 A 15
EGFR rs2293347 G
TYRP1 rs2762462 T 9
CUBN rs780807 T 10
CUBN rs1996316 G 10
CUBN rs10795445 T 10
CUBN rs2281649 G 10
CUBN rs7916688 G 10
OCA2 rs750358 T 15
R_5 TYR TYR rs1939258 C 11
TYR rs3793975 C 11
TYR rs621313 T 11
TYR rs1432447 T 11
TYR rs11018541 G 11
R_6_VDR_CYP24A1 VDR rs2107301 C 12
CYP24Al1 rs2248359 C 20
VDR rs11574143 G 12
VDR rs4516035 T 12
CYP24Al1 rs3787557 T 20
R_7_OCA2 OCA2 rs3947367 A 15
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OCA2 rs12898424 T 15
R_8_OCA2 OCA2 rs11852452 C 15
OCA2 rs4778220 A 15
R_9_LRP2 LRP2 rs831022 T 2
LRP2 rs16856843 G 2

A tabela suplementar 8 esta disponivel para download no seguinte

link:

https://drive.qgoogle.com/drive/folders/ImXVPoEI68iimd16d30CnLnYzyY24qzBb

?usp=sharing
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