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RESUMO: Dentre os genes conhecidos por infl uenciarem a variação normal de pigmentação de olhos, pele e 
cabelos em humanos, o gene MC1R (receptor de melanocortina 1) é o mais bem caracterizado até o momento. 
A atuação do MC1R ocorre pela produção de uma proteína transmembrana nos melanócitos, responsável pela 
regulação da produção de melanina nos mesmos. Sabe-se que a atuação do MC1R determina a proporção 
entre eumelanina (coloração castanha/preta) e feomelanina (amarela/vermelha) presente nos melanócitos. 
O presente trabalho tem como objetivo analisar os SNPs conhecidos do gene MC1R com o propósito de 
se avaliar a infl uência da diversidade deste gene em características como a presença de sardas e variação 
da pigmentação dos olhos, pele e cabelos em humanos. Foram analisados 29 SNPs conhecidos da região 
codifi cadora do gene MC1R em 296 indivíduos da região de Ribeirão Preto, SP. A extração do DNA foi feita pela 
técnica de salting-out. A região codifi cadora do gene MC1R (951pb) foi amplifi cada em uma única reação de 
PCR, a qual foi sequenciada em um analisador genético ABI-PRISM 310 por eletroforese capilar, utilizando-se 
os mesmos primers empregados para a amplifi cação. Dos 29 SNPs avaliados, 22 deles mostraram variação nas 
amostras estudadas, sendo que metade deles demonstrou estar associados a características de pigmentação. 
Observou-se um conjunto de SNPs associados claramente à fenótipos relacionados à feomelanina (+1645 A, 
+1831 T,+1858 T e +2260 C), enquanto outros se relacionam à ocorrência de eumelanina (+1558 G, +2322 G, 
+2346 A). O presente trabalho apresenta associações signifi cativas entre SNPs individuais e pigmentação de 
olhos, cabelos e pele, sendo que nosso dados confi rmam que tal gene também desempenha papel relevante 
na variação de pigmentação na população Brasileira.
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INTRODUÇÃO

Avanços recentes na genética humana 
parecem ter identifi cado marcadores 
potencialmente úteis associados 

à caracteres externamente visíveis. Em casos 
nos quais os bancos de perfi s genéticos não 
são completos o sufi ciente, a predição desses 
caracteres poderia ser de grande ajuda nas 
investigações e rastreamento de suspeitos 
no futuro1,2. A associação entre marcadores 
genéticos e características morfológicas tem 
sido intensamente estudada na tentativa de 
se obter informações sobre  feições físicas a 
partir de material genético extraído de amostras 
biológicas como manchas de sangue, pelos e 
outros fragmentos. Alguns estudos já revelaram 
polimorfi smos associados à cor da pele, olhos e 
cabelo3-6; espessura do fi o de cabelo, formato da 
face e estatura7-10.

As variações na cor da pele, olhos e 
cabelo são principalmente devidas ao conteúdo e 
distribuição da melanina nas células especializadas 
chamadas melanócitos. Muitos genes estão 
envolvidos no processo de melanogênese (TYR, 
ASIP, HERC2, SLC24A5, SLC45A2, MC1R, 
UGT1A, BNC2, etc), agindo em vários processo 
celulares, como controle de pH, transporte 
transmembrana, vias de sinalização e indução/
repressão da transcrição11,12.

Entre todos os genes conhecidos que 
infl uenciam a variação da pigmentação, o gene 
do receptor 1 da melanocortina (MC1R – MIM 
155555) é o mais bem caracterizado até agora13 
Esse gene codifi ca uma proteína  transmembrana 
de sete passos nos melanócitos, responsável pela 
produção de melanina, regulando a proporção 
de feomelanina (cor marrom/preta) e eumelanina 
(amarela/vermelha). O MC1R, que pertence a 
família dos receptores associados à proteína G 
(GPCRs), é ativado pelo hormônio melanócito-
estimulante (�-MSH). Quando ativado, ele aciona 
a proteína G, que faz com que a adenilato ciclase 
sintetize cAMP, aumentando seus níveis. Os 
níveis aumentados de cAMP alteram a transcrição 
de uma vasta gama de genes, incluindo o da 
tirosinase (TYR), levando à síntese de eumelanina. 
No entanto, uma redução parcial ou ausência 
dessa sinalização desencadeia a produção de 
feomelanina14.

Diversos alelos do MC1R já foram 
associados aos cabelos ruivos, pele clara e 
sardas em europeus15,16. Esses fenótipos estão 

relacionados principalmente à queda na atividade 
do MC1R devido à fatores como redução da 
expressão na superfície do melanócito, do 
acoplamento da proteína G e da capacidade de 
ligação ao hormônio17-19. Vários estudos também 
já mostraram associações de variantes do MC1R 
com susceptibilidade ao melanoma20,21. 

A confi rmação desses resultados obtidos 
nos trabalhos realizados em outras populações 
geneticamente mais homogêneas, como a europeia 
pode ser de extrema importância. Considerando-
se a grande variabilidade fenotípica e genética 
da população brasileira, com padrões alélicos 
distintos, nota-se a importância da realização 
de estudos genéticos em uma população 
tão miscigenada. A partir das confi rmações 
desses estudos, uma melhor compreensão das 
associações já encontradas poderia ser obtida. 

OBJETIVOS 

Avaliar a diversidade genética revelada 
pelo sequenciamento completo da região 
codifi cadora do gene MC1R em uma amostra 
da população brasileira, estratifi cada de acordo 
com a pigmentação da pele, cabelos e olhos e 
presença de sardas, identifi cando um conjunto de 
polimorfi smos do gene MC1R que contribuam para 
a determinação desses caracteres externamente 
visíveis na população brasileira. 

MATERIAL E MÉTODOS

Foram coletadas amostras de sangue de 
um total de 296 voluntários não aparentados dos 
sexos masculino e feminino dos diferentes grupos 
étnicos que compõe a população brasileira, com 
idade variando de 18 a 40 anos, recrutados, em 
sua grande maioria, no Hemocentro de Ribeirão 
Preto (HCFMRP-USP), tendo todos assinado um 
termo de consentimento (Processo CEP-FFCLRP 
433/2008). Estes indivíduos foram classifi cados 
através de um questionário em grupos de acordo 
com a cor dos olhos (azul, verde, mel, castanho 
claro e castanho escuro), cabelos (ruivos, loiros, 
castanhos e pretos) e pele (de I a VI) segundo 
o sistema proposto por Fitzpatrick22, utilizado 
em outros estudos que abordam a pigmentação 
humana23. Além disso, foi avaliada a presença ou 
ausência de sardas.

 O DNA das amostras de sangue foi então 
extraído através de salting-out (24) e a região codi-
fi cadora do MC1R (951 pb) foi amplifi cada em um 
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único fragmento de PCR, posteriormente sequen-
ciado em um analisador genético ABI PRISM-310. 
A região codifi cante completa do MC1R foi amplifi -
cada utilizando-se os primers já descritos por Bra-
nicki25. Os produtos amplifi cados (1124pb) foram 
visualizados por eletroforese em gel de agarose 
de 0,8% corado por brometo de etídio. As reações 
de sequenciamento foram feitas usando o kit ABI 
PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Re-
ady Reaction Kit® (Amersham Pharmacia Biote-
ch, EUA) usando os mesmos primers utilizados 
na etapa de PCR. Os produtos das reações foram 
sequenciados diretamente num analisador genéti-
co ABI-310 (Applied Biosystems, Foster City, CA, 
USA). 

A leitura e alinhamento das sequências 
foram feitos pelo programa Lasergene SeqMan 
7.0® (DNASTAR, Inc., EUA) com ênfase em 29 
loci polimórfi cos previamente descritos. Esses loci 
foram selecionados por serem reconhecidamente 
polimórfi cos e por terem sido empregados em 
diversos estudos sobre a genética da pigmentação 
humana envolvendo o gene MC1R, sendo muitos 
deles já associados a características fenotípicas 
em populações europeias26-28.

Foram realizados cálculos de frequências 
alélicas e heterozigose, equilíbrio de Hardy-
Weinberg e associações dos fenótipos aos 
genótipos aos níveis alélico e genotípico através 
do Teste exato de Fisher e cálculo dos valores de 
Odds Ratio (OR) com intervalo de confi ança de 
95% empregando-se o programa GraphPad Instat 
3.0629.  

DISCUSSÃO 

Frequencias alélicas e heterozigose 

Do total de 29 loci selecionados, observou-
se que 7 deles não apresentaram qualquer 
variação nas amostras analisadas, possuindo 
apenas um alelo. Vinte e um dos 22 SNPs 
restantes se mostraram bialélicos, enquanto que 
um único SNP (+1690), previamente descrito 
como bialélico, apresentou em nossas análises 
um terceiro alelo desconhecido até então (alelo 
T). Essa mutação encontrada gera a alteração do 
aminoácido Glicina para o aminoácido Cisteína na 
posição 310 da cadeia protéica. Em contrapartida, 
um locus previamente descrito como trialélico 
(+1831) apresentou apenas dois alelos em nossas 
amostras.

Considerando o critério de defi nição de 
1% para loci polimórfi cos, observamos que 13 
deles não podem ser considerados polimórfi cos 
na população brasileira. Do total dos 9 loci 
polimórfi cos, 3 desses poderiam ser considerados 
como alelos de variação comum (freqüência 
maior que 5% no alelo menos frequente). No 
entanto, quando comparamos nosso dados à 
outras frequências globais30 percebemos que 
não é inesperado o fato de que vários destes loci 
tenham se apresentado monomórfi cos (+1513, 
+1580, +1627, +1632, +1664, +1698, +1739, 
+1805, +1844, +1884, +1966), uma vez que todos 
esses marcadores possuem uma frequência 
extremamente baixa em todas as outras amostras 
populacionais analisadas (Africanas, Asiáticas, 
Europeias e Norte-americanas).

Desconsiderando-se os marcadores que 
não apresentaram variação, o menor valor de 
heterozigose observado (HO) foi de zero no locus 
+1846, enquanto o maior valor foi de 0,2376 no 
locus +2322. Já a heterozigose esperada (HS) 
variou de 0,0035 nos loci  +1580, +1627, +1645 e 
+1664 até 0,2416 no SNP +2322.

Equilibrio de Hardy-Weinberg

As análises do equilíbrio de Hardy-Wein-
berg mostraram que quatro das 22 análises reali-
zadas com a amostra total apresentaram desvios 
(loci +1558, +1846, +1868 e +1966), todos devido 
ao défi cit de heterozigotos nas amostras analisa-
das. Em nossas amostras, muito provavelmente, 
um dos fatores de desvio atuantes seja a presença 
de mistura étnica. Sabe-se da alta miscigenação 
da população de Ribeirão Preto, já tendo sido ca-
racterizada para marcadores de ancestralidade, 
com proporções europeia, africana e ameríndia de 
59%, 34% e 7% em média, respectivamente31,32. 
Este fator, associado à ocorrência de casamentos 
preferenciais no que se refere à ancestralidade e 
pigmentação da pele, pode resultar em estratifi -
cação populacional, caracterizando defi ciência de 
heterozigotos na amostra total (efeito Wallund). 

Foram avaliadas as associações entre fe-
nótipos e genótipos, representadas pelos respec-
tivos valores obtidos de signifi cância (p) pelo tes-
te exato de Fisher e seus valores de Odds Ratio 
(OR). A Tabela 1 possui as categorias fenotípicas 
utilizadas nas análises, separadas por locus a fi m 
de se avaliar a presença da associação. 
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TABELA 1.  Valores de Odds Ratio para as associações alélicas entre SNPs do MC1R e características fenotípicas. 
Cores representam o valor de p: 0,05 ≤ p ≤0,10 (cinza claro); p ≤0,05 (cinza); p ≤ 0,01 (preto)

Associações encontradas

O segundo loop intracelular do MC1R foi 
apontado como sendo uma região altamente 
conservada entre os vertebrados, bem como entre os 
subtipos humanos de receptores de melanocortina 
(MC2R, MC3R, MC4R e MC5R)18. Esse domínio dos 
GPCRs  foi demonstrado como sendo um dos mais 
importantes no funcionamento desses receptores, 
por ser justamente o sítio de acoplamento e ativação 
das proteínas G e, consequentemente, na produção 
de cAMP33. Podemos observar que a maior parte das 
associações de SNPs (+1831, +1846, +1858, +1868) 
encontradas no presente estudo relacionam-se com 
aqueles aminoácidos situados justamente nesse 
segundo loop intracelular (Figura 1). Não seria de se 
esperar que houvesse tantas mutações num trecho 
tão conservado evolutivamente e tão essencial na 
função do receptor. No entanto, o fato de, ao longo 
da evolução,  o homem ter perdido os pelos que o 
protegiam da radiação solar pode ser a explicação 
para tais mutações nesse trecho. A partir do momento 

que as migrações para fora da África começaram, 
para regiões de menor incidência solar, pode-se 
considerar que houve um relaxamento da pressão 
seletiva sobre o MC1R, permitindo o surgimento e 
manutenção de mutações que gerassem novos 
receptores com função reduzida, inviáveis até então 
numa região tão sujeita a radiação UV como a África. 
Esses receptores menos efi cientes, por outro lado, 
possivelmente foram selecionados positivamente 
em regiões de baixa latitude por gerarem fenótipos 
mais claros, úteis na fi xação da vitamina D, pela 
absorção através da pele da pouca quantidade de 
luz disponível28,34.

Estudos também mostraram que algumas 
variantes do MC1R podem apresentar padrões 
anômalos do transporte intracelular através do 
retículo endoplasmático (RE), resultando numa 
localização celular alterada do receptor18,19,35,36. 
Enquanto o esperado seria que o receptor 
selvagem fosse encontrado na superfície celular 
dos melanócitos, estes estudos mostram que 
algumas variantes do MC1R (Val60Leu, Arg151Cys 
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e Arg160Trp) podem ter seu número de receptores 
reduzido na superfície, devido à retenção no interior 
da célula parcial ou totalmente, geralmente no RE; 

enquanto outras mutações (Asp294His) podem 
até ter uma densidade de superfície maior que o 
selvagem36. 

Figura 1. Representação do MC1R mostrando as substituições de aminoácidos associadas aos fenótipos (em preto) 
e os loops intracelulares (IL)

A associação vista no SNP +1558 de olhos 
azuis e pele negra em um mesmo alelo pode ser 
aparentemente contraditória, no entanto, sabe-se 
que o MC1R não é o único gene que controla as 
vias da melanogênese. Além disso, sabe-se que 
algumas mutações do MC1R podem afetar de 
maneiras diversas a proporção feo/eumelanina nos 
diferentes tecidos, com a ocorrência de indivíduos 
de pele escura e cabelos claros e vice-versa37.

CONCLUSÕES 

Este foi o primeiro estudo de associação 
de fenótipos de pigmentação em uma população 
tão miscigenada quanto a brasileira envolvendo 
o MC1R. O presente estudo mostra a relevância 

da região codifi cadora do MC1R e consistência 
com diversos estudos funcionais. Observa-se 
um conjunto de SNPs associados claramente à 
fenótipos relacionados à feomelanina, enquanto 
outros se relacionam à ocorrência de eumelanina. 
Nosso estudo permitiu a constatação dessas 
associações a níveis alélico e genotípico tanto com 
SNPs sinônimos quanto não-sinônimos.

Atualmente não se tem muito conhecimento 
a respeito da possível infl uência das  regiões 
promotora e 3’UTR na atuação do MC1R. Seria de 
grande interesse a genotipagem dessas regiões a 
fi m de se avaliar sua infl uência na pigmentação em 
humanos em estudos futuros. Variações poderiam 
elucidar a atuação sobre o MC1R, principalmente 
em relação a possíveis aumentos ou reduções nos 
níveis de expressão gênica, que poderiam se refl etir 
em variações fenotípicas da pele, olhos e cabelos.
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ABSTRACT: Among the known genes infl uencing eye, skin and hair normal pigmentation variation, the MC1R 
(melanocortin 1-receptor) gene is the best characterized so far. The activity of MC1R occurs due the production 
of a transmembrane protein in melanocytes, responsible for regulating the production of melanin. It is known 
that the performance of MC1R determines the ratio of eumelanin (brown /black color) and pheomelanin (yellow/
red) present in melanocytes. This study aims to analyze known SNPs of the MC1R gene in order to evaluate 
the infl uence of this gene diversity on features like freckles and pigmentation variation of eyes, skin and hair in 
humans. We analyzed 29 known SNPs in the coding region of MC1R gene in 296 individuals from the region of 
Ribeirão Preto, Brazil. DNA extraction was performed using the salting-out technique. The MC1R gene coding 
region (951pb) was amplifi ed in a single PCR reaction, which was sequenced on a ABI PRISM-310 genetic 
analyzer by capillary electrophoresis, using the same primers used for amplifi cation. Of the 29 SNPs evaluated, 
only 22 showed variation in the samples studied, half of them showing to be associated with pigmentation 
characteristics. We observed a set of SNPs clearly associated to pheomelanin (+1645 A, +1831 T,+1858 T 
e +2260 C), while others related to eumelanin occurrence (+1558 G, +2322 G, +2346 A). Our study shows 
signifi cant associations between individual SNPs and eyes, hair and skin pigmentation. The results presented 
here confi rm that this gene also plays a relevant role in the pigmentation variation in the Brazilian population.

KEYWORDS: MC1R; Polymorphisms; Pigmentation; Skin; Eyes; Hair; Brazilian population.
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