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RESUMO

A comunicação pode ser definida como um sinal que fornece informação de um sinalizador

para um receptor. Enquanto a ecolocalização é comum em cetáceos e morcegos, a

comunicação acústica através da língua falada é uma característica de humanos. A genética

da comunicação em mamíferos tem sido amplamente estudada e o uso de língua tonal e não

tonal em humanos já foi correlacionada com a distribuição geográfica das populações.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar estudos macroevolutivos de genes de audição

em mamíferos com diferentes estratégias acústicas e estudos microevolutivos de genes

relacionados à fala em populações humanas que falam línguas tonais e não-tonais. Para os

estudos macroevolutivos, nós comparamos mamíferos com estratégias acústicas marinhas e

terrestres (cetáceos e morcegos respectivamente), bem como roedores, artiodáctilos e

primatas. As análises evolutivas foram realizadas nos pacotes PAML e MEME. A busca de

frequências alélicas em humanos nos sítios sob seleção encontrados foram feitas através do

dbSNP. Para as análises microevolutivas, usamos os dados disponíveis no 1000 Genomes e

no World Atlas of Language Structure. Os genes candidatos para “fala” no Human Phenotype

Ontology (HPO) foram usados para criar uma rede de genes no STRING e analisada no

CYTOSCAPE. Duas populações, Vietnamitas e Cambojanos, foram analisadas através do

pairwise Fst. A análise no PAML mostrou um gene, DIAPH1, com um X² estatisticamente

significativo. Os resultados do DIAPH1 demonstraram que não há posições comuns no

MEME e no PAML. Esses sítios estão localizados em um domínio, FH1, que dimeriza o

filamento de actina. Os sítios sob seleção encontrados no gene DIAPH1, detectados por cada

um dos métodos, parecem ser táxon-específicos uma vez que Homo sapiens não apresentou

polimorfismos importantes nessas posições, embora alelos raros são descritos em bancos de

dados públicos. Em relação aos achados microevolutivos, nós encontramos duas variantes no

gene HSPG2, na análise pairwise FST. Esse gene é relacionado ao aumento anormal do pitch

(frequência) da voz. Outras investigações relacionadas a impactos funcionais desses achados

precisam ser realizadas.



ABSTRACT

Communication can be defined as a signal that provides information from a signaler to a

receiver. Although echolocation is common in cetaceans and bats, acoustic communication

through spoken language is a feature of humans. The genetics of communication in mammals

has been extensively studied and the use of tonal and non-tonal language in humans has

already been correlated with the geographic distribution of populations. Therefore, the aim of

this work was to carry out macroevolutionary studies of hearing genes in mammals with

different acoustic strategies and microevolutionary studies of genes related to speech in

human populations that speak tonal and non-tonal languages. For macroevolutionary studies,

we compare mammals with marine and terrestrial acoustic strategies (cetaceans and bats,

respectively), as well as rodents, artiodactyls and primates. The evolutionary analysis was

performed in the PAML and MEME packages. The search for allele frequencies in humans at

the selection sites found was performed using dbSNP. For microevolutionary analyses, we

used available data from 1000 Genomes and the World Atlas of Language Structure. Speech

candidate genes in the Human Phenotype Ontology (HPO) were used to create a gene

network in STRING and analyzed in CYTOSCAPE. Two populations, Vietnamese and

Cambodian, were analyzed using the pairwise FST. PAML analysis showed one gene,

DIAPH1, with a statistically significant X². DIAPH1 results demonstrated that there are no

common positions in MEME and PAML. These sites are located in a domain, FH1, that

dimerizes the actin filament. The sites under selection found in the DIAPH1 gene, detected by

each of the methods, seem to be taxon-specific, since Homo sapiens did not show significant

polymorphisms in these positions, although rare alleles are described in public databases.

Regarding the microevolutionary findings, we found two variants in the FST pairwise analysis,

located in the HSPG2 gene. This gene is related to the abnormal increase in the pitch

(frequency) of the voice. Further investigations related to the functional impacts of these

findings need to be carried out.
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1. INTRODUÇÃO

1.1. Comunicação no reino animal

A comunicação no reino animal pode ser definida como qualquer compartilhamento de

informações de qualquer fonte (Smith, 1977). Wilson, por sua vez, define tal tipo de

comunicação como “a ação ou sugestão dada por um organismo [o remetente] que é

percebida por ele e altera o padrão de probabilidade de comportamento em outro organismo

[o receptor] de uma forma adaptável a qualquer um dos dois participantes'' (Wilson, 1975).

Nesse sentido, há um sinal que fornece informações vindas de um sinalizador para um

receptor (Figura 1) e que ajuda os animais fazerem suas escolhas. Segundo Smith, quando um

indivíduo adquire informações, torna-se mais capaz de antecipar e responder adequadamente

aos eventos e usar o feedback para selecionar ações e promover mudanças em seu estado

(Smith, 1977).

Figura 1. Elementos envolvidos na comunicação.

O remetente envia uma informação que é recebida pelos demais indivíduos presentes no meio, mas

faz sentido apenas para o receptor, que então pode tomar uma decisão ou enviar uma resposta.

Adaptado de Erin Gillam, 2011. Autor: Laura Haleva. Imagem adaptada no Adobe Photoshop.
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A comunicação e a linguagem não são exclusivas dos seres humanos, ainda que a

associação da linguagem à imaginação, segundo alguns autores, pareça ser única da nossa

espécie (Harari, 2012). A comunicação nos animais pode ocorrer por diversos motivos:

encontrar e capturar presas, evitar predadores, orientação no espaço geográfico, encontrar e

selecionar um parceiro e cuidar da prole (Hoelzel, 2002). Os animais usam uma grande

quantidade de canais sensoriais ou modalidades de sinais para se comunicar. Podemos dividir

o tipo de comunicação em pelo menos 3 formas: a comunicação visual, acústica e química

(Figura 2). A comunicação visual é extremamente efetiva para animais que são ativos durante

o dia. A comunicação química desempenha um papel importante na vida de alguns animais e

depende da detecção de sinais químicos por parte do receptor. Alguns animais possuem

órgãos especializados para isso, como o órgão vomeronasal. Por exemplo, elefantes asiáticos

machos (Elephas maximus) usam esse órgão para processar sinais químicos na urina da

fêmea de modo a detectar se ela está sexualmente receptiva (Rasmussen et al, 1982).

Comparada à comunicação visual e acústica, os sinais químicos viajam mais lentamente pelo

espaço, podendo ser transmitidos por longas distâncias e demoram a desaparecer depois de

sua produção.
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Figura 2. Tipos de comunicação encontrados na natureza, considerando o reino animal.

A) Comunicação acústica. B) Comunicação visual. C) Comunicação por ecolocalização. D)

Comunicação química. Autor: Laura Haleva. Imagem criada no Adobe Photoshop.

Já a comunicação acústica é muito abundante na natureza, provavelmente porque os

sons podem se adaptar a uma ampla variedade de condições ambientais e situações

comportamentais (Gillam, 2011). Em aves canoras, a siringe é o órgão responsável pela

produção de som e os sinais vocais são divididos em chamados (“calls”) e em canto (“song”).

O canto é utilizado para controle territorial e para encontrar um parceiro, enquanto o

chamado é utilizado para contato, acasalamento, ameaça, “implorar” (usado por filhotes), vôo

e alarme (Kumar, 2003).

Mamíferos, anfíbios e répteis também se utilizam da comunicação acústica para

transmitir informações. As vocalizações e comunicação acústica é mais bem conhecida em

anuros, nos quais tem papel importante na reprodução (Ovaska & Rand, 2001; Ryan, 2001;

Gerhardt & Huber, 2002; Duellman & Trueb, 1986; Feder & Burggren, 1992; Walkowiak,
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2006; Yang & Kelley, 2008). Os machos de muitas espécies vocalizam e competem uns com

os outros de modo a ganhar a atenção da fêmea (Gerhardt & Huber, 2002; Wells 2010; Bee,

2015; Clulow et al., 2017). Entre os répteis, os chamados são usados para interações entre a

mãe e a prole, acasalamento e interações territoriais (Vergne et al., 2009; Frankenberg, 1982;

Galeotti et al., 2005).

A comunicação acústica também é observada nos primatas não-humanos, entre outros

mamíferos. Esses animais utilizam um tipo de vocalização que é denominada “calls” ou

“chamados”. Em um estudo com macacos-de-nariz-branco (Cercopithecus nictitans), os

pesquisadores perceberam que os machos combinavam dois chamados básicos para sinal de

perigo em uma sequência única. Os membros do bando que escutam esse chamado

combinado tendiam a percorrer uma distância maior do que quando o chamado básico era

utilizado de maneira individual, logo indicando que o chamado combinado teria um

significado próprio denominado “afastar” (Arnold & Zuberbühler, 2006a; Arnold &

Zuberbühler, 2006b). Evidências similares também foram encontradas em

macacos-de-Campbell (Cercopithecus campbelli), gibões (família Hylobatidae) e bonobos

(Pan paniscus) (Ouattara et al., 2009a; Ouattara et al., 2009b; Clay & Zuberbühler, 2011),

sugerindo que as sequências organizadas sintaticamente (chamados em sequência) são

comuns na comunicação de primatas. Além disso, chimpanzés (Pan troglodytes) parecem

entender o significado dos chamados. Fêmeas de chimpanzés, por exemplo, tendem a evitar

os chamados de copulação dependendo do número de indivíduos em sua volta, isto é, as

fêmeas tendem a não utilizar o chamado de copulação caso haja um número maior de

indivíduos ao redor como forma de prevenir competição social (Townsend et al., 2008).

Um tipo particularmente especializado de comunicação encontrada em morcegos

microquirópteros e cetáceos é a ecolocalização. Resumidamente, é um processo fisiológico

em que sons de alta frequência são emitidos para detectar e localizar a presa ou obstáculos.

Depois da emissão do som, o indivíduo detecta e processa o eco gerado. Isso permite que o

animal faça avaliações muito precisas da localização do objeto ou presa. Além de ser usado

para forrageamento e predação, também é utilizado para navegação e proteção (Whitlow

2009). Entretanto, há evidências que demonstram que a ecolocalização também pode facilitar

a comunicação social. Em um artigo de 2012, Knörnschild e colegas relatam que morcegos

machos da espécie Saccopteryx bilineata discriminam a aproximação de machos e fêmeas da

mesma espécie apenas com base em seus chamados de ecolocalização. Ainda, os machos

produzem vocalizações de cunho agressivo quando escutam os chamados de ecolocalização
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de outros machos e, quando escutam chamados de ecolocalização produzidos por fêmeas,

produzem chamados de copulação (Knörnschild et al., 2012)

As descobertas da ecolocalização, ou de suas evidências, em golfinhos e morcegos

remontam ao século passado. Em 1938, G. Pierce e D. Griffin forneceram a evidência de que

morcegos emitem pulsos ultrassônicos, apesar de suspeitarem isso desde os anos 1910. Em

relação aos golfinhos, só em 1960 se demonstrou esse tipo de comunicação nesses animais, a

partir dos experimentos de Norris e colegas (1960). A ecolocalização também pode ser

denominada como autocomunicação, uma vez que o animal que ecolocaliza é o sinalizador e

receptor (Bradbury & Vehrencamp, 1998).

1.2. Audição

Para que haja a comunicação entre dois indivíduos, é preciso que uma série de órgãos

trabalhem em conjunto. O ar que atravessa a laringe é transformado em som pela vibração

das cordas vocais e transforma-se em um som (Lieberman et al. 1992). Agora, o ouvinte

precisa escutar e processar o som, as palavras pronunciadas, utilizando seu aparelho auditivo

e regiões do cérebro como o córtex auditivo e o córtex motor (Friederici, 2012). Sendo assim,

essa habilidade tão complexa necessita de ao menos 3 regiões: o aparelho fonador, o aparelho

auditivo e as regiões cerebrais associadas.

Especificamente em relação à audição, ela ocorre através da recepção de ondas

sonoras que chegam ao pavilhão auricular e fazem a membrana timpânica vibrar. O tímpano,

por sua vez, transfere essa energia mecânica para os ossículos do ouvido até chegar no fluido

presente na cóclea. Tudo isso então é detectado pelas células ciliadas que são estimuladas e

enviam esse estímulo para o nervo auditivo, que leva essa informação para o cérebro (Seikel,

Konstantopoulos & Drumright, 2020).

Os sons chegam ao ouvido em diferentes frequências e a capacidade de detectar os

sons varia amplamente entre as espécies (Tabela 1). Por exemplo, a maioria dos morcegos

emitem chamados ultrassônicos (> 20 kHz), os quais são de frequência alta e inaudíveis para

os seres humanos (20Hz - 20kHz; Jones, 2005; Rosen, 2011), mas audíveis para os outros

morcegos. Golfinhos também podem ouvir em frequências muito altas, acima de 100 kHz,

enquanto baleias, que fazem parte do mesmo grupo taxonômico dos golfinhos, escutam em

frequências um pouco menores. Há outros animais que escutem em frequências muito baixas,

inaudíveis para humanos. Os elefantes, por exemplo, escutam em frequências que variam de



19

15 Hz a 20 Hz (Garstang, 2004). Os sons audíveis em diferentes frequências possuem papéis

muito importantes para a sobrevivência e o comportamento, e são essenciais para a

comunicação entre os indivíduos de uma mesma espécie.

Tabela 1. Amplitude de frequência audível em diferentes grupos de animais.

Grupo Amplitude de Frequência Referência

Rã e sapo 50Hz - 4kHz

Fay, R.R. (1988). Hearing in Vertebrates: A

Psychophysics Databook. Winnetka, IL:

Hill-Fay Associates.

Crocodilo 300Hz - 8KHz

Wever EG. (1971). Hearing in the

Crocodilia. Proc. Natl Acad. Sci. USA 68,

1498-1500.

Ave 1kHz - 4kHz

Beason, R.C. (2004). What can birds hear?

Proceedings of the Vertebrate Pest

Conference, 21

Baleia Azul 14kHz - 36kHz

Cummings, W.C., Thompson, P.O. (1971).

Underwater sounds from the blue whale,

Balaenoptera musculus. J Acoust Soc Am.

50:1193-1198.

Golfinho 150Hz - 150kHz

Fay, R.R. (1988). Hearing in Vertebrates: A

Psychophysics Databook. Winnetka, IL:

Hill-Fay Associates.

Morcego 15kHz - 90kHz

Adams, R.A, Pedersen, S.C. (2000).

Ontogeny, Functional Ecology, and

Evolution of bats. Cambridge University

Press. pp. 139-140.
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Rato 250Hz - 80kHz

Escabi, C.D., Frye, M.D., Trevino, M,

Lobarinas, E. (2019). The rat animal model

for noise-induced hearing loss. The

Journal of the Acoustical Society of

America, 146(5), 3692-3709.

Cachorro 67Hz - 45kHz

Condon, Timothy (2003). Elert, Glenn

(ed.). Frequency Range of Dog Hearing.

The Physics Factbook.

Humano 20Hz - 20kHz

Rosen, S. (2011). Signals and Systems for

Speech and Hearing (2nd ed.). BRILL. p.

163.

Uma série de genes controlam o desenvolvimento de órgãos, células e regiões

cerebrais associadas à audição. É no ectoderma que o placode óptico surge, ventralmente no

rombencéfalo, e se invagina para dar origem ao otocisto, que mais tarde resultará no ouvido.

O placode óptico é induzido pela sinalização do fator de crescimento de fibroblasto (FGF) e a

expressão de SOX2 marca o domínio prossensorial da cóclea. A diferenciação de células

neurais da cóclea ocorre com a expressão de vários fatores de transcrição. Muitos desses

fatores de transcrição surgiram há muito tempo na evolução, presentes no último ancestral

comum de eucariotos (de Mendoza et al. 2013). Assim, esses genes são pleiotrópicos, e

alterações nas suas sequências impactam não somente regiões ligadas à audição. Variantes

nesses genes podem produzir trade-offs, com uma desvantagem associada e levando a

restrições evolutivas (Hughes & Leips, 2017).

Para avaliar genes que podem estar associados, de uma forma mais específica, a um

fenótipo, é possível analisar aqueles cujas mutações causam alguma anomalia relativa ao

fenótipo de interesse. Por exemplo, no caso da audição, podemos analisar genes que

apresentem mutações que resultam em um dano direto na recepção e processamento do som.

Danos auditivos podem ter caráter sindrômico ou não sindrômico (Gettelfinger & Dahl, 2018;

Venkatesh, Moorchung & Puri, 2015). A perda auditiva genética não sindrômica corresponde

a cerca de 70% dos casos e pode ser herdada de forma autossômica recessiva ou dominante
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ou por herança ligada ao X (Petit, Levilliers & Hardelin, 2001). Casos mais raros envolvem

até mesmo a mitocôndria (Korver et al., 2017).

Além disso, o modo como a doença se expressa varia bastante, ocorrendo de forma

mais atenuada até mais severa. Ainda, podemos ter a perda auditiva condutiva, que se refere a

defeitos do ouvido médio/externo, ou a perda auditiva sensorineural, que envolve defeitos no

ouvido interno ou até mesmo nas regiões do cérebro associados à audição. A perda auditiva

não sindrômica é quase que exclusivamente sensorineural. Além do grau de severidade da

doença, também há formas relacionadas à perda da audição para determinadas frequências

sonoras. Há casos de indivíduos que não escutam faixas de frequência altas (entre 3000 e

6000 Hz), faixas médias (entre 1000 Hz e 3000 Hz) e frequências baixas (125 Hz a 1000 Hz)

(Human Phenotype Ontology).

Ainda que a surdez hereditária seja uma condição com alto grau de heterogeneidade

genética, alguns genes se destacam como os principais responsáveis pela surdez não

sindrômica. Entre eles, o GJB2, que codifica a conexina 26. A mutação por mudança de

matriz de leitura (c.35delG) nesse gene é uma das causas mais comuns de perda auditiva em

humanos. A conexina 26 é expressa na cóclea e na epiderme e forma canais entre as células

os quais, quando abertos, permitem a difusão de pequenas moléculas entre as células.

Problemas na proteína conexina 26 levam a falha da difusão de potássio intracelular e na

transmissão dos sinais auditivos até as regiões que processam o som (Chen et al. 2022). Além

dessa mutação, uma série de outras mutações foram descritas no GJB2 como causadoras de

perda auditiva, desde mutações do tipo deleção, inserção, mutações de sentido trocado e

mutações sem sentido (Kenneson et al., 2002; Shen et al., 2019).

Além do GJB2, também no gene GJB6 que codifica a conexina 30 já foram descritas

mutações associadas à perda auditiva (Batissoco et al. 2009; Wang et al. 2011; del Castillo et

al. 2003). Por exemplo, em 2002, Pallares-Ruiz e colaboradores analisaram um caso de

surdez congênita sem ligação com o gene GJB2 e descobriram uma deleção em homozigose

no gene GJB6 em torno 150kb de extensão, incluindo a terminação 5’. Esse achado

demonstra que a ausência dessa região do gene em homozigose causa danos severos à

audição. Em outro estudo, uma deleção que compreende 309kb e uma segunda deleção na

região 5’ não traduzida, identificada na população da Espanha e Reino Unido foram descritas

(el Castillo et al., 2005).
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Além dos genes GJB2 e GJB6, mutações no gene SLC26A4 são a segunda causa mais

proeminente de perda auditiva (Albert et al., 2006). Um exemplo é a síndrome de Pendred, a

forma mais comum de perda auditiva sindrômica associada a mutações nesse gene (Pera et

al., 2008). O SLC26A4 codifica uma proteína (pendrina) que realiza o transporte

transmembrana de ânions na cóclea (Everett et al., 2006). A mutação mais comum nesse gene

é uma mutação que afeta o splicing, ou seja, o processamento do RNA mensageiro

(c.919-2A>G). Pacientes afetados por esse tipo de mutação apresentam variados graus de

severidade da doença. Por exemplo, existem mutações na parte C-terminal do gene que

podem levar à geração de um sítio de terminação precoce, sintetizando uma proteína

truncada. Apesar disso, há manutenção da função residual da pendrina, o que pode explicar a

presença de um fenótipo menos severo da doença em alguns pacientes (Van Hauwe et al.,

1998). Outras mutações patogênicas foram descritas e promovem o surgimento de novos

sítios de splicing (López-Bigas et al., 1999; Park et al., 2003). Porém, ainda mantém resíduos

importantes da proteína, levando a fenótipos menos severos (Lopez-Bigas et al., 1999).

Algumas dessas mutações, como p.Thr416Pro, p.Leu236Pro e p.Glu384Gly, foram

associadas à retenção da pendrina no retículo endoplasmático (Rotman-Pikielny et al., 2002).

Além de mutações em genes associados à perda auditiva sindrômica, mutações em

outros genes são responsáveis por perda auditiva não sindrômica. Um desses genes é o

MYO15A, que codifica a miosina XVa. A maioria das mutações nesse gene são associadas à

perda auditiva congênita de grau severo a profundo. Pacientes com este tipo de fenótipo não

ouvem nenhum som de fala e poucos sons do ambiente. Estudos com roedores demonstraram

que a miosina XVa é necessária para a organização da actina nas células auditivas da cóclea

(Belyantseva, Boger & Friedman, 2003).

1.3. Fala

Segundo Chomsky (2017), a linguagem complexa é uma habilidade de comunicação

encontrada exclusivamente em humanos. E não somente ela é complexa como também

diversa. Em levantamento atual do “Ethnologue” (Eberhard et al., 2020), um banco de dados

especializado em linguagens, são contabilizados em torno de 7117 idiomas e dialetos

diferentes no mundo. Cerca de 40% deles estão sob risco de desaparecer e apenas 23 línguas

são faladas por mais da metade da população mundial (Eberhard et al., 2020).

Os idiomas podem ser classificados em famílias conforme sua origem comum e suas

características como vocabulário básico, morfologia e fonologia (Campbell & Poser, 2008).
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Como exemplos de famílias linguísticas temos a indo-europeia, com aproximadamente 850

idiomas, e a mais ampla de todas, que é a atlântico-congolesa com pelo menos 1430 línguas,

abrangendo quase todo o continente Africano. Já a família com maior distribuição espacial é

a austronésia, presente desde o Hawaii até Madagascar, sendo composta por cerca de 1274

idiomas (Hammarström, 2016).

As línguas também podem ser divididas em tonais e não-tonais de acordo com o uso de

tons lexicais em consoantes e vogais, independente da família a que pertencem. Línguas

tonais utilizam o “tonema”, que é uma terceira classe fonética, na qual o tom é o elemento

diferenciador de palavras. Ou seja, o tom é alterado para dar significado diferente à palavra

(Jones, 1944). Alguns idiomas desse tipo utilizam tons em todas as sílabas, enquanto outros

restringem seu uso a sílabas acentuadas de palavras específicas (Best, 2019). Alguns

exemplos de linguagens tonais são mandarim, cantonês, vietnamita, coreano, suruí (utilizada

pelo povo indígena amazônico identificado com o mesmo nome) e alguns dialetos africanos

(Dryer & Haspelmath, 2013; Moore, 2005). As linguagens não-tonais são aquelas muito

presentes no continente europeu como o inglês, alemão, italiano e em algumas nas regiões da

Oceania, África e Ásia (Dryer & Haspelmath, 2013). Neste grupo não há distinção tonal entre

as palavras, ou seja, entonações de sílabas ou vogais não refletem um significado diferente,

mas uma carga emocional atribuída às palavras (Zhang, 2018).

Embora não haja uma resposta concreta para a existência de tantas línguas diferentes,

diversos fatores parecem influenciar na estrutura e evolução da linguagem. O tamanho

populacional, por exemplo, influencia no surgimento ou perda de palavras do vocabulário

(Bromham et al., 2015; Greenhill et al., 2018). Além disso, utilizando dados genéticos (loci

de microssatélites), Creanza e colaboradores (2015) observaram que a migração moldou a

evolução dos fonemas. Linguagens que são relativamente isoladas têm mais variância no

número de fonemas do que linguagens com muitos “vizinhos”, ou seja, o isolamento

populacional contribuiria para o nível de mudanças fonéticas observadas.

A anatomia do trato vocal também é outro fator importante. A forma da crista alveolar

do palato tem um papel relevante em algumas populações sul e leste-africanas que utilizam

clicks (produzido pelo estalo da língua e que funciona como uma consoante). A forma do

palato duro reflete em estratégias articulatórias e acústicas na produção de vogais (Moisik &

Dediu, 2017; Dediu, Janssen & Moisik, 2019). Além disso, de forma mais ampla, a alteração

na configuração da mordida no período pós-neolítico possibilitou o surgimento de consoantes
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como o “f” e o “v” (Blasi et al., 2019). Portanto, estes achados demonstram a influência da

anatomia do trato vocal na linguagem, e por consequência do repertório genético por trás

desses traços, mas que ainda não foram identificados.

Por outro lado, um dos genes mais bem conhecidos com importância na linguagem

humana é o Forkhead Box Protein 2 (FOXP2) que codifica um fator de transcrição expresso

no cérebro em altos níveis durante o desenvolvimento fetal (Lai et al., 2001). O papel deste

gene foi descoberto através do caso da família KE, que apresenta um distúrbio de linguagem

e fala com padrão de herdabilidade autossômica dominante (Hurst et al., 1990). Um pouco

mais de uma década depois, Lai e colaboradores (2001) demonstraram que havia uma

mutação de ponto no exon 14 deste gene nos indivíduos acometidos pelo distúrbio. No

mesmo estudo, um indivíduo não aparentado apresentava um distúrbio semelhante, sendo

identificado que neste caso o gene FOXP2 havia sido foi interrompido por uma translocação

(Lai et al., 2001). Logo depois, Enard et al. (2002), utilizando uma abordagem evolutiva,

detectaram que duas substituições não sinônimas no exon 7 (p.Asn325Ser e p.Thr303Asn) do

FOXP2 de Homo sapiens diferiam do ortólogo de chimpanzé. Posteriormente, se viu que os

alelos derivados 325Ser e 303Asn estavam também presentes no Homo neanderthalensis

(Krause et al., 2007). Mais recentemente, o grupo do Laboratório de Evolução Humana e

Molecular do Departamento de Genética da UFRGS, mostrou que a modificação

p.Asn325Ser promove o ganho de dois motivos lineares curtos de ligação, denominados

MOD_CK1_1 e MOD_GSK3_1, devido a presença da serina nesta posição. Ambos os

motivos são promotores da fosforilação por quinases (Viscardi et al., 2017). Cooper (2006),

por sua vez, sugeriu que a fosforilação pela quinase C na proteína FOXP2 pode estar

relacionada a características comportamentais humanas, como a linguagem.

Interessantemente, Viscardi et al. (2017) mostraram que a outra substituição específica do

gênero Homo, a presença de uma asparagina na posição 303 da proteína FOXP2 levou à

perda de um sítio de fosforilação. Mudanças nos padrões de fosforilação podem modificar a

forma como um fator de transcrição, caso de FOXP2, atua, de modo a alterar sua afinidade de

ligação com outros elementos genéticos, sejam proteínas ou o próprio DNA alvo. Sendo

assim, essas mudanças podem alterar a expressão gênica, o crescimento e a diferenciação

celular (Iakoucheva et al., 2004). Diante destes achados, o FOXP2 foi o primeiro gene a ser

fortemente associado à língua falada. Além deste gene, o CNTNAP2 e o SRPX2 (um dos

alvos de FOXP2) têm sido estudados devido a sua associação com distúrbios da fala (Roll et

al., 2006; Vernes et al., 2008; Roll et al., 2010).
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Quando se trata da existência de idiomas tonais e não-tonais, dados apontam para a

importância de mecanismos neurais para o processamento linguístico (Chien et al., 2020;

Berthelsen et al., 2020). Regiões cerebrais como áreas fronto-parietais esquerdas, conhecidas

pela função de processamento de tom, são evocadas em falantes desses dois tipos de

linguagem. Por outro lado, algumas regiões adicionais, como áreas subcorticais, são evocadas

apenas naqueles que utilizam linguagens tonais, sugerindo que há um processamento

semântico diferente do tom linguístico (Chien et al., 2020). O componente biológico neste

contexto faz emergir a ideia de que uma população que é geneticamente predisposta a

perceber uma particular característica linguística tenderia a adotar essa característica em sua

língua. Essa hipótese vem sendo sustentada por vários estudos genéticos nos últimos 20 anos,

dentro os quais aqueles que investigaram os genes ASPM e MCPH1 como veremos abaixo.

1.4. Variabilidade dos genes ASPM eMCPH1 em populações humanas e seu papel nas

linguagens tonais e não-tonais

Os genes MCPH1 e ASPM codificam as proteínas “microcefalina” (MCPH1) e

“proteína associada à microcefalia anormal do fuso” (ASPM), ambas relacionadas com o

desenvolvimento do cérebro e do córtex cerebral, indicando seu papel crucial na neurogênese.

Alelos desses genes/proteínas apresentam marcantes diferenças em suas distribuições ao

longo das populações humanas (Dediu & Ladd, 2007). Dediu e Ladd (2007) observaram que

o alelo derivado C de um polimorfismo presente no exon 18 de ASPM (rs41310927)

apresentava altas frequências na Ásia Central e no oeste asiático, na Europa Ocidental, norte

da África e Papua Nova Guiné, enquanto apresentava frequência menor no leste asiático,

África Subsaariana e nas Américas. Já o alelo derivado C de um polimorfismo no exon 8 de

MCPH1 (rs930557) se mostrou frequente na Ásia, Europa e nas Américas, enquanto sua

frequência foi menor no sudeste asiático e muito rara na África Subsaariana. Vale destacar

que ambos os alelos derivados resultam em mudanças de aminoácidos nas proteínas, ASPM

(p.Ser2562Gly) e MCPH1 (p.Asp314His). Interessantemente, Dediu e Ladd (2007)

encontraram uma correlação negativa e significante entre esses alelos derivados e uma

tendência de uso de tons lexicais em uma língua, mesmo depois que fatores geográficos e

históricos foram controlados. Em outras palavras, em populações falantes de línguas tonais o

alelo ancestral T/Ser seria o mais frequente. Uma explicação para esses achados seria que

ASPM e MCPH1 estão associados ao processamento de sinais acústicos simultâneos dentro
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de uma janela temporal curta, visto que falantes de tom lexical teriam que ter habilidades para

processar a sílaba e o tom como uma unidade integral (Dediu e Ladd, 2007).

Posteriormente, Wong et al. (2012) também investigaram a temática da co-evolução

de genes e certas características das linguagens humanas, introduzindo em seu estudo exames

de neuroimagem. Os autores encontraram um resultado diverso daquele de Dediu e Ladd

(2007) pois sugeriram que o alelo derivado de de ASPM/ASPM (C/Gly) apresentava

correlação positiva com a percepção do tom. Porém, os autores também encontraram

correlação entre o alelo C/Gly com percepção tonal numa amostra de norte-americanos que

não falavam uma língua tonal (Wong et al., 2012). Os exames de neuroimagem, por sua vez,

corroboram que é no córtex temporal direito que o processamento dos tons ocorre

preferencialmente, e que havia uma correlação positiva significante entre a percepção do tom

e a presença do alelo derivado Gly de ASPM. Por outro lado, nenhuma correlação

significativa foi encontrada entre o alelo derivado de MCPH1/MCPH1 (C/His) e a percepção

do tom. Wong et al. (2012) atribuem as diferenças com relação aos achados de Dediu e Ladd

(2007) ao fato bem conhecido de que o mesmo alelo pode resultar em diferenças fenotípicas

devido aos efeitos da complexa rede de interações gene-gene e/ou gene-cultura encontrados

nas diferentes populações humanas.

Ciente das críticas quanto às conexões sugeridas entre alelos específicos de

determinados genes e características de linguagem, bem como aos achados contraditórios dos

diferentes estudos, Wong et al. (2020) investigaram geneticamente 400 indivíduos da etnia

Han, falantes de cantonês, uma linguagem tonal que possui um dos maiores inventários tonais

de todas as línguas tonais conhecidas, com seis tons lexicais. Os voluntários foram

convidados a proferir tons lexicais e musicais, além de desempenharem algumas tarefas

cognitivas pré determinadas. Informações sobre formação musical também foram obtidas dos

participantes. A abordagem genética envolveu um conjunto de genes conhecidos por modular

habilidades cognitivas e processamento da linguagem (incluindo ASPM). Os autores

encontraram que o alelo ancestral (T/Ser) da variante rs41310927 de ASPM/ASPM possuía

uma frequência de 84% na amostra e estava associado significativamente com uma maior

habilidade de percepção de tons lexicais dos Han, sugerindo uma evidência mais direta da

associação deste alelo com falantes de línguas tonais (Wong et al. 2020). Esse achado vem ao

encontro daquele de Dediu e Ladd (2007). Vale destacar que os dados da fase 3 do Projeto

1000 Genomas indicam que a frequência do alelo T/Ser (rs41310927) nos Han é de ~80%,
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um valor intermediário ao encontrado para os britânicos (T/Ser = 52%) e os Yorubá da

Nigéria (T/Ser = 97%).

Além disso, vem sendo demonstrado que o sinal da ação da seleção positiva poderia

explicar pelo menos parte das distribuições alélicas dos alelos derivados de ASPM e MCPH1

(Evans et al., 2005; Mekel-Bobrov et al., 2005; Dediu & Ladd, 2007). Mais recentemente,

Haque et al. (2016) analisou dados do Projeto 1000 genomas e também encontrou sinal de

pressão seletiva no gene ASPM. Eles destacaram ainda o compartilhamento de outros 11

SNPs entre todas as populações do estudo (total de 16 populações das regiões africana,

europeia, sul e leste-asiática) e 135 variantes exclusivas apenas encontradas em africanos. De

acordo com o padrão de variação encontrado, os autores sustentam que seus resultados

condizem com a teoria da migração dos humanos modernos a partir da África (Stringer,

1988).

1.5. Papel do ambiente

Estudos também apontam o ambiente como um fator de influência na diversidade da

linguagem (Everett, 2017; Bentz et al., 2018; Hua et al., 2019). Sabe-se que climas

temperados com vegetação aberta permitem uma melhor transmissão de consoantes e/ou sons

de alta frequência do que climas mais quentes com vegetação densa, com melhor propagação

de vogais (Maddieson, 2011). Outros aspectos ambientais que variam espacialmente, tal

como a altitude, também afetam a fisiologia da produção do som distintamente em cada

população, refletindo nos sons da fala das diferentes linguagens (Everett, 2013). Everett e

colaboradores (2015) sugeriram que locais quentes e úmidos são regiões onde populações

falantes de idiomas tonais se encontram, enquanto populações que utilizam línguas não-tonais

são mais predominantes em regiões secas (Figura 3). Os autores argumentam que a umidade

do ar poderia influenciar na vibração das cordas vocais e isso explicaria, em parte, o padrão

de distribuição global dessas populações. Por exemplo, linguagens em climas mais frios são

menos prováveis de utilizar tons lexicais, uma vez que o ar seco pode impedir um controle

vocal necessário para produção de distinções tonais (Everett, Blasi & Roberts, 2015; Everett,

Blasí & Roberts, 2016).
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Figura 3. Distribuição de linguagens tonais (em vermelho) e não-tonais (em azul).

Adaptado de Everett, Blasi & Roberts (2015).

1.6. Estudos macroevolutivos

Uma oportuna ferramenta para entender como os diferentes tipos de vocalizações

evoluíram é analisar as assinaturas deixadas no genoma que permitiram esse processo, uma

vez que a comunicação não deixa evidência fóssil.

1.6.1. Estudo filogenético das espécies e das moléculas

A filogenética é um campo da ciência que estuda a história evolutiva das espécies a

partir de dados como a morfologia e dados moleculares. O uso de filogenias é bastante

utilizado e representa graficamente essas relações. É com base na construção dessas

filogenias que, utilizando os dados mencionados anteriormente, conseguimos visualizar

espécies ou grupos que compartilham ancestrais em comum.

A filogenia molecular envolve o estudo de análises comparativas de sequências

gênicas e de aminoácidos, bem como de características estruturais de proteínas a fim de

entender as histórias evolutivas e suas relações, e, em alguns casos até inferir sua função. Por

exemplo, conseguimos classificar os organismos em archea, bacteria e eucaria com base na

comparação de sequência das subunidades do RNA ribossomal (rRNA). Para poder construir

as análises de filogenia molecular, precisamos escolher um alvo a ser analisado (toda a

sequência de uma proteína ou gene, ou partes importantes como motivos ou domínios

proteicos) e obter o material genético das espécies que queremos investigar. Com base nisso,

é possível identificar regiões conservadas ou sob seleção em uma ou mais espécies ou clados.

Por exemplo, foi descrito que não há variabilidade na sequência de oito aminoácidos do

neuro-hormônio ocitocina (OXT) entre mamíferos placentários. Porém, Vargas-Pinilla e

colaboradores (2015) analisaram as sequências gênicas do gene OXT, codificador da
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oxitocina, e encontraram formas taxon-específicas em macacos do Novo Mundo (clado

Platyrrhini), incluindo sinal da ação de seleção positiva em sítios variantes. Vargas-Pinilla et

al. (2015), e posteriormente vários outros autores, correlacionaram algumas dessas formas de

ocitocina com parto gemelar, cuidado paterno e monogamia social, traços adaptativos

especialmente presentes em micos e saguis. Posteriormente, foi demonstrado que duas dessas

variantes diminuía ou mesmo impedia a internalização do receptor de OXT (Parreiras-e-Silva

et al., 2017). A capacidade das variantes estimular o cuidado paterno em ratos também foi

mostrada no mesmo estudo (Parreiras-e-Silva, Vargas-Pinilla et al., 2017).

1.6.2. Paralelismo e co-evolução

A partir dos estudos filogenéticos, é possível identificar eventos como os de

convergência evolutiva, em que características comuns surgem em grupos filogeneticamente

distantes. Exemplos desse mecanismo são a asa em morcegos e das aves, e a ecolocalização

em golfinhos e morcegos

Uma questão ainda em aberto é a diferença entre convergência evolutiva e

paralelismo. Para alguns autores, essa diferença na verdade não existe. No entanto, outros

apontam quatro diferenças: os estados de caráter homoplásico (Patterson 1982, 1988); o

compartilhamento de características independentes entre táxons intimamente relacionados

(Scott 1896; Arendt & Reznick 2008a, b; Leander 2008); traços independentes que

compartilham os mesmos estados de caráter ancestral (Hennig 1966; Reidl 1979; Leander

2008); e, por fim, traços independentes causados pelo mesmo repertório genético (Haas &

Simpson 1946; Brundin 1976; Gould 2002).

O paralelismo compartilha aspectos com o conceito de homologia padrão, uma vez

que os geradores do desenvolvimento subjacentes são homólogos. Também compartilha

aspectos com a convergência, uma vez que há o desenvolvimento independente de

características semelhantes. Porém, a convergência difere do paralelismo em relação ao

ancestral comum. A convergência se refere a mudanças independentes para o mesmo fenótipo

de táxons com ancestrais diferentes, enquanto no paralelismo, os táxons compartilham o

mesmo ancestral. As mudanças paralelas em nível molecular nem sempre estarão associadas

com fenótipos convergentes, porém, se esse for o caso, há homoplasia no nível genotípico e

fenotípico. É nesse sentido que o paralelismo pode explicar como os fenótipos convergentes

evoluíram (Gould, 2002).
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A figura abaixo (Figura 4) mostra uma comparação entre paralelismo e convergência,

através da análise da história evolutiva de uma proteína hipotética. As substituições

convergentes para o mesmo aminoácido na mesma posição de uma proteína de duas espécies

diferentes podem ter evoluído de maneira independente de um mesmo aminoácido ancestral

(paralelismo) ou de aminoácidos ancestrais diferentes (convergência).

Figura 4. Diferenças entre convergência e paralelismo na história evolutiva de uma

proteína hipotética.

Autoria de Storz, 2016.

1.7. Estudos microevolutivos

1.7.1. Seleção e deriva

A evolução, em nível populacional, ocorre pela alteração na frequência de alelos ao

longo das gerações. Existem quatro principais mecanismos que alteram as frequências

alélicas em populações naturais: mutação, migração ou fluxo gênico, deriva genética e

seleção natural.

A mutação é a principal fonte de variabilidade no genoma. É a partir dela que há a

criação de diferentes versões dos mesmos genes, os alelos. Aqui, torna-se oportuna a

conceituação de alelo ancestral e alelo derivado. Alelo derivado é o alelo que surge devido a

uma mutação, enquanto o alelo ancestral é aquele que manteve seu estado inicial, sendo o

alelo presente no ancestral comum de um táxon (Fay & Wu, 2000).
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A variação genética produzida pela mutação é a fonte que permite às populações se

adaptarem ao longo do tempo. As variações que ajudam na sobrevivência e reprodução de um

organismo são passadas para a próxima geração, enquanto as variações prejudiciais são

eliminadas. No entanto, as mutações podem ser neutras, isto é, não serem vantajosas ou

prejudiciais. Os alelos gerados por mutação neutra podem se manter na população. Dito isso,

sem a mutação, mecanismos evolutivos como a seleção não conseguem atuar. Com o

surgimento de novos alelos, outras fontes de variabilidade também agem, como a

recombinação e o cruzamento aleatório que misturam esses diferentes alelos em novas

combinações. Porém, a taxa de mutação geralmente é muito baixa e, por isso, esse não é o

principal mecanismo que altera a frequência dos alelos, embora extremamente importante.

Mecanismos evolutivos como a deriva genética e a migração alteram a frequência

alélica de forma aleatória e não porque um determinado alelo ou outro é vantajoso na

população. Em relação à deriva, esta é muito mais notável quanto menor for uma população.

A deriva genética funciona como dados sendo lançados ao alto, não há como prever o que vai

ocorrer e a chance de que um alelo seja mais frequente é a mesma de ser menos frequente.

Em cada geração, alguns indivíduos podem deixar mais descendentes do que outros

indivíduos apenas por acaso, não porque são mais adaptados. A deriva genética é bastante

comum e pode ser observada após eventos de gargalo populacional, em que ocorrem

diminuições drásticas no tamanho da população. Nesses momentos, pode ocorrer a perda e ou

a fixação de alelos e, por consequência, a diminuição da variabilidade. Sendo assim, mutação

e deriva atuam juntas, embora em sentidos diferentes. Motoo Kimura já havia observado essa

relação quando propôs a teoria neutra da evolução molecular. Segundo essa teoria, boa parte

da variação genética é explicada pelo balanço entre esses dois mecanismos. A mutação cria

lentamente novas variações alélicas e a deriva lentamente elimina essa variabilidade,

alcançando um estado de estabilidade.

Em relação à migração, ou também chamado de fluxo gênico, como dito

anteriormente, é um mecanismo que altera a frequência dos alelos. O movimento de

indivíduos (ou gametas) de uma população em direção a outra leva a introgressão gênica.

Esse mecanismo inicialmente aumenta a variabilidade, tornando possível novas combinações

genéticas. Quanto maior a diferença na frequência alélica entre a população local e os

indivíduos migrantes e quanto maior o número de migrantes, maior é o efeito que estes têm

em alterar a constituição genética da população local.
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A variação genética em populações humanas tem sido altamente moldada pelo fluxo

gênico. Em um estudo recente, pesquisadores analisaram o DNA mitocondrial (mtDNA) de

humanos arcaicos e observaram que caçadores-coletores pré-históricos do Nordeste da

Europa são similares a outros caçadores-coletores europeus. Além disso, os pesquisadores

também observaram que amostras de humanos arcaicos de uma região da Rússia

apresentaram uma elevada diversidade de linhagens de mtDNA com origem na Sibéria

(haplogrupos C, D e Z) (der Sarkissian et al., 2013). Esses haplogrupos são comuns em

regiões da Ásia central, do norte e leste asiático, provavelmente sendo originários do leste da

Ásia, e se expandiram através de muitas migrações após o último máximo glacial (Velichko

et al., 2009).

Apesar de ser uma fonte de variabilidade, o fluxo gênico tende a levar à

homogeneização das populações. Por outro lado, a perda de fluxo gênico entre as populações

permite que se diferenciem entre si e, em casos extremos, pode levar à especiação.

Por fim, outro mecanismo que altera a frequência alélica é a seleção natural. Diferente

dos demais mecanismos citados anteriormente, a seleção natural faz isso de maneira não

aleatória, em que mudanças no genoma, que impactam positivamente a sobrevivência e a taxa

de reprodução dos indivíduos, são mantidas através das gerações no caso da seleção positiva.

Ou, quando alelos deletérios diminuem de frequência através da seleção purificadora.

Por exemplo, foi demonstrado que três genes (SP100, DUOX2 e CLC) apresentam

indícios de seleção positiva, podendo estar relacionados à adaptação à altitude em populações

dos Andes (Jacovas et al., 2018). A adaptação ao frio também foi demonstrada em um estudo

recente. Os autores analisaram as ácido graxo dessaturases, enzimas que removem átomos de

hidrogênio de um ácido graxo, e constataram que os genes que codificam essas enzimas

apresentam sinais de seleção natural em populações da América. O achado sugere que houve

um evento de adaptação que ocorreu devido à passagem no estreito de Bering, antes da

expansão da população no continente americano (Amorim et al., 2017).

Além disso, o caso do Complexo de Histocompatibilidade (MHC) tem sido bastante

documentado na literatura como alvo de seleção balanceadora (Hedrick, 1998; Talarico et al.,

2021; Ekblom et al., 2010; Bernatchez & Landry, 2003; Piertney and Oliver, 2006; Spurgin

and Richardson, 2010). Porém, em um artigo recente, um grupo de pesquisadores analisou a

diferenciação nos genes MHC em populações nativo americanas, através da comparação de

microssatélites distribuídos ao longo do genoma com aqueles na região do MHC. Foi
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encontrada maior variabilidade nos microssatélites próximos ao locus MHC do que no

restante do genoma (Nunes et al., 2021). Em outro estudo de 2019, os pesquisadores

relataram que habitantes de regiões ricas em patógenos são mais propensos a possuírem

alelos MHC classe II DRB1 de baixa especificidade. Assim, as posições moleculares que

definem a especificidade dessas moléculas de MHC classe II estão sob seleção positiva em

populações humanas (Manczinger et al., 2019).

Existem diversas formas de investigar as diferenças genéticas entre as populações e

inferir os mecanismos evolutivos envolvidos. A divergência entre populações pode ser

calculada através das estatísticas F de Wright. Entre elas, o FST que mede a diferenciação

entre populações e por consequência, pode-se calcular também o grau de fluxo gênico entre

populações. O FST é uma medida bastante conhecida em genética de populações e pode

indicar alvos de seleção positiva no genoma. Quando se comparam populações par-à-par

(pairwise FST), busca-se identificar se duas populações diferem de modo incompatível com

sua história demográfica e relações filogenéticas estimadas por marcadores genéticos neutros

(Weir et al., 2005; Cavalli-Sforza, 1966). Desse modo, a estrutura populacional, ou seja, o

nível de diferenciação entre populações pode ser fortemente influenciada pela seleção natural

(Nosil et al., 2009; Orsini et al., 2013).

Vale lembrar que abordagens utilizando pairwise FST, que incluem métodos

Bayesianos, foram desenvolvidas para identificar divergências genéticas que podem indicar

diferentes contextos adaptativos considerando duas populações naturais (Beaumont &

Balding, 2004; Foll & Gaggiotti, 2008).

Muitos exemplos de aplicação de FST como teste para se detectar ação da seleção

natural podem ser encontrados na literatura. Por exemplo, em um estudo de Alonso e

colaboradores, foi demonstrado que clusters de SNPs ao longo da região genômica onde se

encontram os genes TP53 e WDR79 apresentavam altos valores de FST, considerando uma

amostra da população de Utah (EUA), com alta ancestralidade europeia e uma

representativa dos Yorubás da Nigéria (Alonso et al., 2010). No estudo, tanto os resultados da

análise de FST como os do teste de homozigosidade haplotípica estendida (EHH; outro teste

usado para se detectar seleção) convergiram, o que reforça a robustez da análise usando FST
como indicador de seleção positiva.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar, através de estudos macro e microevolutivos, se variantes genéticas em genes

relacionados à audição ou à fala estariam conectados ao tipo de comunicação ou linguagem.

2.2 Objetivos específicos

2.2.a Estudo macroevolutivo

1. Buscar, em bancos de dados específicos, genes relacionados à audição.

2. Comparar as sequências codificadoras desses genes entre seres humanos, primatas

não-humanos, artiodátilos, cetáceos e quirópteros em busca de variantes táxon-específicas e

assinaturas de seleção natural relacionadas à comunicação.

3. Determinar a frequência das variantes sob seleção em humanos modernos (Homo sapiens).

4. Avaliar, através de preditores in silico, se algumas dessas variantes teriam algum efeito

sobre a proteína em seres humanos.

2.2.b Estudo microevolutivo

1. Buscar, em bancos de dados específicos, genes relacionados à fala.

2. Verificar se há indícios de seleção positiva nos genes da fala que possam, em parte,

explicar as diferenças entre os dois grandes grupos linguísticos tonal e não tonal.



35

3. MÉTODOS

3.1 Métodos do estudo macroevolutivo

3.1.1 Levantamento de dados para a análise macroevolutiva

O primeiro passo foi buscar genes relacionados a “hearing frequency” no “Human

Phenotype Ontology” (HPO), de maneira a encontrar os genes candidatos para a análise.

Nesse sentido, a abordagem deste estudo foi considerar estudos com doenças humanas

relacionadas aos fenótipos de interesse como evidência na escolha de genes candidatos.

Em um segundo passo, foram recuperadas sequências codificadoras dos genes

previamente selecionados no passo 1 do Homo sapiens no Ensembl, usando a versão

GRCh38 do genoma humano. Para escolher a melhor sequência codificadora neste banco,

foram selecionadas aquelas que tiveram o mesmo tamanho da sequência encontrada no

Uniprot. As sequências ortólogas de primatas, cetáceos e quirópteros foram obtidas no NCBI

através do BlastN, utilizando o parâmetro “discontinuous megablast”. As etapas, descritas

neste parágrafo, foram automatizadas através de um script escrito em Python (versão 3.7).

3.1.2 Alinhamento das sequências codificadoras

Os alinhamentos múltiplos (utilizando mais de duas sequências) foram feitos no

Software MEGA (versão X) usando o algoritmo “Muscle”. Antes do alinhamento, as

sequências foram selecionadas seguindo os seguintes critérios: a) das sequências obtidas

através do BlastN, foram escolhidas aquelas que começassem com o códon de iniciação ATG

e que apresentassem algum dos códons de terminação no fim da sequência. Se após isso ainda

restasse mais de um transcrito do mesmo organismo, a sequência que permaneceu foi

escolhida aleatoriamente; b) após o alinhamento, as sequências que apresentaram muitos

lacunas (gaps), as quais poderiam trazer falsos positivos na análise evolutiva, passaram por

uma curadoria e recorte no software TrimAL (versão 1.2) usando o método “gappyout”

(Capella-Gutierrez et al., 2009); c) após, o alinhamento foi processado no software “Genetic

Algorithm Recombination Detection” (GARD; Kosakovsky Pond et al., 2006) de modo a
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identificar possíveis sítios recombinantes. Foi usada a opção “General Discrete” para a

variação “site-to site” e “Rate Classes” igual a 3 para todos os alinhamentos. Nas sequências

com evidência de eventos recombinantes, foi utilizada aquela fornecida pelo GARD após a

análise, para evitar falsos positivos.

3.1.3 Análises evolutivas das sequências ortólogas

Após o processamento dos alinhamentos, as análises evolutivas foram realizadas no

software “Phylogenetic Analysis by Maximum Likelihood” (PAML; versão 4.9; Yang, 2007),

usando o pacote Codeml. O Codeml compara o número de taxas de substituições sinônimas e

não sinônimas (ω = dN/dS). O pacote detecta seleção positiva (ω > 1), evolução neutra (ω =

1), ou seleção purificadora (ω < 1) nos códons.

Para detectar seleção positiva, foram comparados modelos neutros, com valores de

ômega (ω) fixados (M1 e M8a) com modelos de seleção positiva (M2a e M8), com valores de

ω variáveis. Os modelos foram comparados utilizando o Teste da Razão de Verossimilhança,

ou “Likelihood Ratio Test” (LRT), montando os seguintes pares: M1 versus M2a (gl = 2),

M8a versus M8 (gl = 1) (Yang, 1998). Para detectar quais sítios na sequência estão sob

seleção positiva, foi utilizada a abordagem de Bayes Empirical Bayes (BEB), que também é

implementado no Codeml. Para determinar os sítios estatisticamente significativos no BEB,

foi utilizado um corte de significância de p-valor < 0,05.

Além disso, para testar a hipótese de que há sítios individuais sujeitos à seleção

positiva, foi utilizado o Software “Mixed Effects Model of Evolution” (MEME) (Murrell et

al., 2012), um software implementado no pacote “Hyphy”. Esse software também incorpora

análises de taxas de substituições sinônimas e não sinônimas por sítio. O MEME também é

uma ferramenta para detectar seleção diversificadora que pode ocorrer na filogenia como um

todo ou apenas em uma ou poucas linhagens (seleção episódica). Estabelecemos um valor p

≤0,05 para MEME para limiares de significância estatística.

3.1.4 Reconstrução das filogenias

As filogenias das espécies utilizadas foram obtidas usando o website “TimeTree”

(http://www.timetree.org) e modificadas para incluir informações sobre a presença ou

ausência de ecolocalização, vocalização na faixa do ultrassom e hábitos noturnos e diurnos

http://www.timetree.org/
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bem como quais sítios estão sob seleção na análise descrita anteriormente. Essas informações

fenotípicas foram obtidas através da literatura e as referências se encontram na Tabela

Suplementar 1. As figuras das filogenias e as informações adicionais foram feitas no software

Adobe Photoshop.

3.1.5 Frequência de variantes no gênero Homo

Além disso, foi analisada a frequência de variantes nos sítios detectados pelo MEME

e PAML para o Homo sapiens. Identificou-se os códons e os polimorfismos de nucleotídeo

único (SNPs) nessas posições através do Genome Data Viewer (GDV)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/). Isso foi feito com o auxílio da sequência de

Homo sapiens obtida para o alinhamento descrito anteriormente. Os ids de cada variante

foram anotados em uma tabela e as frequências alélicas foram obtidas no dbSNP

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). A frequência considerada foi aquela descrita pelo

projeto Allele Frequency Aggregator (ALFA), ou, quando ausente no ALFA, o dado

disponibilizado pelo dbSNP.

Finalmente, foi testado se as variantes presentes em outros grupos nas posições sob

seleção teriam algum impacto sobre a proteína humana. Para isso, foi usado o seguinte

preditor in silico: PolyPhen (Adzhubei et al., 2010). Foi considerado o alinhamento da

sequência utilizado acima.

3.2 Métodos do estudo microevolutivo

3.2.1 Levantamento dos dados populacionais e linguísticos

Para este estudo foram utilizados dados disponíveis no banco 1.000 Genomas

(https://www.internationalgenome.org/), que engloba, além das 26 populações estudadas pelo

projeto, dados genéticos do Human Genome Diversity Project (HGDP). Os dados linguísticos

de cada população com dado genético disponível foram obtidos no The World Atlas of

Language Structure (WALS; https://wals.info/). Os dados de posição geográfica das

populações do 1.000 Genomas foram comparados à localização das populações com idioma

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
https://www.internationalgenome.org/
https://wals.info/
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classificado em língua tonal ou não tonal no WALS, utilizando o software Tableau (2021.1).

Foram selecionadas apenas populações próximas falantes de língua tonal e não-tonal de

acordo com o WALS e com tamanho de amostra acima de 10 indivíduos representados no

1.000 Genomas.

3.2.2 Escolha das populações analisadas e da análise de seleção positiva

Para analisar se há genes sob seleção e se poderiam estar associados com o tipo de

língua falada (se tonal ou não tonal), foi escolhido o método pairwise FST para os 22 pares de

cromossomos autossômicos apenas.

A comparação do FST deve ser feita entre duas populações geograficamente próximas,

e nesse caso, uma falante de língua tonal e outra falante de língua não tonal. Para uma análise

inicial, escolhemos as populações de Vietnamitas (falante de língua tonal) e Cambojanos

(falante de língua não tonal) com base na figura gerada pelo Tableau.

3.2.3 Obtenção dos dados genéticos e análise do pairwise FST

Os dados genéticos das populações foram obtidos no 1.000 Genomas na forma de

CRAM. Os arquivos foram processados para geração do VCF através de um programa

desenvolvido em parceria com o Instituto de Informática da UFRGS (grupo do prof. Cláudio

Geyer), que desenvolveu um script baseado no programa SAMtools (Farah, 2021).

O cálculo do FST foi realizado no VCFtools e as etapas posteriores foram feitas no R

(versão 3.6). O Manhattan plot foi feito com o auxílio da biblioteca ggplot2. O cut-off

escolhido foi de 0.01%. Os SNPs com valores de Fst entre os 0,01% mais altos foram

anotados usando o “Variant Effect Predictor” (VEP) e as ontologias em que esses genes

participam foram obtidas utilizando o FUMA GWAS. Foi utilizada correção de

Benjamini-Hochberg (FDR), um p-valor de 0,05 e no mínimo 2 genes sobrepostos entre os

conjuntos. Os fenótipos associados foram obtidos no GWAS Catalog

(https://www.ebi.ac.uk/gwas/).

https://www.ebi.ac.uk/gwas/
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3.2.4 Levantamento dos genes candidatos

A seleção de genes candidatos para fala ocorreu através da busca de fenótipos

associados à fala no Human Phenotype Ontology (HPO). O termo speech foi utilizado na

busca. O nome dos genes foi obtido através de cada seção de cada fenótipo e uma lista com

todos os genes foi gerada para análise nas etapas posteriores.

3.2.5 Análise de topologia de rede de interação dos genes candidatos

Para entender quais seriam os genes mais importantes da lista que foi gerada com a

busca no HPO, foi montada uma rede de interação desses genes utilizando o STRING (versão

WEB; disponível em: https://string-db.org). Escolheu-se o score de interação de 0,04 e

tamanho da primeira e segunda camada da rede igual a 100. As fontes de interação, de onde

são obtidas as informações para criação da rede, foram escolhidas removendo as fontes text

mining e neighborhood. Após, o arquivo contendo informações da rede foi utilizado para a

análise no software Cytoscape (versão 3.9.1). O plugin escolhido para a análise de topologia

foi o Cytohubba (Chin et al., 2014). Utilizamos o método MCC, que é mais efetivo para

encontrar hub nodes, e buscamos pelos 20 genes mais importantes da rede.

https://string-db.org
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