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LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E UNIDADES

DRD4 — Receptor de Dopamina tipo 4

GPCRs — receptores acoplados a Proteina G

pb (ou bp) — pares de bases (ou base pair)

SNP - single nucleotide polymorphism (polimorfismo de nucleotide Unico)

TDAH (ADHD) — Transtorno de Déficit de Atencéo e Hiperatividade (Attention Déficit
and Hyperactivity Disorder)

VNTR — Variable number of tandem repeats (nUmero de variagbes repetidas em

tandem).

Ka/Ks — Razé&o entre as taxas de substituicdo ndo-sindbnima (Ka) e sindnima (Ks) em

sitios polimérficos.



RESUMO

O DRD4 é um dos genes mais variaveis do genoma humano. Seu terceiro
eéxon contém um polimorfismo do tipo VNTR de 48 pb cujas variantes apresentam
uma grande diversidade em populagcdes humanas. Além disso, interno ao VNTR,
muitos polimorfismos do tipo SNPs sao observados, totalizando 74 diferentes
haplétipos descritos em humanos até o momento. O alelo de sete repeticdes do
VNTR é descrito como o mais frequente em populagcdes nativas da América do Sul e
possivelmente esteja sob efeito de selecdo positiva. Como o DRD4 tem sido
considerado gene candidato em diversos estudos de associacdo com doencas
psiquiatricas e como os nativos da Ameérica do Sul constituem um dos trés grupos
parentais das popula¢gfes atuais desse continente, € importante que a variabilidade

nesse locus seja conhecida nessas populagoes.

Neste estudo foi avaliada a variabilidade genética do terceiro exon do gene
DRD4 em 172 individuos das populacdes Kaingang e Guarani do centro-sul do
Brasil. Além disso, o sequenciamento do alelo 7R foi realizado em individuos
homozigotos para esse alelo. Foram adicionados os dados da literatura relativos a
outras populacdes para o0 mesmo polimorfismo objetivando re-avaliar a variabilidade
genética deste locus na Ameérica do Sul. As analises incluiram 18 populagdes,

totalizando 568 individuos.

A frequéncia do alelo 7R observada nas populacées Kaingang e Guarani foi
intermediaria as observadas em populacdes amazébnicas e as populacdes nativas da
Argentina. A analise dos haplétipos obtidos pelo sequienciamento revelaram que as
populacdes Kaingang e Guarani-Kaiowa apresentam apenas o hapl6étipo mais
comum na populacdes mundiais, enquanto que na populacdo Guarani-Nandeva
foram identificados trés haplotipos, um deles ja descrito exclusivamente nos Surui. A

relacdo genética por distancia Da indicou que populagbes classificadas como



cacadoras-coletoras sdo mais préximas entre si, formando um agrupamento
separado das populacdes classificadas como predominantemente agriculturalistas.
Corroborando esses resultados, o Teste Exato de Fisher revelou um excesso de
alelos 7R nas populagbes predominantemente cacgadoras-coletoras quando
comparadas as agriculturalistas e a frequéncia do alelo 7R apresentou correlacdo
positiva com a latitude, evidenciando uma maior freqiiéncia do alelo 7R no norte,

onde estéo localizadas a maioria das populacdes cacadoras-coletoras estudadas.

Nossos resultados apresentam uma evidéncia indireta da atuacdo da sele¢céo
natural no gene DRD4. E possivel que esse gene tenha influenciado o
comportamento das populacdes nativo-americanas, tendo sido vantajoso naquelas
populacbes em que o comportamento exploratério e a caca e a coleta foram
predominantes. Estudos envolvendo um maior nimero de populacbes cacadoras-
coletoras ao sul do continente seriam necessarios para melhor entender os padrdes

observados na América do Sul em relacdo ao DRDA4.



ABSTRACT

DRD4 is one of the most variable genes in the human genome. Its third exon
presents a VNTR polymorphism of 48 bp. Furthermore, SNPs were observed into
repeats, composing at least 74 different haplotypes variants until now. The seven
repeat (7R) allele is the most frequent in South America Amerindian populations and
may be under positive selection. DRD4 is a candidate gene for many association
studies between psychiatric disorders and genetics. Then, it is important to study the
variability of this locus in Amerindian populations because they represent one of three

parental groups of admixed populations in South America.

In this study, the genetic variability concerning this locus was studied in 172
subjects from Kaingang and Guarani populations of Brazilian Center-SE.
Furthermore, all 7R homozygous individuals were sequenced. The results were
integrated with those published, aiming to re-evaluate DRD4 variability into South

America. 18 populations and 568 individuals were integrated to the analysis.

The observed frequency in Kaingang and Guarani populations were
intermediate between those reported in the Amazon region and in Argentina. The
sequence data revealed that Kaingang and Guarani-Kaiowa were monomorphic
showing only the most frequent worldwide haplotype while the Guarani-Nandeva
population was polymorphic for this locus. The Da genetic distance indicates that the
predominantly hunter-gatherer populations were tightly clustered whereas the
predominantly agriculturalist populations were more scattered. Fisher Exact Test
revealed an excess of the 7R allele in predominantly hunter-gatherer populations
when compared with agriculturalists and a correlation between latitude and 7R
frequency was observed, that indicates that the high frequencies of 7R are in North,

where most of hunter-gatherer populations are located.

10



Our results suggest indirectly that positive selection could be acting on the
DRD4 gene. It is possible that the DRD4 gene have influenced life habits of South
American native populations. 7R could be adaptative in populations with more
explorative behavior and with predominantly hunter and gatherer subsistence. Further
studies considering larger numbers of hunter-gatherer populations in the south would
provide a better interpretation of the genetic variability of the Amerindian populations

and clarify the patterns of DRD4 evolution in South America.
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I.1. Consideracfes gerais

A investigacdo do passado e dos movimentos migratérios da espécie humana
sempre fascinou um grande numero de pesquisadores. Esse tema tem motivado
investigacbes em diferentes areas como antropologia, arqueologia, linglistica e
genética. As populacdes amerindias tém sido alvo de muitos estudos em todos esses

campos.

Na época em que 0s europeus colonizaram a América do Sul, foi descrita um
ampla diversidade cultural, linguistica e biolégica entre as popula¢des indigenas que
habitavam o continente. Porém, a violéncia imposta pelos europeus e as doencas
novas trazidas por eles causaram uma dizimacdo em massa das populacdes nativas,
de maneira que se estima uma reducao populacional de 95% (Cavalli-Sforza et al.,
1994). Grande parte dessa diversidade foi extinta, porém varios grupos sobreviveram

até o presente em relativo isolamento.

Atualmente, no Brasil existem 216 etnias indigenas em diferentes graus de
integracdo com a sociedade nacional (Ricardo, 2000). Entre essas etnias, s&o
faladas 181 linguas, classificadas em 43 familias linglisticas. Em relacdo a lingua,
estima-se que 85% das originais tenham sido extintas desde que 0s europeus

colonizaram o Brasil (Rodrigues, 2005).

No campo da genética, as populacbes amerindias tém sido alvo de inUmeros
estudos, que envolvem tanto material genético uniparental quanto autossémico. A
reducdo dos tamanhos populacionais, consequiéncia do contato com 0S europeus,
fez com que muitos pesquisadores pensassem que essas populagdes apresentariam
baixa variabilidade genética. Entretanto, com excecdo de alguns marcadores como
MtDNA e HLA, esta se mostrou elevada, sendo mais marcante entre as populacdes
que dentro delas (Hutz et al., 1999), mas ndo sendo facilmente explicada por

estrutura geografica e linguistica.
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Por meio dessas estimativas de variabilidade genética, € possivel identificar as
origens de determinada populacdo e compreender sua histéria evolutiva, sua
demografia e peculiaridades genéticas. Além disso, esses estudos permitem também
mapear genes de relevancia clinica e identificar genes de susceptibilidade a doencas
complexas em determinada populacdo, além de serem importantes na investigacao

forense.

Os estudos genéticos e evolutivos envolvendo populagbes amerindias séo
importantes e tém auxiliado nas investigacdes antropolégicas, arqueoldgicas e
linguisticas. Essas populacbes demonstram ser um O6timo modelo para estudos
evolutivos, ja que muitos grupos sdo comunidades nas quais suas atividades de
subsisténcia (caga, coleta de alimentos e agricultura incipiente) assemelham-se
aguelas prevalentes entre grupos nas primeiras fases da histéria humana. Além
disso, investigacfes sobre a relacdo entre estrutura populacional e variabilidade
genética também sdo possiveis uma vez que 0s grupos geralmente sdo pequenos,
com isolamento relativo e ecologia simples. A informagdo genética que se tem a
respeito dos povos amerindios até o momento € abundante, entretanto ela é
significantemente heterogénea em relacdo as populagdes e aos tipos de sistemas

genéticos investigados (revisdo em Salzano, 2002).

Devido a miscigenagdo com outros povos as perdas de seus valores culturais
e genéticos sdo inevitaveis. Dessa maneira, 0os estudos envolvendo esses grupos
merecem grande atencdo e urgéncia. O presente estudo se propde analisar a
dindmica histoérica dos povos amerindios da América do Sul por meio da ferramenta

genética, considerando aspectos culturais e geograficos.

I.2. Populac@es amerindias

Como mencionado anteriormente, as populacdes indigenas sul-americanas
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exibem uma notavel diversidade em seus aspectos culturais, linguisticos e
biolégicos. Quando os europeus colonizaram a América do Sul, encontraram
populacdes desde uma organizacdo simples, com habitos de caca, pesca e coleta e

outras, que criaram verdadeiros imperios com a domesticacdo de animais e plantas.

I.2.1. Cacadores-coletores e agriculturalistas

Mais comumente associadas aos periodos Paleolitico e Mesolitico e a um
nivel simples de organizacéo social, as sociedades cagcadoras-coletoras sdo aquelas
cujos metodos principais de subsisténcia envolviam: 1) busca por animais e plantas
comestiveis diretamente da natureza, e 2) forrageamento e caga sem recursos
suficientes para a domesticacdo de animais e plantas. Além disso, a construgao de
abrigos envolvia apenas a utilizacdo de materiais disponiveis na natureza,
preferencialmente aqueles com pouca necessidade de transformacoes.
Considerando esses fatores, normalmente o0s recursos de uma area eram
rapidamente esgotados, tornando impossivel a fixacdo permanente dos grupos, o
que faz com que o carater ndmade seja atribuido a maioria das sociedades

cacadoras-coletoras (Burenhult, 1994) .

Essa estratégia de forrageamento foi empregada por mais de dois milhdes de
anos, até o final do periodo Mesolitico. O inicio do periodo Neolitico foi marcado pelo
inicio de praticas agriculturalistas, empregadas em diferentes areas, incluindo Asia,
Mesoamerica, Andes, Leste da América do Norte (Smith, 1992). Muitas populacdes
sofreram essa transformacdo em momentos e com intensidades diferentes, de modo
gue muitas sociedades nativas atuais combinam as duas estratégias para

sobrevivéncia.

Devido aos seus distintos habitos de vida, as comunidades nos dois diferentes

estagios evolutivos apresentavam diferentes dindmicas populacionais e também
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diferentes condicdes de saude. Em comunidades tribais de cacadores-coletores com
agricultura rudimentar, o tamanho da populacdo era pequeno, havia alta mobilidade
ao longo de seu territorio, o isolamento entre grupos era grande e a densidade
populacional era baixa, o que determina um grau médio de estabilidade populacional.
A fecundidade e a mortalidade eram moderadas, os padrdes de habitacdo eram
uniformes, a atividade fisica era intensa, a dieta era diversificada e a mobilidade de
grupos familiares e/ou deslocamento de comunidades inteiras dificultavam o acamulo
de detritos prejudiciais a saude publica. Assim, as epidemias, infec¢cdes parasitarias
intestinais, doencgas cronicas e degenerativas, exposicdo a substancias téxicas e
introducdo de novas doencas eram eventos raros (Salzano e Callegari-Jacques,
1988; Salzano e Hutz, 2005).

Esta situacdo alterou-se dramaticamente apdés o contato com a sociedade
envolvente e a passagem para um padrdo de vida rural. A agricultura tornou-se a
atividade dominante e a alimentacdo menos variada, com a dependéncia de uma ou
poucas plantas comestiveis. O aumento do tamanho populacional devido a
agregacdo dos pequenos grupos, aliado a falta de condi¢cdes sanitarias eficientes,
facilitou a ocorréncia de epidemias. As infec¢des parasitarias intestinais tornaram-se
comuns e aumentou a exposi¢ao a substancias toxicas. A fertilidade aumentou, uma
vez que era necessario mais pessoas para auxiliar nas praticas agricolas, mas,
devido aos problemas de saude, a mortalidade também era alta (Salzano e Callegari-
Jacques, 1988; Salzano e Hutz, 2005).

Essas dinamicas populacionais e caracteristicas diferentes refletem-se em
suas peculiaridades genéticas e evolutivas. Grupos de cacadores-coletores parecem
evoluir sob o modelo de “fissédo-fusdo” (Neel and Salzano 1967). De acordo com
esse modelo, o0 aumento do tamanho populacional e a tensao social existente nas
comunidades fariam com que elas se subdividissem. Apos a fissédo, o0 grupo migrante
poderia pode se juntar a outra populagdo, se juntar novamente com 0 grupo de
origem ou formar outra vila, 0 que gera cruzamentos entre migrantes e nao

migrantes. Assim, a unidade de difusdo seria composta por individuos relacionados,
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e as distancias geograficas que separam as popula¢des nao seriam importantes. O
aumento do crescimento populacional e do sedentarismo nestes grupos teria
reduzido os efeitos de deriva genética e aumentado o fluxo génico entre grupos
locais (0 endocruzamento seria mais frequente que o cruzamento entre diferentes
populacdes), contribuindo assim, para a formacéo do reservatorio genético regional
(Malhi et al., 2002). Assim, os modelos de ilhas e de isolamento por distancia sdo
mais verossimeis as estruturas populacionais das comunidades agriculturalistas,

pastoralistas e industrializadas (Wright, 1943, Salzano, 2009).

1.2.2. Os Guarani

Os Guarani eram originarios das florestas da regido sudoeste da Amazonia e
migraram em dire¢cdo ao sul durante os séculos XVI-XVIII. Eles se distribuiram por
toda a bacia do Prata, atingindo Brasil, Argentina, Uruguai, Paraguai e Bolivia
(Schaivetto, 2003).

Linguisticamente definidos como parte do tronco Tupi (Campbell, 1997),
caracterizam-se fenotipicamente por sua estatura media/baixa, rosto largo, cabelos
lisos e olhos pretos (Lazarotto, 1978). Eles comecaram a desenvolver a agricultura a
partir do século XVI, principalmente com a mandioca, um dos alimentos basicos de

sua dieta, complementada por caca, pesca e coleta de frutas e raizes.

Os Guaranis do Brasil meridional podem ser divididos em trés subgrupos
considerando localizacao, diferencas linguisticas e peculiaridades da cultura material

e ndo-material: Nandeva, Kaiowa e M'Bya (Schaden, 1962).

O subgrupo Nandeva distribui-se principalmente ao longo do extremo sul do
estado do Mato Grosso, nas aldeias Jacarei e Porto Lindo. O subgrupo Kaiowa
também estad localizado ao sul do Mato Grosso (em aldeias como Dourados,

Panambi, Taquapiri, Amambai entre outras) e as regides contiguas do Paraguai. O
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terceiro grupo, M'Bya, ocupava a maior parte do territorio que hoje compreende o
Estado do Rio Grande do Sul (Kern et al.,, 1993; Flores, 2003). Atualmente existe
uma seérie de aldeias M'By4a, em areas de reserva no oeste de Santa Catarina e
Parana, no leste paraguaio e também na porcdo setentrional da Argentina e Rio
Grande do Sul (Schaden, 1962).

Em 1603, os padres jesuitas fundaram a primeira reducéo jesuitica Guarani no
noroeste do Rio Grande do Sul, que incluia também territérios do Uruguai, Paraguai
e Argentina. Nestas reducbes, milhares de indios Guaranis foram catequizados.
Porém, o declinio da populacdo se deu por motivos similares aqueles que
acometeram a outras populacdes nativas como novas doencas de origem européia,
0s ataques dos bandeirantes, a guerra guaranitica, a escraviddo imposta pelo
governo militar durante o periodo apds a expulsdo dos jesuitas e a mesticagem das

mulheres Guaranis com os homens n&o-indigenas (Flores, 2003).

Atualmente, os Guarani vivem em reservas indigenas, conservando alguns
tracos culturais como a lingua, algumas cerimonias religiosas e outros habitos
(Martins, 1992).

[.2.3. Os Caingang

Pertencentes a porgdo meridional da familia linguistica Jé (Campbell, 1997),
os indios Caingang juntamente com os Guarani sdo as duas tribos mais numerosas
do sul do Brasil. No Rio Grande do Sul, os Caingang constituem o grupo mais
NUMeEeroso e caracterizam-se por apresentar aspecto mongoldide, estatura mediana,

rosto oval, nariz achatado, pele bronzeada e cabelo liso (Lazzarotto, 1978).

Viviam em pequenos grupos formados por familias entrelacadas nas matas
situadas nos locais mais altos do Planalto rio-grandense, em meio aos pinheirais

(Becker, 1995; 1999). Eram coletores, cacadores, pescadores e horticultores. A
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sobrevivéncia se dava por meio de colheita especialmente de pinhdo, mas também
do mel e frutos silvestres. A caca e a pesca eram praticadas com dardo e flechas
(Becker, 1995). Entretanto, os individuos da populacdo Caingang estudados neste
trabalho ja sugeriam um habito de vida sedentario e foram classificados como
predominantemente agricultores por Salzano & Callegari-Jacques (1988). As
sociedades apresentavam divisdo de trabalho por sexo e a estrutura social era a
partir das familias que mantinham certa estabilidade. O poder de governar dentro da
tribo era irrestrito (Becker, 1995).

Foram dizimados pelas epidemias de origem européia e africana e pela agéao
de bandeirantes e bugreiros que recebiam pagamento por indio morto. Os indios
nao-guaranis sobreviventes nos estados de Sdo Paulo, Parang, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul (antes conhecidos como Guaiana ou Coroado) receberam o nome de
Caingang por Telémaco Morcines Barbosa, em 1882. Assim, foram agrupados todos
aqueles grupos que linglistica e culturalmente formavam o ramo meridional da
Familia Jé (Becker, 1995. Flores, 2003).

Atualmente os Caingang encontram-se reduzidos numericamente e com uma
aculturacdo muito mais proeminente devido ao contato com o europeu. Muitos dos
seus valores e costumes foram extintos enquanto outros permaneceram, embora
com modificacdes. Eles encontram-se distribuidos em reservas indigenas sobre o
seu antigo territério (Sado Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul). Do

total, aproximadamente 11.000 vivem no Rio Grande do Sul (Ricardo, 2000).

[.3. Receptor de Dopamina D4
1.3.1. O gene

O gene do receptor de dopamina humano D4 (DRD4) € importante foco de

estudos nos campos da neurologia, psiquiatria, psicologia, endocrinologia e
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farmacologia. Em humanos, esse gene é composto por quatro éxons e esta
localizado no cromossomo 11 (11p.15.5) (Gelernter et al., 1992; Petronis et al.,
1993). Ele é expresso principalmente no cortex pré-frontal, divisdo cognitiva
cingulada anterior e em regifes limbicas do cérebro, ou seja, em regides do cérebro

importantes na cognicéo, atencao e emocao (Durston et al., 2005).

Contendo diversos polimorfismos em sua extensdo, € um dos mais variaveis
no genoma (Figura 1). Entretanto, sdo poucos os polimorfismos frequentemente
estudados. Um deles é a duplicacdo de 120bp na regido 5’, localizada a 1,2 Kb do
ponto de inicio da traducdo do gene (Seaman et al., 1999). O alelo longo relativo a
esse polimorfismo apresenta uma atividade reduzida quando comparado ao alelo
curto (D'Souza et al., 2004). Na regido promotora do gene esta localizado outro
polimorfismo, do tipo SNP (substituicdo -C521T), que também mostrou ser funcional,
de maneira que o alelo T reduz os niveis de transcricdo do gene (Okuyama et al.,
1999). Outra regido polimorfica de importancia por seu possivel papel na traducéo do
receptor corresponde a uma porgdo do éxon 1. S&0 os seguintes polimorfismos: um
VNTR de 12 pb que pode variar de 1 a 3 repetigdes (Catalano et al., 1993; Seaman
et al., 2000) e uma delecéo de 21 pb (Cichon et al., 1995) (figural).

Entretanto, a maior parte dos estudos com o gene DRD4 envolve um
polimorfismo situado no terceiro éxon, no qual sdo encontradas diferencas de
comprimentos dos alelos devidas a um nuamero variavel de repeticbes em tandem
(VNTR) de 48 pares de bases. Essa regido, que é o foco deste estudo, codifica um
dominio rico em prolina que corresponde a uma porcdo da terceira alca

citoplasmatica do receptor de dopamina D4 (Asghari et al., 1995) (figura 1).

20



DRD4

Duplicagio Duplicagio s:l'?l'l?( SNPs
120 pb (L/S;) 12 pb (L,IS,) S GIA GIC
¥ \F |/
5 | 3
-c521T
Exon1 Exon2 Exon3 Exond

2R == 8.8%
JRe== 2.4%

VNTR SR == 1.6%

6R === 2.2%

7R e 19.20/0
48 pb 8R c=rr= (.6%

IR e <0.1%

10R === <(.1%

11R x> <0.1%

Figura 1: Esquema da estrutura do gene DRD4 e seus polimorfismos mais estudados no promotor,
regido 5', éxon 1 e éxon 3. Adaptado de Wang et al. (2004).

Em humanos séo descritas variantes contendo de 2 a 11 repeti¢cdes (Chang
et al.,, 1996), algumas delas com diferencas funcionais. O alelo de 4 repeticoes
apresenta uma atividade 6tima de resposta a dopamina, enquanto o alelo 7R, uma
atividade reduzida. Posteriormente, SNPs internos ao VNTR foram descobertos, o
gue evidenciou a existéncia de diferentes unidades de repeticdes de 48pb (motivos),
como apresentado na figura 2. Até o momento, foram descritos 35 motivos, que
podem ser combinados de maneira diversa e originar 74 diferentes hapldtipos, que
sdo nomeados de acordo com a seqiéncia dos motivos e o tamanho do alelo
(nimero de motivos) (Ding et al., 2002; Grady et al., 2003, 2005; Hattori et al., 2009).
Os primeiros 19 motivos apresentados na figura 2 foram descritas por Lichter et al.
(1993) e foram identificadas com letras gregas. Porém, dada a diversidade
observada posteriormente por Ding et al. (2002), esses motivos foram renomeados e
passaram a ser identificados pela numeracéo indo-arabica. Muitas das mutacdes que
definem um motivo séo substituicdes ndo-sinbnimas, que causam alteracdes nos

residuos de aminoé&cidos da al¢a citoplasmatica.
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Os diversos haplétipos séo originados por eventos de recombinacao desigual
agregados a eventos de mutagdo, o que faz com que surjam novas unidades de
repeticdo. Estima-se que o alelo ancestral em humanos tenha sido o 4R. Através de
eventos de recombinacéo entre dois alelos 4R, teria se originado um alelo 7R. Este,
em outro evento de recombinacédo com o alelo 4R, teria dado origem ao alelo 2R. Por
exemplo, estima-se que para criar o haplétipo mais frequente 7R (1-2-6-5-2-5-4),
pelo menos um evento de recombinacdo entre dois alelos 4R com haplétipo mais
frequente 4R(1-2-3-4) e seis eventos de mutagéo teriam sido necessarios (Ding et
al., 2002). Devido aos eventos de recombinacéo, a diversidade haplotipica em alelos
com maior numero de repeticbes é maior do que nos menores (Ding et al., 2000;
Grady et al., 2003, 2005).
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Figura 2: Representacédo das unidades de repeticBes de 48pb com suas respectivas mutacdes, bem como sua

identificagcdo e possivel origem por mutagdo (M) e recombinacéo (R). Madificado de Ding et al. (2002).
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[.2.2. A proteina

Os receptores do tipo D2 (DRD2, DRD3 e DRD4) pertencem a superfamilia de
receptores acoplados a proteina G e se caracterizam por uma inibicdo da funcéo da
Adenil Ciclase por intermédio daquela proteina. Os receptores da classe D2
compartilham uma homologia relativamente alta, sendo caracterizados por sete
dominios hidrofébicos (alfa-hélices de aproximadamente 25 aminoacidos cada) que

atravessam a membrana plasmaética (Oak et al., 2000).

A resposta a dopamina € realizada por meio do acionamento de multiplos
efetores intracelulares. De uma maneira geral a dopamina, ao se ligar ao receptor,
ativa a subunidade inibitoria da proteina G, inativa a Adenil Ciclase e determina a
baixa concentragdo de AMPciclico na célula. Com isso ha uma reducéo da atividade
da Proteina Quinase A (PKA), gerando, conseqientemente, alteragcbes na
fosforilagéo de fatores de transcricao e alteracdes na expressao de genes envolvidos

na resposta a dopamina (Oak et al., 2000; Aguirre-Samudio e Nicolini 2005).

Como o principal mecanismo de resposta do receptor de dopamina D4 a
dopamina se da por meio da interacdo com a proteina G e como o VNTR de 48pb
altera o tamanho da terceira alca citoplasmatica, que interage diretamente com a
subunidade alfa-inibitoria dessa proteina, estudos bioquimicos foram realizados para
determinar o possivel efeito funcional das repeti¢cdes. Estudos in vitro usando células
ovarianas de camundongos revelaram que a poténcia da dopamina para inibir a
formacdo de AMP ciclico seria reduzida de duas a trés vezes no alelo com sete
repeticdes quando comparado com o0 de quatro repeticdes, e o alelo 2R apresentaria
uma funcionalidade intermediaria entre o0 7R e 0 4R (Asghari et al., 1995). Assim, o
alelo 7R teria uma menor resposta a dopamina quando comparado aos alelos 2R e
4R.
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Além disso, as regides do VNTR e seu entorno séo ricas em prolina e contém
multiplas copias do motivo PXXP (P=prolina, X=qualquer residuo de aminoacido),
gue é considerado o nucleo da seqiiéncia consenso para ligacdo de dominios SH3
(Src homology 3). Essas regides SH3 séo reconhecidas como dominios modulares
de ligagdo para interagdo proteina-proteina essenciais para atividades celulares.
Assim, é possivel que essa regido do receptor D4 possa interagir com uma variedade
de proteinas contendo esse dominio (Oldenhof et al., 1998). Dado que a regido
polimérfica do VNTR pode afetar o numero de dominios de ligacdo SH3 presentes no
receptor D4 e dado que os diferentes haplétipos apresentam mutacdes néo-
sinbnimas, é possivel que interacdes proteina-proteina com essa regido possam
apresentar diferencas funcionais entre os receptores de diferentes tamanhos e

haplétipos da proteina.

Ligante
Espago
\))IW Il [ v M extracelular
0 EEdO® NI

Membrana
Plasmatica

Citoplasma roteina Gi

cooH ™\ % "Lb
COOH /
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na expressao génica

Fatores de
Transcrigao

NUCLEO

Figura 3: Esquema do Receptor de Dopamina D4 e sua funcéo fisiolégica. Os cilindros
representam os dominios transmembrana I, I, Ill, IV, V, VI e VII. A elipse na por¢ao transmembrana V
ilustra a dopamina enquanto aquela entre a terceira e quarta al¢as citoplasméticas representa o sitio
de interacdo com a proteina G. A ligacdo de dopamina ao Receptor D4 ativa a proteina Gi que inibe a
formacao de adenil ciclase (AC), AMP ciclico e proteina Quinase A (PKA). As setas indicam as vias de
ativacdo dos canais de Potéassio (K") e de Célcio (Ca™) fosforilados (P). Modificado de Aguirre-

Samudio e Nicolini (2005).
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1.2.3. Gene candidato em estudos de associagcédo

O gene DRD4 por ser expresso em regides cerebrais associadas a atencao,
emocado e cognicdo e por participar da rota dopaminérgica (alvo de diversos
farmacos como metilfenidato, levodopa, haloperidol, clozapina, risperidona, entre
outros), tém sido objeto de diversos estudos de associacdo com transtornos
psiquiatricos. A regido do VNTR, por apresentar diferencas funcionais em relacéo

aos seus alelos, é o principal polimorfismo estudado.

O trabalho realizado por Ebstein et al. (1996) foi o precursor para estudos de
associacao entre o DRD4 e psicopatologias. Como a dimensédo de personalidade
“busca de novidades” € predominante em individuos com relatos de abuso de drogas
e em individuos com transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH), por
exemplo, diversos estudos de associacdo entre esse polimorfismo e psicopatologias
foram conduzidos. Dessa forma, 0 mecanismo molecular que vincula o alelo 7R com
essa dimenséao de personalidade estaria possivelmente relacionado com a alteracéo
gue as repeticdes induzem no terceiro éxon do gene. Assim, o alelo 7R codificaria
um receptor menos sensivel a dopamina, de maneira que o circuito mesocortical
dopaminérgico se mostraria menos eficiente em facilitar a ativagdo do cortex pré-

frontal (Carrasco et al., 2004).

Foi estudada, com resultados negativos e positivos, a associacdo desse locus
com tendéncias de impulsividade e/ou de hiperatividade (Rowe et al., 1998; Swanson
et al., 1998), TDAH (revisdo em Gizer et al., 2009), esquizofrenia (Mitsuyasu et al.,
2007; Lung et al., 2009), alcoolismo (Bau et al., 1999; Roman et al., 1999), surtos
psicoticos e transtorno bipolar e esquizofrenia (Aguirre et al., 2007, Serretti et al.,
2004).
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I.2.4. Estudos populacionais envolvendo o gene DRD4

Os estudos populacionais envolvendo o gene DRD4 variam desde estudos de
associacdo entre o VNTR do terceiro exon e doencas a estudos que visam a

determinar a frequéncia alélica em populacdes nativas e seus aspectos historicos.

As frequéncias desse polimorfismo em individuos pertencentes a grupos
controles e/ou a individuos com algum transtorno foram descritas em populacdes dos
Estados Unidos (Loo et al., 2008), Alemanha (El-Faddagh et al., 2004), Chile
(Carrasco et al., 2004), Brasil (Roman et al., 2001), Irlanda (Hawi et al., 2000), Israel
(Eisenberg et al., 2000), Reino Unido (Holmes et al., 2000), China (Qian et al., 2004;
Leung et al., 2005), Holanda (Bakker et al., 2005), india (Bhaduri et al., 2006), Jap&o
(Hattori et al., 2009) e México (Aguirre et al., 2007). Entretanto, o nimero de estudos

envolvendo populacgdes nativas e sua historia € menor.

Chang et al. (1996), em um estudo envolvendo 36 populagbes mundiais,
observaram que a distribuicdo dos alelos ndo € homogénea entre populacdes. O
anico alelo que é observado em todas elas é o de quatro repeticbes (4R), sendo o
mais frequente (freqiéncia média de 65%). Os outros alelos mais comuns séo o 7R
(19%) e 0 2R (9%) enquanto os demais somam apenas 7%. O 7R variou de 0 a 78%,
sendo o0 mais prevalente nas populacbes amerindias da América do Sul e
praticamente ausente nas popula¢gdes asiaticas. Ja o alelo 2R é mais prevalente na
Asia (30 - 40%) que nas outras populagdes, sendo raro, por sua vez, nas populacdes
amerindias (Chang et al., 1996; Hutz et al., 2000). Esse polimorfismo foi também
investigado em populagdes da Rassia (Borinskaia et al., 2004) da india (Ghosh e
Seshadri, 2005), da China (Ding et al., 2000) e do Paquistao (Mansoor et al., 2008).
Em brasileiros, a distribuicdo desse polimorfismo em afro e euro-descendentes do sul

foi descrita por Roman et al. (1999).

Hutz et al. (2000) estudaram cinco popula¢cdes nativas amazodnicas quanto a

esse polimorfismo e confirmaram os resultados de Chang et al. (1996) relativos as
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frequéncias elevadas do alelo 7R e observaram estruturacédo genética entre o norte e
o sul do rio Amazonas. Posteriormente Marignac e Bianchi (2006) investigaram
populacdes nativas chaquenhas e patagonicas da Argentina e descreveram outro
perfil de freqliéncias alélicas, sendo o alelo 4R mais freqlente do que o encontrado
anteriormente (Chang et al., 1996; Hutz et al., 2000).

Porém, diferentemente dos tamanhos dos alelos, a maioria dos haplétipos
considerando os SNPs internos ao VNTR nao podem ser definidos geograficamente.
Lichter et al. (1993) realizaram o primeiro estudo de sequenciamento dessa regidao do
DRD4. Eles observaram 25 diferentes haplotipos, compostos pela combinacao de 19
diferentes repeticbes de 48pb. Os alelos 4R e 7R encontrado mais frequentemente
nas populacdes em geral e principalmente nos europeus apresentava a composi¢ao
de SNPs que determina os haplotipos 4R(1-2-3-4) e 7R(1-2-6-5-2-5-4),
respectivamente. Essas duas variantes foram observadas na totalidade dos alelos
sequenciados da populacdo Maya e dos nativos Colombianos (grupo linglistico
Guahibo) investigados. Quatro outras variantes haplotipicas foram vistas raramente
nos 60 cromossomos europeus sequenciados e ndo observados em nenhuma outra

populagéo.

Ding et al. (2002), complementando o trabalho realizado por Lichter et al.
(1993), sequenciaram 600 alelos de individuos pertencentes aos principais grupos
étnicos. Esses pesquisadores descreveram 31 haplotipos diferentes além dos 25
observados anteriormente (Lichter et al., 1993). Alguns haplotipos populagéo-
especificos foram encontrados. Entre eles estdo os alelos 2R(30-4) e 7R (1-2-6-5-2-
5-19), observados somente na populacdo Surui (nativa da Ameérica do Sul); alelo
5R(1-3-2-3-4), exclusivo de chineses, e alelos 3R(1-11-33) e 7R(1-2-6-5-13-5-4),
exclusivos da populacdo Nasioi (nativa do Pacifico). Estudos mais recentes
realizados com individuos portadores de TDAH e de autismo revelaram que
individuos com o primeiro transtorno exibem um excesso de variantes raras
(principalmente no alelo 7R) quando comparadas as variantes descritas na

populacdo em geral e em autistas (Lichter et al., 1993; Ding et al., 2002, Grady et al.,
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2005), o que sugere que variantes raras possam ser especificas ao TDAH.
Entretanto, nenhum estudo bioquimico foi realizado até 0 momento para descobrir se

as variantes raras exibem funcionalidade diferencial.

A diversidade alélica observada dentro do alelo de 4 repeticbes e a auséncia
de desequilibrio de ligacdo com marcadores préximos sugerem que esse alelo € uma
variante comum em humanos ha muito tempo. O alelo 7R teria se originado por
eventos de recombinacdo e mutacao recentes (estima-se que seja de 5 a 10 vezes
mais recente que o alelo 4R). O fato de o alelo 7R ter aumentado a sua frequéncia
em tdo pouco tempo, encontrar-se em forte desequilibro de ligagdo com os
polimorfismos ao seu entorno (proporcional a distancia do VNTR, diferentemente dos
alelos 2R e 4R; figura 4) e apresentar valores de ka/ks elevados em relagdo aos
outros alelos sugerem que esse alelo tenha evoluido por selecéo positiva. Porém a
possivel vantagem adaptativa conferida por esse alelo ndo seria a mesma em todas
as populacdes, o que justificaria a distribuicdo desigual das frequéncias nas

populacdes estudadas (Ding et al., 2002; Wang et al., 2004; Wang et al., 2006).
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Figura 4. Taxa de recombinacdo do gene DRD4 o contendo alelo 7R. O grafico apresenta a
porcentagem de recombinagdo em 18 SNPs avaliados por Wang et al. (2004) versus as suas
distancias do VNTR (7R). A representacdo esquematica do gene é semelhante ao apresentado na
figura 1. Adaptado de Wang et al. (2004).

Muitos autores tentam explicar a distribuicdo desigual do alelo 7R através de
hipoteses que relacionam a funcionalidade desse polimorfismo com diferentes

vantagens adaptativas entre as populagoes.

A primeira linha de raciocinio envolve os achados de diferentes trabalhos e
refere-se ao habito de vida das populacbes (cacador-coletor e agriculturalistas), que
estd intrinsecamente relacionado com o seu modelo migratério (nhomadismo ou
sedentarismo, respectivamente). Chen et al. (1999) observaram uma correlagao
entre macro-migracdo e frequéncia do alelo 7R utilizando as mesmas populagdes
estudadas por Chang et al. (1996). Segundo os autores, o alelo 7R teria sido
selecionado por migracdo e ele conferiria uma vantagem adaptativa em sociedades

némades. Essa hipotese estd baseada nos achados de associacéo entre o alelo 7R
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e dimenséo de personalidade busca de novidades, hiperatividade e comportamentos
de risco (Benjamin et al., 1996, Ebstein et al., 1996, LaHoste et al., 1996, Castro et
al., 1997, Hamer, 1997, Ono et al., 1997, Smalley et al., 1998, Swanson et al., 1998).
Assim, comportamentos exploratorios seriam adaptativos em sociedades migratorias
porque eles permitiiam uma exploracdo de recursos mais eficaz em ambientes
novos. Segundo (Jensen et al.,, 1997) alguns sintomas do TDAH teriam sido

adaptativos nessas sociedades. Para garantir a sobrevivéncia elas teriam que ser:

1. hipervigilantes, ou desatentos, incluindo a habilidade de captar e
integrar as informacBes do ambiente enquanto esta ciente de todos
processos que ocorrem concomitantemente. A atencdo focada em
alguns dos processos poderia ser perigosa pelo desconhecimento de
aproximacao de animais e de inimigos, por exemplo. A velocidade em
mapear o ambiente também seria importante;
impulsivos, sendo rapidos para fugir ou atacar,;

3. hiperativos, procurando alimentos, se movendo para locais com
temperaturas mais agradaveis e para outros ambientes quando o0s

recursos acabam.

Sociedades sedentérias, por outro lado, ndo obtém recursos por exploracéo
de novos ambientes, mas desenvolvem métodos intensivos para o uso dos recursos
de um espaco limitado (Netting 1993). Nestas sociedades, a dimensdo busca por
novidades e os comportamentos exploratérios acarretariam custos sociais e seriam
selecionados negativamente. Dessa maneira, alguns transtornos psiquiatricos
contemporaneos, como o TDAH, seriam um subproduto da adaptacdo humana ao
processo migratorio (Jensen et al, 1997). Os componentes anteriormente
adaptativos desse transtorno, como altos niveis de hiperatividade, desatencao e

impulsividade, se tornaram problematicos nas sociedades modernas.

Entretanto, a Unica sugestdo da vantagem adaptativa do alelo 7R em

populacdes cacadoras-coletoras, além do trabalho de Chen et al. (1999), foi feita por
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Eisenberg et al. (2008). Neste estudo foi avaliada a freqiéncias do alelo 7R na
populacédo africana Ariaal, comparando grupos némade e recentemente sedentério.
Os autores observaram que esse alelo estava associado com melhores indices
nutricionais, como aumento de massa magra e maior indice de massa corporea,

entre os némades, e piores indices entre sedentarios.

A outra hip6tese leva em consideracdo a selecdo sexual. Os portadores do
alelo 7R poderiam ter uma vantagem adaptativa por apresentarem comportamentos
que o levariam a se reproduzir mais, como a procura de muitas mulheres, ou eles
poderiam apresentam uma vantagem reprodutiva nas sociedades que apresentam
competicdo intrassexual (Harpending e Cochran 2002). Os autores propdem essa
hipotese com base na existéncia de dois tipos de sociedades classificadas por
caracteristicas sexuais e cuidado com a prole. As “dad” (do inglés, paternais) e as
“cad” (do inglés, grosseiras). Nas sociedades do tipo “cad” os homens, por ndo terem
relacdo publica com as mulheres e nem se preocuparem com cuidados com a prole,
ocupam seu tempo com adornos, preparativos para festas, rituais e guerras,
enquanto nas sociedades “dad” os homens trabalham para prover alimento para a
prole, reduzindo o tempo para preparativos para guerras. Esta hipotese também esta
intrinsecamente ligada ao habito de vida das populagbes. Nas populacdes
cacadoras-coletora exclusivas, antes da agricultura (classificadas como dad), ambos
homens e mulheres proviam sustento e carinho a prole e a violéncia entre homens
nao era uma constante. Nestas sociedades, o alelo 7R teria uma vantagem limitada,
exceto naqueles nichos onde a abundéncia de recursos permitisse a competicdo
intrassexual. Um exemplo desse tipo de sociedade é a 'Kung Bushmen, do sudeste

da Africa, que apresenta baixa frequéncia do alelo 7R.

Com o surgimento das técnicas iniciais de agricultura, outro tipo de sociedade
emerge, nas quais as mulheres proveriam alimento a prole, enquanto os homens,
livres da responsabilidade doméstica e em um ambiente de agressdo e competicao
masculina, ocupariam seu tempo com ornamentacdes e preparativos para novos

ataques. Essas sociedades seriam estaveis uma vez que os confrontos freqientes e
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as guerras restringiriam o crescimento populacional. Nesse tipo de sociedades “cad”
de corte, de agressao e de competicdo entre homens os individuos com o alelo 7R
teriam tido mais sucesso. S&o exemplos de sociedades cad as populacdes
amerindias das terras baixas da América do Sul e as popula¢des do das terras altas

da Nova Guiné.

Entretanto, com o estabelecimento de politicas poderosas que permitiram o
crescimento populacional e forcaram a intensificagdo agricola, o espaco de terras se
tornou escasso e os homens foram forcados a prover alimento as suas familias.
Assim, as sociedades voltam a ser classificadas como “dad” e possuir o alelo 7R n&o
apresentaria novamente uma vantagem. Um exemplo seria a auséncia do alelo 7R
no leste asiatico, onde a intensificacdo da agricultura teria levado a perda do alelo 7R

por ndo conferir uma vantagem adaptativa para os homens portadores.
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JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
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A grande diversidade cultural, linglistica e biolégica das populacdes
amerindias tem levado diversos pesquisadores a estuda-las do ponto de vista
genético tanto para esclarecer questdes historicas, quanto para usar a informacéo
para controle da estrutura populacional em estudos de associacdo genética-doenca.
Como o DRD4 tem sido considerado gene candidato em diversos estudos de
associacdo realizados com populacbes da América do Sul, € importante que a
variabilidade dos nativos desse continente seja conhecida, uma vez que representam
um dos trés grupos parentais das populacfes atuais. Considerando o elevado
namero de grupos indigenas do Brasil, a quantidade de informacdo sobre o gene
DRD4 nesses grupos € escassa e, quando considerada a regido centro-sul, é

inexistente.

Apesar de Chen et al. (1999) terem observado uma correlagédo entre macro-
migracao e o alelo 7R, o mesmo néo foi observado por esses pesquisadores para a
micro-migracdo na América do Sul. A possivel razdo seria o baixo numero de
populacdes investigadas (6). Assim, o acumulo de dados provenientes da andlise
molecular do gene DRD4 permitira uma ampliagdo do conhecimento da estrutura
genética, além de esclarecer os processos microevolutivos que ocorrem nessas

populagdes.

Este trabalho tem como objetivo estimar a variabilidade da regido de VNTR do

exon Il do gene DRD4 em populacdes nativas da América do Sul.
S&o objetivos especificos deste trabalho:

2.1 - Verificar a variabilidade do VNTR de 48pb do gene DRD4 em trés
populacdes amerindias sul-americanas: Guarani-Nandeva, Guarani-Kaiowa e

Caingang.

2.2 — Analisar as relacdes genéticas entre essas trés populacdes e outras

nativas sul-americanas descritas na literatura para o mesmo polimorfismo,

35



procurando responder a seguinte questao: Poderia a possivel vantagem do alelo 7R
em populagcbes cacadoras-coletoras ter influenciado na distribuicdo alélica e na

evolucéo de populagdes nativo-americanas?

2.3 - Descrever a variabilidade nucleotidica na seqiéncia do VNTR de 48pb

do gene DRD4 nas populacdes amerindias genotipadas.

2.4 — Comparar a variabilidade dentro e entre os diferentes grupos partir dos

haplétipos obtidos.
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ABSTRACT

The DRD4 variable number of tandem repeats (VNTR) allele distribution of 172 Guarani
(Kaiowd and Nandeva subgroups) and Kaingang Brazilian Amerindians is reported. These
results were integrated with those previously obtained for this ethnic group. Allele frequencies
for the three populations are within the interval observed for 15 other Native American
populations and showed intermediate values between those observed in Amazonia and
Patagonia. Significant differences in allele distribution between recent past hunter-gatherer
and agriculturalist populations were observed, with an increase of the 7R allele among hunter-
gatherers (P< 0.001). Analysis of molecular variance (AMOVA) and pairwise Fst data suggest
three distinct sectors for the genetic landscape of Native South America: Andes,
Center/Southeast region, and Amazonia. Common traits among hunter-gatherers such as
novelty-seeking temperament, hyperactivity and impulsivity could have been important and

advantageous in new environments during America’s prehistoric colonization.

KEY WORDS: DRD4, VNTR, Amerindian populations, selection, genetic structure.
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The Dopamine Receptor D4 (DRD4) gene is one of the most variable in the human

©CoO~NOUTA,WNPE

genome, most of its variability being restricted to exon III. This hypervariable region contains
13 an expressed variable number tandem repeats (VNTR) of 48bp and differences of single

15 nucleotide polymorphism (SNPs) inside these repeats (Lichter et al., 1993; Ding et al., 2002;
Grady et al., 2003, 2005; Hattori et al., 2009). In humans the VNTR variability in this region
20 ranges from 2 to 11 repeats. The four repeats (4R) allele is the most common in world

22 populations and has been identified as the conserved ancestral allele (Wang et al., 2004). The
o5 next most frequent alleles are those with seven repeats (7R) and two repeats (2R) while all the
27 others are rare. The 7R frequency varies from 0 to 78%; it is most prevalent in South
Amerindians and virtually absent in Asian populations (Chang et al., 1996; Hutz et al., 2000;
32 Marignac and Bianchi, 2006).

34 SNPs within repeats were also described, forming 35 sequence variants of the 48bp
repeat unit (motifs). They form at least 74 unique different haplotypes (Lichter et al., 1993;
39 Chang et al., 1996; Ding et al., 2002; Grady et al. 2003,2005; Hattori et al., 2009). The most
4l common 7R haplotype is designated as 1-2-6-5-2-5-4, and is observed in several populations
44 (Ding et al., 2002). Data for Amerindians are restricted to Colombian natives, Maya and Surui
46 (Lichter et al., 1993; Ding et al., 2002). Ding et al. (2002) described a Surui exclusive

48 haplotype (1-2-6-5-2-5-19).

51 Biochemical analysis has demonstrated that the 7R protein has a three-fold blunted

53 ability to reduce forskolin-stimulated cAMP levels, as compared to the 4R protein (Asghari et
al., 1995). This allele has been also associated with a novelty-seeking personality dimension

58 (Ebstein et al., 1996; Sullivan et al., 1998), impulsivity and hyperactivity (Rowe et al., 1998;

John Wiley & Sons, Inc. 3
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Swanson et al., 1998; Roman et al., 2001), and attention deficit hyperactivity disorder
(ADHD; Gizer et al. 2009). High linkage disequilibrium with neighboring markers, high
values of Ka/Ks, and a rapid increase in its frequency suggest that the 7R allele is recent and is
under the influence of selection (Ding et al. 2002; Wang et al., 2004). It has been estimated
that it arose prior to the Paleolithic era, between 40,000 and 50,000 years ago, and may have
been important in different occasions in human evolution, as during the out of Africa exodus
(Ding et al. 2002). Suggestions have been made that exploratory behaviors could have been
adaptive in migratory societies, allowing for more successful exploitation of resources of
particular environments. A positive correlation between the 7R allele frequency and distance
traveled by the populations was described (Chen et al. 1999). The high frequency of this allele
in South America could be explained by an initial bottleneck during the entry process, but an
advantageous behavior of the 7R in a new environment cannot be discarded. One possibility is
that 7R, would have a differential role in Native Americans, possibly related to the hunter-
gatherer way of life. Resource-depleted, or rapid changing environments might select for
individuals with “response ready” adaptations (traits related with novelty seeking personality
and ADHD), whereas resource-rich, or little changes in environments might select against
such adaptations (Jensen et al., 1997; Williams and Taylor, 2006).

Another hypothesis, related to mating strategies and subsistence, could also explain the
7R allele distribution. Male 7R bearers might have advantage in hunter-gatherer populations,
in which competition and violence among males are frequent and females provide subsistence
to the family. Societies like that are classified as “cad” and occur in lowland South America
and highland New Guinea. Agriculturalist societies are classified as “dad” because males and
females contribute equally to son and/or daughters’ survival. In these populations, where

competition among males is almost inexistent, 7R would not confer fitness to its bearers

John Wiley & Sons, Inc. 4



Page 5 of 27

©CoO~NOUTA,WNPE

American Journal of Physical Anthropology

(Harpending and Cochran, 2002). Only one study has attempted to test the selection
hypothesis. In the Ariaal African population, 7R allele was associated with indices of better
nutritional status among nomads, and worse indices in the sedentary context (Eisenberg et al.
2008).

At present, 15 South Amerindian populations were studied for this locus. Chang et al
(1996) and Hutz et al. (2000) studied Amazonian populations and reported 7R allele as the
most frequent allele. However, Marignac and Bianchi (2006) found that 4R has the highest
frequency in native populations of the Argentinian Chaco and Patagonia regions.

Since DRD4 was considered a candidate gene for some psychiatric disorders observed
in South American admixed populations, it is important to describe its variability in American
natives, one of the parental groups of these populations. Data on the genetic variation of
candidate genes in populations with diverse ethnic origins are important to understand the
impact of ethnic heterogeneity in different pathologies. Considering the large number of
indigenous groups in Brazil, the amount of DRD4 information in them is scarce, and for the
central-south is absent. Therefore, we decided to study three central-southern Brazilian
populations. These results were integrated with published information, trying to answer the
following questions: (a) How the DRD4 Native American frequencies and associated
variability are distributed in South America? (b) Can distinctive geographical patterns be
observed within the American continent? (c) Could the hypothesis of 7R advantage allele in
hunter-gatherer populations be tested? (d) Is the Surui exclusive 7R (1-3-6-5-2-5-19) observed

in other Amerindian populations?

John Wiley & Sons, Inc. 5
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MATERIAL AND METHODS

Populations

Three Native American populations were studied: one Kaingang and two Guarani
(Nandeva and Kaiow4 subgroups). These are the major Amerindian ethnic units living in
southern Brazil, speaking languages of the Je and Tupi stocks (Campbell, 1997). They are in a
process of adaptation to the neo-Brazilian rural way of life, but despite living geographically
close to each other for centuries, the Guarani and Kaingang still differ in many cultural and
biological aspects (Petzl-Erler et al. 1993; Tsuneto et al. 2003). The studied sample consisted
of 172 individuals from the Kaingang (N=72), Guarani-Kaiow4 (N=50) and Guarani Nandeva
(N=50) populations. The Kaingang were sampled in Nonoai, Rio Grande do Sul; the Guarani-
Kaiowd live in Amambai and Limio-Verde, Mato Grosso do Sul; and the Guarani Nandeva in
Porto Lindo and Amambai, Mato Grosso do Sul. Geographical coordinates of these places are
given in Table 1. This table provides additional information about these three populations and
for those previously reported as being studied for DRD4. Classification in a predominantly
hunter-gatherer or agriculturalist way of living was as described in Salzano and Callegari-
Jacques (1988). It should be stressed that this classification refer to their relatively recent past,
independently of most recent changes, that probably could not have significantly influenced
their gene pool

Laboratory methods

Blood samples were obtained with anticoagulant, refrigerated shortly after collection,

and sent by air to Porto Alegre or Curitiba (Brazil), where DNA was extracted by standard

salting out procedures.

The VNTR-48bp in DRD4 exon III was genotyped as described by Roman et al (1999).

John Wiley & Sons, Inc. 6
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All 7R allele homozygote samples were sequenced. The primers used for sequencing were D4-
3 (5’-GCGACTACGTGGTCTACTCG-3’) and D4-J3 (5’-CCTTC CCCCACGCCA-3’)
(Lichter et al., 1993). After amplification, PCR products were purified by exonuclease I (Exo)
and shrimp alkaline phosphatase (SAP) treatment (Ding et al., 2002). The purified fragment
was sequenced at MACROGEN Inc. When new mutations were observed or when sequences

were dubious, the samples were resequenced trough independent PCR products.

Statistical and sequence data analyses

Allele frequencies were obtained directly by gene counting. The Hardy-Weinberg
equilibrium was assessed by the exact test of Guo and Thompson (1992), using the
ARLEQUIN v.3.11 software (Excoffier et al. 2005).

Average heterozygosities were calculated according to Nei (1987), and the genetic
distance matrix was calculated employing the D4 distance (Nei et al. 1983) using the
DISPAN software (Ota, 1993). A nonmetric multidimensional scaling (MDS) plot was
obtained using SPSS v.16 (SPSS Inc., USA, 1998).

Population genetic structure was investigated using analysis of molecular variance
(AMOVA; Excoffier et al. 1992). Language, geography and way of living grouping
approaches for subdivision were considered using the ARLEQUIN v. 3.11 program (Excoffier

et al. 2005). Fst estimates were also obtained with this software.

In an attempt to test the association between the 7R allele frequency and populations
in different ways of living, allele distributions were compared using Fisher’s exact test.
Spearman's correlation coefficients between latitudes and allele frequency were also

calculated to verify the possible existence of a geographical pattern in the 7R distribution.

John Wiley & Sons, Inc. 7
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All tests were two-tailed and significance level was set at 0.05. The analyses were performed

with the SPSS software, version 16 (SPSS Inc., USA).

Map of the populations’ geographic locations and the isolines for 7R allele

frequencies were produced with the IDRISI_C v.32.02 software (Eastman, 2000).

In this study, the term ‘motif” refers to a variant sequence of the VNTR 48bp repeat
unit. A haplotype means a specific motif composition, and allele refers to a specific length
variant.. Analysis of sequence data was accomplished using the Codon Code Aligner v3.0.1
software and haplotypes were estimated using the Bayesian method implemented in
PHASE2.1 software (Stephens et al., 2001; Stephens and Scheet, 2005). The haplotypes
were derived according to the motifs and point mutations as described previously (Ding et

al., 2002).

RESULTS

DRD4 allele frequencies observed in the Kaingang, Guarani-Kaiow4 and Guarani-
Nandeva, and in previously studied populations are shown in Table 2. Eight alleles (ranging
from 2R to 9R) were observed. The Guarani-Nandeva presented four alleles, while five and
seven alleles were seen among the Guarani-Kaiowd and Kaingang respectively. 4R and 7R
were the most frequent alleles and were observed in all populations. 4R was the most frequent
in the Kaingang (53%) and Guarani-Nandeva (48%) while 7R was more frequent in Guarani-
Kaiowa (52%). When these results were compared with previous data, the 7R average
frequency (0.443) proved to be intermediate between those obtained by Chang et al. (1996)

(0.628) and Hutz et al. (2000) (0.544) for the Amazonian region, and those reported by

John Wiley & Sons, Inc. 8
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Marignac and Bianchi (2006) (0.341) in Chaco and Patagonia regions.

As for the intrapopulational genetic variability, the Kaingang were more variable than
the others, showing three variants (3R, 8R and 9R) absent in the Guarani subgroups. Table 2
presents heterozygosity values in the 18 South Amerindian investigated for the DRD4 locus.
The lowest values were observed in the Ticuna (0.354) and Mapuche (0.398) while the higher

values were in the Tehuelche (0.725) and Xavante (0.698) populations.

To further evaluate the genetic relationships among the 18 South Amerindian
populations, D4 genetic distances were estimated. The multidimensional scaling plot based on
this distance is presented in Figure 1. As shown there, those classified as hunter-gatherers
were more tightly clustered than the agriculturalists. Notice that Wai-Wai and Tehuelche,
classified as hunter-gatherers, clustered together with the agriculturalists, while Ticuna,
classified as an agriculturalist population, clustered with the hunter-gatherers. When the
Ticuna was removed from the analysis, AMOVA showed a significant structure between these
two divisions (Table 3). The actual 7R frequencies were averaged as 0.58 in hunter-gatherers
against 0.48 in agriculturalists (P<0.001).

Spearman's correlation coefficient was afterwards estimated between latitude and 7R
frequency in the 18 populations. A north-south gradient was found (p=0.580, P=0.012; Figure
2b), with the 7R frequencies decreasing toward the south. It is interesting to note that the
populations of the southern end have frequencies similar to those observed in native North
America (Table 2). Figure 2a shows the 7R allele distribution in South America.

As shown in Table 3, the highest level of molecular variation between the suggested
divisions (7.73%) corresponds to the separation between North /Central and South American

populations. A clear difference among Andes, Center/SE and Amazonia was also found, (P =

John Wiley & Sons, Inc. 9
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0.015; Table 3), but no significance when populations were grouped by linguistic affiliation.
Fsr estimates between the three indicated divisions reflected the reduction of gene flow
between them: Amazon and Andean (0.157, P<0.001), Amazon and Center/SE (0.061,
P<0.001), and Andean and Center/SE (0.020, P = 0.027);

The DNA of a total of nine Kaingang, nine Guarani-Kaiowa and eight Guarani-
Nandeva individuals homozygous for the 7R allele were sequenced (Table 4). As was
observed in other populations (Lichter et al., 1993; Ding et al., 2002) the most frequent
haplotype was 1-2-6-5-2-5-4. It was the only haplotype observed in the Kaingang and
Guarani-Kaiow4, whereas in the Guarani-Nandeva two different haplotypes were observed in

addition to it, one of them being the so-called Surui exclusive haplotype (1-3-6-5-2-5-19).

DISCUSSION

The present study provides: (1) novel information regarding the frequency of the 48bp
VNTR polymorphism of the DRD4 gene in Guarani and Kaingang populations; (2) new data
on VNTR haplotypes in these populations; and (3) a general analysis of the VNTR DRD4
distribution in South Amerindians.

VNTR sequences in Native American populations have been reported for the Maya,
Colombian natives, and Surui only (Lichter et al., 1993; Ding et al., 2002). Lichter et al (1993)
sequenced 20 Amerindian chromosomes (10 Mayans and 10 Colombians). In these
populations, 70% and 60% respectively of the alleles sequenced were 7R, and all presented the

1-2-6-5-2-5-4 haplotype. Ding et al. (2002) studied 600 alleles, 76 being Amerindian alleles

John Wiley & Sons, Inc. 10
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without population source information. Five (6.5%) of the Amerindian 7R alleles presented a
haplotype (1-2-6-5-2-5-19) designated by the authors as a Surui exclusive haplotype probably
because it occurred only in this population. This haplotype was now observed in three out of
Guarani-Nandeva 16 7R chromosomes (19%). This shared haplotype between the Guarani-
Nandeva and Surui supports the hypothesis of an Amazonian origin for the Guarani. Probably
the 7R (1-2-6-5-2-5-19) haplotype is an Amerindian marker. As in the Maya and Colombian
natives, the Kaingang and Guarani-Kaiowa populations presented only the most common
(1-2-6-5-2-5-4) 7R haplotype.

Positive selection in the VNTR region has been long addressed (Chang et al. 1996;
Ding et al. 2002; Wang et al. 2004). It was proposed that the 7R allele selection possibly
involves migration. . Exploratory behaviors would be adaptive in nomad societies because
they allowed for more successful exploitation of resources. Conversely, in agriculturalist
sedentary societies, novelty-seeking and exploratory behaviors would have social costs
because these populations developed intensive methods for using the land in a given settled
environment (Chen et al. 1999).

Chen et al (1999) had previously reported an association between macro-migrations
and 7R or long alleles around the world. In their study micro-migrations failed to show
association with 7R possibly due to the small number of American sedentary societies
investigated by them. Our results show an association between high 7R and the hunter-
gatherer way of living reinforcing the idea of an advantage of novelty-seeking temperament,
hyperactivity and impulsivity in this situation. It is proposed that these traits could have been
important and advantageous in the colonization of new environments during the peopling of
the Americas. The high 7R frequency in predominantly hunter-gatherers might reflect the

advantage of hyperactive and more violent men during competitions and warfare (Harpeding

John Wiley & Sons, Inc. 11
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and Cochran, 2002). However, to correctly test this hypothesis, the between groups 7R
frequencies must be calculated considering males only.

Our results also showed an allele distribution related to geography. Both correlation
and AMOVA analyses (Figure 2a,b; Table 3) indicated the Amazon as a region of high 7R
frequency. Similar results were observed with the -globin haplotypes, and they could
indicate vestiges of past South Amerindian migrations (Callegari-Jacques et al. 2007). But it is
unlikely that the 7R distribution in South America is due to geography. The correlation with
latitude is probably due to the fact that hunter-gatherers live in northern, and agriculturalists in
southern regions. Alternative hypotheses (see below) seems more likely.

CONCLUSION

In this study we reported DRD4 VNTR locus allele frequencies in three South
Amerindian populations. These new data, pooled with those previously reported, provided
indirect evidence of 7R involvement with the hunter-gatherer way of living. Geography could
also modulate the 7R distribution in South America. This geographic pattern could be due to
(1) differential location of hunter-gatherers and agriculturalists, (2) undetected bottleneck and
admixture effects; or (3) evidences of past migrations not necessarily involved with behavioral
traits influenced by the dopamine receptor D4; no evidence is available, however, for
hypotheses 2 and 3. Our results have implications in association studies of neuropsychiatric
diseases. Given the observed heterogeneity of South Amerindians and the admixed nature of
the continent’s population, the appropriateness of the control samples in case-control studies is

of critical importance.
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Legends for figures

Fig 1. Non-metric multidimensional scaling plot of the D distances between 18 South
Amerindian populations, calculated considering the 48bp-VNTR locus. Axis 1 separates

(with few exceptions) hunter-gatherers from agriculturalists.

Fig 2. (a) Isoline map showing the distribution of 7R observed frequencies in South
America. (b) Correlation between 7R frequency and latitude of 18 South Amerindian

populations

John Wiley & Sons, Inc.
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TABLE 1. Linguistic affiliation, geographic location, sample size and acculturation stage for 18 South Amerindian populations (listed in alphabetic

©CoO~NOUTA,WNPE

order)
Population Population name No of tested Relatively recent way Linguistic group® Geographic lacalization References
number chromosomes of living Latitude Longitude
1 Ayoreo 8 Hunter-gatherer Zamuco 19°00’ S 60° 30' W 3
2 Gaviao 58 Hunter-gatherer Tupi-Mondé 10°10'S 61°08'W 2
3 Guahibo 26 Hunter-gatherer Arawak 6°00’ N 70°00° W 1
4 Guarani-Kaiowa 100 Agriculturalist Tupi-Guarani 23°00’' S 55°00° W 4
5 Guarani-Nandeva 100 Agriculturalist Tupi-Guarani 23°00'S 54° 30° W 4
6 Kaingang 144 Agriculturalist Je 27°00’ S 52°00' W 4
7 Karitiana 108 Hunter-gatherer Tupi-Arikém 9030’ S 64° 15’ W 1
8 Lengua 16 Agriculturalist Mascov 22027 S 58°00° W 3
9 Mapuche 44 Agriculturalist Mapudungu 41°00'S 69° 00' W 3
10 Mataco 42 Agriculturalist Mataco-Mataguayo 24°00’ S 62° 00’ W 3
11 Quechua 44 Agriculturalist Quecha 12° 00’ S 77°00W 1
12 Surui | 90 Hunter-gatherer Tupi-Mondé 10° 50’ S 61°10'W 1
13 Surui Il 44 Hunter-gatherer Tupi-Mondé 11° 00’ S 62°00'W 2
14 Tehuelche 16 Hunter-gatherer Chon 45° 00’ S 70°00' W 3
15 Ticuna 128 Agriculturalist Ticuna 3°00'S 70°00'W 1
16 Xavante 56 Hunter-gatherer Je 13°20'S 51°40'W 2
17 Zoré 56 Hunter-gatherer Tupi-Mondé 10°20'S 60° 20' W 2
18 Wai Wai 56 Hunter-gatherer Caribe 0°40'S 57°55'W 2

John Wiley & Sons,
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TABLE 1 (continuation)

References: 1.Chang et al. (1996); 2.Hutz et al. (2000); 3.Marignac and Bianchi (2006); 4.Present study.
4According to Campbel (1997)
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TABLE 2. Frequencies (%) and genetic variability measures (heterozygosity and number of alleles) of exon Ill 48pb VNTR locus in Amerindians

John Wiley & Sons, Inc.

Population Chrol:lnoc;s(gmes 2R 3R 4R ;/;leles 6R 7R B8R 9R Heterﬂgosny :Illglg;
South America
Ayoreo® 8 0.000 0.000 0375 0.000 0000 0.625 0.000 0.000  0.536 2
Gaviao? 58 0.030 0.000 0280 0.000 0000 0.690 0.000 0.000  0.452 3
Guahibo' 26 0.000 0.000 0230 0.000 0.150 0.620 0.000 0.000  0.562 3
ﬁ:gfvgh 100 0.010 0.000 0280 0.010 0.180 0520 0.000 0.000  0.625 5
,;?a“nac;:\r/‘; 100 0.040 0.000 0480 0.000 0.040 0.440 0,000 0.000  0.579 4
Kaingang® 144 0.040 0.010 0530 0.000 0020 0.370 0.020 0.010  0.584 7
Karitiana' 108 0.000 0.000 0390 0.000 0000 0.600 0.010 0.000  0.492 3
Lengua® 16 0.250 0.000 0563 0.000 0000 0.187 0.000 0000  0.625 3
Mapuche® 44 0.045 0.023 0773 0023 0023 0113 0000 0000  0.398 6
Mataco® 42 0.000 0.024 0476 0024 0071 0405 0.000 0000  0.618 5
Quechua' 44 0.000 0.000 0410 0.000 0.140 0.450 0.000 0.000  0.624 3
Surui I 90 0.140 0.000 0.160 0.010 0.000 0.690 0.000 0.000  0.484 4
Surui II2 44 0.410 0.000 0.140 0.020 0.000 0730 0.000 0.000  0.445 4
Tehuelche?® 16 0.188 0,062 0375 0.000 0.000 0375 0.000 0.000  0.725 4
Ticuna' 128 0.020 0.000 0200 0.000 0000 0780 0.000 0.000  0.354 3
Xavante? 56 0.000 0.000 0320 0030 0040 0430 0.180 0.000  0.698 5
Zor6? 56 0.000 0.000 0360 0.000 0000 0.640 0.000 0.000 0,469 2
Wai Wai? 56 0.020 0.000 0520 0.050 0.180 0.230 0.000 0.000 0,653 5
(continue)
TABELA 2 (continuation)
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No of

P lation
opulatio chromosomes

Alleles

2R

3R

4R

5R

6R

7R

8R

9R

Heterozygosity No of

(H)

alleles

Mesoamerica
Maya' 100
North
11 America
12 Cheyenne' 96

Jemez
Pueblo’ 86

16 Muskoke' 24
18 Pima' 70

©CoO~NOUTA,WNPE

0.010

0.010
0.040

0.040
0.010

0.000

0.000
0.010

0.090
0.000

0.570

0.520
0.700

0.540
0.740

0.000

0.020
0.020

0.040
0.030

0.030

0.110
0.030

0.000
0.000

0.390

0.340
0.190

0.290
0.220

0.000

0.000
0.010

0.000
0.000

0.000

0.000
0.000

0.000
0.000

0.527

0.608
0.476

0.640
0.409

A 01 N O

19 'Chang et al. (1996); “Hutz et al. (2000); *Marignac and Bianchi (2006); *Present study.
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TABLE 3. Molecular analysis of variance using 48bp VNTR of DRD4 alleles

Percentage of variation

L . Number of
Divisions (and number of populations  Number of P Ol;?lll aft:iro(r)ls Within Among populations Among Among divisions
tested) divisions populations ' within divisions ' divisions P-value
North/Central Americas (5) vs 2 23 84.30 7.97 773 0.014+0.004

South America (18)
Andean region (3) vs Lowland South

America (15) 2 18 85.50 8.52 5.98 0.055 +£0.007

Andean region (3) vs Amazon (8) vs 3801 561 N
Center/SE South America (7) 3 18 ' 6.39 ' 0.015x0.003
Hunter-gatherers (9) vs Agriculturalists (8) 2 17 89.67 6.50 3.83 0.036+0.006
Tupi (7) vs Jéan (2) Languages 2 9 91.16 4.82 4.02 0.100 £0.010

"In all cases, p < 0.001

John Wiley & Sons, Inc.
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TABLE 4. DRD4-7R haplotypes observed in homozygous individuals for this allele in Guarani (Kaiowd and Nandeva subgroups) and
Kaingang populations

No of No of observed Frequency (%)

chromosomes haplotypes of haplotypes Haplotypes

Population

©CoO~NOUTA,WNPE

Kaingang 18 18 100

12 Guarani-Kaiowa 18 18 100

1
1
14 Guarani-Nandeva 16 11 69 1
15 3 19 1
16 2 12 1

[N NS \S T \O R\
(o) We) i) e e
N e
[N NS \S T \O R \S]
WL U

*The numbers refer to 7R haplotype motifs. They were determined according to Ding et al. (2002).
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A discussao especifica e completa referente aos resultados obtidos no
presente trabalho encontra-se no manuscrito (capitulo 1ll). Neste capitulo serdo
abordados aspectos gerais, relacionados com as populacbes amerindias da
América do Sul e com o gene DRD4 em estudos evolutivos, bem como as
perspectivas deste trabalho. Assim, pretende-se que o texto ndo seja repetitivo.
Porém, alguma sobreposicao é inevitavel visto a complexidade do tema abordado.

Como mencionado no capitulo I, na época do contato, 0s nativo-
americanos estavam subdivididos em populacbes com diferentes habitos de vida,
desde eximios agricultores até organizacbes mais simples como cacadores-
coletores. Eles falavam diferentes linguas e também apresentavam uma
imensiddo de diferentes costumes e outros aspectos culturais. Apesar de os
estudos genéticos envolvendo populacbes amerindias serem heterogéneos e
algumas vezes contraditorios, diferencas na Ameérica sdo observadas. Algumas
delas séo clinais, enquanto outras s&o mais abruptas, provavelmente devido aos
movimentos populacionais variados e aos distintos ambientes a que esses povos

tiveram que enfrentar (Salzano 2002).

Assim como a genética, o comportamento humano também ¢é variavel na
América do Sul. A evolugcdo humana caracteriza-se por um notavel aumento no
tamanho e na complexidade do cérebro. Sabe-se que muitos genes envolvidos no
desenvolvimento e na fisiologia do cérebro de primatas, principalmente de
humanos, evoluiram sob pressao da selecao natural (Dorus et al., 2004). Assim,
0s genes que codificam proteinas relacionadas com o sistema de
neurotransmissdo seriam Otimos candidatos para estudos envolvendo o

comportamento humano.

O gene DRD4 é um dos genes que possivelmente esteja sob efeito
seletivo, especificamente a variante 7R (Ding et al., 2002; Wang et al., 2004;
Wang et al., 2006), de forma que algumas hip6teses foram propostas para tentar
elucidar sua vantagem adaptativa, como apresentado no capitulo I. Entretanto,
alguns autores expressam opinido oposta e contestam o efeito da selecéo (Hattori

et al., 2009). Essas criticas sédo geralmente baseadas em caracteristicas
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moleculares dessa regidao do gene DRD4: (1) nenhum teste de sele¢cdo conhecido
até o momento esta desenhado para ser aplicado em um VNTR; (2) a evolucéo
dessa regido ndo se da apenas por substituicdo, mas também por uma alta taxa
de recombinagdo, o que faz com que simula¢gbes por coalescéncia e também
relacbes filogenéticas simples sejam inadequadas; (3) o tamanho de cada
unidade de repeticdo em outros animais ndo € a mesma de humanos, 48pb. Por
exemplo, em equinos e cetaceos os motivos contém 18 pb (Momozawa et al.,
2005, Larsen et al., 2005), enquanto em ratos ndo foram detectadas repeticdes
(O'Malley et al., 1992), o que torna complicada a comparacédo entre elas; (4) As
unidades de repeticbes em outros primatas séo de 48bp, porém, até o0 momento,
existe pouca informacdo sobre sequéncias de diferentes tamanhos de alelos de

nao-humanos nesta ordem (Livak et al., 1995).

Esses fatores fazem com que a hipotese de selecdo seja sugerida baseada
em sua maioria em fatos indiretos, como frequéncia alélica diferencial em
continentes, aumento da frequéncia alélica em curto espaco de tempo,
associacdo entre alelo 7R e TDAH, dimensédo de personalidade busca de
novidades e associacdo entre alelo 7R e melhores indices nutricionais em
individuos de populacdo ndbmade. Entretanto, a evidéncia mais confiavel € dada
através do grande desequilibrio de ligacdo entre o alelo 7R e seus polimorfismos
préximos, metodologia que tem se tornado cada vez mais comum para estimar o
efeito da selecao (Eberle et al., 2006; Wang et al., 2006; Zhang et al., 2006, Huff
et al., 2010). Apesar de alguns autores tentarem aplicar testes-padréo de selecao
na regidao do VNTR, como estimativas de Ka/Ks (Ding et al., 2002), isso ndo esta
totalmente correto levando em consideracdo as caracteristicas moleculares

impares dessa regido do DRDA4.

O presente trabalho buscou caracterizar a variabilidade genética de trés
populacdes do centro-sul do Brasil, considerando o VNTR do gene DRD4. Estes
dados, acrescidos de informagdo genética relativa a mais 15 popula¢des sul-
americanas revelaram uma maior frequéncia de alelo 7R em populacdes
cacadoras-coletoras, o que pode estar associado ao habito de vida dessas

populacdes. Dessa maneira, 0s nossos resultados fornecem indicios indiretos de
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vantagem adaptativa do alelo 7R em sociedades cacadoras coletoras, reforcando

a hipétese de selecao natural.

Os nossos resultados, ao mesmo tempo, sao condizentes com a hipétese
proposta por Harpending e Cochran (2002), que esta intrinsecamente relacionada
com o habito de vida dessas populac¢des. Entretanto, para que essa hipotese seja
corretamente testada, seria necessario se obter a frequéncia do alelo 7R em

ambos géneros devido ao possivel efeito da sele¢do sexual.

Os resultados também indicaram que a América esta subestruturada em
trés grandes macroregides geogréaficas. Entretanto, dadas as evidéncias de
associacdo entre o alelo 7R e populacbes cacadoras-coletoras obtidas pela
associacdo com o Teste Exato de Fisher e pela correlacdo, além da evidéncia de
selecdo natural dos trabalhos prévios, € improvavel que a distribuicdo do alelo 7R
na América do Sul tenha se dado por fatores aleatérios como demografia, deriva
genética e dispersdo. Os resultados de estruturacdo genética devido a geografia
possivelmente possam estar sofrendo a influéncia da distribuicdo das populacdes
com diferentes habitos de vida, uma vez que os dois fatores estdo muitas vezes
relacionados nas populac¢des nativas da América do Sul estudadas. Assim, torna-
se uma tarefa complicada tentar distingui-las e analisa-las separadamente. Por
exemplo, os povos habitantes da regido dos Andes apresentavam alto nivel de
organizacdo, domesticavam plantas e animais, praticavam irrigacdo e sua
tecnologia era bastante desenvolvida. Ja os indigenas da floresta Amazénica
praticavam na sua maioria a caca e a coleta, com agricultura incipiente, devido as
caracteristicas do solo e do clima da regido tropical (Salzano e Callegari-Jacqges,
1988; Crawford, 1998). Ja na regido Centro-Sul foram analisadas popula¢gdes que
sdo mescladas em relagédo aos habitos de vida, o que pode ter configurado o valor
intermediario de frequiéncia 7R. Os valores de Fst entre essas trés macro-regioes
corroboram essa hipotese, sendo Amazonia e Andes mais distantes, e Centro-Sul

intermediario aos dois.

Em relacdo aos resultados obtidos com as sequéncias do VNTR do gene
DRD4 em amerindios, eles refletem o padrdo encontrado para outras populacdes
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mundiais, exceto na populacdo Guarani-Nandeva, que se mostrou polimorfica
para este locus. Os Guarani representam a por¢ao mais austral da bem sucedida
expansao Tupi. Apesar da escassez de dados envolvendo o sequenciamento do
VNTR em populacbes amerindias, os Guarani sdo a Unica populacdo que
compartilha um haplotipo com populacbes Amazodnicas, representadas pelos

Surui, o que pode indicar a expanséo Tupi.

Como mencionado, os dois subgrupos da populacdo Guarani estudadas
aqui demonstraram ser diferentes, principalmente em relacdo as frequéncias dos
alelos 4R, 6R e 7R, além dos haplotipos observados no alelo 7R. Diferencas entre
0s subgrupos Guarani também ja foi relatada para mtDNA (Marrero et al., 2007), o
que sugere que a separacao dos trés subgrupos tenha sido um evento anterior ao

contato com colonizadores europeus.

7

Este estudo é de grande valia para trabalhos que buscam associar
doencas e genes, jA que o DRD4 é um gene muito estudado na etiologia de
transtornos psiquiatricos e as populagdes indigenas sdo um grupo parental das
populacdes miscigenadas desse continente. Nesse tipo de estudo, a utilizagéo de
um grupo controle correto é imprescindivel. Como a América esta estruturada em
relacdo ao hébito de vida das sociedades, € muito importante que essa
equivaléncia genético-cultural seja respeitada para que ndo se recorra em

resultados enviesados.

O gene DRD4, apesar de ser complexo de ser manuseado, apresenta
muitos campos de trabalho abertos. Por exemplo, a investigacdo de populagdes
de habito de vida cacadoras coletoras mais ao sul do continente, como as
populacées Aché (Chaco) e Ona, Alacaluf e Yahgan (Patagdnia) seria importante
para confirmar a hipotese de selecdo natural. Além disso, a variabilidade interna
ao VNTR tem se mostrado uma area promissora devido a elevada frequéncia de
variantes raras 7R em individuos com TDAH, porém até o momento tem sido
pouco estudada. O sequenciamento do VNTR em individuos do sul do Brasil
sadios e com a patologia, comparadas com o0s haplétipos determinados no

presente estudo poderiam auxiliar nos aspectos de miscigenagao populacional
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nessa regiao, de evolucdo molecular do VNTR e também as relacdes evolutivas

entre TDAH e habito de vida das populacfes nativas sul-americanas.
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