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RESUMO

Forlenza, BS. ANCESTRALIDADE GENETICA COMO PREDITOR DE
FENOTIPO NA POPULAGAO BRASILEIRA. 2023. 42p. Trabalho de Concluséo
de Curso de Farmacia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas —

Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2023.

Palavras-chave: Ancestralidade biogeografica, INDEL, identificagdo humana,
genética forense

INTRODUGAO: A utilizacdo de marcadores informativos de ancestralidade (AIMs)
possui grande relevancia para as ciéncias forenses como ferramenta auxiliar na
identificacdo humana, permitindo inferir a ancestralidade biogeografica e/ou, em
alguns casos, quando analisado em conjunto a outras caracteristicas
externamente visiveis (como cor de pele, por exemplo), para completar o perfil
fenotipico de um individuo desconhecido. Os polimorfismos de insergao/delecéo,
ou INDELs, sao marcadores genéticos frequentemente usados como AlMs,
principalmente por expressarem frequéncias alélicas distintas entre diferentes
populacbes do mundo. No entanto, em populagdes miscigenadas, como a
brasileira, utilizar apenas dados de ancestralidade para auxiliar na identificacdo
pode trazer resultados imprecisos para a investigacdo, pois nem sempre ela
reflete diretamente caracteristicas fenotipicas, como cor de pele, de cabelo e de
olhos. OBJETIVO: O presente estudo teve como objetivo avaliar a relagdo entre
dados de ancestralidade biogeografica e o fendtipo em relagdo a cor de pele
autodeclarada e inferida pelo sistema de predicédo fenotipica HirisPlex-S de uma
amostra da populagdo brasileira, para uso como marcador de predigao fenotipica
na area forense. MATERIAL E METODOS: A casuistica desse trabalho foi
constituida por 537 individuos brasileiros, de ambos os sexos, nao aparentados,
maiores de 18 anos, cujo DNA foi extraido de amostras de sangue periférico
previamente coletadas. Os polimorfismos, para analise de ancestralidade (46
INDELs) e predicdo da cor de pele (41 SNPs), foram genotipados através da
técnica PCR multiplex seguida de eletroforese capilar, e os dados de
ancestralidade foram obtidos com o auxilio do software STRUCTURE v2.2, dentro
do contexto de um projeto maior. As analises estatisticas deste projeto foram
realizadas com o software estatistico R v4.3.0. RESULTADOS: Os individuos
apresentaram majoritariamente ancestralidade biogeografica europeia nas trés
categorias de cor de pele (clara, intermediaria e escura, nomeadas anteriormente
branca, parda e preta, respectivamente). Dos 537 individuos analisados, 63,1%
se autodeclararam como brancos, 38,3% pardos e apenas 8,6% como pretos. Os
dados de cor de pele obtidos pelo sistema de predicdo HirisPlex-S apresentaram
semelhancas aos autodeclarados; no entanto, mais individuos foram classificados
com cor de pele clara e escura, e menos para intermediaria, e a ancestralidade
europeia permaneceu sendo majoritaria nas trés categorias de cor de pele. Além
disso, houve mais predigdes discordantes (57,7%) nos individuos de pele escura



do que concordantes (42,3%). As analises de alguns resultados de ancestralidade
e cor de pele a nivel individual nos mostram que muitas vezes a ancestralidade
calculada nao reflete o fenétipo do individuo em relacdo a cor de pele, fato que
levaria uma possivel investigagc&o criminal com base nos resultados observados a
busca de um individuo com aparéncia diferente do que seria esperada.
CONCLUSAO: Os resultados obtidos nos indicam que a utilizacdo da
ancestralidade biogeografica como preditor de fendtipo ndo € uma pratica
adequada em populagdes com alto grau de miscigenagao e diversidade, como a
populagao brasileira, necessitando que novas pesquisas sejam realizadas e que
técnicas sejam aprimoradas para serem aplicadas na populagédo com éxito,
trazendo assim resultados confiaveis e precisos para as investigagdes nas quais a
identificagdo humana a partir de perfis fenotipicos seja necessaria.



1. INTRODUCAO

1.1. Identificagdo humana no ambito forense

Diversas situagbes em nossa sociedade exigem a identificagdo humana, como,
por exemplo, a identificacdo de restos mortais em catastrofes naturais, guerras e
acidentes envolvendo veiculos terrestres, aéreos e aquaticos; e, principalmente, em
casos de homicidios onde ha a desfiguracéo do corpo da vitima ou para a identificacéo
de suspeitos envolvidos em crimes. Segundo diretrizes da INTERPOL (International
Criminal Police Organisation), sdo adotadas duas formas de identificacdo humana: a
primaria e a secundaria. A identificacao secundaria é realizada a partir da verificacao de
caracteristicas visuais do individuo, como a presenga de cicatrizes, tatuagens, porte
fisico, aparéncia etc., enquanto a identificagdo primaria consiste na analise de
impressoes papilares (digitais das maos e pés), exame médico-legal, odontoldgico e de
DNA em materiais biologicos, tais como sangue, saliva, dentes, ossos, sémen e outros
tecidos, coletados em cena de crime ou diretamente do corpo da vitima/suspeito. A
analise de DNA tem por objetivo a obtengdo de perfis genéticos que permitem a
individualizagao e diferenciagdo de seres humanos e que sao Unicos, exclusivos para
cada individuo (com exceg¢do dos gémeos monozigoticos) e que nao se repetem na

populagao (Corte-Real & Vieira, 2015).

1.2. Principais marcadores genéticos empregados na identificagado humana

Na genética forense, a identificagdo humana é feita com base na analise de
marcadores polimorficos presentes no DNA por apresentarem ampla variabilidade na
populagdo e, para que sejam considerados polimorfismos, os marcadores devem
possuir uma frequéncia alélica de, no minimo, 1% na populagdo estudada (Brookes,
1999; Decanine, 2016). Os polimorfismos empregados tradicionalmente pelas ciéncias
forenses sdo os Short Tandem Repeats (STRs). Em casos especificos, analises
adicionais podem ser realizadas com o uso dos polimorfismos de nucleotideo Unico

(Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs) e dos polimorfismos de insercao/delegao



(Insertion/deletion polymorphisms, INDELs) (Braganholi, 2016).

Os STRs consistem em repeticoes de curtas sequéncias de DNA,
aproximadamente 2 a 7 pares de base e, por apresentarem alta variabilidade de
repeticdo entre individuos, s&o frequentemente empregados na identificacdo forense,
pois, cada individuo pode apresentar um numero de repeticbes diferente quando
analisado um conjunto desses marcadores. Isso permite a formagdo de um perfil
individual, geralmente composto por 24 STRs, e que pode ser diferenciado a partir da
sua comparagao com um perfil de outro individuo (Butler, 2009; Corte-Real & Vieira,
2015).

A variac&o genética mais comum no genoma humano € o SNP, ocorrendo uma
vez a cada 1000 bases, tanto nas regides codificantes como n&o codificantes do
genoma (Brookes, 1999; Butler, 2011). Este polimorfismo consiste na mutacao pontual
de um nucleotideo, com alternancia entre as bases A, T, G e C, sendo, na maioria das
vezes, bialélico, e apresentando seis possiveis associagdes nucleotidicas, A/G, C/T,
A/T, C/G, T/G e A/C. Os SNPs, para serem empregados com a finalidade de diferenciar
individuos, devem ser analisados em conjunto e em maior quantidade que os
marcadores STR, uma vez que, por serem bialélicos, portam individualmente menos
informacao de carater discriminatorio (Brookes, 1999). Na genética forense, o SNP
possui amplo emprego em analises adicionais que podem auxiliar para a identificagéo
pois estdo potencialmente associados a predi¢ao de fendtipos, sendo possivel inferir a
ancestralidade e algumas caracteristicas externamente visiveis (EVCs), como por
exemplo a altura e a cor de olhos, de cabelo e de pele, a partir da analise conjunta dos
polimorfismos associados a esses aspectos (Pneuman et al., 2012).

Os INDELs sao polimorfismos de comprimento, podendo ser multialélicos ou
bialélicos, caracterizados pela insergcao ou delecdo de uma ou mais bases em uma
determinada sequéncia de DNA (Weber et al., 2002), e compdem aproximadamente 16
a 25% de todos os polimorfismos de sequéncia do genoma (Mills et al., 2006). Os
INDELs bialélicos recentemente tém ganhado espag¢o nos estudos de identificagao
humana, principalmente na genética populacional (Wei et al., 2014; Pereira et al.,
2009), por estarem amplamente distribuidos através do genoma, compondo cerca de

um terco de todos os INDELs; por apresentarem baixa taxa de mutagdo, e portanto,



maior estabilidade (quando comparados aos STRs); e também por expressarem grande
variacdo nas frequéncias alélicas entre populagbes geograficamente distintas,
fortalecendo o potencial de serem empregados como marcadores informativos de
ancestralidade (AlMs) (Mullaney, et al., 2010, Yang et al., 2005, Pereira et al., 2009).

1.3. Marcadores Informativos de Ancestralidade (AlMs)

De acordo com o National Human Genome Institute (NIH, 2023), os marcadores
informativos de ancestralidade (AIMs) sao, por definigdo, conjuntos de polimorfismos
que apresentam frequéncias diferentes entre populacbes de diferentes regides
geograficas. Os AlMs apresentam grande importancia, tanto na identificagdo humana,
permitindo inferir a ancestralidade de um individuo e a sua origem geografica, quanto
em estudos epidemiologicos, para associar predisposicbes de algumas doengas
genéticas a ancestralidade biogeografica, além de fornecer informagdes sobre a
dindmica migratéria das populagcées e de padrdes de miscigenacéo (Ambers et al.,
2020; Latham & Miller, 2019; Duraes et al., 2020; Pérez-Mayoral et al., 2019; Manta et
al., 2012).

Os marcadores mais empregados atualmente como AlMs nas ciéncias forenses
sdo os SNPs autossémicos, por serem capazes de distinguir diferentes populacdes
eficientemente e, os INDELs que tém sido empregados nos estudos de ancestralidade,
(Romanini et al., 2015). Por serem variagdes pontuais, estes tipos de marcadores sao
eficientes mesmo em amostras degradadas ou quando ha a presenca de inibidores de
PCR provenientes do ambiente da coleta do material biolégico, como por exemplo em
restos mortais (Romanini et al., 2015). Marcadores de linhagem, tais como DNA
mitocondrial (MtDNA) e do cromossomo Y, fornecem informagdes acerca da
ancestralidade maternal e paternal, respectivamente, e sdo normalmente empregados
em conjunto com os marcadores de ancestralidade autossémicos, fornecendo
informacgdes adicionais e mais detalhadas ao estudo de predicdo de ancestralidade
(Romanini et al., 2015; Phillips et al., 2021).

Com relacao a predicdo de ancestralidade, esta pratica se baseia na analise das

variagdes genéticas encontradas entre individuos de diferentes regides geograficas,



permitindo assim inferir a sua origem a partir dos AlMs, uma vez que populagdes
geograficamente distantes umas das outras possuem frequéncias alélicas diferentes
(Cheung et al., 2017; Phillips et al., 2021) em alguns marcadores genéticos. Essa
abordagem consiste na comparagdo da amostra de DNA a ser analisada com um painel
de AlMs de referéncia e este, por sua vez, deve idealmente apresentar frequéncias
alélicas distintas entre as diferentes populagdes parentais (Krimsky, 2021; Cheung et
al., 2017).

Nos ultimos anos, diversos trabalhos vém estudando o emprego de conjuntos de
AlMs compostos por diferentes tipos de polimorfismos, numeros de loci e estratégias de
genotipagem, variando desde o uso de PCR combinada a eletroforese capilar (ex.
conjuntos de INDELs) até estratégias que utilizam ensaios e equipamentos especificos
(ex. ensaios SNaPshot e TagMan) (Pereira et al., 2012). Como exemplo temos Philips e
colaboradores (2021), que estudaram um painel composto por 34 SNPs, nomeado
SNPforlD 34-plex, capaz de diferenciar a ancestralidade de Africanos, Europeus e
Asiaticos Orientais. Outro exemplo € o estudo de Pereira e colaboradores (2012), que
utilizaram um conjunto de 46 AIM de INDELs capaz de inferir eficientemente a
ancestralidade de quatro diferentes regides, Africana, Europeia, Asiatica Oriental e
Amerindia (Pereira et al., 2012). Diversos outros trabalhos utilizando INDELs como
marcadores de ancestralidade para uso forense tém sido realizados e apresentado
resultados importantes (Bastos-Rodrigues et al., 2006; Pereira et al., 2009; Ribeiro-
Rodrigues et al., 2009; Santos et al., 2010).

1.4. Ancestralidade como marcador de fenétipo

A predicao fenotipica forense tem sido considerada por alguns grupos como sendo
uma abordagem composta pela inferéncia da ancestralidade, de caracteristicas
externamente visiveis (EVCs) e da estimativa de idade cronoldgica. Estas analises
servem como auxilio nas investigagdes criminais em casos em que nao ha testemunha
presente, ou um suspeito, ou quando se faz necessario identificar a aparéncia fisica do
autor de um crime ou de uma vitima que se encontra em estado desfigurado, além de

serem empregadas quando ndo ha correspondéncia dos perfis genéticos nos bancos
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de perfis oficiais (Xavier et al., 2020).

A ancestralidade como marcador de fendtipo é€ geralmente empregada em
conjunto a outras caracteristicas externamente visiveis (EVCs), como cor de cabelo,
pele e olhos, para completar o perfil fenotipico de um individuo desconhecido. A
predicao destas EVCs €, em geral, realizada a partir da analise conjunta de SNPs
mapeados em genes envolvidos na melanogénese, uma vez que estes sdo marcadores
frequentemente associados a tragos de pigmentagao (Young et al., 2021; Pneuman et
al., 2012).

As ferramentas utilizadas atualmente para a predicéo fenotipica com finalidade
forense, para que possam ser empregadas em uma dada populagao para a obtengao
de resultados confiaveis, devem ter sido validadas anteriormente a partir de um
conjunto de marcadores genéticos adequados e indicados para a predi¢ao fenotipica e
que também permita a sua analise a partir de pouca quantidade e baixa qualidade de
DNA obtido na cena de crime. Além disso, essas ferramentas também devem ter
passado por validagao estatistica, a partir de modelagem para a obtencao da acuracia
de predicdo dos marcadores estudados na populacao alvo (Kayser, 2023).

Testes de predicdo fenotipica estdo em constante desenvolvimento e
aprimoramento pela comunidade forense; o mais utilizado, atualmente, é o sistema de
predicao HlrisPlex-S, desenvolvido para inferir simultaneamente a cor de cabelo, pele e
olhos a partir da analise de 41 SNPs, sendo empregado nas ciéncias forenses com o
proposito de auxiliar nas investigagdes criminais por meio da construgdo de um perfil
fenotipico dos suspeitos e/ou de cadaveres (Chaitanya et al.,, 2018). Podemos citar
também uma ferramenta de predicdo fenotipica, denominada Snapshot Forensic DNA
Phenotyping System, desenvolvida por uma empresa privada, a Parabon NanolLabs,
que afirma inferir de forma precisa a ancestralidade genética, cor de cabelo, olhos e
pele, a presenca ou auséncia de sardas e o formato da cabeca de individuos a partir de
amostras de DNA (Parabon NanoLabs, 2023). Estas ferramentas sdo comumente
utilizadas em outros paises com a finalidade de auxiliar no rumo das investigagdes
policiais, reduzindo o rol de suspeitos criminosos ou para inferir a aparéncia de vitimas
das quais nao seja possivel realizar a sua identificagao a olho nu.

Com relagdo a regulamentagao da pratica da predigao fenotipica com finalidade
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forense, poucos paises apresentam legislagdo especifica para aplicacdo destas
ferramentas nas investigacdes policiais, como por exemplo alguns estados dos Estados
Unidos, a Eslovaquia e a Holanda, ou em observancia de outras legislagdes existentes,
como a Poldnia, Republica Tcheca, Suécia, Hungria, Austria, Espanha e Reino Unido.
Diversos outros paises, incluindo o Brasil, ndo possuem nenhum tipo de legislagéo para
a aplicacao real destes métodos nas investigagdes criminais e, portanto, os estudos de
predicao fenotipica realizados nestes locais sdo destinados apenas para a pesquisa e
validagdo destes marcadores na populacéo de interesse (Schneider et al., 2019; Kayser
& de Knijff, 2011).

1.5. Estudos de ancestralidade na populagao brasileira

Em populagbes miscigenadas ha uma consideravel variagado dos fenoétipos entre
os individuos, decorrente das diversas ondas imigratérias que ocorreram ao longo dos
séculos, apresentando um grau forte, fraco ou inexistente de correlagdo entre cor de
pele e ancestralidade genética (Parra et al., 2004). A populagdo brasileira é um
exemplo de populagao bastante heterogénea e miscigenada.

Existem diversos estudos de marcadores de ancestralidade em individuos da
populagdo brasileira, como por exemplo o trabalho de Bastos-Rodrigues e
colaboradores (2006), utilizando 40 marcadores INDELs, que identificou cinco grupos
de marcadores populacionais principais com alto valor discriminatério a nivel global
(Bastos-Rodrigues et al., 2006). Podemos citar também o trabalho de Pena e
colaboradores (2011), que avaliou o padrdao de manifestagdo entre as ancestralidades
em quatro regides do Brasil (norte, nordeste, sul e sudeste) (Pena et al., 2011), e o
trabalho de Cardena e colaboradores (2013), que avaliou a relagdo entre etnias
autodeclaradas e ancestralidade gendmica de 492 individuos da regido sudeste
brasileira, a partir de 48 polimorfismos INDEL autossémicos (Cardena et al., 2013). No
entanto, nota-se uma necessidade de aprimorar os estudos de ancestralidade com
finalidade forense, principalmente em popula¢gées com alto grau de miscigenagédo, como
a populacao brasileira, uma vez que nesta populacdo a utilizacdo da ancestralidade

genética como marcador de fendtipo ndo € comum, diferentemente do que se é
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observado pelas comunidades forenses em populagbes com menor grau de
miscigenagao.

Tendo isso em vista, a realizacdo de estudos que avaliam a utilizagao de AIMs em
associagédo com o fendtipo em populagées miscigenadas, com a finalidade de auxiliar
em casos nos quais a identificagdo humana € necessaria, € de suma importancia para
aumentar a confiabilidade dos resultados obtidos e para verificar se esta pratica é

realmente recomendada para este tipo de populacao.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste projeto é avaliar a relagdo entre os dados de
ancestralidade biogeografica e o fendétipo em relagéo a cor de pele, de uma amostra da

populacéao brasileira, para uso como marcador de predi¢cao fenotipica na area forense.

2.2. Objetivos Especificos

Mais especificamente, este estudo pretende:
- Avaliar a relagao entre os dados de ancestralidade genética, obtidos a partir de 46
polimorfismos do tipo INDEL, com a autodeclaragao de cor de pele de uma amostra da
populacéao brasileira;
- Analisar a relacéo entre os dados de ancestralidade genética e os dados de predi¢ao
de cor de pele realizada pelo Sistema HlrisPlex-S;
- Discutir a viabilidade de usar os dados de ancestralidade genética como marcador de

predicao fenotipica na populacao brasileira.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Casuistica

A casuistica desse estudo é composta por 611 individuos da populagao
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brasileira, residentes na cidade de Sao Paulo, sadios, ndo aparentados, de ambos os
sexos e maiores de 18 anos. Estes individuos participaram do projeto FAPESP
2012/02043-6 e suas amostras biolégicas estdo armazenadas no Laboratério de Imuno-
Hematologia e Hematologia Forense (LIM40) da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, assim como os dados gerados da referida pesquisa.

Todos os voluntarios foram entrevistados por um pesquisador treinado para esta
finalidade e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pelo
Comité de Etica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo (CAEE: 00973512.7.0000.0068), para o projeto citado acima, garantindo o
sigilo e o anonimato dos dados coletados (Anexo ). Os participantes preencheram um
formulario (Anexo II) com questdes sobre aspectos sociodemograficos (sexo, idade,
renda, grau de escolaridade, local de nascimento, profissdo, estado civil), sobre tracos
de pigmentacdo autodeclarada (cor de pele, de cabelo e de olhos), informagbes do
fototipo (sensibilidade da pele a luz solar), do uso de filtro solar e do uso de
medicamentos. Quanto a cor de pele, os participantes foram classificados por
autodeclaracao seguindo as categorias utilizadas pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) para classificar a populagao brasileira, sendo elas branco, pardo,
preto, amarelo e indigena. Para a analise dos dados deste projeto foram consideradas
apenas as informagdes sociodemograficas e de tragos de pigmentagcédo de cor de pele

autodeclarada, e todos os dados ja estavam anonimizados.

3.2. Analise de ancestralidade e predicao de cor de pele

Os 46 polimorfismos do tipo INDEL estudados neste projeto (tabela 1) para
inferéncia de trés ancestralidades biogeograficas, sendo elas a europeia (EUR),
amerindia (AMER) e africana (AFR), foram previamente genotipados pela técnica PCR
multiplex seguida de eletroforese capilar, e os dados de ancestralidade foram obtidos
com o auxilio do software STRUCTURE, verséo 2.2

(http://pritch.bsd.uchicago.edu/software.html). Ressaltamos que, nos estudos de

ancestralidade biogeografica com finalidade forense, a denominagdo “amerindia” se

refere a populacéo dos indigenas nativos da América do Norte (Rauf et al., 2022).



Tabela 1. INDELs estudados neste projeto.
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MID-1470 MID-777 MID-196 MID-881
(rs2307666) (rs1610863) (rs16635) (rs1610965)
MID-3122 MID-548 MID-659 MID-2011
(rs35451359) (rs140837) (rs160893) (rs2308203)
MID-2929 MID-593 MID-798 MID-1193
(rs33974167) (rs1160852) (rs1610884) (rs2067280)
MID-1871 MID-17 MID-2538 MID-1644
(rs2308067) (rs4183) (rs3054057) (rs2307840)
MID-3854 MID-2275 MID-94 MID-3072
(rs60612424) (rs3033053) (rs16384) (rs34611875)
MID-772 MID-2313 MID-397 MID-1636
(rs1610859) (rs3045215) (rs25621) (rs2307832)
MID-51 MID-2431 MID-2264 MID-2256
(rs16343) (rs3031979) (rs34122827) (rs133052)
MID-128 MID-15 MID-2241 MID-419
(rs6490) (rs4181) (rs3030826) (rs140708)
MID-943 MID-159 MID-2005 MID-250
(rs1611026) (rs16438) (rs2308161) (rs16687)
MID-1802 MID-1607 MID-1734 MID-406
(rs2307998) (rs2307803) (rs2307930) (rs25630)
MID-1386 MID-1726 MID-3626 MID-360
(rs2307582) (rs2307922) (rs11267926) (rs25584)
MID-1603 MID-2719

(rs2307799) (rs34541393)

As amostras citadas acima foram também genotipadas para os 41 marcadores

do tipo SNP que compdem o Sistema HlrisPlex-S (https://hirisplex.erasmusmc.nl/), com

a técnica TagMan® OpenArray® Real-Time PCR System (ThermoFischer Scientific), e

as respectivas predigdes de cor de pele foram realizadas no referido sistema.
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Salientamos que, para este projeto, foram utilizados os dados de ancestralidade
e de predicdao fenotipica (a partir do Sistema HlIrisPlex-S) que foram obtidos
anteriormente, e que se encontram registrados no banco de dados do projeto original.

Ressaltamos que estes dados foram analisados de forma andnima.

3.3. Analise dos dados e analise estatistica

As associagcdes entre cor de pele autodeclarada, a predicdo da cor de pele
calculada pelo sistema HirisPlex-S e ancestralidade biogeogréafica foram avaliadas
individualmente para cada participante. Para a execugdao das analises e visualizacao

dos dados foi utilizado o software estatistico R (versao 4.3.0, https://www.r-project.org/)

com os pacotes estatisticos base, graphics, ggtern e stats (R Core Team, 2021). A
ancestralidade predominante (europeia, amerindia ou africana) para cada individuo foi
considerada quando esta apresentava valores maiores que 50% entre as trés
ancestralidades calculadas. Os individuos que apresentaram contribuicdes similares
(proximas de 50%) de duas ancestralidades nao tiveram sua ancestralidade
predominante definida, portanto foram descartados da casuistica final para posterior
analise mais detalhada em outro projeto.

A fim de verificar se ha diferenga significativa entre as frequéncias observadas e
as frequéncias que seriam esperadas na casuistica estudada nos dados para cor de
pele e ancestralidade biogeografica, empregou-se o Teste G. Neste caso, a hipotese
nula considera que as frequéncias observadas em cada variavel analisada sao iguais
as frequéncias esperadas para uma dada populagédo, enquanto a hipotese alternativa
considera que os valores séo diferentes entre os esperados e observados. Utilizou-se o
teste G em preferéncia ao Qui-Quadrado de Pearson pois as suposicbes para a
realizacdo do teste Qui-Quadrado ndo foram atendidas (frequéncias esperadas nas
células das tabelas devem ser superiores a 5). No entanto, estes dois testes sao
similares e o teste G é considerado uma alternativa ao teste Qui-Quadrado quando a
amostra estudada é pequena (Adalardo, 2008, McDonald, 2014, McHugh, 2013).
Valores de p inferiores a 5% (p < 0,05) foram considerados estatisticamente

significantes e rejeitaram a hipo6tese nula.
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4. RESULTADOS

Inicialmente, realizou-se um tratamento dos dados para remocao daqueles
faltantes, totalizando 537 individuos dos 611 da casuistica inicial com informacdes
disponiveis. Os dados de cor de pele foram renomeados para se assemelharem ao
sistema de classificacdo do HlrisPlex-S, permitindo a comparacado entre eles. Deste
modo, os dados de cor de pele branca, parda e preta foram renomeados para clara,
intermediaria e escura, respectivamente. Além disso, houve a remog¢ao dos individuos
com cor de pele amarela, uma vez que o sistema de predicdo de ancestralidade
biogeografica utilizado anteriormente nao contabiliza ancestralidade oriental. Nota-se
que nesta casuistica, ndo houve individuos que se autodeclararam indigenas. Além
disso, 20 individuos apresentaram contribuigdes similares (proximas de 50%) de duas
ancestralidades e, portanto, foram descartados das analises pois nao tiveram sua

ancestralidade predominante definida.

Tabela 2. Comparagao entre os dados de cor de pele autodeclarada e respectivas predi¢oes realizadas

pelo sistema de predicao fenotipica HlrisPlex-S.

Cor de pele Cor de pele Predigcoes Predigoes

autodeclarada (%) calculada (%) Concordantes (%) Discordantes (%)

Clara 339 (63,1%) 393 (73,2%) 303 (77,1%) 90 (22,9%)
Intermediaria 152 (28,3%) 92 (17,1%) 47 (51,1%) 45 (48,9%)
Escura 46 (8,6%) 52 (9,7%) 22 (42,3%) 30 (57,7%)

Em seguida, montou-se uma tabela (tabela 2) com os dados de cor de pele
autodeclarada e com aqueles calculados pelo sistema de predigao fenotipica HlrisPlex-
S, com a finalidade de se comparar a proporgdo de predigdes concordantes e
discordantes, realizadas pelo sistema para cada cor de pele. Observamos que a maior
proporcdo de predicdes corretas ocorreu na cor de pele clara, com 77,1% dos
resultados concordantes e apenas 22,9% discordantes, enquanto a maior proporc¢ao de

predicdes discordantes ocorre na cor de pele escura, com 57,7% das predi¢cdes obtidas
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de forma discordante e 42,3% de forma concordante. Além disso, é possivel observar a
distribuigdo dos individuos segundo a cor de pele autodeclarada e calculada, sendo
63,1% individuos de pele clara, 28,3% de pele intermediaria e 8,6% de pele escura
autodeclarados, e 73,2%, 17,1% e 9,7% calculados pelo HIrisPlex-S, respectivamente.
Para cada categoria de cor de pele autodeclarada, foi calculada a contribuicéo
de cada ancestralidade (tabela 3). Nota-se que para os individuos de cor de pele clara
e intermediaria, a média da ancestralidade europeias é relativamente maior, 0,865 (
0,163) e 0,756 (+ 0,194), do que para a cor de pele escura, 0,491 (x 0,284),
respectivamente. Além disso, na cor de pele escura, a ancestralidade africana
apresenta uma média de 0,417 (£ 0,280), valor préximo ao da ancestralidade europeia.
Para uma melhor visualizagdo da contribuicdo de cada ancestralidade para cada
individuo, montou-se um grafico triangular (figura 1), no qual cada individuo esta
representado por um ponto colorido de acordo com a sua cor de pele autodeclarada e
que a porcentagem da contribuicdo de cada ancestralidade esta representada por
valores que variam entre 0 (nenhuma contribui¢do) a 100 (100% de contribuicdo) em

cada eixo do gréfico.

Tabela 3. Calculos da média e desvio padrao para as ancestralidades de acordo com a

cor de pele autodeclarada.

Média da ancestralidade biogeografica e desvio padrao

Cor de pele
autodeclarada

Europeia Amerindia Africana
Clara 0,865+ 0,163 0,065 + 0,093 0,070 £ 0,116
Intermediaria 0,756 + 0,194 0,089 + 0,118 0,115+ 0,156

Escura 0,491 £ 0,284 0,092 + 0,105 0,417 £ 0,280
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Figura 1. Grafico triangular das proporgdes das ancestralidades para cada individuo, de acordo com a
sua cor de pele autodeclarada. Em laranja = cor de pele clara; em verde = cor de pele intermediaria; em

azul = cor de pele escura

EUROPEIA

8

Z %

AFRICANA % : AMERINDIA

o2
o

AFRICANA

PELE AUTODECLARADA CLARA = INTERMEDIARIA ESCURA

Fonte: Autoria prépria.

Em seguida, compilaram-se os dados de cor de pele autodeclarada e de
ancestralidade biogeografica na tabela 4. A partir dela, nota-se que, para todas as trés
categorias de cores de pele, a ancestralidade europeia foi a mais predominante (98,8%
nos individuos de cor de pele clara, 93,4% nos intermediarios e 63% nos escuros). Para
uma melhor visualizagdo dos dados, montou-se um grafico em barras que ilustra a
dispersao dos individuos de acordo com a sua ancestralidade calculada nas trés cores
de pele autodeclaradas (figura 2). O valor de p obtido no teste G é de 2,7x10-'5, ou seja,

apresenta alta significancia estatistica.
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Tabela 4. Comparacgéo entre os dados de cor de pele autodeclarada e ancestralidade.

Ancestralidade calculada

Cor de pele

autodeclarada Europeia Amerindia Africana N Valor de p?
Clara 335 (98,8%) 3(0,9%) 1(0,3%) 339

Intermediaria 142 (93,4%) 4 (2,6%) 6 (3,9%) 152 2,7x1071°
Escura 29 (63%) 0(0) 17 (37%) 46

Total 506 7 24 537

a—resultado obtido no teste G

Figura 2. Grafico em barras para a quantidade de individuos presentes em cada categoria de cor de pele
autodeclarada e ancestralidade calculada. Em laranja = ancestralidade europeia; em verde =

ancestralidade amerindia; em azul = ancestralidade africana
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Cor de pele autodeclarada

Fonte: Autoria propria.
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Quanto aos dados para cor de pele calculada pelo sistema de predicéo
fenotipica HlrisPlex-S e de ancestralidade biogeografica, estes se encontram
compilados na tabela 5 e podem ser visualizados no grafico de barras abaixo (figura 3).
E possivel observar que, assim como na tabela 4, a ancestralidade europeia é o
componente majoritario nas trés categorias de cores de pele (98,7% nos individuos de
cor de pele clara, 89,1% nos intermediarios e 69,2% nos escuros), e que o valor de p
obtido no teste G é de 7,3x10'?, sendo considerado, portanto, estatisticamente

significante.

Tabela 5. Comparacao dos resultados de cor de pele calculada pelo sistema de predigao

fenotipica HlrisPlex-S e de ancestralidade genética.

Ancestralidade calculada

Cor de pele

calculada Europeia Amerindia Africana N ::Ior de
Clara 388 (98,7%) 2 (0,5%) 3 (0,8%) 393

Intermediaria 82 (89,1%) 3(3,3%) 7 (7,6%) 92 7,3x10712
Escura 36 (69,2%) 2 (3,8%) 14 (26,9%) 52

Total 506 7 24 537

b — resultado obtido no teste G



21

Figura 3. Grafico em barras para a quantidade de individuos presentes em cada categoria de cor de pele
calculada pelo sistema de predigéo fenotipica HirisPlex-S e ancestralidade calculada. Em laranja =

ancestralidade europeia; em verde = ancestralidade amerindia; em azul = ancestralidade africana
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Cor de pele calculada pelo sistema de predicdo fenotipica HirisPlex-S
Fonte: Autoria propria.

5. DISCUSSAO

Observamos, a partir dos resultados acima, que os individuos da nossa amostra
de cor de pele clara, intermediaria e escura apresentam contribuicdo majoritaria da
ancestralidade europeia (tabela 3). Podemos verificar isso de forma individual no grafico
triangular apresentado (figura 1) que, de fato, ha uma maior concentracao de individuos
com maior proporgao de ancestralidade europeia para as trés categorias de cores de
pele, e que apenas alguns outros apresentam maior contribuicdo da ancestralidade
amerindia ou africana. Podemos relacionar essa grande diferengca encontrada entre as

ancestralidades com a histéria da composicdo da populacdo brasileira, que é
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influenciada geneticamente pelos europeus desde 1500, com a colonizacdo pelos
Portugueses, até a imigracao pelos povos europeus, principalmente italianos, nas
regides sul e sudeste do pais, nos séculos 19 e 20 (Pena et al., 2011).

Um estudo realizado por Pena e colaboradores em 2011, com a finalidade de
estimar as ancestralidades genémicas de 934 individuos brasileiros das quatro regides
brasileiras (norte, nordeste, sudeste e sul) também encontrou que a ancestralidade
europeia se apresentou como predominante em sua amostra, variando de 60,6% na
regido nordeste a 77,7% na regido sul. A maior proporcdo observada para
ancestralidade europeia na regido sul decorre da vinda dos seis milhdes de europeus
para o Brasil, fenbmeno denominado de “embranquecimento” da populagdo brasileira
(Pena et al., 2011). Por este motivo, observa-se também uma maior porcentagem de
individuos que se autodeclaram como brancos nas regides sul e sudeste, variando de
72,8% a 50,1%, respectivamente (IBGE, 2022).

Com relagao aos dados de cor de pele autodeclarada na casuistica deste projeto,
observamos que, dos 537 individuos estudados, 63,1% se autodeclararam como
brancos (cor de pele clara), 28,3% como pardos (cor de pele intermediaria) e apenas
8,6% como pretos (cor de pele escura). Além disso, a frequéncia de distribuicdo dos
dados nesta casuistica indicou valores estatisticamente significantes (p < 5%) para o
Teste G.

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a regido sudeste
€ caracterizada por 50,1% de individuos autodeclarados como brancos, 37,3% como
pardos e 11,2% como pretos e comparando esses dados com os obtidos neste projeto,
nota-se que os dados de cor de pele autodeclarada dos 537 individuos se assemelham
com os do IBGE (63,1%, 28,3% e 8,6% respectivamente), apresentando uma variagéo
de apenas 10% nos dados. Desta forma, podemos inferir que a populagdo da nossa
amostra se assemelha com a da populagao real. No entanto, € importante ressaltar que
0s nossos dados representam apenas uma pequena parcela da populagao brasileira
residente no sudeste do pais e, para que seja possivel discutir o emprego dos dados de
ancestralidade biogeografica como predi¢ao fenotipica, devemos comparar os dados da
nossa amostra com dados que sejam representativos da populagdo do pais, como por

exemplo os do Censo de 2022 (IBGE, 2022). O Brasil apresenta, atualmente, 203



23

milhdes de habitantes distribuidos nas cinco regides brasileiras. Cada uma das regides
apresenta uma distribuicdo diferente entre populagado branca, parda e preta. A regiao
norte, por exemplo, possui 19,7% de individuos autodeclarados brancos, 8,3% pretos e
70,1% pardos, enquanto a regido sul apresenta o inverso, 72,8% de individuos brancos,
5,4% pretos e 20,9% pardos (IBGE, 2022), ou seja, proporgdes totalmente distintas das
observadas para a regiao sudeste.

Além disso, a existéncia do racismo estrutural em nossa sociedade também faz
com que individuos pretos e/ou pardos que apresentem cor de pele mais clara se
autodeclarem como brancos (Cardena et al, 2013). Podemos citar também a
percepgao dos individuos quanto a sua cor de pele nas diferentes regides do pais.
Osorio (2003) discute um caso hipotético no qual dois gémeos apresentam proporg¢oes
idénticas de ancestralidade e fenodtipo cuja cor de pele beira o branco e o pardo. Caso
um gémeo fosse criado na regidao Nordeste do pais e outro no Sudeste, o primeiro seria
retratado pela populacao local como branco e o segundo, como pardo (Osério, 2003).

Quanto aos dados de cor de pele obtidos a partir do sistema HlrisPlex-S, estes
séo estatisticamente significantes (p <5% no teste G) na casuistica estudada, além de
se assemelharem com os dados de cor de pele autodeclarada. No entanto, houve mais
individuos classificados com cor de pele clara (n = 393) e escura (n = 52) e menos para
intermediaria (n = 92). Além disso, a ancestralidade europeia permaneceu sendo
majoritaria nas trés categorias de cor de pele. Quanto as porcentagens das predi¢des
concordantes e discordantes, houve mais predigdes discordantes nos individuos de cor
de pele escura (57,7%) do que concordantes (42,3%), enquanto as proporgdes foram
similares para a cor de pele intermediaria (51,1% concordantes e 48,9% discordantes) e
maiores para a cor de pele clara, com 77,1% de predicbes concordantes. Estas
discrepancias nos resultados observados nos indicam que o emprego deste sistema de
predicao fenotipica para inferir tragos de pigmentacao deve ser utilizado com cautela
em amostras latino-americanas, uma vez que as amostras utilizadas para criar e validar
esta ferramenta ndo sao representativas de diversidade, pois s&o majoritariamente de
ancestralidade europeia (Chaitanya et al, 2018).

Tendo em vista que os individuos da casuistica deste projeto apresentaram

majoritariamente ancestralidade biogeografica europeia nas trés categorias de cor de
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pele e do histérico do pais ser fortemente marcado por um extenso periodo de
colonizagdo portuguesa, escraviddao e, posteriormente, da vinda de milhdes de
europeus, a utilizagdo da ancestralidade biogeografica como marcador de fendtipo néo
fornecera resultados precisos, uma vez que ela ndo necessariamente resultara na
aparéncia fisica esperada (por exemplo, individuos com ancestralidade europeia terem
pele, cabelos e olhos claros), fato este demonstrado também por outros estudos de
ancestralidade na populagao brasileira (Pena et al., 2011, Cardena et al., 2013, Parra et
al., 2004, Leite et al., 2011, Lins et al., 2010, Lins et al., 2011).

Para reforgar isso, podemos olhar individualmente para alguns dos resultados
obtidos neste projeto. Pela tabela 4 podemos verificar a presenga de um unico individuo
que apresenta cor de pele clara, mas que foi classificado com ancestralidade africana.
Analisando os dados deste individuo, temos que ele apresentou 93% de ancestralidade
africana, 4% europeia e 3% amerindia, além do sistema de predicao HlrisPlex-S
também ter inferido sua cor de pele como clara. Outro exemplo € um outro individuo
que se autodeclarou com cor de pele escura (também inferida como cor de pele escura
pelo sistema HIrisPlex-S), mas que apresentou 94% de ancestralidade europeia, 3%
africana e 3% amerindia. Estes individuos sao representacdes reais de uma amostra
representativa da populacao brasileira, e que, se fosse utilizada a ancestralidade como
preditor de seus respectivos fenotipos em uma investigagao criminal real, os resultados
observados levariam a busca de um individuo de aparéncia diferente daquela que seria
esperada. Kayser e colaboradores (2023) reforcam que a ancestralidade biogeografica
com finalidade de predicao fenotipica deve ser utilizada com cautela e apenas em
casos nos quais os individuos e seus ancestrais sao oriundos de regides que nao sao
caracterizadas por populagdes altamente miscigenadas, e que, nestes casos, a analise
da ancestralidade pode de fato refletir na sua aparéncia fisica (Kayser et al., 2013).

Frente a estas questdes, nota-se a necessidade de desenvolver, validar e
aprimorar técnicas e estudos sobre a utilizagdo da ancestralidade como preditor de
fendtipo, especificas para a populagcdo na qual se deseja aplicar os testes,
principalmente naquelas com alto grau de miscigenagdo, como a populagao brasileira.
Devemos também avaliar a utilizagdo conjunta aos marcadores de ancestralidade

autossbmica, os marcadores de linhagem, como o DNA mitocondrial e do cromossomo
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Y, para a obtencao de ancestralidade maternal ou paternal, respectivamente, avaliando
se a sua utilizagao conjunta fornece um perfil de ancestralidade que pode ser utilizado

como preditor de fenétipo na populagao brasileira.

6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nos indicam que a utilizacdo da ancestralidade
biogeografica como preditor de fendtipo ndo € uma pratica adequada em populagdes
com alto grau de miscigenagdo e diversidade, como a populagcdo brasileira,
necessitando que novas pesquisas sejam realizadas e que técnicas sejam aprimoradas
para serem aplicadas na populagdo com éxito. Esses avangos proporcionarao
resultados mais confiaveis e precisos para as investigagdes nas quais a investigagao
para a realizacdo de identificacdo humana, a partir de perfis fenotipicos, seja

necessaria futuramente.
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8.2. Anexo Il

Predigao de fendtipos complexos, como cor de pele, de olhos e de cabelo, a
partir de andlises genotipicas.

1D:
Data da Entrevista:
IDENTIFICACAO
MNome:
Endereco:
Telefone :

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

2. |dade (em anos completos):

3. Data de Nascimento:

4. Local de Mascimento (Cidade/Estado):

5. Local de Mascimento dos seus Pais:
Mie (Cidade/Estada/Pais):

Pai (Cidade/Estado/Fais).

6. Local de Mascimento dos seus Avas Matemos:
Avd (Cidade/Estado/Pais):

Avd (Cidade/Estado/Pais):
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7. Local de Mascimento dos seus Avos Paternos:
Avo (Cidade/Estado/Pais):

Avd (Cidade/Estado/Pais):

8. Escolandade: (1) Nenhuma
{2) Ensino Fundamental 1 (Primario) ( ) Completo ( ) Incompleto
{3) Ensino Fundamental 2 (Ginasio) ( ) Completo ( ) Incompleto
(4} Ensino Médio (Colegial) ( )Completo { )
Incompleto
(5) Ensino Superor { )Completo { )
Incompleto
(6) Pés-Graduacdo
9. Profissio:

10. Renda: ( )até R$ 610,00 ( )de R$ 610,00 a RS 1.830,00
( )de RS 1.830,00 a RS 3.050,00 ( )acima
RS 3.050,00

HABITOS DE VIDA
11.0Sr(a)fuma? | )Sim ( )Nio
Cluanto (cigamos/dia)?

Ha quanto tempo (anos)?

12. 0 5r.(a) ingere bebida alcodhca? [ )Sim (| )Nio
CQuanto?

Com que frequéncia?



13. O Sr.(a) tem algum tipo de doenga crénica? { ) Sim ( ) MN3o
Qual?

14. Toma algum medicamento de uso continuo | ) Sim | ) Nio
Qual?

CARACTERISTICAS FENOTIPICAS

15. Como o Sr.{a) definina sua cor de pele? { JBranco ( )Pardo ( JMNegro | )
Amarelo

16. Medicdo da cor de pele pelo espectrofotometro

17. Em relac3o 3 sensibilidade da sua pele quando exposta ao sol, sem protec3o, durante 1
dia, o Sr.(a) podena me dizer que:

(1) Sempre queima, nunca bronzeia

(2) Sempre queima e depois bronzeia levemente e com dificuldade

{3) Queima moderadamente e bronzeia gradual e uniformemente

{4) Queima pouco, bronzeia bastante

{5) Raramente queima, bronzeia intensamente

{6) Munca gueima, bronzeia intensamente

18. O Sr(a) esta ulilizando diariamente algum tipo de:
Protetor solar? { )Sim () N3o
Qual?

Fator de Protecao:

- Bronzeador? ( )Sim ( )Nao
CQual?
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19. Quando o Sr.(a) era cnanca (dos 5 acs 15 anos) apresentava sardas no seu rosto? | )
Sim (| )MNio
Se 5IM, o Sr.(a) podena dizer que tinha sardas:

{1) Grande quantidade, que era notada pela maioria das pessoas que conhecia

{2) Em gquantidade moderada, ndo muito diferente das outras pessoas

{3) Em pouquissima quantidade

20. Coma o Sr.{a) definina sua cor de olho de acordo com a grade anexa?

21. Como o Sr.{a) definina a cor natural do seu cabelo aos 15 anos?
(1) Loiro claro
{2) Loiro escuro
{3) Ruivo
{4) Castanheo avermelhado
(5) Castanho claro
{6) Castanho medio
(7) Castanho escuro
(8) Preto

22, Como o Sr.{a) definina a cor natural do seu cabelo aos 15 anos de acordo com a grade

anexa?

8.3. Anexo lll

Documento assinado digitalmente Documento assinado digitalmente

ub BETTINA STINGELIN FORLENZA b CINTIA FRIDMAN RAVE
g Data: 06/12/2023 18:02:06-0300 g “ Data: 07/12/2023 14:16:10-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br Verifique em https://validar.iti.gov.br

Data e assinatura do aluno Data e assinatura do orientador
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