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RESUMO 

 

Um dos maiores objetivos da biologia atualmente é poder relacionar alterações nos genes a 
mudanças fenotípicas em organismos complexos. O desafio é poder interpretar estas 
mudanças em vários níveis: (1) no organismo; (2) entre/dentro de populações; e (3) entre 
taxas. Os genes mestres do desenvolvimento seriam bons candidatos para o estudo do 
surgimento de novidades adaptativas. Então, foram escolhidos os genes da família PAX (genes 
Paired box) , porque estes codificam fatores de transcrição que têm um papel central na 
determinação celular, atuando assim na morfogênese de diversos tecidos (sistema nervoso 
central, epiderme, músculos, ossos, células do sistema imune).Os enfoques desenvolvidos no 
presente estudo podem ser assim resumidos: (1) Para investigar o papel de um membro desta 
família, o gene PAX9 que juntamente com o gene MSX1 é um dos genes chave da cascata 
dentária, bem como do fenótipo de agenesia de terceiros molares, foi realizado um estudo 
piloto com 35 pacientes, portadores de agenesias dentárias não sindrômicas. Neste estudo foi 
possível observar que a mutação 240Pro/PAX9, estaria causando a agenesia dos terceiros 
molares com um padrão de herança autossômico recessivo e expressividade variada. (2) Com o 
padrão de herança estabelecido pelo estudo piloto, verificou-se a distribuição do alelo 
conjuntamente com a distribuição da agenesia dos terceiros molares nos grandes grupos 
geográficos humanos. Para tanto, foi investigada a diversidade do éxon 3 e regiões adjacentes 
do gene PAX9 em 125 indivíduos nativos americanos e 77 africanos do sul do Saara; estes 
dados foram integrados com a informação disponível para a mesma região genética de 115 
indivíduos de diferentes origens geográficas. Adicionalmente, dados coletados do Hapmap de 
6001 SNPs (do PAX9 e de mais 101 genes envolvidos no desenvolvimento craniofacial) foram 
analisados quanto à sua distribuição em africanos, asiáticos e europeus. A distribuição do alelo 
240Pro/PAX9, e consequentemente do genótipo homozigoto 240Pro/Pro poderia explicar toda 
a incidência de agenesia de terceiros molares na África (~2%). Para as outras populações 
estudadas outros genes da cascata dentária devem estar também influenciando na 
determinação do fenótipo de agenesia. Confirmando esta sugestão uma proporção 
significativamente alta (1,3%) de valores de FST extremos (≥0,60) é encontrada quando 
comparamos os SNPs dos genes do desenvolvimento craniofacial entre europeus e asiáticos 
com os africanos. O cenário proposto é que uma forte seleção purificadora estaria agindo 
sobre o fenótipo craniofacial na África; mas com a saída deste continente, poderiam estar 
atuando um relaxamento funcional ou mesmo uma possível seleção positiva nas populações 
da Europa e da Ásia. Testes de neutralidade e coalescência indicam que nos ameríndios fatores 
randômicos parecem ser as principais forças atuando na história evolutiva destas populações. 
(3) Para entender como é a dinâmica evolutiva da família PAX entre os vertebrados, os nove 
membros desta família foram procurados nos genomas de 53 cordados. Há evidência que a 
principal força atuando nesta família é a seleção purificadora, mas em alguns membros parece 
existir um relaxamento da pressão funcional (PAX4, PAX7 e PAX8). O principal achado deste 
último estudo é que na linhagem Sauropsida (répteis e aves) houve a perda de dois genes PAX 

(PAX4 e PAX8). Tanto o relaxamento funcional quanto a perda de genes poderia ser explicada 
pela sobreposição da expressão e redundância funcional de genes parálogos dentro da família 
PAX. Desta forma, a conservação ou presença de um gene contrabalançaria variação ou 
ausência de outro. O gene PAX9 e a família PAX seriam um exemplo notável de como se 
processa a evolvabilidade. 
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ABSTRACT 

 

One of the main goals in biology today is to establish the relationship between gene 
changes and phenotypic variations in multicellular organisms. The challenge is to understand 
these changes on several levels: (1) in the organism; (2) between/within populations; and (3) 
between taxa. Development master genes would be good candidates for studying the 
emergence of adaptive novelties. Therefore the PAX (Paired box) gene family was chosen, 
since it encodes transcription factors that act as genetic switches for cell lineage decisions, 
thus acting in the morphogenesis of various tissues (central nervous system, skin, muscle, 
bone, immune system cells). The approaches developed in the present study can be 
summarized as follows: (1) To investigate the role of a PAX family member (PAX9 and MSX1 
are key factors in the development of animal dentition) and the third molars agenesis 
phenotype a pilot study was conducted with 35 patients suffering from non-syndromic teeth 
agenesis. Our results suggest that the 240Pro/PAX9 mutation was causing third molars 
agenesis with an autosomal recessive pattern of inheritance and variable expressivity. (2)After 
setting the inheritance pattern by this pilot study, we verified this allele distribution in 
conjunction with the distribution of third molars agenesis in the major human geographic 
groups. With this objective, a total of 125 Amerindians and 77 individuals from southern 
Sahara Africa were studied by sequencing the PAX9 gene exon 3 and adjacent regions and the 
data integrated with the information available for the same genetic region from 115 
individuals of different geographical origins. In addition, we collected data from the 6001 
Hapmap SNPs (in PAX9 plus 101 genes involved in craniofacial development) for their 
distribution in Africans, Asians and Europeans. The 240Pro/PAX9 allele distribution, and 
consequently the 240Pro/Pro homozygotes, could account for all the incidence of third molars 
agenesis in Africa (~ 2%). But, for other populations other genes of the tooth development 
network must be influencing the agenesis phenotype. Confirming this suggestion a significantly 
higher proportion of FST extremes values (1.3%; ≥0.6) were observed when craniofacial 
development SNPs in Africans were compared with Europeans or Asians. The scenario 
proposed is of strong purifying selection that would be acting on the craniofacial phenotype in 
Africa; but after the out-of-Africa migration a functional relaxation and even a possible positive 
selection might be acting in the populations of Europe and Asia. Neutrality and coalescence 
tests indicate that, for the Amerindians, random factors seem to be the main forces acting in 
the evolutionary history of these populations. (3) To understand the evolutionary dynamics of 
the PAX family among vertebrates, the nine members of this family were searched in 53 
chordate genomes. There is evidence that purifying selection has been acting in the majority of 
vertebrate PAX, but a possible relaxation of the selective constraint can be assumed for some 
(PAX4, PAX7 and PAX8) members. The main finding of this study is that the Sauropsida lineage 
(reptiles and birds) have lost two PAX (PAX4 and PAX8) genes. Since generally PAX genes 
preserved most of their ancestral functions, the constrained or preserved genes could 
substitute those variables or loss by deletion. PAX9 and the PAX family would be a remarkable 
example of how evolvability works. 
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CAPÍTULO 1 - INTRODUÇÃO 

 

1.1 - CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

A humanidade está vivendo, atualmente, um momento impar na história da 

ciência. O desenvolvimento tecnológico e social permite uma interação, até então 

inédita, entre cientistas e pesquisadores do mundo inteiro. Os avanços nos campos das 

ciências da vida e da saúde são imensos, sendo estas conquistas o resultado de um 

esforço em conjunto de governos, universidades e também empresas privadas que se 

juntaram em grandes consórcios com o objetivo de atingir diversas metas históricas 

propostas por pesquisadores há décadas, como: o genoma humano (Human Genome 

Project -HGP - http://www.ornl.gov/sci/techresources/ Human_Genome/ 

project/about.shtml – em fevereiro de 2001 as revistas Science e Nature tiveram 

edições especiais apresentando o primeiro rascunho do genoma); a publicação de 

mapas da variabilidade genética populacional humana (International HapMap Project - 

http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/ - 2005; 1000 Genomes Project 

http://www.1000genomes. org - 2008; Projeto Candela- 2011); a publicação dos 

genomas de diversos animais ditos “modelos” (FlyBase -http://flybase.org/ - 1992; 

Mouse Genome Informatics http://www.informatics.jax.org/ -2004; Ensembl Database 

- http://www.ensembl.org – 2009) ; bem como, a disponibilização de genomas de 

espécies extintas a milhares de anos (UCSC Genome Browser - http://genome.ucsc.edu 

– 2000 [Homo sapiens) – 2010 [Neandertal e o hominídeo de Denisova]). Estes e ainda 
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outros avanços tecnológicos inovadores impulsionaram as fronteiras da pesquisa 

evolutiva nesta década, gerando, deste modo, uma imensa gama de informação que 

necessita ser integrada com dados de expressão, e/ou associação, e/ou 

funcionalidade, bem como em um contexto evolutivo para que se encontre um sentido 

biológico para estas descobertas (ver como exemplos da utilização de dados 

genômicos para estudos desta natureza nos apêndices 1, 2 e 3 desta tese). 

1.2 - EVOLUÇÃO BIOLÓGICA 

 

A palavra evolução é utilizada muitas vezes como sinônimo de mudança. No 

entanto, do ponto de vista biológico, evolução é um processo onde há lugar para 

mudanças através do tempo, mas não necessariamente, já que alguns mecanismos 

evolutivos podem atuar para a manutenção de um determinado status quo biológico 

através, por exemplo, da ação da seleção purificadora. Deste modo, evolução biológica 

é um fenômeno complexo que envolve um conjunto de mecanismos que promovem 

tanto a mudança, muitas destas revolucionárias, quanto à estabilidade. Os mais 

poderosos agentes deste processo podem, resumidamente, serem assim definidos: 

mutação, a fonte primária da variação, fluxo gênico, seleção natural e os processos 

estocásticos, que agem eliminando ou promovendo a variação independentemente de 

seu significado adaptativo. O padrão de variação, deste modo, pode ser observado em 

diferentes níveis, desde alterações em nucleotídeos até diferenças entre táxons, 

estando também associado a diferentes contextos, adaptativos ou não.   
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Embora percebida a muito por pensadores e naturalistas, a variação biológica só 

começou a ser compreendida efetivamente a partir da publicação da icônica obra “A 

Origem das Espécies”, de Charles Darwin. Ele foi capaz de apresentar uma grande 

quantidade de evidências sobre os padrões de variação, oriundas de diferentes áreas: 

pecuária, biogeografia, paleontologia, morfologia e embriologia (Darwin, 2000). Mais 

que isso, ele foi capaz, a partir de suas minuciosas observações empíricas, estabelecer 

como a seleção natural atuou sobre a variação fenotípica. Com a redescoberta dos 

trabalhos de Mendel e o desenvolvimento da genética populacional, no início do 

século 20, foi possível ir além. A chamada “Síntese Evolutiva Moderna” surge de um 

esforço integrativo que teve como meta agregar conhecimentos de várias áreas para 

explicar o fenômeno evolutivo. O esforço de pesquisadores, não muitos, mas 

brilhantes, foi recompensado na medida em que a Síntese teve êxito em melhorar 

nosso conhecimento sobre o tema.  No entanto, novos desafios e questionamentos 

foram surgindo ao longo do processo, como normalmente ocorre com o 

desenvolvimento científico.  

Atualmente, na era do sufixo “ômica”, descobertas nas áreas do desenvolvimento 

(Evodevo), da genômica comparada e da biologia de sistemas estão contribuindo para 

que seja possível estabelecer, por exemplo, as conexões entre as variantes genéticas 

encontradas e suas consequências fenotípicas e como isso estaria relacionado com a 

trajetória evolutiva dos organismos. Alguns pesquisadores afirmam que fazer todas 

estas conexões é uma das tarefas principais da biologia evolutiva moderna (Nielsen, 

2009; Crespi, & Swanson, 2011). 
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1.3 - PROCESSOS MACRO E MICROEVOLUTIVOS 

 

As bases genéticas e moleculares da adaptação evolutiva ainda são pouco 

conhecidas. Existem alguns poucos exemplos, bem conhecidos e documentados, onde 

a variação genética pode ser relacionada diretamente a uma característica com valor 

adaptativo. Um exemplo clássico intraespecífico, envolvendo a espécie humana são as 

mutações no gene da Lactase, que conferem o fenótipo da persistência do 

funcionamento da enzima na idade adulta (Bersaglieri e cols, 2004; Tishkoff e cols, 

2007; Lefèvre e cols, 2010). Este é um exemplo clássico de estudos em um contexto 

microevolutivo, onde a variação populacional, conjuntamente com estudos funcionais, 

explicam uma novidade adaptativa. Outro exemplo seriam os estudos realizados pelo 

nosso grupo de pesquisa, que recentemente descreveu o primeiro alelo nativo-

americano, funcional e positivamente selecionado, o alelo 230Cys do gene ABCA1. A 

variante 230Cys estaria relacionada com a hipótese do alelo/genótipo econômico em 

nativos americanos e seria um exemplo de como os fatores evolutivos interconectados 

como hábitos culturais estão envolvidos na geração e manutenção da diversidade 

(Acuña-Alonzo e cols, 2010; Apêndice 4).  

Do ponto de vista macroevolutivo as novidades adaptativas são estudadas em nível 

de classes filogenéticas/taxonômicas. Até pouco tempo atrás este tipo de abordagem 

evolutiva era exclusiva de paleontólogos, mas com o advento da genômica comparada, 

este enfoque também passou a ser desenvolvido por geneticistas. Um exemplo é o 

estudo da família de genes HOX, responsáveis por determinar a identidade no eixo 

anteroposterior de diversas partes do embrião dos animais. Embora variem 
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consideravelmente em número, estes genes possuem sequências ortólogas tanto em 

artrópodes quanto em tetrápodes, sendo que alterações nestes genes já foram 

relacionadas a grandes mudanças de planos corporais em metazoários (Ferrier & 

Minguillón, 2003; Galliot, 2005; Garcia-Fernàndez, 2005). 

Como visto nos exemplos ilustrativos dados acima, uma visão integrada onde 

diferenças intraespecíficas (microevolutivas) e divergências interespecíficas 

(macroevolutivas) são levadas em consideração, pode ser uma metodologia 

apropriada para seguirmos construindo nosso conhecimento sobre evolução biológica. 

 

1.4 - GENES MESTRES DO DESENVOLVIMENTO 

 
A dimensão e amplitude das formas de vida durante o período Cambriano pode 

ser vislumbrada através de um rico registro fóssil. A chamada “explosão Cambriana” 

ilustra o surgimento de planos corporais complexos e de inúmeros e diferentes táxons. 

Durante muito tempo a ausência de formas intermediárias neste registro foi 

interpretada como sendo resultado da inconsistência do registro fóssil (Conway-

Morris, 2003) ou de um possível saltacionismo (Equilíbrio Pontuado; Gould & Eldredge, 

1993). Esta última proposta, claramente contestava algumas premissas da evolução 

Darwiniana clássica (defendida tanto por Darwin quanto pelos advogados da Síntese, 

como visto anteriormente), que teria sido lenta e gradual. Na época, no entanto, não 

havia bases para explicar como tais “saltos”, que segundo os últimos autores estariam 

associados a grandes novidades adaptativas e a eventos de especiação, ocorreriam do 

ponto de vista genético.   
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O estudo de genes chaves do desenvolvimento sugere que entre 1 a 0,53 

bilhões de anos atrás, na mesma época da explosão Cambriana, surgiu a chamada 

“caixa de ferramentas genéticas básicas” dos metazoários (Kirschner & Gerhart, 1998; 

Gerhart & Kirschner, 2007). Tal conjunto de genes teria permitido a imensa variação de 

formas encontrada neste período geológico. Por tanto, uma das mais surpreendentes 

descobertas da atualidade é que a maioria dos animais sejam eles vertebrados ou 

invertebrados, não importando como são diferentes em sua aparência, compartilham 

inúmeras famílias de genes que regulam os maiores aspectos dos padrões corporais 

(Carroll, 2000). 

Algumas teorias foram propostas para explicar como este conjunto inicial de 

genes possibilitou a estes organismos (ou conjuntos de organismos) apresentarem 

processos moleculares conservados, embora tenham passado por rápidas e diversas 

mudanças em sua morfologia, na organização de tecidos, na fisiologia e no 

desenvolvimento. Um consenso é que houve várias rodadas iniciais de duplicação e 

diversificação destes genes mestres ou controladores, normalmente envolvendo genes 

codificadores de fatores de transcrição ou de crescimento. Vários estudos reportam o 

surgimento de novas redes regulatórias, por duplicação, divergência e posterior ganho 

de função. A já citada família HOX e ainda várias outras famílias de fatores de 

transcrição, são frequentemente citadas como modelos de como é complexa esta 

dinâmica. Estima-se que no genoma humano cerca de 1500 fatores de transcrição 

estejam atuando (Lynch & Wagner, 2008; Lynch e cols, 2008; Boyle e cols, 2010), 

dentre estes os genes das famílias PAX e MSX, investigados no presente estudo (ver 

itens abaixo). 
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Uma questão ainda controversa é se as alterações morfológicas encontradas 

entre e dentro táxons são produto de alterações em regiões regulatórias (Abzhanov e 

cols, 2007; Apêndice 5) ou resultado de alterações diretas em genes estruturais e/ou 

reguladores (Nei, 2007). 

O estudo de um gênero de peixes Gasterosteus aculeatus mostrou que esta 

espécie é um excelente modelo evolutivo, pois após o último grande período glacial, 

no pleistoceno, estes peixes de vida marinha colonizaram e se adaptaram a muitos 

habitats de água doce, evoluindo com repetidas mudanças na forma do corpo, 

presença ou não de uma armadura óssea, especializações tróficas, pigmentação, 

adaptação a diferentes ambientes salinos, preferências para o acasalamento, e história 

de vida (Jones e cols, 2012). Estas mudanças foram estudadas em nível genômico 

populacional, e foi concluído pelos últimos autores que aproximadamente 41% da 

variação das características morfológicas poderia ser explicada por mudanças em 

regiões comprovadamente regulatórias, enquanto algo em torno de 42 % da variação 

estaria relacionada com alterações que são provavelmente regulatórias, e que 

finalmente 17 % da variação seriam produto de pequenas alterações de grande efeito 

em genes estruturais importantes. 

Deste modo, genes que codificam fatores de transcrição envolvidos nos estágios 

iniciais do desenvolvimento são altamente conservados (Vogel & Chothia, 2006; Nei, 

2007). Entretanto, mutações que levam a alguma alteração na expressão ou ainda na 

estrutura de uma proteína regulatória podem afetar de uma maneira indireta, mas 

determinante, uma bateria de outros genes (sujeitos a regulação pela proteína 

alterada) que não apresentam nenhuma modificação em sua estrutura molecular 
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original (Carroll, 2003). Deste modo, pode-se dizer que a maioria dos eventos 

evolutivos aconteceria quando “velhos” genes “aprendem” novos truques (Brakefield, 

2006). Da mesma forma, mutações em regiões genômicas que funcionam como 

aceleradores da transcrição, os chamados enhancers, podem alterar de maneira 

significativa a ação de genes, incluindo dos próprios genes reguladores, tal como é o 

caso do enhancer HACNS1 e o gene PAX9, ambos estudados nesta tese como será visto 

mais adiante. 

1.5 A FAMÍLIA PAX 

 

Os genes PAX (Paired box genes) constituem uma família de genes que codificam 

fatores de transcrição de importância fundamental no desenvolvimento de órgãos e 

tecidos. Inicialmente foram descobertos em Drosophila (Pox meso). 

Subsequentemente foram encontrados ortólogos em diversos animais, sejam eles 

vertebrados ou invertebrados. Esta família de genes caracteriza-se por compartilhar 

um domínio conservado, chamado de domínio Paired que apresenta 128 aminoácidos, 

com propriedades de se ligar a uma região promotora do DNA alvo (Epstein e cols, 

1994; Balczarek e cols, 1997; Chi & Epstein, 2002). Motivos de ligação para as 

proteínas PAX foram encontrados em diversas regiões promotoras de genes que 

codificam uma variedade de proteínas, incluindo outros fatores de transcrição, 

receptores, hormônios peptídeos e proteínas de adesão. Por este motivo suas funções 

estão relacionadas à proliferação, especificação, migração e sobrevivência celular 

particularmente durante o período embrionário (Robson e cols, 2006). Entretanto, a 
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exata extensão das funções dos genes PAX em fenômenos biológicos relacionados ao 

desenvolvimento, sejam eles normais ou patológicos, bem como seus papéis em 

indivíduos adultos, ainda não são totalmente conhecidos (veja a Tabela 1).  
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Os genes PAX se diversificaram a partir de um gene ancestral comum, através 

de duplicação e subsequente divergência, resultando, inclusive, no surgimento de 

novos domínios expressos (Balczarek e cols, 1997; Peters e cols, 1999; Ogasawara e 

cols, 2000). Nos mamíferos e nos peixes foram encontrados nove genes PAX (PAX 

1,2,3,4,5,6,7,8 e 9), sendo que, para os vertebrados, estes podem ser agrupados em 

quatro grupos parálogos, que teriam se originado antes da radiação Cambriana 

(Breitling & Gerber, 2000; Hetzer-Egger e cols, 2000; Miller e cols, 2000). A 

classificação nestes quatro grupos é baseada na presença ou ausência de três outras 

sequências conservadas, um homeodomínio (HD) e um octapeptídeo (OP), e um 

homeodomíneo Paired-type tail (PHT; veja a Figura 1).  

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 1. Esquema de classificação das subfamílias PAX. (Modificado de (Balczarek e cols, 1997; 
Breitling & Gerber, 2000; Miller e cols, 2000) . 
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A descoberta da família PAX reforçou a hipótese de uma evolução em redes 

gênicas, onde há uma integração funcional, e a implementação de novas funções pode 

acontecer pelo recrutamento de novos domínios por genes chave. Esta hipótese 

parece confirmar-se, principalmente quando se estuda genes ativos no 

desenvolvimento, como os experimentos clássicos, do resgate de fenótipo da mosca 

com o gene PAX6 do camundongo (Xu e cols, 1995, 1999; Xue & Noll, 1996; Crombach 

& Hogeweg, 2008). Entretanto, genes que possuem uma expressão ubiquia e que 

participam de centenas de redes funcionais, como o gene TP53, comportam-se 

diferentemente, a proteína é conservada, mas algumas redes funcionais em que está 

participa não o são (Paskulin e cols, 2012, no prelo; apêndice 5). 

1.5.1 - PAX1/PAX9 

 

PAX1 e PAX9 constituem o Grupo I da família PAX, com estrutura homóloga ao 

Pox meso (Drosophila) e ao AmphiPAX (Amphioxus) que é caracterizado pela presença 

do domínio Paired, além de um octapeptídeo (Balczarek e cols, 1997; Breitling & 

Gerber, 2000). Os 128 aminoácidos do domínio Paired dos genes PAX1 e PAX9 

apresentam alta similaridade (98%). As investigações sobre o gene PAX1 têm mostrado 

o papel essencial deste, especificamente na determinação da segmentação da coluna 

vertebral (Giampietro e cols, 2005). O gene PAX1 está envolvido ainda, conjuntamente 

com o PAX9, na determinação do primeiro arco branquial que dá origem à maxila 

proximal (Sharpe, 2001). Alguns estudos têm mostrado também que PAX1 e PAX9 são 
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coexpressos e podem ter funções similares e complementares (Wilm, 1998; Peters e 

cols, 1999), o que seria um reflexo da uma origem evolucionária comum. 

O fator de transcrição codificado pelo PAX9 tem função considerada 

fundamental durante o desenvolvimento embrionário, atuando além da formação dos 

arcos branquiais (conjuntamente com o PAX1), na formação do timo, glândulas 

paratireoides e ossos. As investigações nesta área têm mostrado ainda o papel 

essencial deste gene no desenvolvimento de uma estrutura específica dos 

vertebrados, que na maioria das espécies só estará presente após o nascimento: os 

dentes. Além do PAX9, a odontogênese envolve mais de duas dezenas de genes, que 

codificam uma variedade de fatores de transcrição, bem como de outras proteínas 

envolvidas na cascata molecular necessária para o desenvolvimento dentário normal 

(Peters e cols, 1997, 1998, 1999; Hetzer-Egger e cols, 2000; Santagati e cols, 2001; 

Frazier-Bowers e cols, 2002). 

Vários outros estudos têm mostrado que os efeitos combinatórios de um grupo 

de genes mestres formam gradientes e geram sub-regiões específicas. Esta rede 

regulatória é responsável por uma segmentação molecular, que resulta na formação, 

um tanto quanto independente, dos diferentes tipos de dentes encontrados, por 

exemplo, nos mamíferos (molares, pré-molares, caninos e incisivos). A perda total de 

um conjunto de dentes, mas não de outros, pode desta forma, ser explicada por esta 

segmentação genética ou de modularidade (Chen e cols, 2000; Kist e cols, 2005; Line, 

2003; Peres e cols, 2005; Peters e cols, 1999). 

Os estudos de mutações que provocam agenesia de dentes em humanos e em 

camundongos conjuntamente fornecem sólidas evidências de que o gene PAX9 teria 
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papel chave e destacado na rota genética da odontogênese. Mais que isso, demonstra 

através de abordagens que utilizam modelos animais, que alterações no PAX9 estariam 

definitivamente relacionadas ao estabelecimento de diferentes fórmulas dentais, o 

qual estaria relacionado com as forças direcionadoras que permearam a diversificação 

de inúmeras espécies, incluindo os mamíferos (Peters e cols, 1998; Chen e cols, 2000; 

Kist e cols, 2005). 

Como visto anteriormente nesta mesma introdução, mutações em genes 

regulatórios podem ser responsáveis por grandes mudanças morfológicas. Partindo 

dessa premissa, um estudo anterior de nosso grupo de pesquisa avaliou a possibilidade 

do gene PAX9 estar envolvido em alterações dentárias encontradas na nossa e em 

outras espécies de primatas (Pereira e cols, 2006). Para isso foram sequenciados todos 

os 4 éxons do gene PAX9 (1026 pares de bases) em 86 indivíduos (europeus, asiáticos e 

ameríndios). Neste trabalho foi possível demonstrar que as variações na nossa espécie 

estavam praticamente limitadas ao éxon 3. Análises envolvendo sequências ortólogas 

do PAX9 disponível para outros organismos também foram consideradas. Os 

resultados mostraram que seleção purificadora estaria atuando no PAX9. Merece 

destaque, no entanto, que nos humanos foi detectada uma mutação G → C no éxon 3 

que resulta numa mudança não sinônima (alanina →prolina) na posição 240 da cadeia 

de aminoácidos, com distribuição polimórfica em todos os grupos humanos estudados. 

Foi sugerido pelos autores que esta mutação representaria um polimorfismo 

transiente em nossa espécie e que a possível ação de seleção positiva poderia estar 

sendo mascarada. A presença do aminoácido prolina, numa região de alfa-hélice, 

poderia ser prejudicial para a proteína em si, mas vantajosa em nível do organismo já 
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que poderia levar a agenesia dos terceiros molares. Assim, a presença do alelo 

derivado Ala240Pro resultaria numa redução no número de dentes e isso poderia ter 

tido alguma vantagem ao longo da trajetória evolutiva dos hominídeos, 

particularmente após mudanças importantes da dieta, como o hábito de comer 

alimentos cozidos (Pereira e cols, 2006). Estes resultados demonstraram que um gene 

conservado pode deixar de sê-lo em algum (ns) ramo(s) de uma dada filogenia. Além 

disso, o éxon 3 poderia ser uma janela evolutiva num gene extremamente conservado. 

O conceito da janela evolutiva implica numa situação onde as mutações em um fator 

de transcrição incidem somente sobre um éxon específico, pois esta região não estaria 

sujeita a restrições funcionais. O relaxamento da seleção natural sob este éxon em 

especial e a preservação de outras regiões do gene promoveria, desta forma, a 

manutenção da função original, promover a transcrição de outros genes, mas poderia 

alterar o seu leque de atuação. Este último aspecto poderia representar uma forma 

alternativa de evolução molecular dentro de uma família de genes. Acredita-se que o 

processo de formação das famílias gênicas fornece material para inovações funcionais, 

desde que após a duplicação de um dado gene, uma de suas cópias preserve sua 

função original enquanto outra acumule mutações, que sob algumas circunstâncias, 

poderiam ser selecionas e fixadas (Wang & Gu, 2001). Foi sugerido também que 

determinados éxons de um gene específico também poderiam estar “livres” para 

acumular mutações, desde que os outros éxons do gene preservassem algumas das 

funções primordiais do gene como um todo (Pereira e cols, 2006). Ou seja, o éxon 3 

seria um exemplo notável que conferiria “evolvabilidade” (Kirschner & Gerhart, 1998; 

Pigliucci, 2008) ao PAX9. Como resultado, fenótipos específicos poderiam ser gerados. 
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Esse conjunto de estudos envolvendo o PAX9 mostra a amplitude de 

possibilidades envolvendo esse gene e o quanto ele pode estar envolvido em questões 

instigantes relativas a modificações morfológicas na nossa e em outras espécies. Sendo 

assim, estudos que buscam desvendar mecanismos regulatórios, dentre os quais 

investigações que levem a identificação e caracterização de genes codificadores de 

fatores de transcrição, podem ser extremamente importantes para o entendimento de 

vários fenômenos relacionados à história evolutiva dos primatas e de outros animais.   

 

1.5.2 - PAX2/PAX5/PAX8 

 

Os genes do Grupo II (PAX2, PAX5 e PAX8) caracterizam-se por terem em sua 

estrutura os domínios Paired (PD), o octapepetídeo (OC) e um homeodomínio 

incompleto (HD). A Comparação dos padrões de expressão deste grupo de genes 

(PAX2, PAX5 e PAX8) entre peixes, anfíbios e mamíferos revelou que a especificidade 

da expressão destes genes, em geral é evolutivamente conservada (Torlakovic e cols, 

2006). Estes genes são expressos durante o desenvolvimento do sistema nervoso 

central (PAX2 e 8), do nervo ótico (PAX2), dos ouvidos (PAX2), dos rins (PAX2 e 8), dos 

sistema urogenital (PAX2 e 8), das células B (PAX5), da medula óssea (PAX5) e da 

tireóide (PAX8). E também são expressos em vários tecidos adultos, para detalhes ver 

tabela 1 (Li & Eccles, 2012; Dressler, 2011). 

O gene PAX2, como os outros membros desta família, parece ter um papel central 

no desenvolvimento, pois mutações neste gene em humanos foram associadas a 
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defeitos no desenvolvimento dos rins e do nervo ótico (Síndrome Renal-Coloboma, 

Síndrome Papilo renal, hipoplasia renal isolada). Mutações espontâneas em 

camundongos, por sua vez, afetam gravemente o desenvolvimento do nervo óptico e 

do ouvido interno, levando a malformações do sistema nervoso e urogenital. A 

expressão recorrente dos genes PAX parece ser importante para a reparação e 

regeneração de tecidos. Um exemplo é o que acontece com o gene PAX2 nos rins, pois 

em estudos com camundongos, foi comprovado que danos nos rins, provocam a 

expressão deste gene restrita temporariamente e espacialmente a região danificada (Li 

& Eccles, 2012; Ritz-Laser e cols, 2000).  

O fator de transcrição codificado pelo PAX5, denominado BSAP, é expresso durante 

a embriogênese transitóriamente no mesencéfalo e na medula espinal, com um 

padrão de expressão espacial e temporal distinto dos outros genes PAX no 

desenvolvimento do sistema nervoso central. Mais tarde, a expressão deste gene 

desloca-se para o fígado do embrião, estando correlacionada com o aparecimento dos 

linfócitos B. Também foi evidenciado que a expressão deste gene é responsável pela 

diferenciação das células hematopoiéticas em linfócitos B. 

O terceiro membro do grupo II, o PAX8, é expresso no embrião de camundongos 

durante o desenvolvimento do sistema nervoso central, rim e da tireóide. No 

organismo adulto o gene PAX8 se expressa exclusivamente na tireóide, nos rins e no 

sistema reprodutivo. PAX8 é o único membro da família PAX que é expresso no tecido 

da tireóide. Em camundongos tem sido demonstrado que a proteína PAX8 está 

envolvida tanto na organogênese/morfogênese da glândula tireóide. Camundongos 
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nocauteados para este gene apresentam defeitos graves na tireóide, sendo a glândula 

tireóide pouco visível e sem as células foliculares. Estes estudos levaram à conclusão 

de que o PAX8 é necessário para a sobrevivência e diferenciação adequada de 

tireócitos. Nos seres humanos, mutações no PAX8 têm sido associadas com alguns 

casos de hipotireoidismo.  

Finalmente, tem sido evidenciado que a superexpressão do gene PAX8 e outros 

deste grupo (PAX2 e PAX5) está associada a diversos tipos de tumores (Damante, 1998, 

1998; Pasca di Magliano e cols, 2000; Ritz-Laser e cols, 2000; Robson e cols, 2006; Li & 

Eccles, 2012). 

1.5.3 – PAX3/PAX7 

 

Os genes PAX3 e PAX7 possuem em sua estrutura conservada, além do domínio 

Paired, todos os domínios relatados para a família PAX, ou seja, um homeodomínio 

(HD), um octapeptídeo (OP), e um homeodomíneo Paired-type tail (PHT). Esta 

conformação é considerada a estrutura original da família PAX, denominada proto-

PAX. A hipótese é que houve um recrutamento de uma forma ancestral do gene 

codificador de uma transposase marine, que continha o domínio de ligação ao DNA 

(proto-Pax transposase), e que este foi fusionado a um homeodomínio logo após a 

emergência dos metazoários (Breitling & Gerber, 2000; Vorobyov & Horst, 2006). No 

entanto, ainda existem, pelo menos, duas propostas conflitantes de como foi a 

formação dos quatro grupos parálogos da família PAX, veja a figura 2(Breitling & 
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Gerber, 2000; Gröger e cols, 2000; Vorobyov & Horst, 2006; Hill e cols, 2010; Wang e 

cols, 2010) 

 
FIGURA 2. Propostas da história evolutiva da família PAX. A: (Gröger e cols, 2000; Chen e cols, 2010; 
Wang e cols, 2010)B:(Breitling & Gerber, 2000; Vorobyov & Horst, 2006); 

 

Os fatores de transcrição PAX3/7 possuem importantes funções durante o 

desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) e do sistema muscular esquelético 

(SME). O gene PAX3 tem um interessante papel, pois coordena o desenvolvimento do 
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SNC, somitos, músculos esqueléticos e várias células derivadas da crista neural, tais 

como: tecido cardíaco, gastrointestinal, e melanócitos (Lang e cols, 2007; Kubic e cols, 

2008). Outra característica notável do gene PAX3 é o fato de possuir vários transcritos, 

expressos de maneira temporal e tecido específica, o que lhe confere a habilidade de 

controlar vários eventos durante o desenvolvimento do embrião (Short & Holland, 

2008; Holland & Short, 2010). Embora, existam vários transcritos do PAX3, a sua 

sequencia de aminoácidos é altamente conservada ficando em torno de 95% entre os 

mamíferos. A proteína PAX3 esta presente nas células indiferenciadas do tecido 

epidérmico os melanoblastos, e também é encontrada nos melanócitos em tecidos 

adultos.  

O gene PAX7 é expresso durante o desenvolvimento no SNC e do SME 

conjuntamente com o PAX3. Além disso, ele também tem um papel central na 

grastrulação. Segundo Bach e colaboradores a especificação da crista neural inicia mais 

cedo do que anteriormente se pensava. Além disso, o gene PAX7 também participa na 

formação do palato, maxila e cavidade nasal (Basch e cols, 2006; Buckingham & Relaix, 

2007; Blake e cols, 2008). Foi sugerido também que tanto o gene PAX7, diretamente, 

quanto o PAX3, de uma forma indireta, participam na diferenciação de células satélites 

musculares, ativando o processo de miogênese depois de um processo de injúria no 

indivíduo adulto (Blake e cols, 2008).  

 

1.5.3 – PAX4/PAX6 
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O Grupo IV (PAX4 e PAX6) apresenta dois elementos de ligação ao DNA: o 

domínio Paired e o homeodomínio (figura 1). Os dois genes são essenciais para o 

desenvolvimento do pâncreas, e parecem ser necessários para a diferenciação das 

células pancreáticas Camundongos duplo nocaute para estes genes não continham 

nenhuma célula endócrina madura. A função do gene PAX4 no sistema endócrino está 

associado a diferenciação das ilhotas pancreáticas beta e, portanto, este gene é 

expresso constitutivamente após o nascimento, sendo indispensável para a expressão 

normal da insulina. Alguns estudos, ainda que contraditórios, encontraram associação 

deste de variantes no gene PAX4 com diabetes tipo 1 e 2 (Smith e cols, 2000; Tiedge, 

2005; Lang e cols, 2007; Laakso, 2009; Holland & Short, 2010). Enquanto que no 

pâncreas a proteína PAX4 é importante para a diferenciação das células beta, a 

proteína PAX6 é necessária para a maturação das ilhotas alfa.  

O gene PAX6 tem ainda uma função diferenciada no desenvolvimento do SNC, 

nas células do sistema olfativo e na diferenciação das células formadoras dos olhos. 

Diferentes estudos sugerem que na formação de todos os olhos complexos, há o 

compartilhamento de uma cascata do desenvolvimento similar, visto que mutações no 

gene PAX6 interrompem o desenvolvimento de olhos tanto em mamíferos quanto em 

insetos.  E ainda, o mais surpreendente, é que PAX6 clonados de diversos bilatérios 

podem ativar ectopicamente a diferenciação de células e iniciar o desenvolvimento de 

olhos, tanto em drosófila quanto em sapos.  

Mutações no gene PAX6 em humanos, bem como camundongos nocautes para 

este gene, compartilham malformações no sistema nervoso, olfativo e defeitos no 
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desenvolvimento dos olhos (ausência de íris (Xu e cols, 1999; Kleinjan e cols, 2006; 

Laakso, 2009, 2009; Suga e cols, 2010)). 

Como acima descrito, a atividade de redundância funcional dos genes 

parálogos dentro das quatro subfamílias PAX parece ser um mecanismo geral que atua 

de maneira compensatória. Desta forma, de um modo tecido específico, a expressão 

de um PAX contrabalançaria a não expressão de outro, levando a um fenótipo normal 

ou próximo do normal, pelo menos em algumas circunstâncias. Deste modo, o estudo 

comparativo desta família pode fornecer importantes pistas sobre como as forças 

evolutivas agem após a duplicação e especialização destes genes mestres do 

desenvolvimento (Peters e cols, 1999; Short & Holland, 2008; Holland & Short, 2010). 
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1.6 – OS GENES MSX E A SUA INTERAÇÃO COM A FAMÍLIA PAX 

 

Os genes MSX (msh (Drosophila) homeo box homolog) são genes homeóticos, e 

fazem parte da família homeobox (Hewitt e cols 1991), sendo expressos 

principalmente nos estágios iniciais do desenvolvimento embrionário, modulando a 

transcrição de outros genes. Os membros da classe de genes MSX compartilham 

grande homologia com o gene msh (muscle specific homeobox) de Drosophila, e são 

encontrados fisicamente separados no genoma dos vertebrados. A família MSX é 

aparentemente composta por três membros: MSX1 (Msh homeobox 1-like (HOX7), 

MSX2 (Msh homeobox 2-like (HOX8), Msx3 (Msh homeobox 3-like- em camundongos e 

MSX2P1- msh homeobox 2 pseudogene , em humanos ). Os genes MSX1 e MSX2 são os 

mais estudados até o momento, sendo que ambos são expressos em domínios 

sobrepostos, tanto espacialmente quanto temporalmente, durante o desenvolvimento 

de regiões do primórdio facial, membros, tubo neural e outras regiões embrionias. 

Adicionalmente, esses genes são fortemente expressos na região craniofacial durante 

desenvolvimento, indicando um papel central dos genes MSX na formação dessas 

estruturas (Hu e cols, 2001; Alappat e cols, 2003; Finnerty e cols, 2009). 

Camundongos nocauteados para ambos os genes, Msx1/Msx2, exibem defeitos 

na ossificação das suturas calvárias, dentes, orelhas, membros, pelos e glândulas 

mamárias, consistentes com o fato de estes genes possuírem o mesmo padrão de 

expressão, esta redundância parece estar restrita às fases iniciais do desenvolvimento, 

já que mutantes para cada um dos genes apresentam fenótipos específicos. Enquanto 

camundongos mutantes para o MSX2 apresentam a ossificação das suturas calvárias 
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atrasadas ou incompletas, enquanto os defeitos nos dentes parecem estar 

relacionados ao esmalte. Camundongos mutantes para o MSX1 são incapazes de levar 

a termo o desenvolvimento dos dentes, além de apresentarem defeitos de 

fechamento do palato (Alappat e cols, 2003; Fleischmannova e cols, 2008; Finnerty e 

cols, 2009). 

Humanos com mutações no gene MSX1 apresentam o palato secundário e/ou 

lábio fendido e diversas agenesias de dentes permanentes, enquanto que mutações do 

MSX2 causam craniosinostoses, do tipo Boston, que resultam do fechamento precoce 

das suturas cranianas, além de outras más formações orofaciais.  Esses dados 

confirmam o importante papel que os genes MSX possuem na determinação das 

estruturas craniofaciais (Alappat e cols, 2003; Ogawa e cols, 2005; Fleischmannova e 

cols, 2008; Finnerty e cols, 2009). 

Os genes PAX e MSX, interagem e são expressos simultaneamente em diversos 

tecidos durante o desenvolvimento. Existem diversos relatos de coexpressão dos 

genes PAX/MSX, nos mais diversos tipos de tecidos embrionários: PAX6/MSX1/MSX2 

são expressos conjuntamente em eventos iniciais da morfogênese craniofacial e do 

tubo neural/somitos, além dos olhos (Foerst-Potts & Sadler, 1997); PAX3/MSX2 são 

expressos na região dorsal da espinha dorsal em desenvolvimento e próximos as 

margens do tubo neural (Bang e cols, 1999). Adicionalmente existem evidências que o 

domínio Paired do PAX3 e o homeodomínio do MSX1 são essenciais para a interação 

das duas proteínas codificadas. PAX9/MSX1, por sua vez, são expressos conjuntamente 

e são responsáveis pela formação e possível diferenciação dos tipos dentários em 

mamíferos. Existem evidências de uma relação funcional entre PAX9 e MSX1, com 
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interações em 2 níveis, o fator de transcrição PAX9 se liga diretamente ao promotor do 

gene MSX1 e as proteínas PAX9/MSX1 formam um complexo heterodímero. Mutações 

no domínio Paired do PAX9, e no homedomínio do MSX1 afetam diretamente estas 

interações e são associadas a diversos tipos de agenesia dentárias (Ogawa e cols, 2005, 

2006). 
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CAPÍTULO 2 - OBJETIVOS 

2.1 – OBJETIVO GERAL 

Buscar uma visão integrada das questões evolutivas sobre os genes do 

desenvolvimento considerando diferenças intraespecíficas e divergências 

interespecíficas, para tentar compreender o surgimento de padrões (moleculares e 

fenotípicos) durante a evolução dos vertebrados. 

2.2 – OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

2.2.1 – Analisar a variação intraespecífica do gene PAX9, e de outros genes 

relacionados ao desenvolvimento, bem como suas participações na 

determinação de fenótipos craniofaciais, contribuindo para elucidar alguns 

aspectos da evolução molecular desses genes em diferentes populações 

humanas. 

2.2.1.a - Identificar variantes nos genes PAX9 e MSX1, bem como seu 

padrão de herança, que estariam relacionadas com diferentes formas de 

agenesia dentária não-sindrômicas humanas, mais especificamente com a 

agenesia dos terceiros molares, através de um estudo caso-controle. 

Resultados que atingem este objetivo são descritos no item Resultados-

Capítulo 3; 

2.2.1.b - Testar a hipótese de que na espécie humana poderia ser 

detectada a ação da seleção positiva no gene PAX9, bem como em 

outros genes relacionados ao desenvolvimento craniofacial, devido 
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particularmente à dispersão geográfica do Homo sapiens. Resultados 

que atingem este objetivo são descritos no item Resultados-Capítulo 4; 

2.2.2 - Estudar a evolução da família PAX, por meio da genômica comparada, 

em diferentes grupos filogenéticos de cordados. Tentar relacionar as mudanças 

moleculares às novidades adaptativas que surgem quando emergem os 

vertebrados, bem como em linhagens particulares destes. Contribuir para o 

delineamento do cenário evolutivo em nível molecular dos genes parálogos 

desta família de genes mestres do desenvolvimento. Resultados que atingem 

este objetivo são descritos no item Resultados-Capítulo 5. 

Vale ressaltar que, adicionalmente, seis apêndices são ainda 

apresentados. Os mesmos reportam seis artigos científicos (2 publicados, 4 

aceitos para publicação) desenvolvidos durante este doutorado que de uma 

forma ou de outra envolveram conhecimentos relacionados aos objetivos desta 

tese como pode ser visto ao longo de citações no item Introdução-Capítulo 1. 

Adicionalmente, foram ainda desenvolvidas atividades que resultaram em mais 

dois artigos científicos já publicados, cujo tema envolve populações ameríndias, 

e que foram citados no item Conclusões-Capítulo 6 para ilustrar o particular 

padrão de diversidade intra e interpopulacional deste grupo nativo continental 

e o quanto isso está relacionado aos resultados encontrados com os genes da 

família PAX.  
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CAPÍTULO 3 – RESULTADOS: “PAX9 AND MSX1 TRANSCRIPTION 

FACTOR GENES IN NON-SYNDROMIC DENTAL AGENESIS” 
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CAPÍTULO 4 – RESULTADOS - “GENETIC VARIATION AMONG 

MAJOR HUMAN GEOGRAPHIC GROUPS SUPPORTS A PECULIAR 

EVOLUTIONARY TREND IN PAX9” 
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Introduction

The central goal of genetics is to understand how heritable

information encoded in the genome determines the phenotype of

an organism [1]. Some results support the idea that morphological

evolution can occur basically by a small proportion of major effect

mutations in structural, developmental or regulatory key genes

(major gene effect hypothesis [2,3]. Considering this possibility, we

studied the entire coding region as well as exon-intron boundaries

of the Paired box homeotic gene 9 (PAX9; a transcription gene with a

major role in early development, including dentition) to investigate

the importance of small changes in major protein-coding genes

that could be involved with the normal intra and interspecies

dental variation [4].

The PAX9 coding sequence is divided into four exons. The first

exon acts uniquely as the start codon, whereas exon 2 codes for a

highly conserved region of the PAX9 protein, the paired domain,

which is responsible for sequence-specific contacts with DNA [5, 6],

http://www.ensembl.org/index.html. The vital importance of exon

2 is illustrated by an impressive absence of nucleotide sequence

variation at this region among 44 species of mammals (V.R. Paixão-

Côrtes et al., unpublished data), as well as within and between

human populations, and the identification of mutations in the

paired domain as etiologic for several cases of both nonsyndromic

hypodontia and oligodontia in our species (http://www.ncbi.nlm.

nih.gov/omim - OMIM#167416; OMIM#142893). Similarly,

although the fourth exon of PAX9 lacks functional information, it is

located in a region which is also relatively conserved across 44

mammalian species (V.R. Paixão-Côrtes et al., unpublished data),

and is involved in molar oligodontia in humans, indicating a

prominent role of this exon for PAX9 function [7]. However, the

expectation that a similar degree of evolutionary constraint might

also be observed at exon 3 of PAX9 was not confirmed by us [4]. We

have obtained evidence not only for a high level of human

intraspecific variation, but also that a common polymorphism

(Ala240Pro; rs4904210) is probably functional and could be

associated with third molar agenesis, since 240Pro homozygotes

might present a PAX9 protein with a slightly reduced DNA-binding

capacity [4]. Additionally, our recent [8] as well as other family

studies [9,10], showed that the derived 240Pro allele has a recessive

pattern of inheritance with variable expressivity, since all homozy-

gotes for it had congenital missing third molar(s); the number of

missing teeth, however, was different for each affected individual, in

agreement with Pereira et al’s hypothesis [4].

Here, we presented an analysis based on new PAX9 exon 3

sequence information and its exon-intron border regions from

Native American, African, and Eskimo populations, which were

integrated with published information encompassing all major

human geographic groups. We also used data from HapMap

Phase II [11] to identify signals of possible different genetic
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backgrounds involved in the dental development in Africans and

non-Africans. Finally, we explored the evolutionary scenario

related to the origin and prevalence of the PAX9 polymorphisms,

suggesting that exon 3 is an important agent in the ability to evolve

(evolvability) of this extremely conserved gene.

Results

Mutations and polymorphic sites
A total of 590 base pairs, corresponding to PAX9 exon 3 and its

59and 39 flanking intronic regions were sequenced in 344 human

chromosomes, and the data were analyzed together with other

previously published sequences [4]. There are four polymorphic

sites in the 59flanking and two in the 39 flanking intronic regions in

the Apalaı́, Galibi, Mekranoti, European and African populations

(Table 1). Only one of these, the variant allele A at position

36.205.241 was present in homozygous state in one Galibi

individual. As for the sequence changes observed in exon 3,

almost all were seen in heterozygosis, two exceptions being

variants located at codons 239 and 240 (CRT, His239His; and G

R C, Ala240Pro; see below).

We found several singletons in exon 3, representing new South

American tribe-specific variants. They were the G R A

(Ser226Asn) transition (Apalaı́), which is located in the same

position as a previously described polymorphism found in the Bari

from Venezuela (G RT, Ser226Ile); the G RA (Ala236Thr)

transition (Tenharim); the T R A (Asn242Asp) transversion (Arara);

and the A R T (Glu250Val) transversion (Apalaı́; Table 1).

Another C R A (Glu251Lys) mutation, previously seen exclusively

in the Guarani [4] was not observed in the present investigation.

On the other hand, the derived T allele of the His239His single

nucleotide polymorphism (SNP) previously observed only in the

Kaingang of southern Brazil [4] was now also found among the

Eskimo. Since this variant was also observed with relatively high

frequencies in European (27%) and African (3%) populations, its

presence among the Kaingang and Eskimo could be due to

admixture with non-Amerindians.

The substitution of a G for A at chromosome 14 position

36.205.504, which results in an amino acid change at residue 240,

was detected in the Mundurucu, Tenharim and Xikrin. Curiously,

in this same position, variant C of the Ala240Pro SNP can be

found. Our results indicate that the C/Pro allele is widely

distributed in South Amerindians living in distant scattered

geographic regions and speaking different linguistic stocks, as well

as in Eskimos, suggesting that it came from Asia to the New World

with the first migrants. Ala240Thr, on the other hand, seems to be

an American autochthonous mutation, but with relatively ancient

origin, since it is present in individuals who speak languages

classified in the two major South Amerindian linguistic families

(Tupian and Jêan; split at least ,5 thousand years before present

[12]. Finally, allele T at the His239His SNP is only present in

populations where the Ala240Pro allele C is also found (Table 1),

but they occur in different individuals, indicating that the derived

alleles, 239-T and 240-C, are not in linkage disequilibrium.

To better explore the results obtained with the Ala240Pro SNP,

detailed information on its genotype and allele frequencies is given

in Table 2. Although some sample sizes are small, C/Pro

frequencies vary considerably over the 15 South American tribes

analyzed: values range from zero (in seven populations) to 40%

(Jamamadi). The highest and lowest C/Pro frequencies can be

found in Asia (45%) and Africa (20%), respectively, while in

Eskimos and Europeans (30%) the values are intermediate [4, 13,

present study].

Genetic variability
Nucleotide diversity (p) values for PAX9 exon 3 and its intronic

flanking regions are summarized in Table S1. Considering exon 3

only, values for p (x 104) for the Amerindian sample as a whole

(16.4) are lower than those obtained for the Eskimos (37.2),

Europeans (56.1), and Africans (28.1). Curiously the African value

is lower than that observed for Europeans, contrasting with studies

using neutral markers [14]. Table S1 also shows that the p values

for exon 3 are generally several orders of magnitude higher than

those calculated for the non-coding regions in all populations,

indicating a reduced evolutionary constraint.

Demographic simulations and neutral/natural selection
tests using PAX9 human data

To better investigate the possibility of departures from a standard

neutral model with the PAX9 human data, we used Tajima’s D, and

Fu and Li’s D* and F* statistics, and afterwards considered them

under the assumption of several demographic scenarios, since

population history and demography can result in both negative or

positive values for these statistics. The strong negative values found for

South Amerindians (Table 3) are probably determined by

demographic processes, since their significance is lost when scenarios

of bottlenecks with later expansion are simulated (Table S2). Note,

however, that for the remaining groups several values are positive and

statistically significant under the different population growth scenarios,

considering the exon 3 datasets only (Tables 3 and S2). Positive

values for these statistics generally indicate an excess of intermediate

frequency alleles which is incompatible with a simple neutral model.

Third molar agenesis and the Ala240Pro polymorphism
The number of CC/ProPro homozygotes (2%) observed in our Sub-

Saharan samples is compatible with the frequency of agenesis in

people that live in this African region (,2%, excluding Khoi-San and

Pygmy[15–17]). On the other hand, the frequency of CC/ProPro

homozygotes alone (7%, 7%, 25%) cannot explain the level of third

molar agenesis among Eskimos (,18% [18]), Europeans (,20%;

[17,19,20]) and Asians (47% [21]). In fact, our familial study [8]

indicated that GG/ArgArg homozygotes also display third molar

agenesis. Anthropological studies conducted with Native Americans,

on the other hand, reveal that it is difficult to establish a general third

molar agenesis pattern for Native Americans as a whole, due to the

large amount of variation found (from zero to , 40% [18,22–25]. It

seems that the Ala240Pro polymorphism has little influence in the level

of third molar agenesis detected in Amerindian populations.

The search for distinct gene dental complexes using the
HapMap panel

As indicated above, other genetic variants besides those of PAX9

should influence the dental, jaw and maxillary development in different

human populations. We have therefore searched for possible distinct

continental gene dental complexes using information from Africans,

Europeans and Asians. Unfortunately, the available data for Native

Americans are not sufficient to include them in the analysis. Data from

102 dental development genes and their adjacent regions were

considered (release 21 - http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/ [11]).

Table S3 lists these genes and Table S4 the traits that are associated

to them. The frequencies of 6,001 SNPs distributed along a 10 Mbp of

the indicated region was then obtained and FST values for African/

European, African/East Asian, and European/East Asian compari-

sons were calculated. Higher FST values (1.3%$0.6) were observed

when Africans were compared with Europeans or Asians. The former

number is significantly higher than that estimated by Wu and Zhang

[26] using a random gene panel. This excess of high FST values can be

PAX9 Variability in Human Populations
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a signal for natural selection, since population-specific positive selection

tends to increase FST [27].

Additionally, a high proportion (65–70%) of extreme integrated

haplotype score (iHS) negative values (,23.0), for the top score

PAX9 SNPs was observed for Asians and Europeans (Table S5),

while in Africans, SNPs with extreme iHS negative values

represented only 30% of the cases. An excess of extreme iHS

negative values can indicate that the derived alleles (or haplotypes)

have swept up in frequency, an indication of positive selection

[28]. On the other hand, the extreme iHS positive values for

Africans occur in 70% of the cases. This indicates that the

ancestral alleles have been fixed preferentially in Africa [28].

These results reinforce the idea that PAX9 is not the unique

gene involved in the dental development and that only an

approach based on gene network can lead to a more comprehen-

sive view of the complex biology involved.

Table 3. Statistical tests to detect departures from a standard neutral model a.

Population
Tajima’s D
(Non -Coding)

Tajima’s D
(Exon 3) Fu and Li’s test (Non -Coding) Fu and Li’s test (Exon 3)

D* F* D* F*

South Amerindians 22,13561* 21,84693 * 23,84723* 22,13561* 23,03182** 23,08405**z

Eskimo 0 0,46730 0 ND 0,69567 0,73072

Japanese 0 20,01865 0 ND 0,60275 0,49703

Europeans 21,14700 1,09500 21,68214 21,76554 0,80615 1,02510

Africans 21,19605 20,01004 21,97525 22,02829 0,69032 0,55518

aSequence data from the present study and [4]. Statistical significance:
*P,0.05;
**P,0.02, ND: Not determined.
doi:10.1371/journal.pone.0015656.t003

Table 2. Genotype and allele distributions of the Ala240Pro polymorphism in 15 South Amerindian and other human
populationsa.

Population Number of individuals Genotype frequency Allele frequency References

Ala/Ala G/G(%) Ala/Pro G/C (%) Pro/Pro C/C (%) G (Ala) C (Pro)

South Amerindian

Aché 20 20 (100) 0 0 1 0 [4]

Apalaı́ 9 7 (78) 2 (22) 0 0.89 0.11 Present study

Arara 21 18 (86) 3 (14) 0 0.86 0.14 Present study

Bari 4 4 (100) 0 0 1 0 [4]

Cayapó 1 1 (100) 0 0 1 0 Present study

Galibi 7 6 (86) 1 (14) 0 0.86 0.14 Present study

Guarani 5 5 (100) 0 0 1 0 [4]

Jamamadi 5 2 (40) 2(40) 1(20) 0.6 0.40 Present study

Kaigang 20 15 (75) 5 (25) 0 0.88 0.12 [4]

Mekranoti 5 5(100) 0 0 1 0 Present study

Munducuru 8 7 (88) 1(12) 0 0.94 0.06 Present study

Tenharim 8 6 (75) 2 (25) 0 0.88 0.12 Present study

Warao 4 4 (100) 0 0 1 0 [4]

Xikrin 17 15 (88) 2 (12) 0 0.94 0.06 Present study

Yucpa 4 4 (100) 0 0 1 0 [4]

Total 138 119 (86) 18 (13) 1 (,1) 0.91 0.08

Eskimo 44 21(48) 20(45) 3 (7) 0.70 0.30 Present study

Asiansb 116 40 (35) 47 (40) 29 (25) 0.55 0.45 [4,15]

Europeansc 365* 169 (46) 172 (47) 24 (7) 0.70 0.30 [4]

Africans 47 29 (62) 17 (36) 1 (2) 0.80 0.20 Present study

aData obtained from RFLP or sequencing;
bChinese and Japanese;
cSpaniards and Polish.
doi:10.1371/journal.pone.0015656.t002
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Discussion

Even considering that many polymorphisms are eliminated or

fixed as a consequence of genetic drift, it is expected that part of the

human molecular diversity is a result of variable selective pressures

in different geographical regions, each with its own different

climate, pathogens and sources of food [29–32]. Additionally,

natural selection may act differently in distinct genome segments.

While portions of a given gene, for example, are largely invariable

due to a strong purifying selection, other regions may vary due to

positive selection, relaxation of purifying selection, and/or balanc-

ing selection [33,34]. The present work illustrates this concept,

demonstrating that the human PAX9 might be a good example of

these interpopulation and intragene evolutionary dynamics.

By analyzing genetic variation in several Native American tribes,

one Eskimo population and other major human groups, we provide

evidence for higher nucleotide diversity in exon 3 than in the non-

coding sequences of the human PAX9. Given the features previously

associated with other segments of PAX9 (i.e. a high degree of

conservation due to strong purifying selection in exons as well as in

intronic regions across species [4], a pertinent question is why the

third exon of this gene possesses such dissimilar pattern of nucleotide

diversity when compared to other coding and non-coding regions.

In about 60,000 years, modern humans left Africa and colonized

all other continents, with the exception of Antarctica [35,36]. Since

then, human populations have lived in an extraordinary variety of

habitats. Additionally, for many human populations, the diet and

life style changed drastically due to cultural practices. In this

context, a lower number of teeth could be advantageous in

populations with progressive reduction of the dental arches and a

diet based on processed food, since it would prevent impacted and

defective third molars, as well as related-oral problems, an

important cause of morbidity in non-industrial societies [4,37].

Since PAX9 has a crucial role in skeleton, thymus and parathyroid

glands organogenesis [38–40] it is valid to speculate that the high

level of diversity in only one specific region of the gene might offer

options for selection in a context as those resulting from dispersal to

new habitats or rapid cultural changes. Biologists have increasingly

been asking whether evolvability, the ability of a biological system to

evolve, itself evolves, and whether this phenomenon is a result of

natural selection or a by- product of other evolutionary processes

[41]. PAX9 exon 3 could be a good molecular example as how

evolvability develops, since it may have been an alternative to

promote functional adaptations in human dentition. Our results,

based on demographic simulations and neutral selection tests,

showed that the variation found in PAX9 exon 3 is incompatible

with a simple neutral model, being consistent with the fact that at

least one variant at this exon (Ala240Pro) might be functional.

Finally, our databank analysis detected a complex involving

PAX9 and 101 other genes related to dentition that can be under

different patterns of evolution in Africa and in other continents,

defining at least some dental morphological differences between

Sub-Saharan Africans and non-Africans, probably associated with

adaptations after the modern human exodus from Africa.

Methods

Populations examined
PAX9 exon 3 and its flanking intronic sequences were obtained

from 172 individuals from nine South Amerindian (N = 81) one

Siberian Eskimo (N = 44) and a composite Sub-Saharan African

sample (N = 47). Nucleotide sequences of the same DNA region

from 15 Europeans, 14 Japanese and 57 South Amerindians were

re-analyzed based on our previous investigations [4]. Additional

data for the Ala240Pro (rs4904210) polymorphism were obtained

through HAPMAP (http://www.hapmap.org/cgi-perl/[11]) and

dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) databases.

Relevant information about the new populations studied is

provided in Supplemental Material Table S6.

Ethical approval for the present study was provided by the

Brazilian National Ethics Commission (CONEP Resolution

no. 123/98) for the Amerindian and Siberian samples, as well as

by ethics committee of Hôpital Robert Debré, Paris France for the

African ones. Informed oral consent was obtained from all

participants, since they were illiterate, and they were obtained

according to the Helsinki Declaration. The ethics committees

approved the oral consent procedure.

DNA extraction, PCR amplification and sequencing
Genomic DNA was extracted from plasma and glycerolized red

blood cells stored in our laboratory as a result of previous studies,

listed in Table S6, using the QIAamp DNA MiniKit (Qiagen)

and following the manufacturer’s instructions. Non-Brazilian

samples were collected and processed as indicated in the references

given in Table S6.

PAX9 exon 3 (137 bp) and its 59and 39 flanking intronic

segments (232 bp and 219 bp, respectively) were amplified using

primers and conditions described elsewhere [4]. The PCR

products were purified following the Exonuclease I and Alkaline

Phosphatase (Amersham Biosciences - GE Healthcare) protocols.

Both DNA strands were sequenced using MegaBace500 and

MegaBace1000 (Amersham Biosciences - GE Healthcare) se-

quencing machines. Whenever a putative mutation was identified,

the sample was re-amplified and re-sequenced for confirmation.

Data analysis
Sequences were aligned and their quality as well as the

assessment of the accuracy of the resulting data, were obtained

using the Phred, Phrap and Consed programs (http://www.

genome.washington.edu). Additionally, all chromatograms were

visualized and checked manually.

For all groups with exon 3 PAX9 sequences available one

population parameter was estimated using Arlequin 3.11 (http://

cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/): nucleotide diversity (p) [2]

To detect departures from a standard neutral model, we used

Tajima’s D [42] and Fu and Li’s D* and F* [43] tests

(implemented using Mega 4.0 [44] and DnaSP 4.10.9 [45].

Significantly positive and negative values for these statistics lead to

the rejection of the null hypothesis of mutation-drift equilibrium.

However, since it is well-known that these parameters are also

affected by the demographic histories of the population considered

[29], we incorporated in the analysis coalescence simulations using

Rogers’ algorithm [46] as implemented by [47] in the DFSC 1.1

software (www.xmission.com/̃wooding/DFSC/). Distinct scenar-

ios on times of expansion and initial population sizes compatible

with the available data were simulated as follows: 1) For all

samples, initial populations of 1,000 or 10,000 individuals [48,49]

starting 60,000 years ago [35,36,49]; 2) For all non-African

populations, initial population of 10,000, date 40,000 years ago; 3)

For Japanese only, 3,000 starting individuals, date 37,000 years

ago [50]; 4) For the Native American and Eskimo dataset, initial

populations of 80 or 500 individuals [51,52], starting 18,000 years

ago [51,53]. For all scenarios described above we considered

assumptions of population growth ranging from 1-fold (stationary)

to 100-fold. The substitution rate (m) used to obtain the h values

under the different scenarios was 161029 [47].

Based on the approach used by Wu and Zhang [26], we also

searched a set of genes related with dental development using the
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Gene Ontology database (browser AmiGO - http://amigo.

geneontology.org/cgi-bin/amigo/browse.cgi [54]). This proce-

dure allowed the selection of 102 genes (including PAX9) located

in the autosomes (Table S3). The function of these genes was

verified using GeneDeks V3 software (http://www.genecards.org/

[55]- Table S4). The major trait phenotype associated to these

genes was growth/size (63,11%) followed by craniofacial charac-

teristics (57,28%). A region covering 10 Mbp, upstream of the 59

end and downstream of the 39 terminus for each of the 102 genes

was used to select SNPs, and a total of 6,001 SNPs were selected.

Their allele frequencies were retrieved from HapMap Phase II

(release 21 - http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/ [11]) from three

populations: African (YRI panel including 60 Yoruban individuals

from Ibadan), European (CEU panel including 60 Utah residents

with northern and western Europe ancestry) and 89 East Asian

(ASN panels including Han Chinese- HCB and Japanese from

Tokyo-JPT). Unfortunately, the rs4904210 Ala240Pro polymor-

phism is not included in these panels. FST values between African

(YRI)/European (CEU), African (YRI)/East Asian (EA) and

European (CEU)/East Asian (EA), as well as iHS (integrated

haplotype score statistic, used for scanning single nucleotide

polymorphism data for signals of selection [28] were recovered

from the Haplotter http://haplotter.uchicago.edu/selection/ and

SNP@Evolution (http://bighapmap.big.ac.cn/;[56]) databases.

Supporting Information

Table S1 Additional information’s about mutations and nucle-

otide sequence diversity estimates of PAX9 exon 3 and non-exon 3

bordering regions in several human populations.

(DOC)

Table S2 P values of Tajima’s D, and Fu and Lis D and F
statistics calculated under several demographic scenar-
ios
(XLS)

Table S3 List of dental development genes.
(XLS)

Table S4 Traits associated to 102 genes
(XLS)

Table S5 Integrated haplotype score (iHS) values for the top

score SNPs of PAX9

(DOC)

Table S6 Sample sizes, geographic location, and linguistic

information on fifteen South Amerindian, one Eskimo and one

composite African populations investigated in this study

(DOC)
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ABSTRACT 

Background 

Paired box (PAX) genes are transcription factors which play important roles in 

embryonic development. The PAX gene family occurs in animals only, but within them 

shows a wide distribution. Among vertebrates, its nine genes seem to be the product 

of a whole duplication of an original set of four, followed by an additional partial 

duplication. Despite some previous studies, no comprehensive survey of these genes in 

the entire taxonomic unit has been attempted. 

Results 

We studied the sequences of 51 jawed vertebrates, one lamprey and one tunicate. 

A detailed comparison was made among them which showed restricted variation. 

Notable was the absence of PAX4 and PAX8 among reptiles and birds, but the nine 

genes are present in all 39 mammals genomes investigated. A search for selection 

implicated the all genes are being subjected to purifying selection, with a possible 

constraint relaxation in PAX4, PAX7 and PAX8. 

Conclusions  

The results are in accordance with what is expected from a transcription factor. 

The family duplications made possible, trough the maintenance of ancestral functions, 

the two gene deletions after the split of the mammal from the reptiles/bird lineages, 

which possibly occurred 312 to 330 million years ago. 

 

Keywords: PAX, molecular evolution, selection, vertebrates, birds 
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BACKGROUND 

 

Paired box (PAX) genes are transcription factors which play key roles in many 

aspects of embryonic development and organogenesis, working as genetic switches for 

cell lineage decisions [1–3].The PAX family is specific to the animal lineage, but the 

evolutionary history of their genes continues uncertain. An unique PAX gene (TriPaxB) 

has been isolated from Trichoplax adhaerens (Placozoa), the morphologically simplest 

of all non-parasitic multicellular metazoan animals. The TriPaxB protein contains the 

characteristic DNA-binding domain of the PAX family, the paired domain (PD) with 128 

amino acids, an octapeptide motif (OC) and a paired-type homeobox DNA-binding 

domain (HD)[1], [4].  

Four PAX genes are found in the lancelet or amphioxus and tunicates, basal 

chordates [5–7], these genes apparently corresponding to progenitor types of the four 

subfamilies, as inferred by sequence similarity and structural domains. Afterwards a 

duplication event took place (leading to eight genes) followed by another partial 

duplication, giving a total of nine genes. Nine paralogous genes are found in humans, 

mice and fishes (PAX1 & PAX9;PAX2, PAX5& PAX8; PAX3 & PAX7; PAX4 &PAX6 - [5], 

[8]). PAX genes in vertebrates, as well as in other chordates, are expressed during 

development with significant stage/tissue-specific variations (see Supplementary Table 

1). Remarkably, in both adult tissues (in vertebrates) and the corresponding 

differential stage (in lancelet), each daughter gene in the vertebrate keep partial roles 

of their parental gene in the ancestor PAX.  
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Various novel functions, however, were developed through the emergence of new 

regulatory networks by duplication, divergence and subsequent gain of function, 

during the evolutionary history of vertebrates [5], [9–11]. A variety of organisms have 

been analyzed for PAX occurrence ([6–8], [12], [13], but a wide-ranging survey of the 

vertebrate PAX genes has not yet been done.  

The aim of the present study was to address questions regarding the occurrence 

and evolution of the PAX family in vertebrates. We used genomic sequences to 

evaluate: (1) the presence/absence; and (2) the evolutionary rates and properties of 

the PAX genes in 53 publicly available chordate genomes. In this way we are 

contributing to unravel mechanisms of change in complex gene families. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

 

Search and Identification of vertebrate PAX genes 

We characterized vertebrate PAX genes by searching for available sequences in the 

Ensembl animal genome databases, including 51 jawed vertebrates, 1 lamprey and 1 

tunicate; see details in Figure 1 and Table 1. In the sea squirt (Ciona Intestinalis), the 

most basal animal in our study, we recovered 4 PAX genes, which can be considered 

equivalent to the 4 subfamily ancestor vertebrate PAX types [5–7].  
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Pretromyson marinus (lamprey), on the other hand, is a jawless vertebrate, 

belonging to the Agnatha, the sister group of gnathostome vertebrates. Its 

phylogenetic position makes the species a model to study vertebrate ancestral 

characteristics. We only recovered 2 PAX in the lamprey genome (reported as Pax1/9 

and Pax1/9b) in the first search. In a second search, however, using BLAT/BLAST, we 

found 2 segments of DNA of 158 and 144 bp, with 88 % identity with the PAX3/PAX7 

genes. Interestingly, in vitro studies identified in this species 2 members of the 

subfamily PAX1/9 [14], PAX7 and PAX2 [15], PAX6 [16], and PAX3/PAX7 genes [17]. 

This in vitro information, as well as our genome data suggested that the lamprey has 

the four ancestor PAX subtype genes, plus a second copy of the PAX1/9 group.  

The difference between the number of PAX genes between the sea squirt (4 PAX) 

and lamprey (5 PAX) basal chordates and jawed vertebrates (9 PAX) can be associated 

to the emergence of adaptive novelties, at the tunicate/vertebrate and 

agnathan/gnathostome transition. 

For the jawed vertebrates, we found all nine PAX genes in 5 of 6 ray-finned bony 

fishes (Actinopterygii; Table 2). Additionally, some PAX genes were found duplicated in 

all 5 species (Figure 2), probably as a consequence to the whole genome duplication in 

the early evolution of teleost fishes, which occurred  approximately 320-350 million 

years ago [18–20]. The only exception, the Medaka fish, Oryzias latipes, has only eight 

PAX genes. We could not identify a PAX9 orthologous in both BIOMART and 

BLAT/BLAST searches. However, this result should be considered with caution, since 

despite the fact that the Medaka genome has an excellent coverage (9x; Table 1), this 
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PAX9 loss was not observed in any other fish species analyzed. The coelacanth, 

Latimeria chalumnae, the lobe-finned fish, presents all nine PAX genes, confirming the 

idea that the lineage that gave rise to the tetrapods has all members of the PAX family. 

The frog, Xenopus tropicalis, has also nine PAX genes. 

The analysis of the sauropsid genomes (reptiles and birds[21]) showed a surprising 

finding: this taxon seems to have only 7 PAX members (Table 3). The 2 missing genes 

(PAX4 and 8) were detected in multiple species, and 3 of the 4 genomes considered 

here present high coverage (higher than 6x). This fact implies that PAX4 and PAX8, 

which were a part of the ancestral vertebrate genome, were lost after the split of 

mammals (Synapsida) and reptiles/bird (Sauropsida) which occurred between 312 to 

330 million years ago[22].  

In a genome-wide comparison of gene family sizes between the chicken and five 

mammalian genomes, several chicken gene families had significantly fewer numbers of 

genes than their mammalian equivalents [23]. The primary searches failed to find, 

identify or predict, orthologous to Chicken PAX1 in the chicken genome (WASHUC2), 

contrary to the abundant literature, which described patterns of expression of this 

gene in chicken embryos [24–28]. But in a second exploration in the Pre!Ensembl 

(release 66 - April 2012), Galgal4 assembly, with the BLAT tool, it was possible to 

determine an unannotated ~2.8kb long PAX1 ortholog sequence (Table 3), including 4 

probable exons, from which a 352 amino acid-long protein sequence could be 

predicted (97% identical to the turkey PAX1).The nucleotide and translated amino acid 
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sequences are in Supplementary Material 1. This result reinforces the general bird 

pattern, where only PAX 4 and PAX8 are missing.  

Other results illustrate this particular evolutionary molecular pattern found in 

birds. A classic example is that birds have lost several MHC and immunoglobulin genes 

in contrast to most other vertebrates [29]. Thus, bird evolution involved substantial 

loss of ancestral duplicates. The loss of PAX genes observed here is an additional 

evidence that support the hypothesis that the reduction of the genome size in birds 

when compared to other tetrapods is an important adaptation and that it can be 

correlated with the evolution of flight [23].  

Overall, the searches showed that all nine PAX genes seem to be present in the 39 

mammal genomes. Some exceptions to this general pattern were found, but seem to 

be a consequence of the low coverage of the genome in question (i.e. sloth 2x 

coverage), rather than a real gene loss. 

Comparative analysis of the vertebrate PAX proteins 

Pairwise amino acid distances for each PAX subfamily member with its probable 

ancestor (proto-PAX type from Ciona Intestinalis) were calculated (Table 4 and Figure 

3). The distances of each gene with its probable ancestral were also compared 

between subfamilies. For instance, the distance values of the human PAX1 and PAX9 

genes to proto-PAX 1/9 type from Ciona Intestinalis are 0.447 and 0.455, respectively, 

which are not statistically significant. Considering all comparisons (52 Chordate species 

and the nine PAX genes) some specific and general patterns emerged: no significant 



 
 
 
 

90 

average values were observed when the PAX1 and PAX9, as well as within PAX3 and 

PAX7, were compared (p= 0.069 and p= 0.704 respectively). On the other hand, when 

PAX2, PAX5 and PAX8 were compared with the proto-PAX 2/5/8 type from Ciona 

Intestinalis, some instigating patterns emerged. The distance of PAX8 with its ancestral 

was significantly diferent (p=0.001), when compared to the other subfamily members, 

while for PAX2 and PAX5 the differences are not significant (p=0.091). This situation 

raises the hypothesis that PAX8 could be the latest gene to appear by duplication in 

this group. Similarly, PAX4 is more dissimilar to the ancestral (PAX4/6) than PAX6 

(p=0.001). An alternative suggestion would be that since PAX4 and PAX8 would have 

higher rates of non-synonymous substitution, these genes may have evolved more 

rapidly than the other members of these transcription factor family. We consider this 

idea below. 

Selection on PAX genes 

Our molecular evolution analyses (Table 5) showed that purifying selection has 

acted in the majority of vertebrate PAX evolutionary history (ωs always less than one), 

consistent with the idea that development genes are conserved in the methazoa [30]. 

The clade model D test [31] used to infer differences in the dN/dS (omega = ω) ratio 

between the four PAX subfamilies performed significantly better (P<0.001 for all 

comparisons; Table 5) than the neutral model M1a. This result suggests that the PAX 

genes present distinct molecular evolutionary patterns. Although neither ω estimate 

values is greater than 1, a possible relaxation of the selective constraint can be 

assumed when the subfamilies are compared: In 38 % of the sites the PAX4 ω value is 
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sixteen times greater than the PAX6 ω number. Additionally, in 37% and 31% of them, 

the PAX8 ω and PAX7 ω are about two and four times greater than the PAX2/PAX5 and 

PAX3 ωs, respectively. The possible inference is that these genes (PAX4, PAX8 and 

PAX7) have evolved more rapidly than the other members of this transcription factor 

family.  

 

Conclusion 

The PAX master gene family, as assessed by the ω values, shows little variation at 

the sequence level when 53 species of chordates are compared. However, our data 

indicates potential group-specific changes in functional constraint. These changes 

could be the result of the duplication and/or subsequent relaxation of selection 

events. The main finding seems to be that in some vertebrate lineages (reptiles and 

birds) a loss of two PAX genes (PAX4 and PAX8) took place. Since generally PAX genes 

preserved most of their ancestral functions, the preserved genes could substitute 

those lost by deletion. 
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METHODS 

 

Genomic Search 

Nucleotide and amino acid sequences, for all PAX genes on available vertebrate 

data were obtained using Biomart (Ensembl v66- http://www.ensembl.org/biomart/ 

martview/ [32], [33]) with the Protein Domains/ Limit filter to genes of this family or 

domain [InterPro (ID): IPR001523 for filtering sequences having the paired box 

domain]. One second approach was the one-to-one ortholog gene maps, also obtained 

from Biomart. The third was BLAST/BLAT searches in the Ensembl 

(http://www.ensembl.org/Multi/ blastview) and UCSC databases 

(http://genome.ucsc.edu/), to find possible unannotated orthologues. Additional 

search was made in the Pre!Ensembl database (http://pre.ensembl.org/index.html)  

for the new release of the chicken genome (Galgal4). For genes encoding multiple 

transcripts, the transcript with the longest genomic transcribed length was used. 

Possible gene losses were accepted only when: (1) were observed in multiple species; 

and (2) high coverage genome assemblies were available. 

Variation in the PAX family 

Mega version 5.0 [34] was used to: align the amino acid sequences, for higher 

accuracy using the MUSCLE program [35]; The same software was employed to 

evaluate the variation in the PAX groups using the Pairwise Distance which compared 

the members of each subfamily with its sea squirt probable ancestor. The SPSS16 
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software was used to calculate the significance of the differences between the PAX1/9, 

PAX2/5/8, PAX3/7 and PAX4/6 paralogous sequences using t-test pairs. 

 

Tests for selection 

Patterns of selection and rates of evolutionary changes in the PAX family were 

evaluated by performing standard tests[36–38]. We used the phylogeny-based 

maximum likelihood analysis of ω (dN/dS ) as implemented in the CODEML program of 

the PAML 4.4 package to statistically test for positive selection and/or relaxation of 

functional constraints. The heterogeneity of evolutionary rates among paralogous 

groups was tested by using the clade models [31] of the CODEML in PAML4.4. 

Branches on the phylogeny were a priori divided into two clades, and a likelihood ratio 

test (LRT) was used to evaluate divergences in selective pressures between them, 

indicated by different ω ratios. We employed clade model type D that assumes 2 site 

classes, which was compared with the neutral model M1a by a LRT test with 2 degrees 

of freedom. Such model is primarily used to detect positive selection, but our goal here 

was also to evaluate acceleration along the evolutionary history through direct 

inferences of dN/dS differences.  

Empirical Bayes approaches implemented in CODEML were used to infer which 

sites of the PAX sequences may have evolved under positive selection. To determine 

sites under selection, the naive-empirical Bayes (NEB) test was employed. Positive 

selection was inferred if the posterior probability of ω > 1 for a site was higher than 
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0.95. The unrooted tree input file for the PAML4.4 analyses was a phylogenetic tree 

provided by Ensembl, and edited with PhyloWidget for the 53 species of this study.  
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Phylogenetic tree of the 53 chordate species considered in this study, 

provided by Ensembl, and edited with PhyloWidget. 

Figure 2. Schematic view for the presence of the PAX family members in 

vertebrates. 

Figure 3. Pairwise PAX changes, observed in different vertebrate taxa, when 

compared to the sea squirt ancestor. 
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Supplementary Material 

>PAX1_chick - Coding sequence 

GAGCACACGTACGGGGAGGTGAACCAGCTGGGTGGTGTCTTCGTGAACGGGCGTCCGCTG 

CCCAACGCCATCCGCCTGCGGATCGTGGAGCTGGCCCAGCTCGGCATTCGCCCGTGCGAC 

ATCAGCCGCCAGCTGCGGGTCTCGCACGGCTGCGTCAGCAAGATCCTGGCCCGCTACAAC 

GAGACCGGCTCCATCCTGCCCGGAGCCATCGGAGGCAGCAAGCCGCGGGTCACCACCCCC 

AACGTGGTCAAGCACATCCGCGACTACAAGCAGGGAGACCCCGGCATCTTCGCCTGGGAG 

ATCCGCGACCGGCTGCTGGCCGACGGCGTCTGCGACAAGTACAACGTGCCGTCGGTCAGC 

TCCATCAGCAGGATCCTGCGGAACAAAATCGGCAGCCTCTCGCAGCCCGGCGGCCCTTAC 

GACGGCGGCAAGCAGCCCCCCCCGCAGCCCGCCCTGCCCTACAACCCCCTTTACCAGTAC 

CCGTACCCCGGCCCCATGGCCCCGCCGGCAGCCAAGATGAGCGCTCATCCCGGGCCCGTC 

CCCGCGGCCCACGTCGGGCTGCCCCGCTCCTGGCCCTCGGCTCACTCTGTCACCAACATC 

CTGGGCATCCGCACCTTCGTGGAGCAGACGGGGGCTTTGGGTGGCACCGAGGGCTCTGCT 

TACCCCCCCAAAATGGAAGACTGGCCCGGCGTGAACAGGACTGCCTTCCCTTCCGCCCAG 

GCCGACAAAGCCGCCGTGGAAGGGGACATCAAATACCCGCAGCCCGCCCCGGGACTCTCC 

TCCGTGGGCAGCTTCCTCCCGGCCTGCGCCTATCCCCCCGGCAACCAGCACGGCGTCTAC 

GGCGCGCCCGGCGGCTACATCCCCCCGGGGCACCCCTGGCAGCCGCAGGGCCACCACGGC 

CCCGGTGTGACGGTGCACGGAGGCGACCTGGCCGGCGCCATGGCCTTCAAGCAGCCCGGC 

AGGGAAGTCACGGACAGAAAACCCGGCAGCCCCGTGGGGAAGTCCCCGGATCCTCTCAGC 

CCCATCCACGGACTCTCGATCCCAGCCTCCTCCTCC 

>PAX1_chick translated amino acid 

EHTYGEVNQLGGVFVNGRPLPNAIRLRIVELAQLGIRPCDISRQLRVSHGCVSKILARYN 

ETGSILPGAIGGSKPRVTTPNVVKHIRDYKQGDPGIFAWEIRDRLLADGVCDKYNVPSVS 

SISRILRNKIGSLSQPGGPYDGGKQPPPQPALPYNPLYQYPYPGPMAPPAAKMSAHPGPV 

PAAHVGLPRSWPSAHSVTNILGIRTFVEQTGALGGTEGSAYPPKMEDWPGVNRTAFPSAQ 

ADKAAVEGDIKYPQPAPGLSSVGSFLPACAYPPGNQHGVYGAPGGYIPPGHPWQPQGHHG 

PGVTVHGGDLAGAMAFKQPGREVTDRKPGSPVGKSPDPLSPIHGLSIPASSS 
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>chromosome:Galgal4:3:3419144:3422033:-1 

GAGCACACGTACGGGGAGGTGAACCAGCTGGGTGGTGTCTTCGTGAACGGGCGTCCGCTG 

CCCAACGCCATCCGCCTGCGGATCGTGGAGCTGGCCCAGCTCGGCATTCGCCCGTGCGAC 

ATCAGCCGCCAGCTGCGGGTCTCGCACGGCTGCGTCAGCAAGATCCTGGCCCGCTACAAC 

GAGACCGGCTCCATCCTGCCCGGAGCCATCGGAGGCAGCAAGCCGCGGGTCACCACCCCC 

AACGTGGTCAAGCACATCCGCGACTACAAGCAGGGAGACCCCGGCATCTTCGCCTGGGAG 

ATCCGCGACCGGCTGCTGGCCGACGGCGTCTGCGACAAGTACAACGTGCCGTCGGTCAGC 

TCCATCAGCAGGATCCTGCGGAACAAAATCGGCAGCCTCTCGCAGCCCGGCGGCCCTTAC 

GACGGCGGCAAGCAGCCCCCCCCGCAGCCCGCCCTGCCCTACAACCCCCTTTACCAGTAC 

CCGTACCCCGGCCCCATGGCCCCGCCGGCAGCCAAGATGAGCGCTCATCCCGGGCCCGTC 

CCCGCGGCCCACGTCGGGCTGCCCCGCTCCTGGCCCTCGGCTCACTCTGTCACCAACATC 

CTGGGCATCCGCACCTTCGTGGAGCAGACGGGTGGGTACCGAAAGTCACTGGGACAGCGC 

TTCTGCCCTCGGGGTTTTTCCGTCGGGAAAAGCCCCGACGGCTGAGAGTTGATCCTGACT 

GCTCCGCGGCTCTGTCCTGCCCAGGGGCTTTGGGTGGCACCGAGGGCTCTGCTTACCCCC 

CCAAAATGGAAGACTGGCCCGGCGTGAACAGGACTGCCTTCCCTTCCGCCCAGGCCGACA 

AAGCCGCCGTGGAAGGGGACATCAAATACCCGCAGGTAAGGGGCGGAGGGGCCGGGGCCG 

GGGGCCGCCGTCAGGGCTGCCACGCGCCTCCGACACGAGTGTCTGTGCCCAGCCCGCCCC 

GGGACTCTCCTCCGTGGGCAGCTTCCTCCCGGCCTGCGCCTATCCCCCCGGCAACCAGCA 

CGGCGTCTACGGCGCGCCCGGCGGCTACATCCCCCCGGGGCACCCCTGGCAGCCGCAGGG 

CCACCACGGCCCCGGTGTGACGGTGCACGGAGGCGACCTGGCCGGCGCCATGGCCTTCAA 

GCAGCCCGGCAGGGAAGGTGAGCGGGGGCCGGGGGTCGGGGGGCGAAGGGGGGCAGAGGG 

ACGCGACTGGACGCGACGGGGCGGTGGGACCCCCCTACCTCGCTGTGCCCCGATGGGCGC 

AAATCCCTCCCGGCACTACCGGCTAACGCGGCCCCTGGGGCTGGAAACCATTTTCCCGGA 

GCCGTCCCGATCTTAAAGTTCGAAGGCAGTCCCGAGAAAGGCAGAGCGATAAATCGGGGA 

TCGTTGCATCTTATTCCGAATCCCGACTGCCAGGGCCGCGCTCTCCGCCCTGGGCAGGGT 

TTAAAGATAAACTCCGTCTACGGAACGCGGCTTTGATTTGAACGCGTTCACCGCTAATTA 

GGACGATTCTTTTATCTGCCGTGAGTGATTTCGGCTCAGTTCTGAAAGATTTATTTCCCC 
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GATAGGTGGTTTCGTTTAAGAAATCCTGACTCATCTGTTCTGGATATAAAATCCCCAGTC 

GATATCTTTCTCCTTCTTCGTGGTATTGGACTTTCTAATATTTTTCACATTTGCAATCCA 

TTTCCCACTTATTAGTCCTTCTCTTTATTCTATTTCTTTTTAATATATATATGCATACAT 

ATATATATATATACGACCTTTTACCGTTTCCATCCAACTCCAGCAACCTGCTGCGAGTTA 

AAACATCGGCCGTCTCGGGGACGAGTTATTGCGAATATCAGTGGGTGAAAACGGGTCGTT 

GTCAACGTATTTTCTTCTTTAAAAAGAATAAGAATAGCGAAAGAGAAAGCAGGGAAAGAA 

AGGAAAGGAACAAAGAAAAAGAGAGAAAGGAGAGAGGGAAGGAAAAAGAAAAAGAGGAAT 

GGAGAGAAGGAATGAAGAAAGGGGGAGAAAAGTGGAAAGGGAAGGGGAAGGAAACGAACG 

AAGCGGGCTTTTAATATATTTTTCGGATTATTCTCCCCACATTTCAAGCGACTTGGAGGT 

TGAATGTTCTGACTTGTCTGTCCTTAAGCTGTCCCTGCCGAAAGGCCCACGAACTTTCTT 

TCATTTTGTTATGGTTGTTTTCTATATTCTTCCCCTTTTCCCGTCGCTGAGCTCGGCTCT 

CTGGCCCAAGTCGGTACCGGCGGTGCTCCGGGCCGCTCTGCTCCGGGCTCGGCGGCTCCC 

GCTGCGGGTGCGGGGATCTGCTCGGTGCTGCGGGCGGACGGGGGGTGGGGATTTGGGGAG 

AGGGCAGGGAAAAAAGAAGGAGAAAGGAGAGAAAAAATCAGTCGTGCTTTTTGTCTGTAG 

GGTTCAGACCTTTTCCCGACGTCGGGGCTGTTGTTTCGCTAGAAATTCTCCCCGTTTCTT 

TGCTCGGCACAGCAGCGCTGGGACGTTTCGCACCCCCTGCCCCGTGCGGGGGATACGCGG 

GGGATGCGCGGGGTCCGACCCGCACCCGGGGCTGTGCCACAGCTGTACCACAGCCGGCAC 

GGGCTGCAGAACAACCCCCCCCTCCCCCCCCGGTTCCCTGCCTTTCCCCTTCCTCTTCTT 

TCCCTTCCTTTGGCAAAGGGGATTCGTCATCATCACGGTCCCTACTGCCTGGGGGACTCG 

ACGGGATCTCCCTTCCCTGTGTCCCCGGGAGGGTTGGAGGTTGCCCACCCACCGCTCTGC 

TGCTGTCTTTCTTTTTTGTCCCTCTCCTCCTCCTGCAGTCACGGACAGAAAACCCGGCAG 

CCCCGTGGGGAAGTCCCCGGATCCTCTCAGCCCCATCCACGGACTCTCGATCCCAGCCTC 

CTCCTCCTAG 
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CAPÍTULO 6 – CONCLUSÕES 

 

Como as discussões específicas relativas a cada um dos temas deste trabalho já 

foram abordados nos manuscritos apresentados, este item será reservado somente 

para a apresentação de um enfoque mais geral sobre os assuntos estudados. 

O primeiro passo, para que um gene seja indicado, como um bom candidato 

para estudos que visam desvendar a relação deste com um fenótipo específico, é 

avaliar se há alguma evidência funcional de que o mesmo estaria envolvido com o 

traço em consideração. Desta forma, é possível especular quais genes envolvidos em 

situações patológicas em humanos, como é o caso do PAX9, por exemplo, são bons 

candidatos para estudos que visam identificar as causas moleculares que levam as 

variações normais encontradas dentro e entre espécies. Outra especulação possível é a 

extensão da homologia de uma espécie para outra, ou seja, assumir num primeiro 

momento que uma alteração numa sequência codificadora ou regulatória do DNA de 

uma espécie, responsável por um determinado fenótipo, poderia também estar 

relacionada a um fenótipo correspondente em outra espécie. 

 Pereira e cols. (2006) sugeriram a hipótese que uma mutação no gene PAX9, 

Ala240Pro, estaria associada ao fenótipo de agenesia dos terceiros molares, a mais 

frequente malformação craniofacial não-sindrômica humana. Para testar esta hipótese 

e também para avaliar como as mutações no PAX9 afetam outros fenótipos envolvidos 

no desenvolvimento dentário, foi realizado o estudo piloto com pacientes (agenesias 

congênitas, não sindrômicas, identificadas através de radiografias) e controles 
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(presença de todos os 32 dentes permamentes), descrito no item Resultados-Capítulo 

3. Foi possível observar que homozigotos para o alelo 240Pro apresentavam sempre 

agenesia de pelo menos um terceiro molar, independente do quadrante. Já os 

heterozigotos mostram variação no padrão da agenesia de terceiro-molares, o que 

corrobora a ideia de uma possível haploinsuficiência (Pereira e cols., 2006; Wang e 

cols., 2009). 

Com o padrão de herança definido pelo estudo piloto (herança autossômica 

recessiva com expressividade variada), foi possível partir para o entendimento dos 

padrões de agenesia de terceiro(s)-molar(es) em nível populacional, já que tem sido 

descritas variações marcantes com relação a este traço ao longo dos grupos 

continentais humanos (Resultados-Capítulo 4). Para tanto, foi investigada a 

diversidade no éxon 3 e em regiões adjacentes, considerando 125 indivíduos nativos 

americanos e 77 africanos do sul do Saara. Esses dados foram integrados com a 

informação disponível para a mesma região de outros 115 indivíduos de diferentes 

origens geográficas obtidos por Pereira e cols. (2006). O alelo 240Pro revela uma 

variada distribuição nos Sul-ameríndios (frequência média = 7 %), estando presente 

também em esquimós (30%), asiáticos (44%), europeus (30%), e africanos (20%). Os 

dados parecem indicar que uma sucessão de eventos, provavelmente ligados à saída 

dos humanos modernos da África para os outros continentes. Os resultados 

preliminares em testes de neutralidade com simulações demográficas permitiram 

observar que os valores negativos e significantes encontrados, considerando as 

amostras dos ameríndios Sul-americanos, seriam uma consequência de processos 

demográficos, em especial decorrentes da deriva genética que tem marcado o perfil 
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genético das populações ameríndias. Por outro lado, para europeus e esquimós, a 

introdução de cenários demográficos envolvendo expansão populacional, destaca que 

os achados envolvendo o polimorfismo Ala240Pro do éxon 3 do gene PAX9 não podem 

ser só explicados pelo modelo neutro. Interessantemente, a frequência da agenesia do 

terceiro molar aumenta a partir da África, no mesmo sentido que aumenta a 

frequência do alelo variante. Igualmente instigante foi o fato de que a distribuição do 

alelo 240Pro, e consequentemente do genótipo homozigoto 240Pro/Pro observado 

(2%), poderia explicar toda a incidência de  agenesia de terceiros molares encontrada 

na África (~2%, excluindo Khoi-San e Pigmeus). Para explicar a presença alta de 

agenesia dos terceiros molares fora do continente africano, por outro lado, o 

polimorfismo Ala24Pro não é suficiente. Buscou-se então avaliar a variação em outros 

101 genes (aproximadamente 6.001 SNPs), além do PAX9, relacionados com o 

desenvolvimento craniofacial, incluindo evidentemente o desenvolvimento dental. 

Observou-se um padrão marcante, onde os africanos apresentavam um excesso de 

alelos ancestrais relacionadas aos 102 genes do desenvolvimento craniofacial, quando 

comparados aos europeus e asiáticos. Além deste excesso de alelos ancestrais em 

genes do desenvolvimento dentário em africanos quando comparados aos outros 

grupos continentais, foi encontrado ainda uma proporção relativamente alta (1.3%) de 

valores extremos de FST (0.6) quanto esta proporção é comparada com aquela 

encontrada para um conjunto de SNPs escolhidos ao acaso ao longo do genoma (Wu & 

Zhang, 2010). O cenário que emerge estaria relacionado com a pressão seletiva 

(inicialmente relaxamento da seleção purificadora, com posterior ação de seleção 

positiva num conjunto relativamente grande de genes/variantes), que poderia estar 
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atuando tanto na morfologia dentária, bem como em outras características 

relacionadas (tamanho da mandíbula, por exemplo), e que teria levado à adaptação a 

diversos e novos ambientes quando os humanos modernos deixaram a África. 

Quando os primeiros migrantes entram na América (último continente a ser 

colonizado), outro cenário parece dominar a evolução do éxon 3 do PAX9. Há um 

excesso de variantes raras neste gene considerando este grupo nativo continental, o 

que ilustra claramente o papel dos fatores casuísticos na história evolutiva dos 

ameríndios, o que pode ter sobrepujado a ação de outras forças microevolutivas, tais 

como a seleção natural, cujo sinal de atuação foi detectado em outros continentes 

(Resultados-Capítulo 4).  Vários estudos de nosso grupo de pesquisa têm atestado as 

particularidades genéticas dos nativos americanos quando estes são comparados com 

os demais grupos geográficos humanos. Em particular, as investigações com 

marcadores seletivamente neutros, tem indicado baixos níveis de variabilidade 

intrapopulacional, que contrasta com altos níveis de diversidade interpopulacional 

quando populações ameríndias são comparadas com africanos, europeus, e asiáticos. 

O particular processo de colonização e dispersão ao longo do continente Americano 

(Gonzalez-José cols., 2010), com especial destaque para a ação da deriva genética e 

efeito do fundador, resultou neste inconfundível padrão de variabilidade, onde a 

presença de variantes autóctones e exclusivas é marcante (ver como exemplos 

variantes do cromossomo Y; apêndices 7 e 8 desta tese). Os resultados apresentados 

acima revelaram que mesmo tratando de genes com forte implicação funcional, como 

é o caso do gene PAX9, o padrão parece ser mantido, já que a deriva pode facilmente 

levar a perda de variantes vantajosas, ou mesmo mascarar a ação da seleção natural, 
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que pode não ser detectada pelos métodos de análise aqui empregados. Deste modo, 

os resultados apresentados no presente estudo reforçam a ideia de que não se pode 

pretender entender o padrão da evolução molecular de genes de importante 

implicação no desenvolvimento sem se levar em conta aspectos particulares da 

história evolutiva das populações envolvidas.  

Os estudos in sílico, por sua vez (Resultados-Capítulo 5), revelaram também 

resultados instigantes. É sabido que o gene PAX9 interage diretamente com o gene 

MSX1 no desenvolvimento dentário. Entretanto, o MSX1 também interage com outros 

genes da família PAX, e este fato introduz diversas possibilidades nos processos 

relativos à evolução molecular deste conjunto de genes e de suas implicações em nível 

fenotípico. Normalmente, eventos de duplicação genômica que resultam em famílias 

gênicas fornecem material para inovações funcionais, desde que após a duplicação de 

um dado gene, uma de suas cópias preserve sua função original enquanto outra possa 

ser “liberada” (relaxamento de seleção purificadora) para cumular mutações que sob 

determinadas e novas circunstâncias possam ser selecionas e fixadas (Wang & Gu, 

2001). Mais ainda, nossas investigações mostraram conjuntamente que determinados 

éxons de um gene regulador específico também poderiam estar “livres” para acumular 

mutações, desde que os outros éxons do mesmo gene ou ainda algum parálago com 

função similar preservassem algumas das funções primordiais do gene regulador com 

função pleitrópica (Pereira e cols., 2006; Resultados-Capítulo 5). 

Considerando o cenário discutido acima, através do estudo da família PAX em 

um contexto de 53 genomas, foi possível desvendar alguns padrões específicos nos 
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cordados. O padrão de evolução molecular mais claramente observado foi aquele 

onde a seleção purificadora é preponderante. Entretanto, há variação neste padrão 

geral ao longo dos membros das subfamílias PAX (Resultados-Capítulo 5), bem como 

nos diferentes táxons investigados. Os resultados indicaram o possível papel da 

subfuncionalização, onde membros específicos de uma subfamília embora 

compartilhem os mesmos domínios temporal/espacialmente de expressão podem 

adquirir funções tecido ou estágio específica. O mais instigante é o fato de uma 

linhagem de vertebrados (Sauropsida) composta por aves e répteis apresentar a perda 

de dois genes da família PAX (genes PAX4 e PAX8). Pode-se especular que, 

funcionalmente este fato seria possível na medida em que os demais genes PAX, 

embora com funções especializadas também preservassem as funções originais, e, 

portanto, os membros restantes das subfamílias poderiam assumir as funções 

daqueles faltantes. Uma questão que emerge desses resultados é: porque houve essa 

perda gênica? Uma hipótese é a de que este fenômeno acompanha a redução, como 

um todo, do genoma das aves. Esta redução aconteceu por perda de regiões 

interagências, diminuição do tamanho dos introns e perda de vários genes e 

componentes de famílias gênicas (ex: MHC - (Hughes & Friedman, 2008; Hughes e 

cols., 2008). De acordo com a hipótese de Hughes & Friedman (2008) esta diminuição 

geral estaria vinculada com adaptações ao vôo, embora esta sugestão seja alvo de 

controvérsias.  

Sendo assim e tomando como um todo o conjunto de dados apresentados aqui, 

é possível especular que os genes mestres do desenvolvimento organizados em 

famílias gênicas, têm permitido que mudanças acontecessem em vários níveis: (1) A 
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variabilidade no éxon 3 do gene PAX9  pode constituir o que Pereira e cols. (2006) 

chamou de “janela evolutiva do gene PAX9”;(2) Diferenças em genes do 

desenvolvimento craniofacial, bem como nos fenótipos comuns associados (agenesia 

dos terceiros molares, por exemplo),  encontradas entre populações humanas podem 

estar relacionadas a adaptações na saída dos humanos modernos da África; (3) 

Membros de cada uma das subfamílias PAX parecem estar sobre diferentes pressões 

seletivas; (4) Houve a perda de dois genes PAX no táxon Sauropsida (aves e répteis), 

reforçando a ideia de evolução em “redes gênicas” (gene networks), robustas e 

redundantes,  onde há uma integração funcional, e a implementação de novas funções 

ou a retomada de antigas funções pode acontecer.  

A família PAX, por tanto, seria um exemplo notável de como se processa a 

evolvabilidade (Kirschner & Gerhart, 1998; Pigliucci, 2008; Resultados-Capítulo-4).  
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