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RESUMO 
 
No presente estudo, a variação do PAX9, gene que codifica um fator de 
transcrição fundamental no desenvolvimento dentário em mamíferos, foi 
investigada. Para 80 indivíduos de três principais grupos geográficos (asiáticos, 
europeus e nativos americanos) uma região de aproximadamente 2,1 kb incluindo 
toda a região codificadora (exons 1, 2, 3 e 4; 1026 bp) e 1,1 kb de regiões de 
fronteiras intron-exon foi seqüenciada. O seqüenciamento foi estendido para o 
exon 3 em quatro espécies de macacos do novo mundo e uma amostra de Gorilla 
gorilla. No geral, extrema conservação do gene foi observada. Além disso, todos 
os testes intraespecíficos (analisando toda a região codificadora) e 
interespecíficos (somente para exon 3 e regiões ortólogas) sugeriram forte 
seleção purificadora nesse gene. No entanto, a análise de 80 humanos identificou 
4 variantes, todas restritas ao exon 3, enquanto cinco diferenças fixadas nas 
regiões ortólogas dos macacos do novo mundo foram detectadas. Para os 
humanos, os achados claramente demonstram que o PAX9 humano é polimórfico. 
Além disso, análises de predição de estrutura secundária foram executadas e a 
importância funcional dessas variantes na estrutura protéica do PAX9 e sua 
possível participação na variação dentária dentro da nossa espécie, bem como 
entre humanos e outros primatas são discutidas. 
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ABSTRACT 
 
In the present study, the variation of the PAX9, a gene coding for a 
transcriptional factor that plays a pivotal role in the mammalian tooth development, 
was investigated. For 80 individuals sampled from three major human 
geographical groups (Asian, European and Native American) a region of 
approximately 2.1 kb including the entire four-exon coding region and 1.1 kb of 
non-coding regions was sequenced. We extended the sequencing for exon 3 in 
four species of New World monkeys and one sample of Gorilla gorilla. Overall, a 
strong conservation of PAX9 was observed. In addition, all intraspecific (taking into 
account the entire human four-exon coding region) and interspecific (considering 
only the human exon 3 and ortholog regions) analysis suggested strong purifying 
selection acting on this gene. However, the evaluation of 80 humans samples 
identified four variants, all located in exon 3, while five fixed differences in ortholog 
regions of the exon 3 of the human PAX9 were detected. For humans, our findings 
clearly suggest that the PAX9 gene is polymorphic. Moreover, protein secondary 
structure predictions were carried out and the functional importance in the protein 
structure of PAX9 and a putative role in the tooth variation among humans, as well 
as between humans and other primate species are discussed. 
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INTRODUÇÃO 
 
1.1. A dentição em mamíferos 
 
  Diferente dos répteis que apresentam um formato similar para todos os 
dentes e que podem, ao longo de suas vidas, continuamente terem seus dentes 
substituídos, o estabelecimento da fórmula dentária com quatro grupos diferentes 
de dentes – incisivos, caninos, pré-molares e molares – com morfologias e 
funções distintas foi uma das mudanças fenotípicas mais importantes que 
caracteriza a dentição dos mamíferos. Em relação ao número de dentes, o 
registro fóssil mostra que mamíferos placentários primitivos apresentavam três 
incisivos, um canino, quatro pré-molares e três molares em cada um dos 
quadrantes da mandíbula. Desse modo, a diferença no número de dentes, que 
pode envolver algum dente em particular ou mesmo classes inteiras de dentes, 
refletiria adaptações funcionais. Roedores, por exemplo, não apresentam caninos 
nem pré-molares, gatos têm somente um dente molar, enquanto ovelhas não 
apresentam os caninos e incisivos em suas maxilas (Line, 2003). Em relação aos 
primatas, o padrão primitivo de dentição inclui dois incisivos, um canino, três pré-
molares e três molares em cada quadrante das arcadas, num total de 36 dentes 
(Fleagle, 1999) . Este padrão ainda é conservado nos macacos do Novo Mundo, 
enquanto nos grandes macacos e em humanos são encontrados apenas dois pré-
molares, totalizando 32 dentes (Lewin, 1999). Quanto à forma, o maxilar dos 
primatas não humanos em geral é um tanto retangular quando comparado com o 
dos humanos que é mais em forma de parábola (Fleagle, 1999). No entanto, uma 
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das mais curiosas diferenças é que os caninos nos macacos, como regra, são 
grandes, cônicos e em forma de lâmina, projetando-se muito além da fileira dos 
dentes. Além disso, nestes animais os caninos dos machos são substancialmente 
maiores que os das fêmeas, um caráter que pode estar associado à seleção 
sexual. Além destas, outras características distintas quanto à forma, padrões de 
erupção e espessura do esmalte podem ser observadas entre humanos e outros 
primatas (Lewin, 1999). Contudo, até o momento as bases genéticas destas 
diferenças permanecem desconhecidas. 
 
1.2. O fenótipo da dentição humana é variável 
 
  Dentre as muitas características que distinguem o Homo sapiens sapiens 
de hominídeos primitivos estão justamente as variações no tamanho e no número 
de dentes (Dahlberg, 1945; Anderson et al., 1975; Irish e Guatelli-Steinberg, 
2003). Em relação ao tamanho dentário, uma redução significativa tem sido 
claramente observada numa comparação envolvendo humanos modernos e 
outros hominídeos (Garn et al., 1962; Calcagno, 1986; Calcagno e Gibson, 1988). 
É amplamente aceito que a redução da robustez e do número de dentes que 
ocorreu ao longo de nossa trajetória evolutiva estaria relacionada com a aquisição 
de técnicas sócio-culturais, como a utilização do fogo no preparo dos alimentos, e 
a agricultura, que acabaram por abolir algumas das funções biológicas básicas 
dos dentes, tais como mastigar alimentos crus e rijos (Calcagno, 1986; Calcagno 
e Gibson, 1988). A análise de três populações humanas da antiga Núbia, África, 
por exemplo, revelou uma impressionante redução no tamanho médio dentário na 
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comparação de material arqueológico de sítios datados do mesolítico (10000-
7000 anos a.C.) com aqueles pertencentes a populações de agricultores que 
teriam vivido em épocas mais recentes, entre os anos de 3300-1100 a.C. 
(Calcagno, 1986). Adicionalmente, uma redução mais significativa foi observada 
em comparações com indivíduos de uma população denominada de “agricultores 
intensos”, que teria existido ainda mais recentemente (0-1400 d.C.), onde o 
tamanho dentário médio foi descrito como o menor dentre os três grupos 
estudados (Calcagno, 1986). 
  Em um clássico artigo sobre este tema, Dahlberg (1945) inicia dizendo: “A 
dentição humana está mudando na forma, no tamanho e no número”. De fato, ao 
estudar as características morfológicas dos molares na arcada superior, vários 
autores encontraram uma proeminência, denominada de tubérculo de Carabelli 
(uma elevação na superfície externa da cúspide mésio-lingual) que apresenta 
maior incidência nos molares de indivíduos europeus e de origem européia 
quando estes são comparados com pessoas de outras origens (Dahlberg, 1945). 
Além disso, a presença de incisivos superiores com coroas em forma de pá 
(shovel-shaped) é muito mais freqüente em chineses e japoneses (Hrdlicka, 1920) 
e, por conseguinte, é citada como marcador de ancestralidade asiática (Dahlberg, 
1945). Além disso, Lavelle (1970), também analisando o fenótipo dentário de 
populações contemporâneas, demonstrou que as dimensões médias da dentição 
primária de africanos são aproximadamente 10% maiores que as de europeus e 
5% maiores que as de asiáticos. 
  Segundo Brace (1963), várias evidências sugerem que a redução no 
tamanho dentário está acompanhada por uma redução no número de dentes. 
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Nesse sentido, Dahlberg (1945) aponta que o padrão dentário normal da nossa 
espécie pode variar de 28 a 32 dentes, sendo que as diferenças, em todas as 
populações estudadas, estariam basicamente relacionadas à prevalência de 
agenesia do terceiro molar. Segundo o último autor, 49% da população húngara 
investigada não apresentava um ou mais terceiro(s) molare(s). Mais 
recentemente, Rozkovcova et al. (1999), fizeram uma ampla revisão sobre o 
tema, e demonstraram que a variação da agenesia do terceiro molar dentro da 
nossa espécie chega ao extremo: variando de praticamente zero na Tasmânia a 
100% em indígenas mexicanos. No Brasil, a prevalência da agenesia do terceiro 
molar foi estimada numa amostra de pessoas identificadas como brancas e 
negras da cidade de Natal (Crispim et al., 1972) - observando-se um valor médio 
em torno de 8%. Segundo estes autores, a baixa freqüência de agenesia 
encontrada provavelmente reflete o alto grau de miscigenação com populações 
africanas, que apresentam prevalência muito baixa de agenesia do terceiro molar 
(Dahlberg, 1945; Rozkovcova et al., 1999). 
Embora muitas teorias tenham sido formuladas nos últimos 100 anos 
buscando explicar a diversidade da dentição humana (Hrdlicka, 1911; Garn et al., 
1962; Brace, 1963; Wolpoff, 1975; McKee, 1984; Calcagno, 1986; Calcagno e 
Gibson, 1988; Macho e Moggi-Cecchi, 1992; Bermudez de Castro e Nicolas, 
1995; Alba et al., 2001), grandes dúvidas permanecem e importantes aspectos 
relacionados a esta variação ainda são desconhecidos. A hipótese de que fatores 
genéticos estariam envolvidos nas modificações observadas já era especulada 
nos trabalhos pioneiros do influente antropólogo físico Ales Hrdlicka no início do 
século passado (Hrdlicka, 1911; Hrdlicka, 1920; Hrdlicka, 1921). Estudos 
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posteriores demonstraram maior correlação de traços morfológicos dentários 
entre gêmeos monozigóticos comparados com gêmeos dizigóticos (Lundstrom, 
1963). Mais recentemente, estudos moleculares sobre odontogênese, usando o 
modelo murino de desenvolvimento dentário, mostraram que a posição, o número, 
o tamanho e a forma dentária estão sob forte controle genético (Peters e Balling, 
1999; Line, 2003), confirmando, portanto, as suspeitas de que só fatores 
ambientais não poderiam explicar tamanha diversidade. Porém, até o momento, a 
base genética responsável pela variação encontrada, seja dentro da nossa 
espécie seja entre espécies considerando a ordem Primata, permanece 
desconhecida. 
 
1.3. Genes candidatos para a variação dentária humana e de outros 
primatas 
 
Recentemente, mais de 200 genes envolvidos no desenvolvimento da 
dentição murina foram identificados (Peters e Balling, 1999; Line, 2003). 
Entretanto, até o momento somente dois destes genes, MSX1 (Vastardis et al., 
1996) e PAX9 (Stockton et al., 2000), estão associados com alterações no 
número e na forma dentária humana. Ambos são fatores transcricionais 
envolvidos em vários processos da embriogênese (Neubuser et al., 1997). Porém, 
dentre os dois, o PAX9 é o mais estudado. A relação do PAX9 com outros genes 
da família PAX já foi estabelecida (Balczarek et al., 1997) e sua expressão está 
relativamente bem caracterizada (Neubuser et al., 1995; Muller et al., 1996; 
Neubuser et al., 1997; Peters et al., 1998; Peters et al., 1999; Ogasawara et al., 
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1999; LeClair et al., 1999; Ogasawara et al., 2000; Mandler e Neubuser, 2001; 
Hetzer-Egger et al., 2002; Hamachi et al., 2003; Rodrigo et al., 2003). 
 
1.4. O gene PAX9 pertence à família de fatores de transcrição PAX 
 
As proteínas codificadas pelos genes da família PAX (PAIRED BOX) são 
caracterizadas pela presença do chamado domínio pareado (128 aminoácidos) 
que tem a capacidade de se ligar a seqüências específicas do DNA (Xu et al., 
1995; Chi e Epstein, 2002). De acordo com Xu et al. (1995), o domínio pareado 
consiste de subdomínios C- e N- terminais que são estruturalmente 
independentes (Figura 1, anexo I). A capacidade de se ligar ao DNA é mediada 
através de um motivo hélice-alça-hélice e um motivo alça-β que se localizam na 
metade da região N-terminal do domínio pareado. Segundo Balczarek et al. 
(1997) e Chi e Epstein (2002), alguns genes PAX podem codificar outros motivos 
como um octapeptídeo, um homeodomínio ligador de DNA do tipo pareado, um 
homeodomínio truncado e/ou um domínio de transativação carboxil terminal 
(Figura 2 do anexo I). 
Até o momento, nove genes PAX (PAX1 a PAX9) foram descritos em 
mamíferos (Peters et al., 1998a; Peters et al., 1999; Bouchard et al., 2000;Chi e 
Epstein, 2002) e vários homólogos têm sido identificados em cordados menos 
complexos (Ogasawara et al., 2000), mosca-da-fruta (Chi e Epstein, 2002), peixe 
zebrafish (Nornes et al., 1996) e galinha (Muller et al., 1996). 
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1.5. O fator transcricional PAX9 é uma proteína pequena 
 
 O gene PAX9, localizado no cromossomo 14q12-q13 (Stapleton et al., 
1993), é composto de quatro exons e três introns (Santagati et al., 2001). A figura 
3 (anexo I) apresenta um esquema geral do gene. Como pode ser observado, 
existem duas regiões não traduzidas, denominadas de 5’ e 3’ não traduzidas 
(UTR), respectivamente. Além disso, embora o gene englobe uma região de 
~17kb, os quatro exons codificam uma proteína de apenas 341 aminoácidos. O 
exon 1 tem 195 bp em extensão, mas codifica somente a metionina inicial. O exon 
2, por sua vez, contém os motivos principais de ligação ao DNA: o domínio 
pareado (DP) e o octapeptídeo (Oct). Em adição, os exons 3 e 4 codificam a 
região C-terminal onde se especula a presença de um domínio de transativação 
(Nornes et al., 1996). No entanto, até o presente, a estrutura e a função dessas 
regiões não são conhecidas. Como pode ser visto da Figura 3 (anexo I), os 
introns 2 e 3 são grandes, apresentando cada um 2938 bp e 9595 bp, 
respectivamente (Santagati et al., 2001). 
 
1.6. Os genes PAX têm papel fundamental na embriogênese 
 
Os genes PAX desempenham papel fundamental no desenvolvimento do 
sistema nervoso (Bouchard et al., 2000), esqueleto (LeClair et al., 1999), olhos 
(Pichaud e Desplan, 2002), rins (Rothenpieler e Dressler, 1993), timo (Hetzer-
Egger et al., 2002), pâncreas (Sosa-Pineda et al., 1997) e dentes (Neubuser et al., 
1997) podendo ainda estarem relacionados com a manutenção da 
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pluripotencialidade das células tronco durante o desenvolvimento (Chi e Epstein, 
2002). 
  Diante de tal importância, não é surpreendente que mutações ou 
alterações na expressão dos genes PAX estejam associadas a uma série de 
patologias humanas, incluindo tumor de tireóide (Cillo et al., 1999), câncer de 
esôfago (Gerber et al., 2002) e diabetes (Shimajiri et al., 2001) 
 
1.7. O PAX9 controla o desenvolvimento dos ossos, timo e dentes 
 
Tem sido demonstrado que o gene PAX9 tem um papel fundamental na 
embriogênese murina e de aves, principalmente durante o desenvolvimento do 
palato, membros, coluna vertebral, timo, faringe, glândulas paratireóides e dentes 
(Neubuser et al., 1995; Muller et al., 1996; Peters et al., 1998b; Peters et al., 1999; 
Hetzer-Egger et al., 2002; Hamachi et al., 2003; Rodrigo et al., 2003). De acordo 
com Muller et al. (1996), os transcritos do PAX9 juntamente com PAX1 são 
primeiramente detectáveis na endoderme do intestino anterior, onde a expressão 
desses fatores transcricionais é correlacionada com zonas altamente proliferativas 
do tecido embrionário que darão origem ao intestino anterior, faringe e membros. 
Recentemente, o Pax9 foi identificado como um marcador do 
desenvolvimento dentário em camundongos (Neubuser et al., 1997). Segundo 
estes autores, o Pax9 é um marcador para o tecido prospectivo dentário, 
delimitando as áreas onde o desenvolvimento dos dentes será iniciado. 
Surpreendentemente, onde PAX9 não é expresso, por exemplo, em 
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camundongos knockout para o Pax9 (Peters et al., 1998b), nenhum dente será 
formado, comprovando o papel crucial desse gene para a formação dentária. 
 
1.8. Mutações no PAX9 causam agenesia dentária em humanos 
 
Em humanos, mutações no PAX9 têm sido associadas com oligodontia e 
hipodontia não-sindrômicas (Stockton et al., 2000; Nieminen et al., 2001 ;Kobielak 
et al., 2001; Das et al., 2002; Frazier-Bowers et al., 2002; Lammi et al., 2003; 
Mostowska et al., 2003; Das et al., 2003; Jumlongras et al., 2004; Klein et al., 
2005), que não raro, são acompanhadas de microdontia (diminuição total ou 
parcial no tamanho dos dentes; Klein et al., 2005). A hipodontia, por sua vez, é 
caracterizada pela ausência de um ou mais dentes, enquanto oligodontia é 
referida como a ausência de mais de seis dentes. Interessantemente, todas as 
mutações patológicas até hoje descritas causam agenesia dentária seletiva 
preferencialmente de molares e pré-molares (Line, 2003), embora incisivos e 
caninos possam ser afetados em menor extensão (Das et al., 2002; Lammi et al., 
2003). 
Segundo Frazier-Bowers et al. (2002), a inserção de uma citosina no 
nucleotídeo 793 no exon 4 permitiu uma mutação de troca de fase de leitura, 
originando um codon de parada prematura na posição do aminoácido 315, a qual 
foi associada à oligodontia de molar. Adicionalmente, outros estudos têm 
identificado mutações de inserção (Mostowska et al., 2003; Das et al., 2003) ou 
troca de aminoácido no exon 2 que têm levado a quadros de completa agenesia 
dos molares. Mais recentemente Klein et al. (2005) observaram uma transição de 
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A para G no codon inicial ATG no exon 1 em membros de uma família com 
histórico de oligodontia. O fenótipo nessa família foi mais severo em termos de 
dentes faltantes. De acordo com os autores, os portadores da mutação 
apresentavam a ausência de todos os molares, todos os segundo pré-molares e o 
primeiro pré-molar superior. 
 
1.9. Evidências sugerem que mutações no PAX9 causam agenesia 
dentária por haploinsuficiência 
 
  Interessantemente, todas as mutações no PAX9 associadas com agenesia 
dentária foram somente encontradas em heterozigose, o que comprova a 
importância do gene PAX9 para o desenvolvimento e organogênese. Das et al. 
(2002) estudaram uma família onde a completa deleção de um dos alelos do 
PAX9 foi observada. Nessa família, os portadores de um alelo deletado 
apresentaram hipodontia envolvendo todos os molares primários e permanentes. 
Essas evidências, portanto, suportam o modelo de que haploinsuficiência é a 
base subjacente para a hipodontia/oligodontia e sugerem que mutações no PAX9 
em homozigose são letais. 
 
1.10. Variação do gene PAX9 em humanos e em outros primatas 
 
Enquanto a maioria dos estudos tem focalizado principalmente as 
variações patológicas no exon 2, região que corresponde ao domínio pareado, 
nenhum estudo sobre a variação normal do gene PAX9 em humanos e em outros 
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primatas está disponível até o momento. Algumas investigações menos 
específicas têm comparado apenas as diferenças entre a seqüência humana, 
murina e de alguns invertebrados (Stapleton et al., 1993; Hetzer-Egger et al., 
2000; Santagati et al., 2001; Santagati et al., 2003). Porém, todos estes trabalhos 
têm focalizado, basicamente, a região envolvendo o domínio pareado. 
Stapleton et al. (1993) reportaram que a seqüência do domínio pareado 
sofre poucas variações em nível de DNA, sendo 100% idêntica em nível de 
aminoácidos codificados quando se compara o PAX9 murino ao PAX9 humano. 
Entretanto, em algumas regiões do exon 2, as proteínas murina e humana diferem 
com maior grau em duas posições (149 e 188), correspondendo a 99% de 
identidade em nível de aminoácidos, mas 93% em nível de seqüência de DNA. 
Segundo Ogasawara et al. (1999), os domínios pareados das proteínas 
PAX9 de urocordados e hemicordados têm demonstrado homologia de 91,4% e 
90,6% quando comparados às seqüências de aminoácidos do PAX9 murino e 
humano, respectivamente. No entanto, homologia bem mais baixa tem sido 
demonstrada em relação às outras regiões da proteína, especialmente as regiões 
C-terminais (Hetzer-Egger et al., 2000), onde previamente se demonstrou a 
presença de um forte domínio de transativação no PAX9 do peixe zebrafish 
(Nornes et al., 1996). 
 
1.11. Pequenas variações genéticas e grandes alterações fenotípicas 
 
Embora seja esperado que poucas diferenças possam ser encontradas nas 
regiões codificadoras de genes importantes dentro de grandes grupos 
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taxonômicos, estas podem ser fundamentais tratando-se de fatores de 
transcrição. Por exemplo, recentemente Enard et al. (2002) ao compararem a 
seqüência humana do gene FOXP2 e a seqüência encontrada em grandes 
macacos demonstraram que a capacidade para a articulação da fala na nossa 
espécie estaria relacionada com apenas duas alterações em nível de seqüência 
de aminoácidos no fator de transcrição FOXP2. Os autores com este achado 
corroboram de maneira contundente a hipótese de que as diferenças morfológicas 
importantes observadas entre espécies próximas podem ser facilmente 
explicadas por pequenas variações em genes reguladores. 
Além disso, tem sido demonstrado que a ação dos mecanismos evolutivos 
em nível molecular se dá de maneira diferenciada, em mosaico, onde algumas 
regiões específicas dentro de um gene podem apresentar pouca ou nenhuma 
variação, por estarem, por exemplo, sob forte pressão seletiva, enquanto outras 
regiões do mesmo gene, mesmo que codificadoras, são muito mais variáveis 
(Nielsen e Yang, 1998; Yang et al., 2000) 
Face ao exposto acima, é razoável supor que o estudo em nível molecular 
do gene PAX9, em toda sua extensão, pode trazer informações importantes para 
o delineamento do cenário que busca explicar a grande variabilidade dentária 
dentro da ordem Primata. 
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2. OBJETIVOS 
 
O objetivo geral deste trabalho foi verificar se a região codificadora do gene 
PAX9 humano e seus limites intron/exon apresentam variação em nível de DNA. 
  Os objetivos específicos foram: 
•  Seqüenciar as regiões codificadoras do PAX9 (exons 1, 2, 3 e 4) em 80 
amostras de homens e mulheres dos seguintes grandes grupos nativos 
continentais: Nativos americanos (n= 57), asiáticos, representados por 
japoneses (n = 14) e europeus, representados por espanhóis (n = 9). 
•  Seqüenciar regiões intrônicas adjacentes aos quatro exons nas 80 
amostras. 
•  A partir das informações obtidas na investigação com humanos, estender o 
estudo para uma amostra de outros primatas, envolvendo as seguintes 
espécies: Aotus infulatus (n=1), Callitrix jacchus (n=1), Saimiri sciureus 
(n=3) e Saimiri boliviensis (n=1) e Gorilla gorilla (n=1). 
•  Estimar o nível de diversidade nucleotídica e aminoacídica, dentro e entre 
os humanos e os outros primatas e avaliar se as possíveis diferenças são 
étnico-específicas ou espécie-específicas. 
• Identificar supostas variações nucleotídicas e/ou aminoacídicas que 
possam determinar mudanças na função da proteína PAX9 na ordem 
primata. 
•  Determinar se as variações encontradas estão sob ação de seleção. 
•  Contribuir para o delineamento do cenário evolutivo em nível molecular do 
gene PAX9. 
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3. MANUSCRITO 
 
  Os resultados encontrados no presente estudo puderam ser reunidos em 
um artigo científico que será submetido à revista Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America (PNAS). 
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Abstract 
 
Large differences in relation to dental size, number and morphology among 
and within of the modern human populations, as well as among modern humans 
and other primates species are observed. Molecular studies have demonstrated 
that tooth development is under strict genetic control. However, the genetic basis 
of the primate tooth variation remains unknown. PAX9, which codes for a paired 
domain-containing transcription factor that plays an essential role in the mammal 
dentition, has been associated with selective human tooth agenesis that mainly 
involves posterior teeth. To determine whether PAX9 gene is polymorphic in 
humans, we sequenced approximately 2.1 kb of PAX9 encompassing the entire 
four-exon region (exons 1, 2, 3 and 4; 1026 bp) and exon-intron (1.1 kb) 
boundaries of 80 individuals collected from Asian, European and Native American 
populations. We provided compelling evidence that PAX9 gene is polymorphic in 
humans in exon 3 only. In order to investigate the pattern of selective pressure on 
exon 3, we sequenced ortholog regions of the exon 3 of human PAX9 in four 
species of New World monkeys and one gorilla. Although several differences were 
identified between humans and other species, our findings strongly support the 
propose that strong purifying selection is acting on PAX9. Furthermore, the 
functional importance of these variants on PAX9 protein structure and their 
possible participation in the morphological dental variation within our specie and 
among humans and other primates are also discussed. 
KEY WORDS: PAX9, TOOTH, MOLECULAR EVOLUTION, DENTITION 
VARIATION 
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Introduction 
 
One of the several characteristics that distinguishes Homo sapiens from 
other primate species is the numerical and morphological tooth variation (1). In 
addition, although several studies have demonstrated a general strong reduction 
of tooth size in modern humans when compared with earlier hominids (2-5), 
variations related with the number and size of teeth are currently found within our 
species. For example, third molar agenesis, whose etiology is largely unknown, is 
by far the commonest form of the tooth number variation in humans (6). Based on 
large samples, agenesis of third molar ranged from 0.2% in Bantu speakers from 
Angola (7) to nearly 100% in Mexican Indians (8). In relation to morphology, 
shovel trait incisors and Carabelli’s trait molars also show large variability between 
the major human geographical groups, being frequently used as dental markers of 
Asian and European ancestry, respectively (6). Evidence supporting a genetic 
etiology for tooth agenesis and shape is
 
well-established (9-11). However, despite 
the fact that much work has been done over the past 60 years in order to explore 
morphological and numerical diversity in the primate dentition (2-5, 12, 13), 
important questions remain: do variations at molecular level affect the 
development and/or are translated into changes in dental characteristics like 
morphology and tooth number? Are the morphological and numerical dental 
differences found between human and other primates reflecting variation at 
molecular level? 
In this regard, several genes that are pivotal in initiating the development of 
teeth have been subject to intense biochemical and molecular studies in the past 
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decade (10). Mutations in a number of genes were found to interrupt tooth 
development in mice (10, 14). However, to date there are only two genes 
associated with the non-syndromic form of human tooth agenesis: MSX1 and 
PAX9 (15). Among them, PAX9 is better studied. Recently, the general structure of 
PAX paired domain was described (16) and the phylogenetics and relation 
between the several members of PAX family were well established (17). In 
addition, both gene expression (18-20) and molecular pathogenesis of PAX9 (21, 
22) have been well characterized making PAX9 a special candidate. 
The PAX gene family code for transcriptional factors, which have major role 
in the early development of a variety of multicellular organisms (23). PAX proteins 
are defined by the presence of a 128-amino acid DNA-binding domain, the paired 
domain, which makes sequence-specific contacts with DNA (16, 23). In mammals, 
nine PAX genes (PAX1 to PAX9) have been found (23) and a number of homologs 
in lower chordates (24), cnidarians (25), flies (26), zebrafish (27) and chicken (28)  
were identified. PAX9 is expressed in the pharyngeal pouches, developing 
vertebral column and neural-crest derived mesenchyme of maxillary and 
mandibular arches, contributing to palate and tooth formation (18-20, 28). The 
importance of PAX9 in tooth development is supported
 
by the phenotype of an 
arrest at the bud stage that is seen
 
in  PAX9 knockout mice (19). In humans, 
mutations in PAX9  are associated to both non-syndromic hypodontia and 
oligodontia (21, 29, 30). Mutations or deletion of one allele of PAX9 are reported to 
cause selective tooth agenesis, especially agenesis of molars (14). All mutations 
in  PAX9  associated with selective tooth agenesis were found only in the 
heterozygous state, suggesting that the mutant phenotypes are caused by 
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haploinsufficiency (22, 29) and reinforcing the pivotal importance of this gene in 
the tooth development. 
However, while the role and molecular pathogenesis of the paired box 
domain has been evaluated extensively (21, 22, 29, 30), little attention has been 
given to other regions of the PAX9. Furthermore, recently was suggested that 
some variations at exon 3 could be common in humans (30). However, since the 
authors availed primarily the role of paired domain in molar oligodontia, the extent 
of diversity on this gene remains unknown. 
To examine the extent of PAX9 variation, we carried out an analysis of DNA 
sequence of the entire coding regions (exons 1, 2, 3 and 4) and intron-exon 
boundaries of PAX9 in 80 individuals from three major human geographical 
groups: Asian, European and Native American. Further, we extend our analysis for 
exon 3 in four species of New World Monkeys (Callithrix jacchus, Saimiri 
boliviensis, Saimiri sciureus, Aotus infulatus), and one gorilla (Gorilla gorilla). 
Finally, orthologous sequences of PAX9 available in public databases were also 
analyzed and new insights about PAX9 evolution and its possible participation in 
the morphological dental variation within our specie and among humans and other 
primates are discussed. 
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Materials and methods 
 
Populations Examined
 
and Sequence Data 
 
  DNA sequences from the entire coding region of PAX9 (1026 bp, 341 
amino acids) were obtained from 80 individuals from three major human 
geographical groups: European (9 Spanish), Asian (14 Japanese) and 57 Native 
American from Guarani (n=5), Kaingang (n=20), Yucpa (n=4), Bari (n=4), Warao 
(n=4) and Ache (n=20) tribes. Additional information about these human samples 
can be obtained as previously described (31, 32). Six samples from four species of 
New World primates including three Saimiri sciureus (squirrel monkey), one 
Saimiri boliviensis (Bolivian squirrel monkey), one Aotus infulatus (Night monkey) 
and one Callithrix jacchus (Common marmoset) and one sample of Great Apes 
monkey (Gorilla gorilla) were also analyzed for exon 3. The New World monkey 
samples were collected in National Primates Center (CENP, Ananindeua, State of 
Pará, Brazil), whereas the gorilla sample was kindly provided by Belo Horizonte 
Zoo (State of Minas Gerais, Brazil). The following published nucleotide sequences 
of  PAX9 were retrieved from GenBank: zebrafish (U40931), mouse (X84000), 
chicken (X92652), soft-setled turtle (AB181136) and Lampetra  japonica 
(AB039660). Additional predicted orthologs regions of human exon 3 were 
extracted using Ensembl database (www.ensenbl.org) and tBlastn (E values < 10
-
10
). Sequence orthology was further investigated by BLAT when available 
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat) using the protein sequence of human exon 
3 as query. In each case of the BLAT search, only one hit was obtained. 
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PCR and DNA sequencing 
 
We designed four specific PCR pair primers (available on request) for the 
amplification of coding regions (exon 1, 2, 3 and 4) of PAX9 based on the 
available human PAX9 gene (Accession number NT_025892.9). PCR primers 
were designed to amplify the entire coding regions including untranslated region of 
exon 1 (390bp) and ~ 100 bp of intronic boundaries. The same primers were used 
for DNA amplification of the New World monkeys and gorilla. PCR was performed 
in
 
a total volume of
 
25 µl, containing 0.2
 
µM of each deoxynucleotide
 
, 50 pmol of
 
each primer, 1.5 mM
 
of MgCl
2
, 50 mM
 
of KCl, 10 mM
 
of Tris (pH 8.3),
 
2 U of Taq 
DNA
 
polymerase, and 50 ng
 
of genomic DNA. PCR
 
conditions were as follows:
 
35 
cycles of denaturation
 
at 94°C; annealing at
 
54°C-57°C and extension at 72°C.
 
The 
duration of each
 
step was 50 seconds
 
with the exceptions of
 
the first step of
 
denaturation and the last
 
step of extension, which
 
were 2 min and
 
10 min, 
respectively. PCR products were
 
purified with ExoSAP-IT (USB)
 
and were direct-
sequenced on both strands using BigDye Terminator kit (Applied Biosystems, 
Foster City, CA) chemistry on an ABI377
 
automatic sequencer (Applied 
Biosystems). 
 
Data Analysis 
 
Amino acids were firstly aligned using ClustalW (33). All gaps were 
removed. Then, protein-coding nucleotide sequences were aligned against amino 
acid sequences using Dambe software (34). Two summaries of diversity levels 
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were calculated: Watterson's θ
W
, based on the number of segregating sites in the 
sample (35); and π, the average number of pairwise differences in the sample 
(36). To detect departure from a standard neutral model, a number of tests was 
used on the populations both individually and grouped by continent. DNAsp 4.0 
software (37) was used to perform Tajima's D, and Fu and Li's D* and F* tests. 
Tajima's D test considers the difference between θ
W 
and
 
π (38). When some kind 
of balancing selection is acting, Tajima´s D tends to be positive. On the other 
hand, purifying selection can generate negative values. Fu and Li's D* test is 
based on the differences between the number of singletons (
η
s) and the total 
number of mutations (
η
), whereas Fu and Li´s F* statistics is based on the 
difference between 
η
s and the average number of nucleotide differences between 
pairs of sequences (39). Similar to Tajima´s D test, in a constant-size neutral 
equilibrium population, the expectation of Fu and Li's D* and F* is nearly zero. P 
values for these statistics were estimated from 10
4
 coalescent simulations as 
implemented in DNAsp 4.0. For interspecific data, we used the modified Nei-
Gojobori method with Jukes-Cantor correction, as implemented in the MEGA 2.1 
software (40), to estimate the 
dS
dN
 ratio (ω), where dN is the number of non-
synonymous substitutions (n) per non-synonymous site (N) and dS is the number 
of synonymous substitutions (s) per synonymous site (S). To examine the 
selective pressure at each branch, we inferred the ancestral sequences at each 
interior node of the topology by the distance-based Bayesian method (41). 
Reconstructions of ancestral sequences used the ANC-GENE computer program 
(available on http://www.bio.psu.edu/people/faculty/nei/lab/software.htm) with a 
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Jones, Taylor, and Thorton model of amino acid substitution. The sequences from 
Takifugu rubripes and Lampetra japonica were not used because of many gaps 
and unreliability of inferred ancestral node due to the high divergence, 
respectively. The numbers of s and n were then counted for each branch using 
MEGA 2.1 software. Under the hypothesis of neutral evolution, the n/s ratio is 
expected to be equal to the N/S ratio. The ratio of transitions to transversions, 
required for calculation of s, n, S, and N, was also calculated using MEGA 2.1 
software. To detected selective pressure at individual sites, we used the likelihood 
method (42, 43) implemented in PAML package (44) version 3.14a with several 
site-specific models. To determine whether a particular model provided a 
significantly better fit to the data than other nested model, we performed a 
likelihood ratio test -2∆ (l
1
-l
2
), where l  is the log-likelihood of each model. This 
test is based on the fact that the log-likelihood values of two models can be 
compared since the twice the log-likelihood difference among the models follows a 
χ
2
 distribution, with the degrees of freedom being the difference between the 
numbers of free parameters between the models compared. The posterior 
probability that a site was under a specific evolutionary pressure was obtained 
using the Bayesian approach implemented in PAML package. 
 
Results and Discussion 
 
Sequence variation of human PAX9 coding regions 
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For each of the 80 individuals, we sequenced an extension of ~2.1 kb, 
including the entire four-exon region (1026 bp) and ~1.1 kb of the 5’ UTR region 
(390 bp) and exon-intron boundaries (700 bp). A schematic view of human PAX9 
is presented in Figure 1. The overall genetic variability was extremely low in 
coding regions, as expected for a pivotal gene in embryogenesis. Among the 160 
humans chromosomes studied, direct sequencing of coding regions revealed only 
four variants sites, all localized in exon 3. Three of the variant sites were 
associated with amino acids (aa) replacements. We observed a G to T 
transversion mutation at nucleotide (nt) position 677 which results in substitution of 
serine to isoleucine at aa residue 226 (AGC  Æ ATC, S226I) and a C to A 
transversion at nt position 751 which results in a substitution of glutamine for 
lysine at aa 251 (CAG  Æ AAG, Q251K). The other non-synonymous changes 
detected in exon 3 were a G718C transversion which causes substitution of 
alanine for a proline at aa residue 240 (GCG  Æ  CCG, A240P) and a C to T 
transition at nt position 717 resulting in a silent change at aa residue 239 (CAC Æ 
CAT, H239H). Both S226I and Q251K variants were singletons found exclusively 
in Native American, whereas A240P and H239H are polymorphisms previously 
described (30), but with genotype and allele distributions in different human 
populations hitherto not available. Nevertheless, we failed to detect the 
polymorphism L341L (rs12887746) deposited on dbSNP. Additional investigations 
and larger samples are needed to confirm whether this variation is a rare allele or 
a phantom error. 
The H239H and A240P genotype and allele distributions observed in Native 
Americans, Asians and Europeans are listed in Table 1 and 2, respectively. Our 
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data indicate that genotypes of the variant alleles in the H239H and A240P 
polymorphisms are quite higher in Europeans compared to others geographical 
groups (χ
2
= 11.56, df=4, p < 0.001 and χ
2
= 11.56, df=4, p =0.02, respectively). 
The genotype distribution in all sample groups did not differ significantly from 
expected Hardy-Weinberg equilibrium, except for the Ala240Pro polymorphism in 
the European group. However, due to the small European sample size, these 
findings are likely reflecting sample error. 
 
Genetic diversity in coding regions 
 
Population variability parameters are summarized in Table 3. Estimates of π 
and θ
W 
for the total population (0.00029 and 0.00069, respectively) are lower in 
comparison to what has been reported for other nuclear genes (45, 46), but similar 
to genes undergoing strong purifying selection (47). When complete sequences 
from combined human samples were analyzed, Tajima´s D (-1.073; p  = 0.15) 
statistic failed to detect deviation from the standard neutral model, whereas Fu and 
Li´s D
*
 
and F* tests revealed marginal values of departure to what is expected
 
under a simple model
 
of neutrality (-1.63; p = 0.03 and -1.71; p = 0.08, 
respectively). It is important to note, however, that although the Tajima’s D statistic 
(D= -1.073, p = 0.15) does not support the action of purifying selection on PAX9, 
the extremely low number of amino acid replacement sites both within human 
populations as well as between species (17) greatly suggests that strong purifying 
selection is operating on this gene. 
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The partition of out total sample into three continental native groups (Table 
3) reveals, however, that the Native American sample shows significantly negative 
values of Tajima´s D, Fu and Li´s D
*
 and F
*
, but the same is not true for both 
European and Asian samples. Negative value of Tajima´s D test can also reveal a 
population bottleneck which has been suggested considering the Amerindians 
(32), although this notion is not universally accepted (48). 
 
Strong conservation is also evident at non-coding regions of PAX9 
 
Surprisingly, we found higher genetic diversity in coding regions than 
noncoding regions of human PAX9 (π = 0.00029 and π= 0.00, respectively). 
Indeed, no single variant was found in approximately 1.1 kb of non-coding regions 
sequenced, which include the 5´ UTR of exon 1 (390 bp) and intron-exon 
boundaries (~700 bp) of all exons in the 160 chromosomes analyzed. To 
investigate the extent of interspecific variation at these regions, we used the 
human 5´ UTR of exon 1 as query in BLAT search. The data revealed 99.5% and 
85.9% of identity between ortholog regions of chimpanzee and mouse PAX9, 
respectively. In addition, comparisons made on the available human genome and 
the working draft of chimpanzee genome with the larger human intron 3, which 
encompasses ~10 kb, resulted in 99.3% of identity over more than 8.5 kb. Indeed, 
several recent reports using comparative genomics approaches have identified 
highly conserved non-coding regions among different organisms (49, 50). It is not 
promptly clear what exactly is the role of these sequences. However, it is evident 
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that such a high degree of conservation in non-coding regions suggests a critical 
function. 
 
Variation in ortholog regions of exon 3 of PAX9 in nonhuman primates and 
other species 
 
Whereas the paired domain of PAX9 has been highly conserved along the 
evolution being 100% identical on amino acid level between mouse and human 
(17), no data concerning the evolution of other segments of PAX9 is available.  
Since a protein may be subject to different evolutionary pressures at different 
regions of its sequence, adaptative evolution is likely to affect only a specific 
region or even few specific sites, whereas the most part of the protein is not 
allowed to vary (42, 43). To support this view,
 
it is important to note that all clinical 
mutations in human PAX9 resulting in dental anomalies were only found in the 
exons 1, 2 and 4 (15, 51). In fact, preliminary sequencing of one Callitrix jacchus 
revealed no variations in both exon 2 and 4 (data not shown). Hence, since we 
found variants only in the small exon 3 (140 bp, 46 codons) of the human PAX9, 
our second objective was to gain more insight into the selective pressure on the 
ortholog regions of this exon in non-human primates. We PCR-amplified this 
region in four species of New World monkeys and one gorilla. Figure 2 shows an 
alignment of the homolog sequences of human PAX9 obtained in this study and 
from public databases. Comparison of the derived protein sequences reveals a 
striking conservation of the ortholog exon 3 region in New World monkeys and 
others species, although a lower conservation between low and higher vertebrates 
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compared to paired domain (17) was observed. Surprisingly, the human and 
gorilla are identical at nucleotide level and both are essentially identical with 
mouse at amino acid level. Interestingly, during the roughly 64-74 million years 
(Myr) that separate the common ancestor of the lineages leading to humans and 
mice, no amino acid replacement occurred in exon 3 (Figure 2C). By contrast, 
since the last 35-48 Myr that separates the common ancestor of humans and New 
Word monkeys (52, 53), 5 fixed differences occurred in exon 3: three causing 
amino acid replacements and two being silent substitutions (Figure 2B). In 
addition, our interspecific analysis indicated that NW monkeys have also several 
fixed differences in relation to exon/introns boundaries. We were able to identify 16 
variants including nucleotide substitutions and nucleotide insertions among the 
first 150 nucleotides at 5’ region of exon 3 and four nucleotide substitutions in the 
first 100 nucleotides at 3’ region of the same exon (data not shown). Except for 
Night monkey, all other NW monkeys shared the same mutations. Interestingly, 
the sequence of gorilla differs from the human sequence only due to C to A 
transversion at nucleotide position 18 at intronic region at 3’ of the exon 3. This 
mutation was also identified in all others NW monkeys. Among the three squirrel 
monkeys sequences analyzed, no polymorphism was detected. 
We measured the dN/dS ratios among 14 sequences of primate
 
species 
and other species (Takifugu rubripes and Lampetra japonica species were not 
included, see Materials and Methods). In the absence of selective pressures, the 
ratio of dN/dS (ω) is expected to be equal 1. Any significant deviation from this 
prediction can be interpreted as indicating that the studied gene or region is under 
selective pressure and thus is likely to be functional. We estimated 
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transition/transversion ratio (R) using the Tamura-Nei method, yielding R=2. Using 
this R value, we computed the numbers of dN and dS between pairs of species 
and the overall mean for all species using the modified method of Nei-Gojobori 
with Jukes-Cantor correction. We found
 
that dN was zero or smaller than dS for all 
pairwise comparisons
 
suggesting the role of purifying selection. Indeed, the overall 
ω ratio of 0.18 was significantly different from 1 (Z-test, p<0. 0.001), leading to 
conclusion that exon 3 is under strong purifying selection. We also inferred the 
ancestral sequences based on a combined tree topology of previous studies (54-
58) by using the distance-based Bayesian method (41) under an empirical model 
of amino acid substitution (59). Four branches presented n higher than s, although 
all n/s ratio were less than 2.55 (see Figure 2). However, these n/s ratio did not 
differ significantly to what is expected under neutral evolution (N/S = 2.55). For all 
others lineages, we did not detect any specific branch with another pattern of 
selective pressure other than purifying selection. To examine the selective 
pressure at individual sites, we used the likelihood method implemented in PAML 
with several site-specific models. We found no evidence for better fit of M1a model 
(nearly neutral), which has two classes of ω (ω
0 
< 1, which is estimated from the 
data
 
and  ω
1
=1), compared to M0 (one-ratio, no variation), which has only one 
class of ω estimated from the data (LTR, df = 1, p = 0.99). In fact, codon classes 
calculated under M1a and M2 (ω
0 
< 1, ω
1 
= 1 and ω
2 
> 1) models revealed that all 
codons were assigned as belonging to the ω< 1 (ω= 0.029 estimated from the 
data) with posterior probabilities > 99%. Use of more complex models (M3, M7 
and M8, see ref. (42, 43) gave identical results. Together, these data demonstrate 
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clearly that the driving force behind the evolution of the ortholog regions of human 
PAX9 exon 3 apparently is intense purifying
 
selection. 
 
The alanine to proline substitution is likely to be deleterious at protein level 
 
It is not surprising that PAX9, a protein playing a key role in the 
development of vertebral column, limbs and tooth, is well conserved throughout 
the evolution, especially in humans. Indeed, examples of human genes that have 
pivotal roles in several pathways are well-documented for lacking variation among 
humans (47). However, an intriguing question arises: why human PAX9 is 
polymorphic at codon 240 in exon 3? 
Interestingly, the Ala240Pro polymorphism is located in a homolog region 
compared to the zebrafish PAX9, where a putatively potent transactivating domain 
was previously reported (27). In an evolutionary perspective, it is also interesting 
to note that the alanine at codon 240 is extremely conserved among several 
species (Figure 2B), including soft-shelled turtle that diverged from the lineage 
leading to humans more than 300 million years ago (60). Furthermore, this residue 
is also highly conserved even in PAX1, a paralog that with PAX9 arose after the 
amphioxus-vertebrate splitting approximately 500 millions years ago (17). Hence, 
an important question is whether the human Ala240Pro polymorphism is 
maintained due to random fixation of neutral or nearly neutral mutation or by action 
of some form of natural selection. To address this question, we used several in 
silico approaches. Firstly, we analyzed the pattern of selective pressure at 
individual sites as mentioned above. The resulting data shows evidence for strong 
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purifying selection at codon site 240 (bayesian posterior probability of belonging to 
a ω= 0.029 >99%). Secondly, two simulations programs were employed to predict 
the impact of the proline replacement at residue 240 on protein activity/stability. 
Both SIFT (61) and Polyphen (62) algorithms failed to detect a significant 
alteration on protein, assigning the proline replacement as “tolerant” and “benign”, 
respectively. Since no 3D structure for PAX9 is available, we predicted the 
secondary protein structure of the human PAX9 by using three previously 
described methods (63-65). Secondary structure prediction using the web-based 
PSIFRED (bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/), SAM-T99 
(www.cse.ucsc.edu/research/compbio/HMM-apps/HMM-applications.html), and 
PSA (http://bmerc-www.bu.edu/psa/request.htm) programs indicated the high 
probability of an α-helix in the region of amino acids 238-250. Interestingly, proline 
is rarely found in α-helix structures (66). It was demonstrated that proline is the 
most potent α-helix breaker in soluble (globular) proteins (67), being its chemical 
properties detrimental for the α-helix conformation. Since no serious anomalies 
were associated hitherto with Pro carriers, we speculate that proline at this residue 
is only slightly deleterious at protein level compared to alanine. A second 
interpretation consistent with our hypothesis is the fact that residue 240 is probably 
localized in first turn of the α-helix. At this position, a proline might act as new N” 
residue or presumably as new N-capping residue (67). N-capping is the residue 
immediately before
 
the first helical residue, preceded by two amino acids residues 
termed N´´ and N´, respectively, serving as stop signal to helix propagation (67). 
Indeed, it was reported that proline was only common at the N" position (68), but 
may eventually play a role as N-capping (68, 69). Consequently, the proline 
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replacement might shorten the α-helix length. As the α-helix become less stable 
as the chain length decreases (69), homozygous for the Pro allele might present a 
PAX9 protein with a slightly reduced DNA-binding capacity, contributing to the 
view that Pro allele is a slightly deleterious variant at protein level. In fact, it has 
been suggested that slightly deleterious variants are likely to be present at 
relatively high frequency in human populations (70). A good example is the also 
conservative substitution of a proline to alanine (Pro12Ala) in the peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma (PPARγ) gene (71). PPARγ is a 
transcription factor with a key role in adipocyte differentiation. The Ala allele of the 
common Pro12Ala polymorphism in the PPAR-gamma2 isoform is associated with 
reduced risk for type 2 diabetes (71, 72). Although the effect on the individual is 
mild, the prevalence the high-risk Pro allele reaches 95% in the Japanese (72). 
Finally, we sequenced ~1.1kb of non-coding regions and did not detect any variant 
suggesting that a neutrality specific to the human lineage in exon 3 is unlikely. 
 
Can Proline at residue 240 be advantageous at organismal level? 
 
Conversely, a third scenario can be drawn where proline at residue 240 
leading to a reduced DNA-binding capacity might be advantageous. To date, 
clinical evaluation among carriers of highly deleterious mutations in the paired 
domain of PAX9 did not reveal any significant medical problems except for the 
lack of several teeth. Furthermore, this apparent lack of pleiotropic effects of PAX9 
mutations is accompanied by normal deciduous dentition in most families carrying 
PAX9 mutations. Together, these observations show a more important role of 
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PAX9 in the development of permanent dentition. Because third molars show 
development very distinct from other teeth, being characterized by a lack of 
deciduous predecessor and as the only teeth that develop entirely after birth (73), 
it is highly suggestive that PAX9 has a special role in third molar development, 
where gene expression is supposed to be tightly regulated (20). 
In this regard, Pax9 was identified as a marker for tooth development in 
mice (20). In fact, Pax9 is a marker for prospective tooth mesenchyme prior to the 
first morphological manifestation of odontogenesis marking the areas where tooth 
will develop. Notably, Pax9 expression not just has an earlier onset but in addition 
is expressed in higher levels in the prospective molars compared to prospective 
incisives. However, at this stage not only Pax9 is expressed but also Msx1, 
another transcription factor. At bud stage, hence, both Msx1 and Pax9 are co-
expressed in an overlapping manner contributing to the odontogenic potential of 
mesenchyme. Both genes are required for the expression of BMP4, which is 
involved in the induction of the enamel knot, a transient signaling of the epithelium 
that directs the next phase of tooth development (20). Interestingly, a previous 
study has demonstrated that the larger nuclear protein PLU-1 and PAX9 interact in 
vivo through a conserved sequence motif Ala-X-Ala-Ala-X-Val-Pro-X
4
-Val-Pro-X
8
-
Pro (74). Surprisingly, the replacement of a proline for alanine via site-directed 
mutagenesis of this motif completely abolished PLU-1-PAX9 interaction. In 
addition, a  recent study reported that Pax9 and Msx1 are likely to interact 
physically  in vivo (75)  arising  the possibility of physical PAX9 interactions with 
several others factors of the tooth development. These two findings clearly 
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suggest that any subtle modifications on PAX9 structure are likely to play an 
important role and might modify PAX9 protein-protein interactions 
In addition, although mutations in both PAX9 and MSX1 have leaded to 
similar pattern of tooth agenesis between families, mutations in MSX1 mainly 
affect premolars, while PAX9 mutations are predominantly associated with molar 
agenesis (14). Thus, it is tempting to speculate that while MSX1 plays a more 
relevant role in the premolars and first molars development, PAX9 may play a 
more important role in the development of second and third molars. 
To first understand the rapid shift of the Pro allele from a deleterious to an 
advantageous scenario, it is necessary take into account that a deleterious 
mutation at protein level causing decreased activity and/or a less stable protein 
may be advantageous at organismal level. In fact, a good example is the recently 
reported human sarcomeric myosin gene (MYH16), a gene expressed in 
masticatory muscles of most primates (76). According to this study a frameshift 
deletion at codon 660 of the human MYH16 gene truncates the predicted 224-kDa 
myosin heavy chain. As a result, a 76-kDa fragment containing an unstable portion 
of the myosin head domain is formed leading to hypotrophy >80% of the human 
type II fibres of the masticatory muscles compared to macaque. In a first view, 
such mutation would be extremely deleterious, since powerful masticatory muscles 
in most primates are essential for survival. However, since the appearance and 
fixation of this inactivating mutation in a hominid ancestor approximately 2.4 Myr 
ago, a diminished contractile force was likely translated into a reduction in the 
stress across patent sutures, sites of the dura-mater-patterned growth in the 
immature neurocranium, giving raise presumably to the process of 
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enchephalization. Indeed, the frameshift deletion at codon 660 of MYH16 is fixed 
and was only found in humans. 
Considering a context where a reduced number of teeth might be 
advantageous (73), the replacement of an alanine for a proline at codon 240, 
suggested here as being deleterious at protein level (slightly reduced DNA-binding 
capacity, for example) might be, in reality, advantageous if such mutation confer to 
an organismal level only a reduced number of third molars. Hence, it is tempting to 
speculate that Pro carriers, harboring a slightly impaired DNA-binding activity of 
PAX9 or slightly altered structure of this protein, might have a normal dentition 
including first and second molars due to overlapping expression of MSX1 and 
PAX9. Nevertheless, they might fail to form third molars beyond the bud stage, 
because the maintenance of BMP4 expression (or another signal essential to next 
round of tooth formation) in prospective third molars may depend predominately 
(or exclusively) on PAX9 expression and/or physical interaction with this 
transcription factor. 
A reduced number of molars, in turn, may be advantageous in a human 
evolutionary perspective. Indeed, due to dramatic shift in relation to lifestyle and 
diet experienced since the discover of fire and development of cooking utensils, 
third molars, which were essential for survival for earlier hominids to chewing raw 
food, became not only functionless but also an important cause of morbidity for 
modern humans (73). According to previous studies, dental arches have been 
reduced over hominid evolution (2, 4, 5). As result, third molars became frequently 
impacted or mal-positioned preventing teeth to attain a functional position. 
Furthermore, due to difficulty to clean and maintain them free of disease, impacted 
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or mal-positioned third molars have higher susceptibility to periodontal disease, 
such as infections, non-restorable carious lesions, cysts, tumors, and destruction 
of adjacent teeth and bone (77). The high problematic underlying third molar has 
leaded some authors to raise the hypothesis of complete elimination of this teeth 
class in humans (73). In fact, studies to intentionally stop third molars for possible 
clinical application are being carried out  (78). Thus, we speculate that Pro 
carriers are unable to form third molar and had, at some extent, augmented fitness 
over human evolution and may have been recently positively selected. 
 
Conclusions 
 
In summary, our data show remarkable conservation of the coding 
sequence of PAX9, as well as complete conservation of approximately 1.1 kb of 
non-coding regions including 5´ UTR of exon 1 and intron-exon boundaries in 
three major human geographical groups. Moreover, analysis of ortholog regions of 
exon 3 in non-human primates revealed 3 fixed amino acid differences in New 
World monkeys, which we suggest that might be evidence for recent functional 
adaptations. Our observations also indicate that the polymorphism Ala240Pro in 
humans is unlikely to be neutral. Finally, we suggest the intriguing possibility that 
Ala240Pro polymorphism might have recently been a target of the natural 
selection in humans. However, at this time this is only speculation and more 
studies to establish whether this polymorphism has a real effect (advantageous or 
not) on human phenotype are required. 
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Figure and table legends 
 
Table 3. 
η
 is the number of polymorphic sites. 
η
s is the number of singletons. π 
and θ
W 
±
 
standard deviation
 
are given in 10
-4
. 
Significant values are in bold. 
 
Fig.1. Schematic view of human PAX9. Coding regions are in black. The total 
coding region is 1026 bp long and codes for a 341-amino acid polypeptide. Exon 1 
has 4bp and codes only for the initial methionine. 5’ UTR = 5’ untranslated region. 
3’ UTR = 3’ untranslated region. PD = paired domain. The gray region denotes the 
octapeptide. The paired domain makes sequence-specific contact with DNA, 
whereas octapeptide putatively function as a motif required for the total 
transcription activity. Exon 2 has 627 bp in length. The lengths of exon 3 and exon 
4 are 140 bp and 255 bp, respectively. 
 
Fig. 2. Structure predictions and multiple alignment of the exon 3 of PAX9. (A) 
Secondary protein structure prediction of the “wild-type” human exon 3 using 
PSIPRED (67). Cylinders mean predicted α-helices and lines represent predicted 
coiled regions. The sequence below depicts the protein sequence of human exon 
3 harboring a proline at residue 240. Confidences indicating the reliability of the 
prediction are also shown (9 = high, 0 = poor, respectively). Use of PSA and SAM-
T99 algorithms gave similar results. (B) Deduced amino acid sequences of human 
exon 3 and ortholog regions from others species. Arrows denote fixed 
synonymous differences in New World monkeys.The alignment of homolog 
regions of PAX1 is also demonstrated. (C) Evolutionary topology of ortholog 
regions of human exon 3. The above topology is based on previous published data 
(57, 60-63). Filled circles denote inferred ancestral sequences used to compute 
the numbers of n and s per sequence per branch. The n/s number are presented 
above each branch. We found no evidence for any lineage with ω significantly >1 
(data not shown). Branch leading to zebrafish, dog, chicken and African clawed 
frog (Xenopus laevis) showed n/s equal to the N/S. Due to the slightly different 
topology used to calculate these n/s values (see  Material and methods), these 
data are not shown. 
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 Table 3. Population variability parameters for the coding region of human PAX9 
 
 
 
Chromosome
s 
s 
η
s  π  θ
W
 
Tajimas´s 
D 
P 
value 
Fu 
and 
Li´s D
P 
value 
Fu 
and 
Li´s F 
P 
value 
Native 
American 
114  4  2  1.3 ± 0.4  7.3 ± 4.0 -1.59 
0.02 
-2.74 
0.003 
-2.79 
0.01 
Asian  28  1  0  2.5 ± 0.9  2.5 ± 2.5 -0.02  0.52 0.60 0.99 0.50 0.60 
Spanish  18  2  0  9.2 ± 1.0  5.7 ± 2.5 1.54  0.92 0.88 0.83 1.21 0.90 
Total group 
160  4  2  2.9 ± 0.5  6.9 ± 3.7 -1.07  0.15 -1.63 0.03 -1.71 0.08 
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Table 1. Ala240Pro polymorphism genotype distribution and allele frequencies in three sample groups 
 
Ala240Pro polymorphism genotype    Allele frequency Group n 
GG GC CC  G C 
P 
Hardy-Weinberg 
Native Americans  57  52  5  0    0.96  0.04  0.74 
Japanese 14  11  2  1  0.86 0.14  0.12 
Spanish 09  6  1  2  0.72 0.28  0.03 
 
 
 
Table 2. His239His polymorphism genotype distribution and allele frequencies in three sample groups 
 
His239His polymorphism genotype    Allele frequency Group n 
CC CT TT  C T 
P 
Hardy-Weinberg 
Native Americans  57  56  1  0    0.99  0.01  0.95 
Japanese 14  14  0  0  1.0  0  0.99 
Spanish 09  4  2  3  0.56 0.44  0.10 
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4. RESULTADOS ADICIONAIS 
 
Tendo em vista a grande quantidade de dados obtidos neste estudo, bem 
como sua complexidade, nesta sessão temas não comentados na sessão de 
resultados e discussão do manuscrito, ou ainda, apresentados mais sucintamente 
serão explorados em maiores detalhes. Para que isso possa ser conduzido de 
maneira adequada, alguns resultados, apresentados sob a forma de figuras e 
tabelas, serão fornecidos nos documentos anexos I e II, respectivamente.  
Alguma sobreposição nos temas discutidos no artigo e neste item é inevitável. 
 
4.1. A variabilidade nucleotídica do PAX9 é extremamente reduzida em 
humanos 
 
  O seqüenciamento dos quatro exons do gene PAX9  englobou 
aproximadamente 2,1 kb (1 kb de regiões codificadoras e ~1.1 kb de regiões não 
codificadoras) de 80 indivíduos. Todas as variantes foram confirmadas pelo 
seqüenciamento da fita direta e reversa. O programa Staden (Staden, 1996; 
Staden et al., 2000) bem como o pacote de programas Phred, PolyPhred, Phrap e 
Consed (Nickerson et al., 1997; Gordon et al., 1998; Ewing e Green, 1998) foram 
utilizados para a investigação e validação das mutações. 
Como visto anteriormente no manuscrito, a análise dos 160 cromossomos 
revelou somente 4 variantes, todas localizadas na região codificadora do exon 3. 
Três dessas variantes foram associadas com trocas de aminoácidos (Ser226Ile, 
Ala240Pro e Gln251Lys), enquanto uma foi associada com substituição do tipo 
sinônima (His239His). No entanto, as variantes Ser226Ile e Gln251Lys foram 
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encontradas na forma de singletons (variantes que aparecem uma única vez na 
amostra) e em heterozigose nas tribos indígenas Bari e Guarani, respectivamente, 
enquanto as outras duas (His239His e Ala240Pro) já foram reportadas 
previamente (Nieminen et al., 2001), sendo relativamente comuns nos 
kaingangues, asiáticos e espanhóis. A figura 4 (anexo I) mostra os 
cromatogramas parciais e fornece maiores detalhes sobre as novas mutações 
encontradas neste estudo. 
 
4.2. As variantes His239His e Ala240Pro apresentam freqüências 
diferentes entre os grupos estudados 
 
  Embora tenham sido previamente descritos (Nieminen et al., 2001), 
nenhum estudo avaliando as freqüências dos alelos variantes His239His e 
Ala240Pro em nível populacional está disponível. Nieminen et al. (2001) 
previamente demonstraram a presença dessas variantes em heterozigose ou 
homozigose em famílias finlandesas portadoras de outras mutações no PAX9 e 
sugerem que tais alelos seriam encontrados em freqüências polimórficas. No 
entanto, uma vez que o objetivo principal do estudo citado acima era avaliar a 
presença de mutações no domínio pareado do PAX9 (localizado no exon 2) e sua 
associação com agenesia dentária, nenhum detalhe adicional quanto à 
distribuição das demais variações fora do exon 2 foi fornecido. Como visto no 
manuscrito aqui apresentado, os polimorfismos His239His e Ala240Pro 
apresentam freqüências significativamente diferentes entre os grupos geográficos 
estudados. 




 
60
As tabelas 1 e 2 (anexo II) comparam as freqüências genotípicas e alélicas 
encontradas nas tribos ameríndias Aché, Guarani, Yucpa, Bari, Warao, e 
Kaingang. Os alelos variantes, aqui representados por um T (His239His) e por um 
C (Ala240Pro) só aparecem entre os Kaingangues em freqüências de 2% e 12%, 
respectivamente. Entretanto, somente estudos com tamanho amostral maior 
poderão fornecer um panorama mais geral e definir se a presença dos alelos 
variantes nesta tribo é devida à miscigenação com populações não indígenas 
como previamente descrito por Bortolini et al., (2003), ou se as variantes estavam 
presentes entre os primeiros colonizadores do continente, mas, devido a 
fenômenos de natureza estocástica, foram perdidas em algumas das populações 
derivadas e, por isso, não seriam detectadas nas demais tribos aqui avaliadas. 
 
4.3. As evidências sugerem que os polimorfismos His239His e 
Ala240Pro não estão ligados 
 
Embora a alteração que leva ao polimorfismo His239His (C717T) seja 
imediatamente adjacente à troca causando o polimorfismo Ala240Pro (G718C), os 
dados sugerem que ambas as variantes não estão ligadas. De fato, somente um 
único indivíduo pertencente ao grupo dos europeus apresentava ambas as 
variantes. Esse indivíduo era heterozigoto para os dois polimorfismos e pode-se 
presumir que o mesmo tenha herdado um cromossomo contento a alteração 
C717T e outro contendo o alelo G718C, devido à alta freqüência alélica de ambas 
as variantes nessa população. Juntas, essas observações sugerem que as 
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variantes não estão ligadas e surgiram por eventos mutacionais em alelos 
distintos. 
 
4.4. Não existe variação nas regiões seqüenciadas nos indivíduos da 
tribo Aché. 
 
Como visto anteriormente, os polimorfismos His239His e Ala240Pro foram 
encontrados somente em Kaingangues, enquanto as variantes Ser226Ile e 
Gln251Lys foram encontradas entre os indivíduos das tribos Bari e Guarani, 
respectivamente. Porém, novamente aqui, somente um estudo mais amplo, 
envolvendo um número maior de tribos e de indivíduos poderá mostrar se estas 
duas últimas variantes são casos de mutações isoladas, polimorfismos 
populacionais específicos (private alleles; Neel, 1973) ou se ambos os alelos já 
estavam presentes entre os primeiros migrantes que entraram na América do Sul 
mas que, por eventos de deriva genética, foram perdidos em outras populações. 
Além disso, os resultados acima mostram que somente as tribos Yucpa, 
Warao e Aché não mostraram nenhuma variação no exon 3. Com relação às duas 
primeiras tribos, não é possível avaliar neste momento o porquê da ausência de 
variação devido ao reduzido tamanho amostral analisado. Entretanto, em relação 
aos Aché (N=20), algumas considerações podem ser fornecidas. O número 
amostral é relativamente grande (40 cromossomos) e nos quase 2,1 kb 
seqüenciados nenhum alelo variante foi encontrado. Esses achados são similares 
e corroboram os estudos prévios sobre a reduzida diversidade dentro desta 
população, a qual tem sido previamente reportada considerando locos de SNPs e 
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STRs localizados no cromossomo Y (Bortolini et al., 2003), marcadores nucleares 
(inserções Alu; Battilana et al., 2002) e o mtDNA (Schmitt et al., 2004). A origem 
da baixa variabilidade ainda é desconhecida. No entanto, pode-se especular que 
o efeito do gargalo de garrafa na origem do grupo como unidade étnica, e/ou uma 
severa constrição populacional pós-contato que, associados com níveis elevados 
de endocruzamento, poderiam ter causado forte redução na diversidade genética. 
 
4.5. A diversidade genética é reduzida nas regiões codificadoras do 
PAX9 
 
A tabela 3 (anexo II) mostra as estatísticas sumárias descrevendo a 
diversidade das regiões codificadoras do PAX9. No geral, a heterozigozidade 
média esperada por nucleotídeo (Watterson, 1975), θ
w
, estimada a partir do 
número de sítios polimórficos
 
foi 0.00069±0.00037.
 
Uma estimativa equivalente, 
baseada na diferença média par-a-par entre duas seqüências (Nei e Li, 1979),  , 
foi menor (0.00029± 0.00005). Estas estimativas são menores em comparação ao 
que tem sido reportado para outros genes nucleares (Li e Sadler, 1991; 
Sachidanandam et al., 2001), mas similares aos valores obtidos para genes sob 
forte ação de seleção purificadora (Sale et al., 2002). Os nativos americanos 
apresentam os menores valores de , sendo significativamente menor que o dos 
asiáticos (Teste Z, p <0.001) e europeus (Teste Z, p <<0.001), resultado devido, 
particularmente, a já discutida ausência de variação nas tribos Aché, Bari e 
Yucpa. A estatística Z também revelou diferença significativa entre a diversidade 
nucleotídica (π) entre asiáticos e europeus (p <0.001), mesmo utilizando o 
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procedimento de Holm (Aickin e Gensler, 1996) para correção do nível de 
significância em múltiplas comparações. Interessante é o valor de   de 0.00092 
encontrado para os europeus, na ordem de sete vezes e quatro vezes maior que 
aqueles estimados para ameríndios e asiáticos, respectivamente. Contudo, devido 
ao pequeno tamanho amostral analisado para europeus (n=9), deve-se avaliar 
com cuidado esses achados. Estudos com tamanho amostral maior poderão 
fornecer estimativas mais confiáveis. 
 
4.6. Testes de seleção para o PAX9 humano 
 
  A tabela 3 do anexo II mostra ainda que quando as seqüências completas 
(envolvendo os exons 1, 2, 3 e 4) do PAX9 humano foram analisadas, o teste D 
de Tajima (Tajima, 1983) não revelou desvio significativo do que é esperado no 
modelo padrão de neutralidade (D= -1.073, p = 0.15), enquanto os testes de D* e 
F* de Fu e Li (Fu e Li, 1993) revelaram somente valores de P  marginais 
(D* = -1.63 , F* = -1.71; p =0.03 e p = 0.08, respectivamente). Entretanto, 
considerando somente a amostra de nativos americanos, um valor de D 
significativamente negativo, bem como valores significativos para as estatísticas 
de D* e F* de Fu e Li foram observados. Esses dados sugerem a ação da seleção 
natural, muito embora fenômenos de natureza demográfica também possam levar 
a estes resultados. 
  É importante notar, no entanto, que embora o teste D de Tajima (D= -1.073, 
p = 0.15) tenha falhado em revelar ação de seleção no gene PAX9, o número 
extremamente reduzido de substituições aminoacídicas tanto nos humanos 
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quanto em outras espécies (Stapleton et al., 1993; Balczarek et al., 1997; Hetzer-
Egger et al., 2000), sugere de forma contundente que forte seleção purificadora 
esteja atuando no gene PAX9 
 
4.7. Forte conservação nas regiões não codificadoras do PAX9 
humano 
 
Surpreendentemente, nenhuma variação foi encontrada em 
aproximadamente 1.1 kb de regiões não codificadoras seqüenciadas do PAX9 
humano, que incluem 390 bp da região 5’ UTR e aproximadamente 700 bp de 
fronteiras exon-intron. Como resultado, embora as duas regiões seqüenciadas 
sejam equivalentes em tamanho (~1kb e ~1.1kb para região codificadora e não-
codificadora, respectivamente), uma maior diversidade em exons (π = 0.00029 e 
θ
w
= 0.000690) que em introns (π= 0.00 e θ
w
 = 0.00) foi observada. Vale destacar 
que a variabilidade da região codificadora está restrita ao exon 3. 
  Usando a seqüência protéica completa do PAX9 humano como primeira 
sonda, investigou-se a extensão da conservação interespecífica da região 5’ UTR 
do exon 1 (390 bp) como segunda sonda através do BLAT 
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat). A primeira sonda foi utilizada para a 
localização cromossômica do gene PAX9 devido à região de interesse (5´ UTR) 
ser não codificadora e ter apenas 390 bp. A tabela 4 (anexo II) resume os 
achados mais relevantes dessa análise. Os dados revelaram alto grau de 
identidade entre as mais diversas espécies, variando de ~85% entre humanos e 
camundongos a mais de 99% entre humanos e chimpanzés. Interessantemente, 
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nenhuma região homóloga foi encontrada tanto contra os rascunhos do genoma 
da galinha (liberação de Fevereiro de 2004) quanto os rascunhos do genoma do 
peixe zebrafish (liberação de Junho de 2004). 
Além disso, as comparações utilizando dados disponíveis do genoma 
humano e do rascunho do genoma do chimpanzé (www.ensembl.org) feitas com o 
maior intron do PAX9, o intron 3, que tem aproximadamente 10 kb, resultaram em 
99.3% de identidade considerando mais de 8,5 kb na comparação. De fato, vários 
estudos recentes usando abordagens de genômica comparativa mais robustas 
têm identificado regiões não codificadoras altamente conservadas entre as mais 
diferentes espécies (Bejerano et al., 2004). Até o momento, não está muito claro 
qual é o papel exato dessas seqüências, mas o alto grau de conservação sugere 
uma função importante. 
 
4.8. Variação nas regiões ortólogas do exon 3 do PAX9 em primatas 
não humanos e outras espécies 
 
Enquanto o domínio pareado do PAX9 tem sido altamente conservado ao 
longo da evolução, sendo 100% idêntico em nível de aminoácido entre 
camundongo e humanos (Stapleton et al., 1993; Santagati et al., 2001), nenhum 
estudo sobre a evolução de outros segmentos do gene estava disponível até este 
momento. Sabe-se que os vários segmentos de uma mesma proteína podem 
estar sujeitos a diferentes pressões evolutivas, e devido a isso é possível 
encontrar regiões muito variáveis, enquanto outras são altamente conservadas 
(Nielsen e Yang, 1998; Yang et al., 2000). Portanto, desde que foram encontradas 
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variantes, em nível populacional, somente no exon 3 do PAX9 humano, o 
segundo objetivo deste estudo passou a ser a obtenção de maiores detalhes 
sobre regiões ortólogas do exon 3 do PAX9 humano em primatas não humanos. 
O seqüenciamento de 4 espécies de macacos do novo mundo e de um gorila 
revelou algumas diferenças em comparação à seqüência humana. 
A Figura 2 do manuscrito mostra o alinhamento das seqüências de 
aminoácidos ortólogas ao exon 3 do PAX9 humano obtidas tanto neste estudo 
como em banco de dados genéticos públicos, e revela que o exon 3 é menos 
conservado em relação ao domínio pareado (Balczarek et al., 1997) . 
A seqüência humana e a do gorila são iguais em nível nucleotídico e 
ambas são essencialmente idênticas com a seqüência do camundongo em nível 
protéico. Contudo, cinco diferenças nos macacos do novo mundo foram 
observadas, três delas levando à substituição de aminoácidos. A figura 5 (anexo I) 
apresenta estas variações, enquanto as figuras 6, 7, e 8 (anexo I) mostram os 
cromatogramas detalhando essas mutações. 
Além disso, as análises interespecíficas indicaram que os macacos do 
novo mundo avaliados aqui apresentam várias diferenças em relação às fronteiras 
exon/intron quando estas são comparadas com a seqüência humana e a do 
gorila. Foram observadas 16 variantes incluindo substituições nucleotídicas e 
inserções de nucleotídeos nos primeiros 150 nucleotídeos da região 5’ do intron 
do exon 3 e três substituições nos primeiros 110 nucleotídeos na região a  
intrônica a 3’ do mesmo exon. A figura 9 (anexo I) apresenta um alinhamento e 
compara as diferenças nos limites exon/intron entre macacos do novo mundo, 
gorila e humanos. 
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Exceto para o Aotus infulatus, todos os outros macacos do novo mundo 
compartilham as mesmas mutações. Estes resultados podem estar indicando uma 
importante diferença no gênero Aotus quando comparado com os demais. Já o 
gorila se diferencia dos humanos somente no 18
o
 nucleotídeo na região 3’ do 
intron, pois compartilha uma transversão de C para A com todos os outros 
macacos. Este resultado está indicando que essa mutação já estava presente no 
ancestral dos Platyrrhini e Catarrhini, sendo perdida na linhagem que deu origem 
aos humanos. Entre os três macacos da espécie Saimiri sciureus investigados 
nenhum polimorfismo foi detectado, o que corrobora a idéia de que algumas 
destas mutações poderiam estar fixadas em todos os Platyrrhini. 
O seqüenciamento preliminar dos exons 2 e 4 em um Callitrix jacchus não 
revelou nenhuma variação comparado com a seqüência humana, o que reforça a 
proposição de que as diferenças no PAX9, dentro da ordem Primata, parecem 
concentrar-se exclusivamente no exon 3. 
Lembrando o que foi comentado na Introdução desta dissertação, o padrão 
primitivo de dentição dos primatas, que inclui dois incisivos, um canino, três pré-
molares e três molares (em um determinado quadrante) num total de 36 dentes, é 
conservado nos macacos do Novo Mundo, enquanto nos grandes macacos e em 
humanos são encontrados apenas dois pré-molares, totalizando 32 dentes 
(Lewin, 1999). Outras diferenças morfológicas dentárias também são detectadas. 
Desta forma, se forem confirmadas como fixadas nos macacos do Novo Mundo 
algumas destas mutações que levam à alteração da estrutura primária da proteína 
(a variante A253T, por exemplo, que é compartilhada por todos os macacos do 
novo mundo investigados neste estudo), podem vir a ser relacionadas com 
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algumas destas diferenças morfológicas, incluindo a numérica, já que o papel do 
PAX9 no desenvolvimento dos dentes posteriores (molares e pré-molares) tem 
sido bem documentado (Das et al., 2002; Lammi et al., 2003). 
 
4.9. Testes de seleção usando métodos clássicos que comparam dN e 
dS 
 
O número de substituições sinônimas (s) por sítios possivelmente 
sinônimos (S) e o número de substituições não sinônimas (n) por sítios 
possivelmente não-sinônimos (N) entre as seqüências de primatas e outras 
espécies foram estimados. Na ausência de pressões seletivas, a razão 
S

s
N
n
 = 
dS
dN
 = ω, é esperada ser igual a 1. Qualquer desvio desta predição pode ser 
interpretado como indicativo de que o gene ou a região estudada está sobre 
algum tipo de pressão seletiva e, portanto, provavelmente tem papel funcional. 
Como as estatísticas são influenciadas pelo número de variações do tipo 
transição e transversão, primeiramente estimou-se a razão transição/transversão 
(R) utilizando-se o método de Tamura-Nei (Tamura e Nei, 1993), resultando num 
valor de R = 2. Usando esse valor de R, computou-se o número de n e s, bem 
como N e S entre os pares das espécies e a média geral para todas as espécies 
usando o método modificado de Nei-Gojobori (Zhang et al., 1998) com a correção 
de Jukes-Cantor. Evidenciou-se um dN de zero ou menor que dS para todas as 
comparações par-a-par, sugerindo o papel da seleção purificadora. De fato, o ω 
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geral de 0.18 foi significativamente diferente de 1 (Teste Z, p< 0. 0.001), levando a 
conclusão de que o exon 3 está sob forte seleção purificadora. 
 
4.10. Testes de seleção utilizando seqüências ancestrais inferidas 
 
Uma outra maneira de analisar as pressões de seleção é inferir seqüências 
ancestrais e definir a pressão de seleção por ramo numa topologia. A lógica da 
inferência parte da premissa de que as seqüências inferidas são intimamente 
relacionadas com as seqüências atuais e, por conseguinte, n e s podem 
simplesmente ser contados em cada ramo e comparados com o número esperado 
sob a hipótese de neutralidade usando o teste exato de Fisher (Zhang e Nei, 
1997; Zhang et al., 1998). Para computar s e n para cada ramo na topologia, 
primeiramente as seqüências de aminoácidos ancestrais foram inferidas usando o 
método Bayesiano baseado na distância (Zhang e Nei, 1997) com o modelo 
empírico de substituição de aminoácidos (Jones et al., 1992). Após, as 
seqüências nucleotídicas ancestrais foram inferidas sob restrição das seqüências 
protéicas ancestrais anteriormente derivadas. Por causa da extensão da 
divergência ser relativamente baixa em algumas espécies analisadas (primatas, 
por exemplo), a acurácia da inferência foi no geral bastante alta (tabela 5, anexo 
II), exceto para algumas das espécies na base da topologia, onde a divergência é 
maior. A acurácia média (probabilidade posterior) das seqüências de aminoácidos 
inferidas variou de 0.947 até 0.97 para os 12 nodos interiores inferidos (14 
espécies). A acurácia da inferência em nível nucleotídico das seqüências 
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ancestrais, por sua vez, variou de 0.75 a 1.0 quando as seqüências de 
aminoácidos são fornecidas. 
Os números de diferenças entre n e s para cada ramo da topologia foram 
então estimados pelo método de Nei-Gojobori usando o valor R = 2 derivado 
previamente. Usando R = 2, os números de N e S para todas as seqüências 
atuais e seqüências ancestrais inferidas foram estimados, resultando em 
aproximadamente S = 38 e N = 97. Sob a hipótese de neutralidade, a razão n/s é 
esperada ser igual a N/S. Analisando a figura 10 (anexo I), observa-se que na 
maioria dos ramos n/s é menor que N/S ou o número de n/s é tão pequeno que 
juntos sugerem fortemente o papel de ampla seleção purificadora. A tabela 6 
(anexo II) apresenta as comparações mais relevantes entre n/s e N/S na topologia 
usando seqüências ancestrais inferidas. Interessantemente, apenas poucos 
nodos apresentam evidências para a neutralidade, embora a razão n/s seja quase 
sempre muito menor que 2,55. Além disso, quando n e s para os nodos a até e 
foram combinados, a razão n/s obtida foi de = 19/46 = 0.41, que é 
significativamente menor que N/S (teste exato de Fisher, P << 0.001) 
Interessantemente, o ramo levando a linhagem da galinha apresentou n/s igual a 
3/0, embora o número de variações sejam insuficientes para rejeitar a hipótese de 
neutralidade (Teste exato de Fisher, P = 0.36). Estudos mais detalhados sobre a 
evolução molecular da proteína completa em linhagens específicas como a da 
galinha fogem do objetivo deste estudo, mas apresenta uma indicação de que 
esse gene merece ser melhor investigado, o quem vem sendo realizado por 
nosso grupo. 
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4.11. Testes de seleção utilizando métodos de máxima 
verossimilhança 
 
Uma outra forma de testar o tipo de seleção é estimar se ω varia entre 
diferentes codons, pois uma proteína pode estar sujeita a diferentes pressões 
evolutivas em diferentes regiões de sua seqüência (Nielsen e Yang, 1998; Yang 
et al., 2000). 
Embora vários métodos de detecção de seleção em nível de codons 
individuais tenham sido desenvolvidos nos últimos anos (Nielsen e Yang, 1998; 
Suzuki e Gojobori, 1999; Yang et al., 2000; Kosakovsky e Frost, 2005), estudos e 
simulações demonstram que o método de máxima verossimilhança é o mais 
adequado quando o número de seqüenciais analisadas não é grande e as 
seqüências são distantemente relacionadas (Suzuki e Nei, 2001), como é o caso 
de várias seqüências analisadas no presente estudo.  
Para examinar a pressão seletiva em codons individuais dentro do exon 3 
somente o método de máxima verossimilhança com vários modelos foi aplicado, 
como implementado no programa PAML (Yang, 1997). Cada modelo classifica os 
codons como pertencentes a um determinado ω, estimado ou determinado a priori 
(Nielsen e Yang, 1998; Yang et al., 2000). Recentemente os modelos foram 
melhorados em Yang et al. (2005) e foram os utilizados neste estudo. Dentre os 
vários modelos testados, encontram-se o modelo M0 (razão-única), onde somente 
uma classe de ω é estimada para todos os codons e somente um ω é dado para 
toda a topologia; o modelo M1a (quase neutro), que classifica ω em duas classes 
(ω
0
 < 1, que é estimado dos dados e ω
1
=1) e o modelo M2 (seleção positiva) que 
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tem três classes de ω (ω
0 
< 1, ω
1
 = 1 e ω
2
 > 1), onde sítios sobre seleção positiva 
podem ser detectados. Cada modelo fornece uma estimativa de máxima 
verossimilhança em escala logarítmica (l ,  log-likelihood), que pode ser 
comparada com outro modelo através do teste da razão de máxima 
verossimilhança (LRT, likelihood ratio test): -2
∆

(
l
1 - 
l
0
). Assim, pode-se testar 
qual modelo melhor se adapta aos dados obtidos. A estatística de máxima 
verossimilhança segue uma distribuição do 
χ
2
 com graus de liberdade iguais à 
diferença do número de parâmetros estimados em cada modelo. No presente 
estudo, o modelo M1a não se adaptou melhor que o modelo M0 (LRT, df= 1, 
p=0.99). Na realidade, as classes de codons calculadas sobre o modelo M2 ou 
M1 reveIaram que todos os codons foram classificados como pertencentes a 
ω <1 
(ω= 0.029, estimado dos dados) com uma probabilidade posterior Bayes empirical 
Bayes (Yang et al., 2005) > 99%. A tabela 7 (anexo II) apresenta as 
probabilidades posteriores para três classes de ω (ω
0 
< 1, ω
1
 = 1 e ω
2
 > 1) 
utilizando o modelo M2. A utilização de modelos mais complexos como o M3, M7 
e M8 (Yang et al., 2005) rendeu resultados idênticos e também falhou em revelar 
algum codon sob seleção neutra ou positiva. 
Juntos, esses dados demonstram claramente que a força diretriz ao longo da 
evolução da região ortóloga do exon 3 do PAX9 humano tem sido intensa seleção 
purificadora. 
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4.12. Diferença entre linhagens em relação ao ω usando métodos de 
máxima verossimilhança 
 
Para investigar se alguma linhagem, considerando o exon 3, apresenta ω 
estatisticamente diferente de outra, diferentes modelos com diferentes ω para 
cada linhagem foram testados (Nielsen e Yang, 1998;Yang e Nielsen, 2002). 
Todos os modelos utilizam métodos de máxima verossimilhança para estimar os 
parâmetros de uma matriz de transição descrevendo as taxas de substituição 
entre pares de codons, incluindo a razão dn/ds (ω), a razão transição/transversão 
(R) e os tamanhos dos ramos (Yang et al., 2005). O modelo mais simples é 
chamado de modelo de razão-única (M0), mencionado anteriormente. Neste 
modelo um único ω é estimado para todos os ramos. Outro modelo, chamado de 
modelo de razão-livre, estima um ω para cada ramo na árvore. O terceiro modelo 
é chamado de modelo de duas ou três-razões, onde se pode testar se uma 
determinada linhagem difere em relação à ω com outras linhagens. Para 
determinar se os resultados dos modelos são sensíveis às pressuposições sobre 
o equilíbrio das freqüências de codons, todos os modelos foram executados sob 
uma premissa de F3X4 e F61. Em F3X4, as freqüências nucleotídicas nas três 
posições dos codons são usadas para calcular as freqüências dos codons (nove 
parâmetros), enquanto em F61 as freqüências dos codons são estimadas a partir 
dos dados como parâmetros livres (60 parâmetros). Ambas as pressuposições de 
freqüência de codons produziram resultados similares, e somente o resultados da 
premissa de freqüência de codons estimados a partir dos dados (F61) são 
reportados adiante. Semelhantemente aos modelos testados no item anterior, 
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cada modelo aqui também fornece uma estimativa de máxima verossimilhança 
em log (l ), que pode ser comparada com outro modelo através do LRT: -2
∆

(l
1 - 
l
0
) com graus de liberdade iguais à diferença do número de parâmetros 
estimados em cada modelo. 
A figura 11 (anexo I) representa as hipóteses testadas em relação aos 
diferentes ωs entre linhagens, enquanto a tabela 8 (anexo II) resume os dados 
mais importantes nas comparações entre os vários modelos mencionados acima. 
De um modo geral, as comparações entre os modelos não revelaram diferenças 
significativas entre diferentes linhagens na topologia das regiões ortólogas do 
exon 3 do PAX9 humano, embora valores de ω obtidos sob o modelo de três-
razões para as espécies não-primatas (ω
0
=0.02) e macacos do novo mundo 
(ω
1
=0.13) sejam maiores que o clado humano/gorila e camundongo/rato (ω
2
= 
0.0001). Primeiramente, o modelo de razão-única foi comparado aos modelos de 
duas-razões B e C. Ambos os modelos de duas razões não se adaptaram melhor 
que o modelo de razão-única (LRT, df= 1, p=0.80 e p=0.82, respectivamente). O 
modelo de três-razões, embora com maior verossimilhança, não mostrou 
adaptação melhor que o modelo de razão-única (LRT, df=2, p = 0.12). 
Semelhantemente, a comparação entre o modelo de razão-única e o modelo de 
razão-livre não revelou melhor adaptação que o modelo de razão-livre. 
Conjuntamente, esses dados indicam que o modelo de razão-única, o mais 
simples, é o modelo que melhor se adapta aos dados. Portanto, não existem 
evidências para diferentes 
ωs entre as linhagens estudadas com relação às 
regiões ortólogas do exon 3 do PAX9 humano. 
5. DISCUSSÃO GERAL 
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5.1. Por que o PAX9 humano é polimórfico no exon 3? 
 
 
É esperado que o PAX9, um fator transcricional que tem papel fundamental 
no desenvolvimento da coluna cervical, membros e dentes seja bem conservado 
durante toda a evolução.
 
Exemplos de genes humanos que têm papel importante 
em muitas vias são bem documentados por não apresentar variação (Sale et al., 
2002). Entretanto, uma intrigante pergunta surge com relação ao PAX9: por que o 
PAX9 é polimórfico no codon 240 do exon 3 dentro da nossa espécie? 
Em uma perspectiva evolutiva, é interessante notar que a alanina no codon 
240 é extremamente conservada entre diversas espécies, incluindo a tartaruga de 
carapaça macia que divergiu da linhagem que levou aos humanos há mais de 300 
milhões de anos (figura 2 do manuscrito). Ademais, este resíduo é também 
altamente conservado mesmo no PAX1, um parálogo que juntamente com o 
PAX9 surgiu depois da separação entre amphioxus e vertebrados, há 
aproximadamente 500 milhões de anos atrás (Balczarek et al., 1997). Por 
conseguinte, uma questão importante é se o polimorfismo humano Ala240Pro é 
mantido por fixação aleatória, num equilíbrio entre mutação e deriva, ou se é 
mantido por ação de algum tipo de seleção natural. 
Para tentar responder essa questão, várias abordagens in silico foram 
utilizadas. Primeiramente, o padrão de pressão seletiva em codons individuais, 
como mencionado acima foi analisado. Os resultados mostram evidência para 
uma forte seleção purificadora no codon 240 (probabilidade Bayesiana posterior 
de pertencer a ω= 0.029 maior que 99%). Secundariamente, dois programas de 
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simulação foram aplicados para predizer o impacto da substituição da prolina no 
resíduo 240 na estrutura da proteína PAX9. Ambos os algoritmos SIFT (Ng e 
Henikoff, 2003) e Polyphen (Sunyaev et al., 2001) falharam em detectar uma 
alteração significativa na proteína, classificando a substituição por prolina como 
“tolerante” e “benigna”, respectivamente. Além disso, a estrutura secundária da 
proteína PAX9 foi predita usando três métodos previamente publicados (White et 
al., 1994; Karplus et al., 1998; McGuffin et al., 2000). A predição da estrutura 
secundária usando os programas baseados na rede PSIFRED, SAM-T99 e PSA, 
embora não exatamente idênticos devido às diferenças nos algoritmos utilizados, 
indicaram uma alta probabilidade de uma α-hélice na região dos aminoácidos 
238-250. As figuras 12 e 13 (anexo I) apresentam as saídas gráficas de cada um 
dos programas utilizados. 
Como visto no manuscrito, a prolina é raramente encontrada em estruturas 
de α-hélice. Foi demonstrado que a prolina é um dos quebradores mais potentes 
de estruturas de α-hélice em proteínas solúveis (globulares), sendo suas 
propriedades químicas detrimentais para a conformação de 
α-hélices (Chou e 
Fasman, 1974) 
Conseqüentemente, uma substituição por prolina no codon 240 poderia 
tornar a proteína PAX9 menos estável e, por conseguinte, homozigotos Pro 
poderiam apresentar um fator de transcrição PAX9 com uma capacidade de 
ligação ao DNA levemente reduzida, o que contribui para a hipótese de que o 
alelo Pro é uma variante levemente deletéria em um nível protéico. Realmente, 
tem sido demonstrado que variantes levemente deletérias estão presentes em 
alta freqüência em populações humanas (Hughes et al., 2003). Um bom exemplo 
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é a substituição também conservativa de uma prolina para uma alanina 
(Pro12Ala) no gene do receptor gama ativado pelo proliferador de peroxisomo 
(PPARγ; Deeb et al., 1998). O PPARγ é um fator de transcrição com um papel 
fundamental na diferenciação dos adipócitos (Deeb et al., 1998). O alelo Ala da 
isoforma comum PPAR-gamma2 está associado com risco diminuido para 
diabetes do tipo II (Deeb et al., 1998; Mori et al., 2001). Embora o efeito no 
indivíduo seja moderado, a prevalência do alelo Pro de alto risco atinge 95% entre 
japoneses (Mori et al., 2001). 
Estas evidências tornam a presença da prolina no resíduo 240 um típico 
caso de polimorfismo transiente, onde a causa de sua manutenção dificilmente 
possa ser explicada pela teoria da neutralidade. 
 
5.2. A prolina no resíduo 240 poderia ser vantajosa? 
 
Contrariamente, um terceiro cenário pode ser hipotetizado, onde a prolina 
no resíduo 240 levando a uma capacidade levemente reduzida de ligação ao DNA 
poderia ser vantajosa. Até o presente, a avaliação clínica entre os portadores de 
mutações altamente deletérias no domínio pareado do PAX9 não revelou 
quaisquer problemas médicos significativos, exceto a falta de dentes. Ademais, 
esta aparente ausência de efeitos pleiotrópicos das mutações do PAX9 é 
acompanhada por dentição normal nas famílias portando mutações no PAX9 
(Stockton et al., 2000). Devido ao fato de que os terceiros molares têm 
desenvolvimento muito distinto dos outros dentes, sendo caracterizados por uma 
falta de antecessores primários e os únicos dentes que se desenvolvem 
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inteiramente após o nascimento (Silvestri e Singh, 2003), é razoável supor que a 
expressão gênica nesse classe de dentes seja fortemente regulada. 
Neste sentido, o Pax9 foi identificado como marcador do desenvolvimento 
dentário em camundongos (Neubuser et al., 1997). De fato, o Pax9 é um 
marcador do mesênquima dentário prospectivo antes das primeiras 
manifestações de odontogênese, marcando as áreas onde os dentes irão se 
formar (Neubuser et al., 1997). Notavelmente, a expressão do Pax9 não somente 
tem início mais cedo como também é expressa em níveis maiores nos molares 
prospectivos comparada com os incisivos prospectivos. Entretanto, neste estádio 
não somente o Pax9 é expresso, mas também o Msx1, um outro fator de 
transcrição (Neubuser et al., 1997). 
No estádio primário do desenvolvimento dentário, portanto, ambos os 
genes Msx1 e Pax9 são coexpressos de uma maneira sobreposta, contribuindo 
para o potencial odontogênico do mesênquima. De fato, ambos os genes são 
necessários para a expressão de BMP4, que gera um sinal transiente no epitélio e 
direciona para a próxima fase do desenvolvimento dos dentes. Um estudo recente 
demonstrou que o Pax9 e o Msx1 interagem fisicamente in vitro e in vivo (Ogawa 
et al., 2005), levantando a hipótese de que o PAX9 pode interagir fisicamente 
também com outros fatores no desenvolvimento dentário e que modificações 
sutis, como o polimorfismo Ala240Pro, podem ter papel importante e ocasionar, 
em última análise, alterações no padrão do desenvolvimento dentário. 
Embora as mutações tanto no PAX9 quanto no MSX1 tenham demonstrado 
um padrão similar de agenesia dentária entre famílias, mutações no MSX1 afetam 
principalmente os pré-molares, enquanto as mutações no PAX9 são 
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predominantemente associadas com agenesia de molares (Line, 2001; Line, 
2003). Desse modo, estes dados sugerem que ambos os genes contribuem de 
modo importante para o desenvolvimento dos molares. Contudo, o MSX1 pode ter 
papel mais relevante no desenvolvimento de pré-molares e primeiros molares, 
enquanto o PAX9 pode ter um papel mais proeminente no desenvolvimento dos 
segundos e terceiros molares. 
Primeiramente, para entender a rápida mudança do alelo Pro de um 
cenário levemente deletério para um cenário vantajoso, é necessário levar em 
consideração que uma mutação deletéria em nível protéico (que leva a uma 
atividade reduzida ou perda da estabilidade, por exemplo) não é necessariamente 
deletéria em nível de organismo. Um bom exemplo é o caso recentemente 
reportado do gene da miosina sarcomérica (MYH16; Stedman et al., 2004) que, 
segundo os autores, codifica uma proteína de 224 kDa expressa nos músculos 
mastigatórios na maioria dos primatas. Entretanto, uma deleção no codon 660 do 
MYH16 humano troca o quadro de leitura (mutação do tipo frameshift) e leva à 
formação de uma proteína truncada e instável com apenas 76 kDa, o que 
ocasiona a hipotrofia de mais de 80% das fibras do tipo II dos músculos 
mastigatórios humanos quando comparados com outros primatas. Em um 
primeiro momento, tal mutação seria altamente deletéria também em nível de 
organismo, uma vez que músculos mastigatórios potentes são essenciais para a 
sobrevivência. Contudo, desde o seu surgimento e fixação em um ancestral 
hominídeo há aproximadamente 2.4 milhões de anos, essa mutação diminuiu a 
pressão muscular nas suturas cranianas, dando possivelmente início ao processo 
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de encefalização humano. De fato, essa deleção é fixada e somente encontrada 
em humanos. 
Considerando um contexto onde um número menor de dentes é benéfico 
(Brace, 1963; Wolpoff, 1975; Calcagno, 1986; Calcagno e Gibson, 1988), a 
substituição de uma alalina por uma prolina no codon 240, aqui sugerida como 
sendo deletéria em nível protéico (capacidade de ligação do PAX9 levemente 
reduzida, por exemplo) pode, na verdade, ser vantajosa se tal substituição  
confere, em nível de organismo, apenas um número reduzido de dentes. 
Portanto, a hipótese do presente estudo é que os portadores do alelo Pro, 
portando um fator de transcrição PAX9 com uma capacidade levemente reduzida 
de ligação ao DNA, podem ter uma dentição normal incluindo primeiros e 
segundos molares devido à expressão sobreposta do MSX1  e PAX9. Todavia, 
esses indivíduos falhariam na formação dos terceiros molares além do estádio 
primário de desenvolvimento dentário porque a manutenção da expressão de 
BMP4 (ou algum outro sinal essencial para o próximo passo de formação 
dentária) nos terceiros molares prospectivos pode depender predominantemente, 
ou mesmo inteiramente, da expressão do PAX9 ou da interação física com esse 
fator de transcrição. 
Um número reduzido de molares em humanos, por sua vez, pode ser 
vantajoso numa perspectiva evolutiva. De fato, com a dramática mudança em 
relação ao estilo de vida e dieta sofrida desde a utilização do fogo para o preparo 
dos alimentos, os terceiros molares, que foram essenciais para a sobrevivência 
dos hominídeos primitivos para mastigação de alimentos crus, ficaram não 
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somente sem função, mas também se tornaram uma causa importante de 
morbidade nos humanos modernos (Castella et al., 1998; Silvestri e Singh, 2003). 
 De acordo com estudos anteriores (Brace, 1963; Wolpoff, 1975; Calcagno 
e Gibson, 1988; Bermudez de Castro e Nicolas, 1995), os arcos dentários foram 
reduzidos ao longo da evolução dos hominídeos. Como resultado, os terceiros 
molares se tornaram freqüentemente impactados ou mal-posicionados, impedindo 
os dentes de alcançar uma posição funcional. Além disso, devido à grande 
dificuldade de limpá-los e mantê-los livre de doenças, os terceiros molares 
impactados ou mal-posicionados têm maior susceptibilidade às doenças 
periodontais, tais como infecções, lesões por cárie, cistos, tumores e destruição 
adjacente de dentes e dos ossos das arcadas (Song et al., 2000). A alta 
problemática com relação aos terceiros molares tem levado alguns autores a 
levantar a hipótese de completa eliminação desta classe de dentes em humanos 
(Silvestri e Singh, 2003; Silvestri et al., 2004). De fato, estudos para impedir 
intencionalmente o desenvolvimento de terceiros molares para possível aplicação 
clínica estão sendo executados (Silvestri et al., 2004). Portanto, a hipótese aqui 
apresentada é que portadores do alelo Pro são incapazes de formar um ou mais 
terceiros molares e tiveram, em alguma extensão, seu valor adaptativo 
aumentado ao longo da evolução humana e podem, por conseguinte, ter sido 
recentemente selecionados de forma positiva. 
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6. CONCLUSÃO 
 
No presente estudo a variação em humanos em relação a toda região 
codificadora do gene PAX9 (1026 bp) e aproximadamente 1,1 kb de regiões não 
codificadoras foi investigada. O seqüenciamento de 80 indivíduos de três grandes 
grupos populacionais permitiu uma análise detalhada da extensão da variação 
genética no gene PAX9 humano dentro e entre esses grupos populacionais. 
Ademais, a região ortóloga ao exon 3 do PAX9 humano foi seqüenciada em 
quatro espécies de macacos do novo mundo e um gorila. 
Os resultados encontrados neste estudo demonstram que o PAX9 é um 
gene polimórfico em humanos. Interessantemente, o polimorfismo Ala240Pro, o 
mais comum dentre os dois encontrados em humanos, está presente num 
contexto onde essa variação não é esperada. Primeiro, a proteína PAX9 é um 
fator transcricional pequeno (341 aminoácidos), que apresenta evidências para 
interação física com outras proteínas, o que sugere que modificações em sua 
seqüência, mesmo que sutis, possam ter efeitos importantes em sua estrutura e 
mecanismo de ação. Segundo, as análises evolutivas demonstraram que a 
alanina em regiões ortólogas é altamente conservada (mesmo no parálogo 
PAX1), enquanto os métodos de predição de estrutura secundária identificam 
uma  α-hélice na região onde o polimorfismo Ala240Pro acontece. Terceiro, os 
testes de seleção claramente demonstraram que tanto toda a região do exon 3 
quanto o codon da alanina estão sob forte seleção negativa. Quarto, o 
seqüenciamento de aproximadamente 1.1 kb de regiões não codificadoras não 
revelou nenhuma variação em 160 cromossomos estudados. A hipótese de 
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neutralidade específica na linhagem humana, por conseguinte, não parece ser 
razoável, pois se esperaria que pelo menos uma variação semelhante em regiões 
não-codificadoras fosse encontrada. Portanto, o presente estudo hipotetiza que o 
polimorfismo Ala240Pro ocasiona modificações na estrutura do fator transcricional 
PAX9 e que essa alteração, em última análise, ocasiona um número reduzido de 
terceiros molares formados, fenótipo que pode ter sido ou estar sendo 
selecionado positivamente. Devido ao fato dos dados clínicos e dentários sobre 
os indivíduos analisados não estarem disponíveis, os dados gerados no presente 
estudo são incapazes de testar essa hipótese. Estudos adicionais, analisando o 
impacto funcional do polimorfismo Ala240Pro na estrutura da proteína PAX9 ou 
estudos com amostras classificadas quanto à agenesia dos terceiros molares, 
deverão ser conduzidos para testar a hipótese apresentada aqui. 
Além disso, os resultados gerados no presente estudo mostraram que 
existe a possibilidade de algumas mutações no exon 3 estarem fixadas em 
macacos do novo mundo, e que estas poderiam ser responsáveis por algumas 
diferenças na morfologia dentária encontrada dentro da ordem Primata. 
Finalmente, os resultados mostram que o exon 3 pode constituir-se numa 
janela evolutiva do gene PAX9, segmento que estaria sujeito a mudanças 
direcionadas e específicas em nível de DNA e que, em última análise, seria a 
fonte de algumas das mudanças nas características morfológicas dependentes 
deste gene. 
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8. ANEXO I 
 
 
  Neste anexo são apresentadas figuras que não aparecem no manuscrito. 
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Figura 1. Estrutura geral dos fatores transcricionais PAX. As proteínas PAX 
podem interagir com o DNA usando as diferentes combinações dos domínios 
ligadores de DNA. C = subdomínio C terminal. N = subdomínio N terminal. 
Adaptado de Chi e Epstein (2002). 
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Figura 2. Esquema de classificação das subfamílias PAX. Note que tanto o 
PAX9  quanto o PAX1 não apresentam a estrutura denominada de 
homodomínio. 
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Figura 3. Esquema geral da estrutura do gene PAX9. 5´ UTR = região 5´ não 
traduzida, 3´UTR = Região 3´ não traduzida. Regiões em preto e cinza 
representam regiões traduzidas. Esquema gerado a partir dos dados de Santagati 
et. al. (2001). DP = domínio pareado. Oct = octapeptídio. 
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01 MEPAFGEVNQ LGGVFVNGRP LPNAIRLRIV ELAQLGIRPC DISRQLRVSH GCVSKILARY 
61 NETGSILPGA IGGSKPRVTT PTVVKHIRTY KQRDPGIFAW EIRDRLLADG VCDKYNVPSV 
121 SSISRILRNK IGNLAQQGHY DSYKQHQPTP QPALPYNHIY SYPSPITAAA AKVPTPPGVP 
181 AIPGSVAMPR TWPSSHSVTD ILGIRSITDQ VSDSSPYHSP KVEEWSS
LGR NNFPAAAPHA 
241 VNGLEKGALE QE
AKYGQAPN GLPAVGSFVS ASSMAPYPTP AQVSPYMTYS AAPSGYVAGH 
301 GWQHAGGTSL SPHNCDIPAS LAFKGMQAAR EGSHSVTASA L 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Cromatogramas parciais demonstrando duas novas variantes no exon 3 do PAX9  humano 
encontradas nesse estudo. Em (A), a seqüência da proteína PAX9 humana. A região em azul representa o 
exon 3 e à esquerda a numeração dos aminoácidos. (B) Representa cromatogramas parciais compreendendo 
os aminoácidos 249 e 252 do tipo selvagem e do singleton encontrado num indivíduo da tribo Guarani 
(Q251K). (C) Representa cromatogramas parciais compreendendo os aminoácidos 225 e 227 do tipo 
selvagem e do singleton encontrado num indivíduo da tribo Bari (S226I). Note que ambas as mutações foram 
encontradas em heterozigose. Leu = leucina, Glu = ácido glutâmico, Trp = triptofano , Ser = serina. 
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212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223 224 225 226 227 228 229 230 231 
 
 Humano       AGC GAC AGC TCC CCC TAC CAC AGC CCC AAG GTG GAG GAG TGG AGC AGC CTG GGC CGC AAC 
       S D S S P Y H S P K V E E W S S L G R N 
Gorilla gorilla     AGC GAC AGC TCC CCC TAC CAC AGC CCC AAG GTG GAG GAG TGG AGC AGC CTG GGC CGC AAC 
     S D S S P Y H S P K V E E W S S L G R N 
Aotus infulatus    AGC GAC AGC TCC CCC TAC CAC AGC ACC AAG GTG GAG GAG TGG AGC AGC CTG GGC CGC AAC 
     S D S S P Y H S T K V E E W S S L G R N 
Saimiri boliviensis     AGC GAC AGC TCC CCC TAC CAC AGC CCC AAG GTG GAG GAG TGG AGC AGC CTG GGC CGA AGC 
       S D S S P Y H S P K V E E W S S L G R S 
Saimir sciureus     AGC GAC AGC TCC CCC TAC CAC AGC CCC AAG GTG GAG GAG TGG AGC AGC CTG GGC CGA AGC 
       S D S S P Y H S P K V E E W S S L G R S 
Callithrix jacchus    AGC GAC AGC TCC CCC TAC CAC AGC CCC AAG GTG GAG GAG TGG AGC AGC CTG GGC CGA AGC 
       S D S S P Y H S P K V E E W S S L G R S 
 
 
232 233 233 235 236 237 238 239 240 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250 251 252 253 254 255 256 257 
 
AAC TTC CCC GCC GCC GCC CCG CAC GCG GTG AAC GGG TTG GAG AAG GGA GCC CTG GAG CAG GAA GCC AAG TAC GGT CAG 
 N F P A A A P H A V N G L E K G A L E Q E A K Y G Q 
AAC TTC CCC GCC GCC GCC CCG CAC GCG GTG AAC GGG TTG GAG AAG GGA GCC CTG GAG CAG GAA GCC AAG TAC GGT CAG 
 N F P A A A P H A V N G L E K G A L E Q E A K Y G Q 
AAC TTC CCC GCC GCC GCC CCG CAC GCG GTG AAC GGG CTG GAG AAG GGA GCC CTG GAG CAG GAA ACC AAG TAC GGT CAG 
 N F P A A A P H A V N G L E K G A L E Q E T K Y G Q 
 AAC TTC CCC GCC GCC GCC CCG CAC GCG GTG AAC GGG CTG GAG AAG GGA GCC CTG GAG CAG GAA ACC AAG TAC GGT CAG 
 N F P A A A P H A V N G L E K G A L E Q E T K Y G Q 
AAC TTC CCC GCC GCC GCC CCG CAC GCG GTG AAC GGG CTG GAG AAG GGA GCC CTG GAG CAG GAA ACC AAG TAC GGT CAG 
 N F P A A A P H A V N G L E K G A L E Q E T K Y G Q 
 AAC TTC CCC GCC GCC GCC CCG CAC GCG GTG AAC GGG CTG GAG AAG GGA GCC CTG GAG CAG GAA ACC AAG TAC GGT CAG 
 N F P A A A P H A V N G L E K G A L E Q E T K Y G Q 
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Figura 5. Alinhamento das seqüências nucleotídicas e seqüências protéicas derivadas do exon 3 humano e de regiões ortólogas 
de quatro espécies de macacos do novo mundo e um gorila. As diferenças nucleotídicas estão realçadas. As colunas azuis 
indicam substituições aminoacídicas sinônimas, enquanto as colunas vermelhas indicam substituições aminoacídicas não-
sinônimas. O tamanho total apresentado é de 138 bp (46 codons), pois os dois nucleotídeos iniciais do exon 3 fazem parte da 
codificação de uma valina que tem o primeiro nucleotídeo no exon 2. Note que a seqüência nucleotídica do gorila é idêntica à 
seqüência dos humanos. Linhas imediatamente abaixo das colunas em destaque remetem às figuras do anexo 1 apresentado 
os cromotogramas parciais.  
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Figura 6. Cromatogramas parciais do exon 3 do PAX9 em primatas. Exceto o Aotus infulatus e Gorilla gorilla, que são idênticos aos humanos nessa 
região, todos os outros macacos compartilham uma transversão de C para A causando uma alteração aminoacídica sinônima no aminoácido 230 
referente à seqüência humana (R230R), e uma transição de A para G que resulta numa troca não-sinônima de uma asparagina para uma serina no 
resíduo 231 referente à seqüência protéica humana (N231S). 
Humano/Gorila 
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Callithrix 
j
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Saimiri sciureus 
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Figura 7. Cromatogramas parciais do exon 3 do PAX9 de primatas. Exceto o Gorilla gorilla, que é igual a seqüência humana 
nessa região, todos os outros macacos compartilham uma transição de C para T causando uma alteração sinônima no 
aminoácido 244 referente à seqüência humana (L244L), e uma transição de G para A que resulta numa troca não-sinônima de 
uma alanina para uma treonina no resíduo 253 referente à seqüência protéica humana (A253T). 
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Figura 8. Cromatogramas parciais do exon 3 do PAX9 humano e da seqüência 
ortóloga do Aotus infulatus. Todos os outros macacos são idênticos à seqüência 
humana nessa região. O Aotus infulatus se diferencia da seqüência humana por 
uma substituição de uma prolina por uma treonina no resíduo 220 referente à 
seqüência protéica humana devido a uma transversão de C para A. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Humano 
 Aotus 
 infulatus 
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Humano  GGCTGGGCCCAGCGCCCTCGGGAGGCCAAGGGCAGGGAGC----CGACCCAAGGTCTAAG 
Gorilla gorilla   ........................................----................ 
Aotus infulatus    .....................................GA.GAGC................ 
Saimiri boliviensis .....................................GA.GAGC................ 
Saimiri sciureus   .....................................GACGAGC................ 
Callithrix jacchus  .....................................GACGAGC................ 
 
CCCTCCAGCTCTC-CGTCGCGGGTTTGGGTCCCGTCTCAAGAGTGGGGCGCGCGGGCTGG 
.............-.............................................. 
......G......G....CT..........A............A....T........... 
......G......G....C........A.........T.....A....TA.......... 
......G......G....C........A.........T.....A....TA.......... 
......G......G....C........A.........T.....A....TA.......... 
 
 
GCCTCCGGCCTGACACCCTCTCTTCTCTCCATCAGTGAGCGACAGCTCCCCCTACCACAG 
............................................................ 
................T..............G............................ 
................T..............G............................ 
................T..............G............................ 
................T..............G............................ 
 
 
 
CCCCAAGGTGGAGGAGTGGAGCAGCCTGGGCCGCAACAACTTCCCCGCCGCCGCCCCGCA 
............................................................ 
.A.......................................................... 
.................................A.G........................ 
.................................A.G........................ 
.................................A.G........................ 
 
CGCGGTGAACGGGTTGGAGAAGGGAGCCCTGGAGCAGGAAGCCAAGTACGGTCAGGTGAG 
............................................................ 
.............C..........................A................... 
.............C..........................A................... 
.............C..........................A................... 
.............C..........................A................... 
 
 
GAGGCGAGGGTCAGGCCAGGTGGGCCGCGTGGCGGCGGGGATTTAGGCGATGGAACACTT 
............C............................................... 
.........A..C........C...................................... 
.........A..C........C...................................... 
.........A..C........C...................................... 
.........A..C........C...................................... 
 
TGTGATGGGTCCCTTTCTGAGCTTCCCGCGAGAGAAGCCCTCTGC 
............................................. 
............................................. 
............................................. 
............................................. 
............................................. 
 
Figura 9. Comparação das seqüências nucleotídicas nas fronteiras exon/intron e da 
região codificadora do exon 3 humano (140 bp) e regiões ortólogas de 4 macacos do 
novo mundo e um gorila. A região em azul representa a região codificadora do exon 3. A 
seta indica a única diferença entre a seqüência humana e a do gorila. Note que a citosina 
é compartilhada entre todos os macacos. A região intrônica a 5’ do exon apresentada 
acima possui 150 bp, enquanto a região intrônica a 3’ do mesmo exon representada tem 
110 bp em extensão – totalizando 400 bp apresentados. 
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Figura 10. Topologia evolutiva de regiões ortólogas ao exon 3 do PAX9 humano apresentando o número de mutações do tipo 
sinônima (s) e não-sinônima (n) por seqüência por ramo para 14 espécies (45 códons) e suas seqüências ancestrais inferidas. Os 
números de n/s são apresentados acima de cada ramo. A razão número total de sítios possivelmente não-sinônimos (N)/ número total 
de sítios possivelmente sinônimos (S) = N/S = 2.55 é mostrada acima da topologia. A significância estatística da diferença entre n/s e 
N/S foi testada pelo teste exato de Fisher (ver tabela 6 do anexo II). Círculos preenchidos denotam seqüências ancestrais inferidas. 
As setas indicam as mutações que diferenciam macacos do novo mundo das seqüências encontradas em humanos e gorila.  
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Figura 11. Hipóteses testadas com relação à diferentes ωs entre linhagens. Em (A) e (E) todos os ωs são iguais (modelo de razão-única) e 
todos os ωs são diferentes (modelo de razão livre), respectivamente Em (B), o modelo de duas-razões compara com todas as outras 
linhagens o ω no ramo do ancestral comum entre ratos e camundongos que leva ao ancestral comum dos primatas. (C) Hipotetiza que ω é 
igual entre primatas e o clado rato/camundongo mas diferente entre as outras linhagens. Em (D), a hipótese é que macacos do novo mundo 
têm ω diferente do clado humano/gorila e rato/camundongo e de todas as outras linhagens (modelo de três-razões). Note que linhagens que 
não apresentam ω especificado é porque recebem a designação de ω
0.
 
 
A) e E) 
e todos ωs diferentes 
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Figura 12. Predições para a estrutura secundária da proteína codificada pelo exon 3 do gene PAX9. Em (A), a estrutura 
secundária predita referente ao exon 3 da proteína PAX9 humana usando o algoritmo PSIPRED. Os cilindros vermelhos 
representaram predições para estruturas do tipo α-hélice, enquanto as linhas negras representam estruturas do tipo linear. As 
barras azuis representam a confiabilidade da predição (9 = alta, 0 = baixa). A prolina está destacada dando a localização do 
polimorfismo Ala240Pro na α-hélice. Em (B), a estrutura secundária predita referente ao exon 3 da proteína PAX9 humana 
usando o algoritmo SAM-T99. Barras representam a probabilidade para cada aminoácido individual de pertencer a três 
estruturas diferentes (linear, hélice e espiral). A seta indica onde ocorre o polimorfismo Ala240Pro. 
0
1
SDSSPYHSPKVEEWSSLGRNNFPAAAPHAVNGLEKGALEQEAKYGQ
212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223 224 225 226 227 228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250 251 252 253 254 255 256 257
Strand Hélice Coil
A 
B 
Linear 
Linear  Hélice  Espiral 
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Figura 13. Predição da estrutura secundária referente da proteína PAX9 humana 
usando o algoritmo PSA. Os picos representam a probabilidade de: (A) os 
resíduos pertencerem à estruturas do tipo linear, (B) do tipo espiral e (C) do tipo 
hélice. A seta indica a região do gráfico onde o polimorfismo Ala240Pro mais 
provavelmente se localiza. 
 
 
 
A 
B 
C 
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9. ANEXO II 
 
Neste anexo são apresentadas tabelas com resultados que não aparecem 
em detalhes no manuscrito. 
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Tabela 1. Freqüências genotípicas e alélicas para o polimorfismo His239His em nativos americanos. 
 
 
 
 
Tabela 2. Freqüências genotípicas e alélicas para o polimorfismo Ala240Pro em nativos americanos. 
 
 
 
 
Genótipo do polimorfismo His239His  Freqüência alélica Tribo N 
CC CT TT 
 
C T 
P 
Hardy-Weinberg 
Aché 20  20  0  0   1,00  0,00  0,99 
Guarani 5 5 0 0  1,00 0,00  0,99 
Yucpa 4 4 0 0  1,00 0,00  0,99 
Bari 4 4 0 0  1,00 0,00  0,99 
Warao 4 4 0 0  1,00 0,00  0,99 
Kaingang 20 19  1  0  0,98 0,02  0,91 
Genótipo do polimorfismo Ala240Pro Freqüência alélica Tribo N 
GG GC CC 
 
G C 
P 
Hardy-Weinberg 
Aché 20  20  0  0   1,00  0,00  0,99 
Guarani 5 5 0 0  1,00 0,00  0,99 
Yucpa 4 4 0 0  1,00 0,00  0,99 
Bari 4 4 0 0  1,00 0,00  0,99 
Warao 4 4 0 0  1,00 0,00  0,99 
Kaingang 20 15  5  0  0,88 0,12  0,52 
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 Tabela 3. Parâmetros de variabilidade populacional para a região codificadora (exons 1, 2, 3 e 4) do PAX9 humano 
 
 
 
                 
 
 
População 
Número de 
cromossomos 
η
 
η
s  π (X 10
-4
)  θ
W 
(X 10
-4
) 
D de Tajima
Valor 
de P 
D* de 
Fu e Li 
Valor 
de P 
F* de 
Fu e Li 
Valor 
de P 
Aché 40 0 0 0 0 NC 
 
NC 
 
NC 
 
Kaingang 40 2 0 2,7±0,9 4,6±3,4 -0,79  0,27 -0,83 0,07 -0,95 0,21 
Bari 8 1 1 2,4±1,8 3,8±3,8 -1,05  >0,10 -1,13 >0,10 -1,20  0,46 
Guarani 10 1 1 1,9±1,5 3,4±3,4 -1,11  0,40 -1,24 0,41 -1,35 0,86 
Warao  8  0  0  0  0  NC    NC    NC 
 
Yucpa  8  0 0 0  0  NC   NC NC 
 
SUBTOTAL 
114  4  2  1,3 ± 0,4  7,3 ± 4,0  -1,59 
0,02 
-2,74 
0,003 
-2,79 
0,01 
Asiáticos  28  1  0  2,5 ± 0,9  2,5 ± 2,5  -0,02  0,52 0,60 0,99 0,50 0,60 
Europeus  18  2  0  9,2 ± 1,0  5,7 ± 2,5  1,54  0,92 0,88 0,83 1,21 0,90 
TOTAL GERAL 
160  4  2  2,9 ± 0,5  6,9 ± 3,7  -1,07  0,15 -1,63 0,03 -1,71 0,08 
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η
 representa o número de sítio polimórficos. 
η
s é o número de singletons.
. 
Valores significativos estão em negrito. NC = não calculado devido à 
ausência de variabilidade. Maiores informações sobre estes parâmetros, bem como as referências respectivas podem ser vistas no manuscrito 
apresentado anteriormente.
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Tabela 4. Identidade das regiões ortólogas à região 5’ UTR do PAX9 humano 
(390 bp) usando BLAT (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Espécie  Cromossomo
Número de 
matchs 
Identidade
Canis familiaris (cão) 
Rattus norvegicus (rato) 
Mus musculus (camundongo) 
Pan troglodytes (chimpanzé) 
8 
6 
12 
15 
390 
390 
390 
390 
88.3% 
88.2% 
85.8% 
99.5% 
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Tabela 5. Acurácia das seqüências ancestrais obtidas usando o método 
Bayesiano baseado na distância (Zhang et  al., 1998) com o modelo empírico de 
substituição de aminoácidos (Jones et al., 1992). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Acurácia média (probabilidade posterior bayesiana) 
 
Seqüência 
Proteína    DNA com base na proteína 
 
Nó a 
 
0.950828 
 
 
0.755556 
Nó b  0.950828    0.950596 
Nó c  0.969321    0.987528 
Nó d  0.970869    0.987528 
Nó e  0.970869    0.993721 
Nó f  0.970869    0.995304 
Nó g  0.970869    0.977778 
Nó h  0.970869    1.000000 
Nó i  0.970869    1.000000 
Nó j  0.970869    1.000000 
Nó l  0.970869    1.000000 
Nó m  0.947308    0.950596 
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Tabela 6. Comparações mais relevantes* entre n/s e N/S na topologia usando seqüências ancestrais inferidas 
 
 
*Todas as demais comparações não são possíveis devido ao reduzido número de variação, o que sugere seleção purificadora. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Comparação Razão n/s 
Razão N/S 
(38/97) 
Valor P do teste exato 
de Fisher (unicaudal) 
 
Pressão seletiva 
 
Nó a x râ-africana 
 
1.44 (13/9) 
 
2.55 
 
0.11 
 
Neutralidade 
Nó a x nodo b  0.5 (10/20)  2.55 <<0.001 Seleção purificadora 
Nó b x tartaruga de carapaça macia  1.66 (13/9)  2.55  0.40 Neutralidade 
Nó b x nodo c  0.13 (2/15)  2.55  <0.001  Seleção purificadora 
Nó c x galinha  3/0  2.55 0.36 Neutralidade 
Nó c x nodo d  0.55 (6/11)  2.55  <0.001  Seleção purificadora 
Nó d x opossum  0.22 (4/18)  2.55  <0.001  Seleção purificadora 
Nó e x cão  1.33 (4/3)  2.55  0.30  Neutralidade 
Nós a + b + c + d + e  0.41 (19/46) 2.55  <<0.001 Seleção purificadora 
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Tabela 7. Probabilidade bayesiana posterior para diferentes classes de ω para a região ortóloga 
ao exon 3 do PAX9 humano de 14 espécies (figura 10 do anexo I) 
 
Probabilidade bayesiana posterior usando o modelo M2 
(seleção positiva) do programa PAML (Yang et al., 1997) 
Número 
aminoacídico 
referente à 
proteína humana 
Resíduo 
 
ω
0 
< 1
** 
 
 
ω
1
 = 1 
 
ω
2
 > 1 
212 S 0.99998 0.00002 0.00000 
213 D 1.00000 0.00000 0.00000 
214 S 0.99992 0.00008 0.00000 
215 S 1.00000 0.00000 0.00000 
216 P 0.99996 0.00004 0.00000 
217 Y 1.00000 0.00000 0.00000 
218 H 1.00000 0.00000 0.00000 
219 S 1.00000 0.00000 0.00000 
220 P 0.99999 0.00001 0.00000 
221 K 1.00000 0.00000 0.00000 
222 V 1.00000 0.00000 0.00000 
223 E 1.00000 0.00000 0.00000 
224 E 0.99999 0.00001 0.00000 
225 W 1.00000 0.00000 0.00000 
226 S 0.99999 0.00001 0.00000 
227 S 0.99997 0.00003 0.00000 
228 L 0.99998 0.00002 0.00000 
229 G 1.00000 0.00000 0.00000 
230 R 1.00000 0.00000 0.00000 
231 N 0.99973 0.00025 0.00002 
232 N 1.00000 0.00000 0.00000 
 233* 
F 1.00000 0.00000 0.00000 
 235* 
A 0.99527 0.00453 0.00020 
236 A 0.99898 0.00098 0.00005 
237 A 0.99999 0.00001 0.00000 
238 P 0.99998 0.00002 0.00000 
239 H 1.00000 0.00000 0.00000 
240 A 0.99966 0.00033 0.00001 
241 V 1.00000 0.00000 0.00000 
242 N 1.00000 0.00000 0.00000 
243 G 1.00000 0.00000 0.00000 
244 L 1.00000 0.00000 0.00000 
245 E 1.00000 0.00000 0.00000 
246 K 1.00000 0.00000 0.00000 
247 G 0.99945 0.00052 0.00003 
248 A 0.99999 0.00001 0.00000 
249 L 1.00000 0.00000 0.00000 
250 E 1.00000 0.00000 0.00000 
251 Q 1.00000 0.00000 0.00000 
252 E 0.99631 0.00273 0.00096 
253 T 0.99902 0.00094 0.00004 
254 K 1.00000 0.00000 0.00000 
255 Y 1.00000 0.00000 0.00000 
256 G 0.99888 0.00105 0.00007 
257 Q 1.00000 0.00000 0.00000 
 
 * Significa que o aminoácido referente à posição 234 na espécie humana foi deletado na filogenia 
devido à presença de um gap na espécie Xenopus laevis, a râ-africana. ** O ω
0
 estimado foi de 
0.029.
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Tabela 8. Parâmetros de máxima verossimilhança estimados para as regiões ortólogas do exon 3 do PAX9 humano para 14 
espécies (ver figura 10 do anexo I, exceto Takifugu rubripes e Lampetra japonica) 
 
 
 
a = refere-se às árvores apresentadas na figura 8 (anexo 1) 
b= modelo de razão-única x modelo de duas-razões B 
c = modelo de razão-única x modelo de duas-razões C 
d = modelo de razão-única x modelo de três-razões 
e = modelo de razão-única x modelo de razão-livre 
R = razão de transições/tranversões 
l  = valor do log da verossimilhança 
LRT = likelihood ratio test, teste da razão de verossimilhança 
Modelo Árvore
a
 
Hipótese 
ωs 
estimados 
parâmetros 
l  
R Valor P do LRT 
Razão-única A 
Todos ω 
iguais 
ω
0
 = 0.029 
62 -724.137411 2.51  - 
Duas-razões B 
ω
0 = 
ω
1 
ω
0 = 0.03 
ω
1 = 0.0001 
63 -724.103885 2.50 0.80
b
 
Duas-razões C 
ω
0 = 
ω
1
 
ω
0 = 0.036 
ω
1 = 0.029 
63 -724.111175 2.51 0.82
c
 
Três-razões D 
ω
0 = 
ω
1 =
ω
2
 
ω
0 = 0.0291 
ω
1 = 0.1310 
ω
2 = 0.0001 
64 -722.032342 2.50 0.12
d 
Razão-livre E 
Todos ωs 
diferentes 
- 87 -712.629226 1.98 0.57
e 
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