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Há quem diga que todas as noites são de sonhos. 

Mas há também quem diga nem todas, só as de verão. 

Mas no fundo isso não tem muita importância. 

O que interessa mesmo não são as noites em si, são os sonhos. 

Sonhos que o homem sonha sempre. 

Em todos os lugares, em todas as épocas do ano, 

dormindo ou acordado 

(William Shakespeare) 
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RESUMO 

A Discondrosteose de Leri-Weill (DLW), caracterizada por baixa estatura, 

encurtamento mesomélico dos membros e deformidade de Madelung, deve-se 

a alterações no gene SHOX, localizado na região pseudoautossômica dos 

cromossomos sexuais e que atua como fator de transcrição. Alterações em um 

dos alelos são encontradas em casos de baixa estatura com ou sem DLW, e 

em ambos os alelos na Displasia Mesomélica de Langer (DML), na qual há 

alterações esqueléticas mais graves. Há variação fenotípica na DLW, atribuída 

ao envolvimento de outros genes ou a alterações nas regiões reguladoras à 

jusante ao gene. No presente estudo, realizou-se a investigação do gene 

SHOX de 10 pacientes com DLW e um com DML por meio de análises de 

microssatélites, PCR em tempo real, análise de MLPA e sequenciamento 

direto. Essas análises permitiram confirmar a etiologia genética do quadro 

apresentado por sete pacientes, dos quais três apresentavam deleção total ou 

parcial de um dos alelos. Em um destes pacientes a clinica foi associada a 

mutação de ponto (IVS3+21G>A no íntron 3), outro paciente (DML) a deleção 

dos dois alelos, outros pacientes (DLW) a deleção na região downstream do 

gene, outros dois mutações de ponto (c.439C>A no éxon 3 e c.523delC no 

éxon 4), outro a deleção (c.523delC) associada a mutação na região 5´UTR. 

Quatro outros pacientes apresentaram alterações de patogenicidade ainda 

indefinida: mutações não descritas na região 5´UTR, que poderia interferir no 

processo de tradução do gene (dois casos), e deleção das regiões referentes 

às sondas 8, 10 e 12 na análise de MLPA (um caso) e outro caso com relação 

à deleção da sonda SHOX reg. Os resultados mostram a grande 

heterogeneidade alélica associada à DLW e indicam a necessidade de que a 
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investigação molecular nesses casos seja ampla, permitindo um diagnóstico 

molecular mais preciso. 
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ABSTRAT 

 

Leri-Weill Dyschondrosteosis (LWD) is characterized by short stature, 

mesomelic shortening of members and Madelung deformity. It results from 

changes in the SHOX gene, located in the pseudoautosomal region of the sex 

chromosomes. The protein it codes acts as a transcription factor. Changes in 

one SHOX allele are found in cases of short stature with or without LWD, 

whereas Langer Mesomelic Dysplasia (LMD), in which more serious skeletal 

disorders occur, results from alterations in both alleles. There is phenotypic 

heterogeneity in LWD, attributed to the possible involvement of other genes, or 

to changes in regulatory regions downstream of the gene. In the present study, 

the SHOX gene and the chromosomal SHOX gene region were evaluated in 11 

patients with LWD and LMD by using microsatellite PCR, real time PCR 

analysis, MLPA analysis, and direct sequencing. Those tests confirmed the 

genetic etiology of the clinical characteristics in seven patients. Three of them 

carried alleles bearing a partial or total deletion of the SHOX gene, one of which 

bearing a mutation located in intron 3 (IVS3+21G>A) that has not been 

described previously; the patient with LMD carried SHOX gene deletion in both 

alleles; and another had a deletion in the dpwnstream region of the gene. Two 

patients bore mutations that have not been described previously in exons 3 

(c.439C>A, Arg147Ser) and 4 (c.523delC, Gln175Lisfs44x219). The later was 

also associated with a mutation in 5`UTR. Four other patients showed 

nucleotide changes and deletions of undefined pathogenicity: novel mutations in 

the 5'UTR, which might interfere with the translation process of the gene (two 

cases), and deletion of regions related to the probes 8, 10 and 12 in the MLPA 

analysis (one case) and deletion oh probe SHOX reg. Results showed great 

molecular heterogeneity associated with LWD, and pointed out the need of a 

more detailed research to allow more accurate molecular diagnosis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Entende-se por baixa estatura aquela que se encontra abaixo do limite 

inferior à curva de referência utilizada para um determinado sexo e idade. Esta 

pode ser decorrente de vários fatores, ambientais e genéticos, sendo essencial, na 

avaliação de cada caso, a obtenção dos antecedentes pessoais e familiais do 

indivíduo, bem como a realização de um exame físico detalhado com a finalidade 

de avaliar a presença ou não de desproporção corporal, dismorfismos, e 

malformações que possam sugerir afecções específicas. Os exames radiológicos 

e laboratoriais também são necessários para uma avaliação correta e segura. O 

estabelecimento da causa do retardo do crescimento é fundamental para que se 

determinem as possibilidades terapêuticas.  

Clinicamente, as afecções de crescimento são classificadas em primárias, 

secundárias e baixa estatura idiopática. As afecções primárias do crescimento têm 

como causa um defeito intrínseco de tecido ósseo/conjuntivo, e seus portadores 

apresentam características dismórficas e estatura desproporcional. Estas afecções 

primárias subdivididas em displasias esqueléticas e distúrbios osteometabólicos, 

incluem diversos quadros sindrômicos de diferentes etiologias que frequentemente 

se associam a retardo de crescimento intrauterino.  

Nas afecções secundárias do crescimento os fatores são extrínsecos ao 

tecido ósseo/conjuntivo, estando a idade óssea frequentemente em atraso. 

Incluem-se, nesta categoria, doenças viscerais crônicas, distúrbios endócrinos 
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(como hipopituitarismo, hipotireoidismo, hipercortisolismo, hiperaldosteronismo, e 

hipoparatireoidismo) e doenças metabólicas.  

Nos casos de baixa estatura idiopática, não há desproporção corporal, 

quadro dismórfico ou fatores extrínsecos detectáveis, sendo o retardo de 

crescimento de início pós-natal. Os casos de baixa estatura idiopática incluem os 

casos de baixa estatura familial e atraso constitucional do crescimento e da 

puberdade (maturação lenta), considerados variantes da normalidade (1). 

Nos casos de baixa estatura familial, correspondentes à maioria dos 

pacientes que procuram por serviços de pediatria, os indivíduos com baixa 

estatura são totalmente normais em relação a outros aspectos. O crescimento 

intrauterino, o peso e comprimento ao nascer e o padrão de maturação das 

crianças estão dentro da normalidade, existe história familial de baixa estatura, e 

os pacientes crescem com velocidade normal, dentro do canal de crescimento 

estabelecido pela altura de seus pais, estando nestes limites sua altura final.  

Nos casos de baixa estatura por maturação lenta o crescimento 

intrauterino, o peso e o comprimento de nascimento são normais. Sua maturação, 

porém, é lenta, o que é expresso por atraso na idade óssea e no início das 

manifestações puberais. Existe, frequentemente, história familial de maturação 

lenta, e a velocidade de crescimento habitualmente se encontra próxima ao limite 

inferior da normalidade. Os pacientes tendem a alcançar, após a puberdade, uma 

estatura final dentro dos limites do canal de crescimento estabelecido pela altura 

de seus pais (2). 
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Em 20 a 25% das crianças com variantes da normalidade, há recorrência 

familial de baixa estatura; devido a este fato, acredita-se que, em muitos desses, 

casos haja participação de fatores genéticos ainda não estabelecidos. Até o 

momento, não se conhece, contudo, a proporção de casos de retardo de 

crescimento considerados idiopáticos que são, na verdade, decorrentes de 

afecções hereditárias monogênicas.  

A baixa estatura também pode ser apresentada por indivíduos que 

apresentam anomalias cromossômicas numéricas e estruturais dos autossomos e 

em diversas outras condições de origem genética, como as síndromes de Russel-

Silver (OMIM#180860), Dubowitz (OMIM%223370), Noonan (OMIM1#63950), 

Down (OMIM#190685) e Prader-Willi (OMIM#176270), entre outras. 

Nos últimos anos, tem sido constatado que uma parcela desses casos 

deve-se a alterações no gene SHOX (short stature homeobox-containing gene), 

identificado a partir de estudos em indivíduos com síndrome de Turner e 

Discondrosteose de Leri-Weill (DLW). Assim sendo, alguns casos de baixa 

estatura diagnosticados como variantes da normalidade consistem, na verdade, 

em afecções primárias do crescimento de expressividade variável, em que as 

anomalias esqueléticas são clinicamente pouco evidentes(3-6). 

 É relevante, portanto, a ampliação do conhecimento a respeito do 

gene SHOX e de suas mutações tendo como base uma amostra de pacientes com 

displasias esqueléticas decorrentes dessas alterações moleculares: a DLW e a 

displasia mesomélica de Langer (DML). 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. A REGIÃO PSEUDOAUTOSSÔMICA 

 

 

A região pseudoautossômica representa blocos de sequências que 

apresentam identidade entre cromossomos sexuais em mamíferos (ilhas 

autossômicas em cromossomos sexuais). Nos humanos, esta região está 

localizada nas extremidades dos cromossomos X e Y, com cerca de 2,7 Mb 

(região pseudoautossômica 1 - PAR1) e 0,33 Mb (região pseudoautossômica 2 - 

PAR2), representando cerca de 2% do cromossomo X e 5% do cromossomo Y(7). 

A região PAR1 (Figura 1) é necessária ao pareamento dos cromossomos 

sexuais durante a meiose masculina, podendo estar relacionada à esterilidade 

masculina quando ausente(8). Ao compararmos o cromossomo X com o 

cromossomo Y, verificamos que a região eucromática deste é seis vezes maior 

que a do cromossomo Y, existindo apenas 54 genes correspondentes, dos quais 

apenas 24 na região PAR1(9). 
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estatura. Indivíduos das mesmas famílias, com estatura normal, não 

apresentavam essa deleção, não encontrada tampouco em indivíduos com 

rearranjos envolvendo as regiões Xp22 e Yp11.3, mas que não apresentavam 

baixa estatura.  

Partindo dos fatos descritos acima, um gene foi isolado dessa região e 

denominado SHOX (short stature homeobox-containing gene), sugerindo-se sua 

haploinsuficiencia como causa da baixa estatura observada em pacientes com ST 

e também em indivíduos com retardo de crescimento idiopático(12). Embora se 

tratasse do mesmo gene (PHOG) descrito por ELLISON et al.(10), prevaleceu a 

determinação SHOX. 

Mutações no gene SHOX causam principalmente baixa estatura, devido 

ao retardo no crescimento ósseo, além de anomalias esqueléticas múltiplas 

características da DLW(13-22), e da DML(17,23), ou anomalias esqueléticas isoladas, 

como redução mesomélica dos membros e deformidade de Madelung(16,24,25). 

Recentemente, vários autores ressaltaram a importância de duas regiões 

““downstream”” ao gene SHOX, uma entre o SHOX e a região DXYS233 e outra 

entre esta e a região do microssatélite DXYS234 (Figura 2). Acredita-se que estas 

regiões contenham enhancers ou acentuadores, que são sequências de DNA que 

aumentam a afinidade da maquinaria de transcrição por um certo promotor, e que 

se apresentam alteradas em vários casos de DLW sem alterações no gene 

SHOX(26-28). 
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respectivamente). Estudos por meio de células somáticas híbridas indicam que 

tanto SHOXa quanto SHOXb escapam à inativação do cromossomo X(12).  

RAO et al.(29) demonstraram que SHOXa induz transcrição gênica in vitro, 

mas seu papel exato na ontogênese, no metabolismo e no crescimento ósseo 

ainda não foi definido(33).  

O gene SHOX apresenta a região de 5´UTR com 694 pb, que inclui o éxon 

1 e parte do éxon 2. Existem 7 códons AUG que antecedem o start códon, todos 

os quadros de matriz de leitura apresentam identidade entre 44 e 67% com a 

sequencia consenso Kozak (A/G)CC(A/G)CCAUGG (AUG1 e AUG3) e 3(A/G)+4G 

favorável para transcrição(34). 

Defeitos no gene SHOX foram inicialmente identificados em 

aproximadamente 60% dos casos de DLW, sendo os 40% restantes sem base 

genética identificada (35-37). Essa alta proporção de casos de origem indefinida 

sugeriu a presença de regiões não codificantes envolvidas com o gene, ou até 

mesmo interação do gene SHOX com outros genes.  

Na tentativa de esclarecer esses casos, BENITO-SANZ et al.(25) buscaram 

pequenas deleções em regiões localizadas aproximadamente 30-530 kb 

““downstream”” do gene SHOX. As análises mostraram que 15% dos indivíduos do 

estudo apresentavam deleção nessa região, sugerindo a existência de uma longa 

região com elementos regulatórios de transcrição ou um lócus adicional na região 

PAR1 que, quando deletado ou mutado, resultaria em fenótipo aparentemente 
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igual ao de pacientes com DLW com mutações no SHOX. No mesmo ano, 

SCHNNEIDER et al.(38) descreveram uma região ““downstream”” do gene SHOX 

ausente em indivíduos com diagnóstico clínico de DLW e que não apresentavam 

alteração nesse gene. 

Em continuação a estes estudos, e na tentativa de mapear a localização 

de um enhancer do gene SHOX, BENITO-SANZ et al.(39) utilizaram diversos 

microssatélites para a região ““downstream”” do gene, identificando alterações da 

região PAR1 em 61,5% dos indivíduos com DLW, dos quais 38% foram deleções, 

indicando que esta região deve ser estudada em indivíduos clinicamente 

diagnosticados como DLW e que não possuem alteração no gene. 

FUKAMI et al.(27) descreveram a presença de uma região enhancer 

localizada aproximadamente 800-pb ““downstream”” do gene SHOX, no domínio 

de conservação ECS4, cuja interação se dá com o promotor do éxon 2. 

Uma segunda região considerada um ponto quente de recombinação e 

possivelmente envolvida com o gene SHOX foi descrita por ZINN et al.(28) em torno 

de 1400-pb ““downstream”” a esse gene. 
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também que as mutações da região C-terminal não interferem na localização 

nuclear da proteína; logo, o prejuízo da atividade da proteína SHOX truncada não 

decorre de interferência no seu deslocamento para dentro do núcleo (29).  

Em estudos realizados com proteínas mutantes foi constatado que a 

região interna do homeodomínio (AKCRK, 170-174) é responsável pela regulação 

da entrada da proteína no núcleo(43). 

SCHNEIDER et al. (2005) encontraram duas novas mutações (R173H e 

Y141D) que interferem na translocação da proteína para o núcleo e/ou reduzem a 

capacidade de dimerização. A mutação R173H está localizada no penta peptídeo 

do homeodomínio AKCRK, enquanto a mutação Y141D localiza-se fora deste 

homeodomínio.  

Em testes com as proteínas SHOX mutantes nos resíduos R153L, R195X 

e S106A, estas se mostraram ineficientes com relação à ativação da transcrição, 

não afetando a proliferação celular; concluiu-se, assim, que a região de 

homeodomínio não apenas é responsável pela translocação da proteína para o 

núcleo como também pode estar relacionada à dimerização e ligação com o 

DNA(31,44,45). 

A capacidade da proteína em promover a ativação dos genes-alvo foi 

estudada por RAO et al.(29). Culturas celulares que apresentavam genes mutados 

na região terminal (como a mutação R195X) sintetizavam proteínas não funcionais 

com ausência dos 19 aminoácidos finais e não possuíam atividade de transcrição. 

Isto se deve à ausência da região do domínio OAR (orthopedia aristaless rax), 
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acordo com BINDER et al.(46), as duas proteínas teriam papéis distintos, sendo 

SHOXa ativador transcricional preferencial e SHOXb um modulador da atividade 

de SHOXa, podendo o heterodímero SHOXa/SHOXb e o homodímero SHOXb ter 

atividade diferenciada do homodímero SHOXa. Outra hipótese é que exista a 

formação de heterodímeros com a proteína do gene SHOX2 (Short stature 

Homeobox 2), localizado no cromossomo 3q25-q26.1.  

A proteína SHOX2 (SHOT) possui estrutura semelhante à proteína SHOX, 

apresentando homeodomínios idênticos e sítios de fosforilação conservados(47). 

Tanto o gene SHOX quanto SHOX2 têm provável origem no gene Og12x de 

camundongo, que durante a embriogênese se expressa em quatro regiões: 

sistema nervoso central, coração, região craniofacial e região proximal dos 

membros. O mesmo padrão de expressão é observado em embriões humanos 

com o gene SHOX2, enquanto a expressão de SHOX foi detectada somente nos 

arcos faríngeos e membros (Figura 7). O gene SHOX é expresso inicialmente no 

tecido mesenquimal ainda não diferenciado; quando ocorre condensação do 

mesênquima, SHOX é fortemente expresso na região pericondral. Esta expressão 

específica no desenvolvimento ósseo sugere que a proteína SHOX esteja 

envolvida na morfologia do osso(30).  

A comparação entre a estrutura dos genes SHOX e SHOX2 e respectivas 

proteínas mostrou que existe, além de um homeodomínio homólogo, o domínio 

OAR (orthopedia aristaless rax), composto por 14 aminoácidos na região C-

terminal(30). 
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principalmente em condrócitos hipertróficos/apoptóticos da placa de crescimento, 

indicando que a proteína SHOX possa ter um papel direto na regulação da 

proliferação e viabilidade dessas células. 

A proteína pRb (p110), produzida pelo gene supressor de retinoblastoma, 

e as proteínas a ela relacionadas, como p107 e p130, atuam no controle da 

proliferação celular por meio da formação de complexos com outras proteínas 

celulares, como as da família de fatores de transcrição E2F, e são reguladas por 

fosforilação e desfosforilação. Os sinais iniciam-se com a fosforilação de uma 

destas proteínas associada a E2F por parte de um dos complexos CDK/ciclinas, 

resultando em ruptura do complexo (proteína/E2F) e liberação de E2F. 

Nos diferentes estágios do ciclo celular observamos a variação das 

proteínas associadas a fatores E2F, assim como variação dos próprios E2Fs. Em 

estágio G0 (células quiescentes), a associação se dá entre p130 e E2F-4; no 

entanto, durante a progressão para o estágio G1, ocorre escassez deste 

complexo(48-52). Em células em diferenciação, assim como em células em inicio da 

fase G1, o complexo observado é o pRb/E2F-1. Já no final desta fase e no início 

da fase S, observa-se o complexo p107/E2F-4(53). 

A indução de SHOX gera o aumento da expressão de p53, p21, p27 e 

p130, e diminuição de pRb e p107(31). A regulação negativa de pRb e p107 sugere 

diferenciação celular(53); por sua vez, o aumento de p53 levaria os condrócitos à 

apoptose para que estes sejam substituídos por osteoblastos, ocorrendo o 

processo histológico de ossificação (Figura 8). Estas observações de ação 
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uma forma geral, as deleções/inversões intragênicas são as alterações menos 

frequentes; outra observação se refere à alta taxa de mutações no éxon 3. 

 

Figura 9 - Principais alterações no gene SHOX descritas até o momento(54) . 
 

 

Microdeleções do gene SHOX são mais frequentemente observadas que 

mutações intra-gênicas(55), o que, segundo OGATA et al.(56) e MAY et al.(57), seria 

decorrente da abundância de sequências repetitivas em torno desse gene, 

predispondo a um crossing over desigual entre cromossomos homólogos ou 

recombinação intracromossômica. 

RAO et al.(11), estudando o gene SHOX em 91 pacientes de ambos os 

sexos com baixa estatura idiopática, por meio das técnicas de reação em cadeia 

da polimerase (PCR) e análise de polimorfismos de conformação de fita simples 
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(SSCP), detectaram um indivíduo com uma mutação em heterozigose no 

nucleotídeo 674 que introduzia um códon de terminação, levando, assim, à 

produção de uma proteína truncada. Esses autores sugeriram, assim, que 1,1% 

dos indivíduos com baixa estatura idiopática fossem portadores de mutações 

nesse gene. 

Posteriormente, BELIN et al.(13) e SHEARS et al.(14), com base em casos 

de DLW nos quais havia rearranjos envolvendo a PAR1, comprovaram que 

mutações e deleções no gene SHOX eram a causa da DLW. Nesses dois 

trabalhos, foram descritas 14 famílias com DLW, num total de 12 deleções e 2 

mutações de ponto, sendo que essas últimas levavam ao surgimento de códons 

de terminação. Para detecção das deleções, esses dois grupos de autores 

analisaram perda de heterozigozidade na PAR1 por meio de microssatélites 

presentes na região Xp22.3 (DXYS233, no caso de SHEARS et al.(14), e DXYS233 

e DXYS234, no trabalho de BELIN et al.(13)), e do polimorfismo intragênico SHOX-

CA repeat, seguindo-se o sequenciamento do gene nos casos em que não havia 

sido detectada hemizigose. 

Por sua vez, BINDER et al.(18) realizaram a análise do gene SHOX em 68 

crianças com baixa estatura idiopática. Não foram detectadas mutações por meio 

da técnica de polimorfismo de conformação de fita simples (SSCP), porém uma 

das pacientes, uma menina de 15 anos, apresentava deleção do gene detectada 

por meio da análise de microssatélites, havendo hemizigose de SHOX-CA repeat. 
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GRIGELIONIENE et al.(21) avaliaram 28 probandos com DLW e 7 com 

deformidade de Madelung isolada por meio da análise do polimorfismo SHOX-CA 

repeat, de hibridação in situ por fluorescência (FISH), com sonda específica para o 

gene SHOX, Southern blotting e sequenciamento direto. Foram detectadas 

alterações em 22 dos 28 probandos com DLW (79%), sendo 16 deleções e 6 

mutações de ponto, enquanto, em uma paciente com deformidade de Madelung 

isolada, havia uma duplicação intracromossômica do gene SHOX. 

MÜSEBECK et al.(58) procuraram determinar a frequência de deleções no 

gene SHOX em crianças com baixa estatura por meio de FISH. Nenhuma das 35 

crianças analisadas com baixa estatura idiopática apresentava deleções, contudo 

estas foram detectadas em 5 dos 12 pacientes em que o déficit de crescimento 

estava associado a anomalias de antebraços (particularmente a deformidade de 

Madelung). 

CORMIER-DAIRE et al.(20) analisaram 23 famílias com DLW, das quais 16 

já haviam sido descritas por BELIN et al.(13) e HUBER et al.(19). Em 12 dessas 

famílias, foram detectadas deleções no gene SHOX por meio da análise de 

microssatélites, e em 6 o sequenciamento permitiu a detecção de mutações de 

ponto. Em 3 outras famílias, nas quais essas alterações não foram encontradas, 

mas havia ligação da DLW à PAR1, esses autores sugeriram o envolvimento de 

mutações em regiões promotoras. Baseados em duas famílias que não 

apresentaram alterações quanto à deleção ou mutação pontual do gene SHOX, 
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nem deleção na região PAR1, CORMIER-DAIRE et al.(20) sugeriram, ainda, haver 

heterogeneidade genética na determinação da DLW. 

ROSS et al.(22) realizaram a análise molecular de 21 famílias com DLW por 

meio de FISH, DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography) – 

método de identificação de mutações e polimorfismos baseado na detecção de 

heteroduplex entre nucleotídeos mal emparelhados em DNA dupla-fita amplificado 

por PCR – e sequenciamento direto. Detectaram alterações em 100% dos casos: 

deleções foram observadas em 17 famílias (81%) e mutações de ponto em 4 

(19%). Esses autores atribuem a detecção de alterações no SHOX em todos os 

casos analisados à maior sensibilidade do DHPLC seguido de sequenciamento 

direto em identificar mutações de ponto, em comparação à técnica de SSCP 

utilizada por outros autores. 

Em 2002, RAPPOLD et al.(15). pesquisaram a existência de deleções ou 

mutações de ponto no gene SHOX em 900 indivíduos com baixa estatura 

idiopática. Dentre eles, 750 foram analisados por meio de SSCP, sendo 

detectadas 3 mutações de ponto consideradas funcionais (0.4%); 150 foram 

analisados pela técnica de FISH, sendo detectados 3 casos de deleção (2%). 

Esses autores consideraram, assim, que, entre crianças com baixa estatura 

idiopática, a frequência daquelas com mutações no gene SHOX seria semelhante 

à de portadoras de deficiência de hormônio de crescimento e de síndrome de 

Turner. 
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Por sua vez, FLANAGAN et al.(37) verificaram a frequência de mutações no 

gene SHOX entre 18 probandos com deformidade de Madelung bilateral com o 

uso de FISH, análise de segregação por meio dos polimorfismos DXYS233, 

DXYS234 e SHOX-CA repeat, e sequenciamento direto de toda a região 

codificante desse gene. Deleções foram identificadas em 6 dos 18 probandos, e 

mutações de ponto em outros 3; em 3 casos havia, ainda, indicações da existência 

de deleções ou rearranjos em regiões que flanqueavam o gene. Dentre as 

mutações de ponto encontradas, 2 levavam ao surgimento de stop codons 

prematuros e outra abolia um sitio de splicing; nesse último caso, o RNA 

correspondente ao alelo mutante não foi detectado entre os produtos de RT-PCR 

obtidos de fibroblastos de medula óssea, indicando que o mRNA deve ser 

rapidamente degradado in vivo. 

MORIZIO et al.(24) avaliaram 56 pacientes com baixa estatura idiopática 

por FISH, encontrando deleções em 4 casos (7,1%). Já BINDER et al.(16), 

estudando 140 crianças com baixa estatura idiopática por meio da análise dos 

polimorfismos DXYS233 e SHOX-CA repeat, encontrou deleções em 3 probandos 

(2%).  

Ao analisar 33 indivíduos pertencentes a 20 famílias com deformidade de 

Madelung bilateral e encurtamento de membros, BINDER et al.(46) encontraram 

deleções em sete famílias (35%) e mutações de ponto em outras sete (35%). Em 

outras seis famílias (30%), não foram encontradas alterações no gene. Estudos de 
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ligação sugerem existir genes adicionais contribuindo para a DLW (CORMIER-

DAIRE et al.(20). 

Vários autores descreveram diversas mutações no gene SHOX, entre as 

quais deleção completa ou parcial do gene, inserções, transições e transversões. 

As mutações ocorrem preferencialmente no éxon 3, onde se localiza o 

homeodomínio 1.  

Embora muitas mutações tenham sido descritas em indivíduos com baixa 

estatura e DLW, em alguns casos, nada foi observado. Mais recentemente, 

alterações na região 3’ do gene foram descritas, sugerindo a existência de um 

enhancer cis-atuante nesta região(59). 

 

 

2.7 DISCONDROSTEOSE DE LERI-WEILL 

 

 

A Deicondrosteose de Leri-Weill (DLW) (OMIN 123700) foi descrita em 

1929 por LERI e WEILL60 e caracteriza-se por estatura de magnitude variável, 

chegando, na idade adulta, a uma altura que varia de 135 cm até a normal. As 

anomalias das extremidades são características: consistem de encurtamento 

mesomélico (segmento intermediário) dos membros, particularmente os 

superiores, e deformidade de Madelung. Outras anomalias esqueléticas, como 
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mãos e pés pequenos e encurtamento de IV metacarpianos e (ou) metatarsianos, 

também podem ser encontradas. 

Há alguns anos, a DLW era considerada anomalia de herança 

autossômica dominante, sendo constatado, porém, um excesso de mulheres 

afetadas entre os casos registrados (61). Novos estudos demonstram que se trata, 

na verdade, de afecção de herança pseudo-autossômica dominante, devido ao 

fato do gene estar localizado em região pseudo-autossômica nos cromossomos X 

e Y(13,14). Vários trabalhos mostram que de 50 a 90% dos pacientes clinicamente 

diagnosticados com DLW possuem mutação na região do gene SHOX(15-16). 

BENITO-SANZ et al.(39) descreveram pacientes com DLW com deleções 

em pontos distintos, demonstrando a heterogeneidade das deleções do gene 

SHOX nestes pacientes, e indicando ainda que a região ““downstream”” do gene é 

de extrema importância para ser analisada nestes casos.  

No mesmo ano, utilizando a nova técnica de MLPA (Multiplex Ligation-

dependent Probe Amplification) para detecção de alterações na região PAR1, 

BENITO-SANZ et al.(62) analisaram 26 pacientes com DLW e identificaram 

deleções nessa região em 61,5% deles. Deleções downstream do gene foram 

encontradas em 38% dos probandos, indicando a importância da análise da região 

em pacientes com DLW que não apresentam deleção do gene SHOX(62). 
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2.8 DISPLASIA MESOMÉLICA DE LANGER 

 

 

A DML (OMIM 249900) caracteriza-se por baixa estatura acentuada com 

aplasia ou hipoplasia grave de ulna e fíbula associada a espessamento e 

encurtamento do rádio e da tíbia, deformidade de mãos e pés e hipoplasia de 

mandíbula. É resultante de nulizigose do gene SHOX ou, como ocorre em muitos 

casos, de homozigose da mutação no gene determinante da DLW (17,23), tendo sido 

caracterizada como “nova forma” de Síndrome de Leri-Weill grave(63). 

Em vários dos casos relatados as análises moleculares evidenciaram 

alterações em ambos os alelos do gene SHOX, ou, em alguns outros, alterações 

apenas da região ““downstream”” do gene(59).  

A nulizigose do gene SHOX foi descrita em um menino com DML cujo pai, 

mãe e avó materna tinham DLW moderada, sugerindo que a região cromossômica 

que apresentava deleção foi transmitida para as novas gerações(64). 

ZINN et al.(23) confirmaram a deleção completa do gene SHOX em um 

caso de DML, mostrando que esse gene é essencial para o desenvolvimento 

esquelético. Outros estudos também confirmaram a sua importância no 

desenvolvimento, mostrando que pacientes com fenótipo clássico de Langer 

apresentavam mutações em homozigose ou heterozigose composta, concluindo 

ser a DML a forma homozigótica da DLW. 
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THOMAS et al.(65) analisaram um feto com DML apresentando ausência 

das regiões CA-repeat do gene SHOX e da região DXYS233, microssátélite 

próximo ao gene. Recentemente, CAMPOS-BARROS et al.(66) descreveram um 

caso de DML em que o propósito apresentava deleção da região PAR1 

aparentemente em heterozigose; neste caso, os pais haviam transmitido as 

deleções da região PAR1, nas quais o gene SHOX estava ausente, porém as 

deleções apresentadas pelo pai diferiam da deleção apresentada pela mãe. 

 

 

2.9 SÍNDROME DE TURNER 

 

 

A síndrome de Turner (ST) é caracterizada citogeneticamente pela 

presença de um cromossomo X e perda total ou parcial do segundo cromossomo 

sexual, levando, assim, à monossomia de um ou mais genes comuns aos 

cromossomos X e Y que escapam à inativação. A baixa estatura é a principal 

característica, presente em cerca de 95% dos casos (67). O segundo sinal mais 

constante (90%) é o hipogonadismo de origem gonadal; além disso, na ST são 

observadas diversas malformações, dismorfismos e patologias adquiridas(68).  

Nas pacientes com ST, podem ser identificadas várias fases distintas no 

crescimento espontâneo(69), como: retardo do crescimento intraútero, sendo o 

comprimento ao nascer cerca de 1 desvio-padrão abaixo da média; velocidade de 
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crescimento normal ou próxima do normal do nascimento até 2 a 3 anos de idade; 

declínio progressivo da velocidade de crescimento dos 3 aos 14 anos, com desvio 

gradual e progressivo dos percentis normais de crescimento; e ausência do estirão 

puberal, sendo que o crescimento durante a adolescência persiste lentamente por 

vários anos, acompanhado de atraso na fusão das epífises ósseas. 

O distúrbio do crescimento esquelético observado na ST manifesta-se, 

além da baixa estatura, por distúrbio do crescimento dos ossos longos e da base 

do crânio, levando a posicionamento anômalo do meato auditivo e alteração da 

relação entre o ouvido médio e a tuba, e, consequentemente, a otites médias 

recorrentes, fácies característica com micrognatia, cubitus valgus, pescoço curto, 

peito escavado, tórax em escudo, encurtamento de metacarpianos e 

metatarsianos, particularmente do IV metacarpiano, palato ogival, genu valgum, 

escoliose, e ainda, em 7,5% dos casos, deformidade de Madelung nos punhos. A 

deformidade de Madelung, também chamada deformidade em baioneta, 

caracteriza-se por um encurvamento lateral e dorsal do rádio associado a 

anomalias do carpo e deslocamento ou subluxação dorsal da extremidade distal 

da ulna(70). 

Correlações entre fenótipo e cariótipo permitiram estimar que a região 

Xp22 do cromossomo X é responsável pelo surgimento dos estigmas da ST, 

quando ausente (71), e que, no cromossomo Y, esses genes estariam localizados 

numa pequena região do braço curtoYp11.3(72). 
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3.1 OBJETIVO GERAL 

Investigar a frequência de alterações no gene SHOX em indivíduos com quadro 

clinico compatível com discondrosteose de Léri-Weill ou displasia mesomélica de 

Langer. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Investigar a existência de microdeleções por meio da análise de microssatélites. 

Ivestigar a ausência de Heterozigosee por novas técnicas disponíveis, como “Real 

Time” e MLPA. 

Investigar a existência de mutações de ponto no gene SHOX dos pacientes que 

apresentaram os alelos em heterozigose. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 CASUÍSTICA 

 

 

A casuística deste trabalho foi composta por onze pacientes 

acompanhados nos serviços de Pediatria (Pediatria Geral, Crescimento e 

Desenvolvimento e Endocrinologia Pediátrica), Ortopedia (Cirurgia de Mão) e 

Genética (ambulatórios do Grupo Interdisciplinar de Estudos da Determinação e 

Diferenciação do Sexo – GIEDDS – e de Erros Inatos do Metabolismo) do HC – 

UNICAMP. Esses indivíduos apresentavam características clínicas compatíveis 

com DLW (dez casos) ou DML (um indivíduo). Os pacientes participaram mediante 

a assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido, baseado no projeto 

aprovado pelo comitê de ética em pesquisa (Processo nº 939/2001 – Anexo 1). 

Dos onze pacientes do grupo (Tabela 1), com idades variando entre 4,9 e 

23,5 anos, dois eram do sexo masculino e 9 do sexo feminino (Figura 10). Esses 

pacientes, que apresentavam encurtamento da porção média dos membros 

(mesomelia) e (ou) deformidade de Madelung com ou sem baixa estatura, eram 

procedentes dos serviços já citados, sendo que alguns foram encontrados através 

de busca nos arquivos do HC por meio do código internacional de doenças e de 

pesquisa no arquivo nosológico do serviço de Radiologia.  
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4.2 ESTUDOS MOLECULARES 

 

 

Os estudos foram realizados no Laboratório de Genética Molecular 

Humana do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da 

UNICAMP, sob orientação da Profª Drª Maricilda Palandi de Mello. 

 

 

4.2.1 EXTRAÇÃO DE DNA GENÔMICO  

 

 

As amostras do DNA genômico foram obtidas a partir de sangue total 

periférico (aproximadamente 10 mL) colhido em 1 mL de EDTA 

(etilenediaminotetracetato dissódico dihidratado) 10 % pH 8,0 como 

anticoagulante, no Ambulatório de Pediatria do HC da UNICAMP.  

Adicionou-se Solução A (Quadro 1) ao sangue coletado até o volume de 

50 mL e manteve-se o tubo a 4°C por 30 minutos, para lise das hemácias. 

Centrifugou-se a 2.000 rpm, 4°C por 10 minutos. Ressuspendeu-se o precipitado 

(“pellet”) em 20 mL de Solução A. Após a repetição da operação, o “pellet” foi 

ressuspendido em 1 mL de Solução B (Quadro 1) diluída para 1x. Acrescentaram-

se 250 l de Solução C (Quadro 2), contendo Proteinase K(74). 
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Incubou-se a mistura sob leve agitação a 37°C, durante um período de 

aproximadamente 18 horas, ou a 65°C, por 2 horas. Para a extração do DNA, 

adicionou-se 1,25 mL de TE 1x (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) e igual 

volume de fenol saturado com Tris-HCl 10 mM, pH 8,0 (Applied Biosystems).  

Homogeneizou-se a mistura por inversão cuidadosa do tubo durante 5 

minutos, após o que se centrifugou a 2.500 rpm por 15 minutos, à temperatura 

ambiente, para separação e recuperação da fase aquosa (superior). À fase 

aquosa, acrescentou-se novamente igual volume de fenol saturado com Tris-HCl 

10 mM, pH 8,0 seguindo-se a centrifugação. Repetiu-se o procedimento duas 

vezes com solução fenol: clofórmio: álcool isoamílico (25:24:1; v:v:v) e por último 

com clorofórmio: álcool isoamílico (24:1; v:v). Para a precipitação do DNA, 

acrescentou-se 1/10 do volume obtido de acetato de sódio 3 M e 2,5x o volume de 

etanol absoluto gelado. O DNA precipitado foi recuperado com o auxílio de uma 

haste plástica esterilizada e lavado com etanol 70% antes de ser ressuspendido 

em volume que variou de 200-500 l de TE 1x. A concentração de DNA foi 

calculada através de leitura de absorbância a 260 nm em espectrofotômetro, 

sendo a integridade do DNA testada em eletroforese com gel de agarose 0,8%. 

Quadro 1 – Composição das soluções A e B. 

Solução A Solução B (2x concentrada) 

Triton-X 1% Na2EDTA 20mM 

MgCl2 5mM NaCl 20mM 

Sacarose 0,32M Tris-HCl 20mM (pH 8,0) 

Tris-HCl 10mM (pH 8,0)  
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Quadro 2 – Composição da solução C. 

Solução C (para 1mL) 

0,5 mL de solução B 

1mg de Proteinase K (Boehringer Mannheim GmgH, Mannheim, Germany) 

0,5 mL de SDS 10% 

 

 

4.2.2 ANÁLISE DE MICROSSATÉLITES 

 

 

Para realização do trabalho utilizou-se a técnica de reação em cadeia da 

polimerase (polymerase chain reaction, PCR) para amplificação dos fragmentos 

referentes às regiões de repetições próximas e dentro do gene. As regiões 

estudadas foram CA-repeat (dentro do gene), DXYS10092, DXYS10093, 

DXYS10091, DXYS10083 e DXYS233 (Figura 3). 

Foram realizados PCRs, utilizando-se α-32P-dCTP para marcação 

radioativa dos fragmentos, em seguida separados em gel de poliacrilamida 7%. O 

gel de poliacrilamida foi secado, exposto em filmes de raios-X por períodos 

variáveis e, posteriormente, revelado. Como método alternativo, fez-se a PCR 

normal, sendo os fragmentos produzidos separados em eletroforese em gel de 

poliacrilamida 7%, e depois, feita a coloração com prata. 

A amplificação feita por PCR radioativo foi efetuada em um volume final de 

12,5 µL, contendo de 50 a 100 ηg de DNA genômico, 20 nM de cada primer, 200 

µM de cada dNTP (0,2 mM dATP + 0,2 mM dTTP + 0,2 mM dGTP + 0,1 mM dCTP 
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+ 1µCi [α32P] dCTP), 0,25U de Taq DNA polimerase (Invitrogen), tampão de 

reação para enzima, MgCl2 (1,0 a 1,5 mM). As sequências dos primers utilizados 

para cada região, assim como o tamanho do produto esperado, encontram-se 

descritos na Tabela 2(14,18,75). Foram usados os ciclos de amplificação de SHEARS 

et al.(14); CORMIER-DAIRE et al.(75) e BINDER et al.(18), adaptados de acordo com 

a Tm de cada primer utilizado. 

 

Tabela 2 - Sequência de primers utilizados para amplificação das regiões SHOX-CA, 
DXYS10091, DXYS10092, DXYS10093, DXYS10083 e DXYS233 (SHEARS 
et al.(14); CORMIER-DAIRE et al.(75); BINDER et al.(18). 

Região Sequência dos pares de primers (5'-3') Tamanho 
pb 

% H Temp.ºC 

DXYS233 S - TGGGAATTCGAGGCT 

A - TGATTTCCATCCT-GGGGT 

271-291 92 55 

SHOX-CA S - CATGTCATATATATATGTGATCC 

A - GACACAGAAATCCTTCATAAAAT 

136-156 86 55 

DXYS10091 S – GAATTGCTTGAACCTGGC 

A - AGGGAGGTCATACCTTGTTGAA 

202-222 60 55 

DXYS10092 S - TTCGTGACAAAGGCCTTTGC 

A - CTACAAGTCCTAGTACCTAC 

317-367 96 53 

DXYS10093 S – GCCCGTGATCCCAGTACTG 

A - CAACTTCCTTGGAAATCTTC 

233-259 69 55 

DXYS10083 S – GGGGGTGTTTGGAAATGGTATAAT 

A – TTACAATGTATGTCAGCAGAGACC 

150-172 82 51 

A= fita antisense; S= fita sense ; H= heterozigose para o loco em questão 

 

Após execução da PCR, ao produto foi adicionado um tampão de 

carregamento contendo 95% de formamida; 0,05% de azul de bromofenol; e 20 
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mM de EDTA, pH 8,0. A seguir, as amostras foram desnaturadas por 5 minutos a 

95o C e aplicadas em gel desnaturante de poliacrilamida 7%. A eletroforese foi 

realizada a 1350 V, 50 W, 50 mA, por 3 a 5 horas, dependendo do tamanho dos 

fragmentos gerados para cada região estudada. Os géis foram colocados em 

secador de gel por uma hora e posteriormente expostos a filmes de raios-X 

(Hyperfilm MP – Amersham-Pharmacia) a -70o C por 2 a 24 horas, dependendo do 

decaimento do material radioativo estimado pelo tempo de estoque no laboratório 

(meia-vida do 32P = 14,5 dias). 

 

 

4.2.3 “SOUTHERN BLOT” 

 

 

A fim de padronizar uma técnica alternativa para detecção de hemizigose, 

devido a impossibilidade de se determinar homozigose ou hemizigose por 

microssatélites, foi realizado em um caso de deleção (paciente 3) o experimento 

de “Southern blotting”, para a técnica foram utilizados como sonda o fragmento 

exon 4,5 para o gene SHOX e sonda do fragmento exon 3 para o gene controle 

(DMRT1).  

Foram digeridos 12 g de DNA genômico com a enzima de restrição Hind III 

(Invitrogen Corporation, Estados Unidos) em um volume total de 200 L segundo o 

protocolo descrito pelo fabricante da enzima, sendo as reações incubadas em 
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banho-maria a 65oC por 18h. Após a incubação, a eficiência da reação foi testada 

separando as amostras em gel de agarose 0,8%. Em seguida, o DNA foi 

precipitado com 0,1 volumes de acetato de sódio 3 M, pH 5,2 e 2,5 volumes de 

etanol absoluto gelado, por 2 h a -20 oC. A mistura foi centrifugada a 13.000 rpm 

por 10 minutos em microcentrífuga e, o precipitado contendo DNA digerido foi 

lavado com etanol 70%. Após centrifugação (13.000 rpm por 10 minutos), o DNA 

foi ressuspendido em 20 L de TE, e aplicado em gel de agarose de baixa 

eletroendosmose (Sigma Chem. Corporation) a 0,8% em tampão\TBE para 

separação dos fragmentos; a corrida eletroforética durou em média 18h a 50V.  

Após ser fotografado, o conteúdo do gel foi transferido para uma membrana 

de nylon (Hybond N+, Amersham Biosciences), seguindo-se as especificações do 

fabricante (da membrana). Antes da transferência o gel foi despurinado em HCl 

0,25 N por 12 min, e, em seguida, desnaturado em NaOH 0,4 N, NaCl 1N por 30 

min. O DNA foi transferido para a membrana por capilaridade durante 

aproximadamente 18 h, como descrito em SAMBROOK et al.(74). Após a 

transferência, a membrana foi incubada em solução de neutralização (tampão 

fosfato de sódio 0,1 M) durante 30 min. A membrana foi secada em papel de filtro 

e colocada em forno a 80oC por 2h. 
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4.2.3.1 SONDAS 

 

 

Como sonda, empregou-se um produto de 330 pb, obtido a partir da 

amplificação por PCR dos éxons 4 e 5 do gene SHOX. Para o procedimento, 

foram utilizados os primers 4,5S (5’-TCTCTCTCTGCTTCTCCCCA-3’) e 4,5AS (5’-

CAGGTCCCTAGGGATCTTCA-3’). Como controle, fez-se uso de um produto de 

PCR com tamanho de 226 pb, do gene DMRT1 (Doublesex and Mab-3 Related 

Transcription factor), tamanho próximo ao do produto empregado para o gene 

SHOX. O gene DMRT1 foi escolhido por ser um gene de cópia única situado no 

cromossomo 9. Para amplificação do fragmento DMRT1, foram utilizados os 

primers DMRT1. 1s (5’–ACTTCTCCTAGGGGCACCAT-3’) e DMRT1. 1a (5’-

ACTTCTTGCTCCCGGCA C-3’). O ciclo de amplificação usado por SHEARS et 

al.(17) para éxon 4,5 do gene SHOX foram utilizados para a sonda que 

identificaram o gene SHOX, os primers usados por ASSUMPÇÃO (2002) foram 

utilizados para a sonda de DMRT1. As sondas e DNA foram marcadas com 32P-

dCTP (Amersham Biosciences) pelo método de Random Priming (Primer 

Randomico), seguindo-se o protocolo do fabricante do kit Random Primers DNA 

Labeling System (Invitrogen Corporation, Estados Unidos).  

A sonda foi purificada através de filtração em gel, usando-se uma coluna de 

Sephadex G-50 (Sigma Chem. Corportion), empacotada em solução saturada de 

Tris-HCl, 1 M, pH 8,0, em uma seringa de 1 mL, através de sucessivas 

centrifugações por 4 min a 3.000 rpm. Antes de purificar a sonda, equilibrou-se a 
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coluna com 100 l de TE, por centrifugação. Retirou-se 1 l da sonda purificada 

para a contagem do nível de incorporação radioativa em contador de cintilação 

líquida (LKB). 

 

 

4.2.3.2 HIBRIDIZAÇÃO 
 

 

As membranas contendo os DNAs digeridos foram hibridizadas com as 

sondas Éxon 4,5 e DMRT1, seguindo-se o protocolo descrito por MORNET, et 

al.76, porém, com algumas modificações. As membranas foram pré-hibridizadas 

em Tris-HCl 0,2 M, pH 7,0, contendo 50% formamida (Invitrogen Corporation, 

Estados Unidos), 10x Denhardt’s, 5x SSC, 1% SDS, e 100 g/mL de DNA de 

esperma de salmão desnaturado, e incubadas em forno de hibridização 

(Amersham Biosciences) a 42oC, por aproximadamente 18 h. A solução de 

hibridização foi substituída, contudo, usando-se apenas 5x Denhardt’s, e 

adicionando-se a sonda marcada desnaturada em NaOH 0,3 N. As membranas 

foram hibridizadas a 42oC por 16 h. Após hibridização, os filtros foram lavados em 

solução de adstringência média (1x SSC; 0,1% SDS) à temperatura ambiente, por 

10 min(74). Em seguida, lavaram-se os filtros duas vezes em solução de alta 

adstringência (0,5x SSC; 0,1% SDS) a 65oC durante 5 min. 
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4.2.3.3 AUTORRADIOGRAFIA E REMOÇÃO DA SONDA DAS MEMBRANAS: 
 

 

Os filtros lavados foram expostos a filmes de raios-X (Hyperfilm MP-

Amersham) em cassetes de exposição contendo intensificador de sinal (Lightning 

Plus - Dupont), a -70oC por 2 dias. Após esse período, os filmes foram revelados. 

A sonda foi removida dos filtros, incubando-se os mesmos em solução Tris-HCl 5 

mM, pH 8,0, 0,04% de EDTA e 0,1% de SDS, a 100oC, até que a solução 

atingisse a temperatura ambiente. Os filtros tratados foram selados em saco 

plástico, armazenados a 4oC e posteriormente re-hibridizados. 

 

 

4.2.4 SEQUENCIAMENTO 

 

 

Uma vez confirmada a heterozigozidade nos pacientes, foram avaliadas 

possíveis mutações no gene SHOX. Para isto realizou-se a amplificação dos 

éxons 1 a 5 por PCR, utilizando-se 4 pares de primers, descritos na Tabela 3(14). 

Priorizaram-se os éxons 2, 3 e 4,5 uma vez que as alterações descritas até o 

momento neles se concentravam. Além disto, os primers para as demais regiões 

apresentaram problemas quanto ao anelamento. Como os éxons não são 
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extensos, foram usados os próprios primers de amplificação, não sendo 

necessária a utilização de primers internos. Os ciclos de amplificação foram 

modificados com relação àqueles descritos por SHEARS et al.(14).  

 

Tabela 3 - Sequência de pares de primers utilizados para amplificação dos éxons 2, 3 e 4, 
5(14). 

Éxon Sequência de pares de primers (5'-3') 
Tamanho 

pb 
Temp. oC 

2 
S - AGGCGTAAATAAGAGCGCTG 

A - GAGACGGGAGCTGCAAATGT 
500 57 

3 
S - GTTGCGCAAAACCTCCCC 

A - CGTGCTGTGCGCTCCC 
328 60 

4,5 
S - TCTCTCTCTGCTTCTCCCCA 

A - CAGGTCCCTAGGGATCTTCA 
330 57 

A= fita antisense S= fita sense  

 

Após a amplificação, as amostras foram separadas em gel de agarose 1%, 

fotografadas e purificadas com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean Up System 

(Promega Corporation, Estados Unidos). A reação de sequenciamento foi 

realizada no termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient, estando os ciclos de 

amplificação e as condições da reação representados na Tabela 4. 
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Tabela 4: Esquema da reação de sequenciamento. 

REAÇÃO [ ] FINAL CICLO GERAL 

Produto da PCR 1 g 1ciclo 94ºC, 5 min 

Tampão (10x) 1x 30ciclos 
 94oC, 1 min  
 Tm do “primer”, 1min 30 seg 
 72oC, 5 min 

“*primer” 0,6 
pmoles 

Big Dye – Applied Bisystem- v3.1 2 L 

Água qsp 10L 1ciclo 72oC, 5 min 
* As sequências dos primers utilizados para o sequenciamento estão listadas na Tabela 3. 

 

A reação de sequenciamento foi purificada com etanol 80% gelado, seguida 

de 45 min de centrifugação a 3700 rpm. O sobrenadante foi descartado, 

acrescentando-se etanol 70%, sucedendo-se mais 10 minutos de centrifugação a 

3700 rpm; em seguida, o sobrenadante foi novamente descartado. As amostras 

foram ressuspendidas em 10 L de formamida Hi-Di (Applied biosystem), 

desnaturadas a 95oC por 5 min e imediatamente colocadas em gelo. Foram então 

sequenciadas no ABI PRISM 3700 DNA Analyser (Applied Biosystem-Applera 

Corporation, Estados Unidos). Os softwares utilizados para a análise das 

sequências foram: Chromas, Gene Runner e/ou CLC Main Workbench 5  

As sequências obtidas foram alinhadas e comparadas com a sequência 

normal do DNA do gene SHOX (NT_028413) com o auxílio dos programas de 

análise Chromas e Gene Runner. 
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4.2.5 PCR EM TEMPO REAL 

 

 

A técnica de PCR em tempo Real foi realizada na tentativa de confirmação 

de hemizigose e exclusão de homozigose em pacientes que apresentavam banda 

única em determinadas regiões nas analises de microssatélite. 

A PCR em tempo real, uma técnica confiável para a detecção e medida de 

produtos gerados durante cada ciclo da reação em cadeia da polimerase, tem 

como base a emissão de compostos fluorescentes que geram um sinal a cada 

ciclo da reação. Esta emissão aumenta na proporção direta da quantidade de 

produto da PCR. 

A capacidade medida do produto em “tempo real” é possível devido ao 

acumulo de fluorescência a cada ciclo da reação. Assim, pode-se saber a 

quantidade de produto em um ponto no qual a reação ainda está na fase 

exponencial(77). Por este motivo, essa técnica permite a quantificação, o 

acompanhamento da reação e a apresentação dos resultados de forma mais 

precisa e rápida, eliminando a detecção em gel de eletroforese(78)  

Neste trabalho, foi utilizado o composto fluorescente SYBR Green, um 

fluoróforo em suspensão, intercalante de DNA dupla fita (Figura 11), que emite 

uma fluorescência verde com a excitação da luz capturada pelo sistema ótico do 

termociclador. Quando o fluoróforo não esta ligado ao DNA, este exibe uma 

fluorescência muito pequena, porém esta aumenta significativamente ao se ligar à 

fita dupla de DNA. 
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Inicialmente foi determinada a concentração de cada amostra de DNA, 

utilizando-se espectrofotometria a 260 nm, obtida através do cálculo: 

      DNA (µg/mL) = (OD260) x (fator de diluição) x (50µg DNA/mL)/1 unidade OD260 

Após obtenção de cada concentração, foi realizada a diluição de cada uma 

das amostras para uma concentração final de 100ng/µL. 

Para a realização da PCR, foi utilizado o equipamento 7300 Real-Time PCR 

System e placas contendo 96 poços (MicroAmp®Optical 96-WellReaction Plate), 

ambos da Applied Biosystems. Cada placa foi montada para uma determinada 

região de interesse, sendo que todas continham uma curva de diluição com 4 

pontos em triplicata. 

Todas as reações foram feitas com um volume final de 12,5 μL/poço: 6,25 

μL de Sybr Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1 μL de amostra (ou 

água ultrapura, no caso dos controles negativos), 0,7μL de cada primer e o 

restante de água ultrapura. Os primers usados foram os mesmos que os da 

reação de análise de microssatélites (Tabela 3), sendo utilizado o gene Fator V de 

coagulação humana como controle endógeno ou calibrador (Tabela 5). 

Tabela 5 – Sequência dos pares de primers utilizados para amplificação da região do 
gene Fator V de coagulação 

Gene Sequência de pares de primers (5'-3') 
Tamanho 

pb 
Temp. oC 

Leiden/ 

éxon 10 

S - CTTGAAGGAAATGCCCCATTA 

A - TGCCCAGTGCTTAACAAGACCA 
220 55 
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As etapas de amplificação incluíram um ciclo inicial de desnaturação a 95ºC 

por 10 minutos, seguido de 40 ciclos constituídos de: desnaturação a 95ºC por 15 

segundos, anelamento a (Tanelamento)ºC por 30 segundos e extensão a 72ºC, por 1 

minuto, um novo ciclo foi acrescentado a 72ºC, por 5 minutos, seguido de fase de 

dissociação com desnaturação por 15 segundos a 95ºC, 30 segundos a 60ºC e 15 

segundos a 95ºC.  

A amplificação dos segmentos realizada pela PCR em tempo real foi 

analisada por meio da quantificação relativa, a qual determina o número de cópias 

de um gene alvo em relação a um controle interno. Os cálculos baseiam-se, 

indiretamente, na comparação dos CTs (Cycle threshold), que correspondem aos 

ciclos de PCR nos quais o sinal de amplificação exponencial alcança intensidade 

fluorescente superior ao limiar de detecção (ponto inicial). 

 

 

4.2.5.2 CURVA DE DISSOCIAÇÃO 

 

 

A fluorescência foi medida ao final de cada fase de extensão. Uma fase de 

dissociação foi realizada, originando uma curva de dissociação (Figura 13). Esta 

curva contém informações que possibilitam verificar a pureza do produto formado 

e confirmar a ausência de dímeros de iniciadores ou outros produtos inespecíficos. 
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Para síntese da curva, fez-se uma diluição seriada das amostras, estando 

inicialmente todas estas na concentração de 100ng/µL. Cada uma das diluições 

seriadas foi realizada em triplicada com as concentrações de 100ng/µL, 10ng/µL, 

1ng/µL e 0,1ng/µL. Os CTs das amostras em teste foram determinados pelo 

Software 7300 System SDS, que acompanha o equipamento da Applied 

Biosystems  

Para cada curva padrão, o software procura o melhor ajuste entre os 

pontos, calcula a regressão linear e fornece o R2, o slope (inclinação da curva) e o 

y intercept(82) (Figura 15). O R2 mede o quão próximo é o ajuste entre a regressão 

linear da curva padrão e os valores individuais de CT das amostras padrão (um 

valor de 1 indica um ajuste perfeito entre a regressão linear e os dados 

individuais). A inclinação indica a eficiência de amplificação para o ensaio (um 

valor de -3,32 representa uma eficiência de 100%), e o y-intersepção indica o valor 

esperado de CT para uma amostra com quantidade 1. Utilizando-se a inclinação, 

pôde-se calcular a eficiência de cada reação, por meio da fórmula: E = 10 (-

1/inclinação)-1. 
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4.2.5.4 ANÁLISE DE DELEÇÃO POR qPCR 

 

 

4.2.5.4.1 MÉTODO 2-ΔΔCt 
 

 

O método 2-ΔΔCt é frequentemente utilizado para quantificação relativa, pois 

possibilita o cálculo da dosagem sem a necessidade de realização de curva 

padrão, o que se torna possível a partir do momento que o método assumir que as 

eficiências das reações são iguais. Para que seja realizada a quantificação relativa 

utilizando 2-ΔΔCt, é necessário um controle endógeno. Neste trabalho, estudou-se a 

derivação do método LIVAK & SCMITTGEN(83) para posterior aplicação em 

análises de deleção. 

A derivação do método parte da equação:  

Xn = X0 x (1 + EX)n, 

onde Xn é o número de moléculas alvo no ciclo n, X0 é o número de moléculas alvo 

inicial e EX é a eficiência de amplificação da molécula alvo. O valor de n é dado 

pelo ciclo de amplificação (Ct), indicando qual ciclo da reação que está sendo 

estudado. Deste modo, 

XT = X0 x (1 + EX)C T,X = KX 
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XT é o número de moléculas alvo no limite (número) do ciclo de amplificação e KX 

é a constante. O mesmo raciocínio é aplicado para o controle interno:  

RT = R0 x (1 + ER)C T,X = KR. 

Quando dividimos XT (valor alvo) por RT (valor endógeno), teremos a 

constante K. 

XT X0 x (1 + EX)C T,X KX  

RT R0 x (1 + ER)C T,X KR 
 

Os valores exatos de XT e RT dependem de vários fatores, como: 

sequência do primer, fluoróforo utilizado e pureza da reação. Logo, as constantes 

K (KX e KR) não têm que ser iguais. Se assumirmos que as eficiências das 

reações são iguais, teremos: EX=ER=E, 

X0 x (1+E)C t,x-C t,r = K, logo 
         R

0 
 

XN x (1+E)ΔCT =K, 
 
Reorganizando a expressão temos: 

XN = K x (1+E)-ΔCT 

Como último passo, divide-se o XN de cada alvo (a) pelo XN do calibrador 

(cb): 

XN,a K x (1 + E) – ΔCT,a
 

= =  K 

= =  (1 + E)
-ΔΔC

T 
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XN,cb K x (1 + E) – ΔCT,cb 

 
 
A quantia-objetivo, normalizada para uma referência endógena e relativa 

para um calibrador, é dada por 2-ΔΔCt  

 

 

4.2.5.4.2 MÉTODO ΔKCt 

 

 

Este método utilizado para o cálculo, adaptado por WEKSBERG et al.(84) 

baseado em MOODY et al.(85), considera a correção de alguns fatores de efeitos 

adversos afetando a eficiência da reação através da normatização os valores de 

Ct, uma vez que reações com exatos 100% de eficiência nem sempre são 

conseguidas. 

Inicialmente, normaliza-se o gene de referência de cada paciente da corrida 

de Real-time, utilizando-se para isto a média do gene de referência de todas as 

amostras. 
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Em seguida, divide-se ACtR–CtRi pelo valor da inclinação da reação do 

gene de referência, para que o valor específico de Ct do gene de referência do 

indivíduo seja ajustado. 

(ACtR – CtRi) 

(valor da inclinação gene referência) 

 

Para que haja a normalização do gene alvo do indivíduo em concordância 

com o gene de referência e os genes alvos dos indivíduos restantes, considera-se 

a Inclinação da reação do gene alvo. 

 

(ACtR – CtRi)      x  (Inclinação gene alvo) 

(Inclinação gene referência) 

 

Seguidamente soma-se a este o Ct do gene alvo do indivíduo e, assim, este 

estará ajustado conforme os parâmetros da reação. Este novo Ct é denominado 

de KCt. 

 

KCt =   (ACtR – CtRi)         x   (Inclinação gene alvo) + Ct gene alvo indivíduo 

 (Inclinação gene referência) 

 
Finalmente se compara o resultado do paciente com o controle normal 

conhecido, ambos normalizados. 

ΔKCt = KCtcontrole - KCtafetado 

KCtcontrole = Ct do controle corrigido 

KCtafetado = Ct do afetado corrigido  
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O ΔKCt representa o número de cópias, perda ou ganho, da região 

estudada em relação ao controle que se tomou como referência. Em conclusão, o 

valor de ΔKCt igual a 0 (± 0,35) indica uma taxa igual à  referência. A perda de um 

alelo tem como resultado um ΔKCt com valor igual a -1 (± 0,35), indicando uma 

microdeleção, com relação ao controle que tomamos como referência. 

Consequentemente, um resultado de ΔKCt igual a +1 (± 0,35) indica um ganho 

consistente com uma microduplicação.  

 

 

 

4.2.6 MLPA (MULTIPLEX LIGATION-DEPENDENT PROBE AMPLIFICATION) 

 

 

A análise de MLPA foi realizada para detecção de possíveis deleções tanto 

no gene SHOX como na região “downstream” a este. Trata-se de uma técnica 

atual que possibilita analise abrangente de varias regiões simultaneamente. Todos 

os pacientes analisados por microssatélites foram posteriormente analisados 

utilizando-se a técnica der MLPA. 

O kit utilizado para a realização do experimento foi o SALSA MLPA kit 

P018-D1 SHOX, composto por 44 sondas que geraram fragmentos de 136 pb a 

445 pb. Estas sondas são divididas em 26 sondas na região PAR1, incluindo 

exons do gene SHOX, 8 sondas no cromossomo X localizadas fora da região 
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permaneceram incubadas a uma temperatura de 54°C por 15 minutos e a 98°C 

por 5 minutos. 

 

 

4.2.6.3 Reação da PCR Multiplex 
 

 

Em novos tubos foram colocados 10 μL da reação de ligação de MLPA, 4 

μL 10X SALSA PCR tampão, 26 μL de H2O, que foram mantidos em 

termociclador a 60°C. Em seguida, 10 μL de Mix Polymerase foram acrescentados 

a cada tubo, para assim inicializar a reação de PCR, segundo o protocolo de 30 

segundos a 95°C; 30 segundos 60°C; 60 segundos 72°C, por 35 ciclos. Por fim, as 

amostras foram incubadas a 72°C, durante 20 minutos.  

Para o Mix Polymerase foram necessários 2 μL de SALSA PCR-primers, 2 

μL SALSA Enzyme Dilution tampão, 5,5 μL de H2O e 0,5 μL de SALSA 

Polymerase.  
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4.2.6.4 Separação dos produtos amplificados por eletroforese 
capilar 
 

 

Os produtos de PCR foram identificados utilizando-se o equipamento ABI 

PRISM 310 DNA Analyser (Applied Biosystem-Applera Corporation, Estados 

Unidos), com filtros de fluorescência específicos, seguindo o protocolo 

desenvolvido por MRC Holland b. v2; 1-6-2007: Salsa 6-FAM PCR primer-dNTP 

mix.  

Posteriormente à reação de PCR foram misturados às amostras 0,75 μL da 

reação de PCR, 0,75 μL de água, 0,5 μL de 500 ROX, 13,5 μL Formamida Hi-Di, 

em seguida, desnaturados a 94°C por 2 minutos e resfriados em gelo. A leitura foi 

realizada no equipamento de eletroforese capilar ABI-Prism 310 Genetic Analyzer 

(1 capilar) com as seguintes configurações: 

• Padrão Interno: conjunto de filtros D - 500ROX* (ABI nr. 401734) 

• Comprimento do capilar: 47 cm (ABI nr. 402839); 

• Polímero: POP-4 

• Tempo de corrida: 30 min; 

• Voltagem de corrida: 15 kV; 

• Temperatura de corrida: 60 °C; 

• Volume de preenchimento do capilar: 184 vezes; 

• Voltagem de pré-corrida: 15 kV; 

• Tempo de pré-corrida: 180 s; 

• Voltagem de injeção: 3.0 kV; 
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• Tempo de injeção: 10-30 s; 

• Tempo de espera: 1 s. 

 

Os tamanhos dos fragmentos foram visualizados utilizando o Software 

GeneScan (Applied Biosystem-Applera Corporation, Estados Unidos). 

 

4.2.6.5 Análise dos dados obtidos por MLPA 
 

 

Foi utilizado o software Coffalyser MLPA DAT e MegaBACE Fragment 

Profiler Version 1.2,  desenvolvidos e recomendados pelo fabricante 

especialmente para a análise de várias amostras. Estes softwares são baseados 

no programa Excel que podem ser usados com a versão 2003+ ou superior do 

Microsoft Office version 2003+. Em todos os passos para a normalização dos 

dados estão incluídas correções para efeitos característicos da maioria das 

misturas de sondas que é o decréscimo na altura/área do pico dependente da 

sonda. Este software é constantemente aprimorado e pode ser obtido 

gratuitamente no sitio WEB da empresa. 

Tecnicamente, os dados foram normalizados dividindo-se a área do pico de 

cada sonda pela soma dos picos de todas as sondas na amostra. A seguir, esse 

valor normalizado foi dividido pela área do pico da sonda correspondente, obtida a 

partir do DNA controle. Quando houve presença de deleções e duplicações em 
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heterozigose, os valores foram, respectivamente, de 0,5 e 1,5, se comparados 

com o valor normal de 1,0. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Os resultados obtidos por análise de microssatélite, hibridização e 

sequenciamento são apresentados a seguir, com o heredograma de cada 

família estudada.  

 

 

5.1 PESQUISA DE MICRODELEÇÕES POR MEIO DA ANÁLISE DE MICROSSATÉLITES 

 

 

A região de repetições CA, denominada de CA-repeat, está localizada 

dentro da região 5’ não transcrita do gene SHOX e se constitui em um 

microssatélite intragênico polimórfico com um grau de heterozigosidade de 

cerca de 92% independente do grupo de indivíduos analisados(27,87). Como está 

dentro da seqüência gênica e seus alelos variam entre 136 e 156 pb, este 

microssatélite é sempre o primeiro a ser investigado em análises de perda de 

heterozigosidade. O microssatélite DXYS233, geralmente o segundo a ser 

estudado, está a 800 pb “downstream” do gene SHOX(27) e seus alelos variam 

de 271 a 291 pb. 

Com o passar dos anos, com as indicações sobre a existência de 

regiões controladoras localizadas dentro e em torno do gene, novos 
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microssatélites foram propostos, entre eles os utilizados neste estudo: (a) 

DXYS10092 (localizado entre o microssatélite CA-repeat e o início do gene), 

que apresenta heterozigosidade de 96%, possuindo 18 alelos que variam de 

317 a 369 pb; (b) a região DXYS10093, que se localiza entre os éxons 6a e 6b, 

possui 14 alelos que variam de 233 a 259 pb e heterozigosidade em torno de 

69%; (c) a região DXYS10091, cerca de 650 kb “downstream” ao gene, sua 

heterozigosidade está em torno de 60% e seus alelos  vão de 202 pb a 222 pb; 

e (d) a região DXYS10083, cerca de 660 kb “downstream” ao gene, com 

heterozigosidade de 82% e alelos variando de 150 e 172 pb(26). 

Em nosso estudo, utilizamos os primers descritos por SHEARS et al.(14), 

CORMIER-DAIRE et al.(75), BINDER et al.(18) e BENITO-SANZ et al.(26) para a 

amplificação das regiões variáveis CA-repeat, DXYS10092, DXYS10093, 

DXYS10091, DXYS10083 e DXYS100233.  

Neste trabalho, os fragmentos de microssatélites produzidos durante a 

PCR foram inicialmente separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, 

em seguida submetidos à separação por eletroforese em gel de poliacrilamida 

7% com coloração em prata. Devido à existência de alguns resultados 

insatisfatórios, como método alternativo, realizou-se, então, a PCR utilizando α-

32P-dCTP para marcação radioativa dos fragmentos, que foram posteriormente 

separados em géis de poliacrilamida 7%; secados, expostos em filmes de 

raios-X por períodos variáveis e, posteriormente, revelados. 
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5.1.1 Resultados 
 

 

Dos onze pacientes com características clínicas compatíveis com DLW 

ou DML, dois apresentaram deleção de um dos alelos – envolvendo o próprio 

gene SHOX (caso 3 e 9) ou regiões “downstream” a este, sinalizado na Tabela 

6 como hemizigose (HEMI) do respectivo microssatélite. O paciente com DML 

(caso 8) apresentou deleção de ambos os alelos (NULO). Cinco pacientes 

apresentaram apenas uma marca de alelo em algum microssatélite (casos 1, 4, 

5, 6 e 7), revelando uma probabilidade de hemizigose, embora não se possa 

descartar a hipótese de homozigose (assinalada na Tabela 6 como 

HOM/HEMI) porque, nesses três casos, não houve condição de pesquisar 

ambos os genitores, tornando o estudo não informativo. Com relação a 

paciente 2 estas analises foram não informativas. 

Outros dois pacientes apresentaram possíveis hemizigoses da região 

DXYS10091 (casos 10 e 11), também indicado como HOM/HEMI na Tabela 6. 

  



RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

105 

 

Tabela 6 - Resultados da análise dos polimorfismos das regiões CA-repeat, 
DXYS10092, DXYS10093, DXYS10091, DXYS10083 e DXYS233 
obtidos em pacientes com mesomelia e (ou) deformidade de Madelung 
associada ou não à baixa estatura. 

P 
CA repeat DXYS10092 DXYS10093 DXYS10091 DXYS10083 DXYS233 

1 HET HET HOM/HEMI HOM/HEMI HOM/HEMI HET 

2 HET Nd Nd Nd Nd HET 

3 HEMI HEMI HEMI NI HEMI HET 

4 HOM/HEMI HET HET HOM/HEMI nd HOM/HEMI 

5 HET HOM/HEM HOM/HEM HOM/HEMI HET HET 

6 HET HET Nd HOM/HEMI HET HET 

7 HOM/HEMI HOM/HEMI HOM/HEMI HOM/HEMI HOM/HEMI HOM 

8 nulo nulo nulo HOM HET HET 

9 HET HEMI HEMI NI HEMI HET 

10 HET HET HET HOM/HEMI HET HET 

11 HET HET HET HOM/HEMI HET HET 

NI = não informativa 
Nd = não determinado 
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5.1.2 Discussão dos casos 

 

 

5.1.2.1 Nulizigose 

 

 

A paciente 8 foi inicialmente diagnosticada como portadora de DLW e 

posteriormente confirmada como portadora de DML, com presença de geno 

valgo, mesomelia acentuada e displasia óssea. Apresentou, assim como no 

estudo realizado por BERTORELLI et al.(88), deleção completa dos dois alelos 

do gene SHOX. Seus pais são primos em primeiro grau; seu pai tem baixa 

estatura e sua mãe, baixa estatura (escore z de -5,98) e deformidade de 

Madelung. Em ambos, há ausência de um dos alelos do gene SHOX (Figura 

19). Essa deleção envolve duas regiões que antecedem o gene SHOX (CA-

repeat e DXYS10092) e uma que se situa dentro do gene (DXYS10093). 

A literatura aponta outros casos semelhantes (Tabela 7) com deleções e 

mutações em ambos os alelos do gene SHOX, alguns, inclusive, em 

heterozigose composta (BELIN et al.(13); ROBERTSON et al.(88); THOMAS et 

al.(65); CAMPOS BARROS et al.(66).  
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Figura 19- Heredograma da família 8 e gel correspondente aos resultados do 
indivíduo IV.2 (caso-índice) e seus pais. * 8Am=mãe; 8Ap=Pai. 
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Tabela 7 – Comparação dos tipos de deleção entre o caso de DML descrito neste  
trabalho e casos encontrados na literatura 

AUTORES 
ALTERAÇÕES ENCONTRADAS 

Alelo1 Alelo 2 

Presente trabalho 
Deleção: 

CA-repeat, DXYS10092 e 
DXYS10093 

Deleção 
CA-repeat, DXYS10092, 

DXYS10093 

Bertorelli et al., 2007(88) Deleção 
DXYS10092 e DXYS10093 

Deleção 
DXYS10092 e DXYS10093 

Campos-Barros et al., 
2007(66) 

Deleção 
CA-repeat, DXYS10092, DXYS10093 

Deleção 
PAR1 “downstream” do gene 

Bieganski et al., 2005(63) Deleção 
CA-repeat, DXYS10092, DXYS10093 

Presença dos alelos, provável 
mutação 

Thomas et al., 2004(65) Deleção 
CA-repeat, DXYS201, DXYS290 

Deleção 
CA-repeat, DXYS201, DXYS290, 

DXYS233, DXYS1053 

 

 

 

5.1.2.2 Hemizigose 

 

 

A deleção de um dos alelos do gene SHOX vem sendo objeto de vários 

estudos em pacientes com DLW e indivíduos com baixa estatura idiopática. 

SOBHERWAL et al.(90), em pesquisa realizada com 122 pacientes, encontraram 

deleções do gene em 47 casos (38,5%). Resultados semelhantes foram 

apresentados por BENITO-SANZ et al.(62), que, ao analisarem indivíduos de 

origem hispânica, mostraram que em 15% deles o gene SHOX estava ausente; 

além disso, 38% do total dos pacientes apresentaram deleções “downstream” 

do gene.  
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No presente estudo, nos pacientes 3 e 9 (15,4%), as análises 

confirmaram a ausência de um dos alelos do gene SHOX (Figura 20 e 21). Não 

foi possível ratificar em nenhum dos pacientes deleções apenas de regiões fora 

do gene, como descrito por SOBERWAL et al.(90), BENITO-SANZ et al.(62,26) e 

SCHINEIDER et al.(38). Embora esses autores tenham descrito a existência de 

regiões “downstream” do gene SHOX consideradas “pontos quentes” de 

deleção, motivo pelo qual essas regiões passaram a ser candidatas a 

apresentarem enhancers do gene, autores como ZINN et al. (2006)19 

demonstraram grande diversidade entre os pontos de deleção “downstream” do 

gene em pacientes com DLW, explicada pelas diferentes etnias dos indivíduos 

pesquisados.  

O exame da família da paciente 3 (Figura 20) incluiu pai, mãe e quatro 

irmãs da propósita. A mãe da paciente apresentava baixa estatura associada à 

deformidade de Madelung e três das quatro irmãs manifestavam baixa 

estatura. A mãe relatava ainda que seu pai e seu avô paterno mostravam baixa 

estatura, havendo assim a possibilidade de que a deleção encontrada, 

incluindo as regiões CA-repeat, DXYS10092, DXYS10093 e DXYS10083, 

tenha se originado há várias gerações. A análise do gel mostrou alta permuta, 

com diferença entre os alelos paternos passados para as filhas (dados 

publicados – Anexo 2). 
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Figura 20 - Heredograma da família3 e géis correspondentes aos resultados. Gel a) 
região Ca-repeat, b) DXYS10092, c) DXYS10093, d) DXYS10091, e) 
DXYS10083 e f) DXY233. *3m=mãe, 3p=pai, 31,2,3,4=irmãs da paciente. 
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Na família 9, o paciente III.1 com diagnóstico clínico de DLW (escore z: -

2,24), possui a mãe e irmão com diagnostico clinico de baixa estatura. A 

análise molecular revelou hemizigose das regiões DXYS10092, DXYS10093 

(dentro do gene) e DXYS10083, estando a região DXYS10091 provavelmente 

em hemizigose. No entanto, devido ao fato dos microssatélites materno e 

paterno serem semelhantes isto não pôde ser confirmado. O irmão (91)  

mostrava deleção das regiões DXYS10092, DXYS10093 (dentro do gene) e 

DXYS10083 (região “downstream” do gene SHOX), observando-se situação 

semelhante em relação à região DXYS10091, a região DXYS233 não foi 

informativa (Figura 21). 

  



RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

112 

 

 

Figura 21 - Heredograma da família e géis correspondentes aos resultados família 9. 
* 9m=mãe; 9p=pai; 91=irmão do paciente 
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Os pacientes 10 e 11 apresentaram-se heterozigotos para as regiões 

CA-repeat, DXYS10092, DXYS10093 e DXYS10083 (Figura 22). Não foi 

possível confirmar deleção (hemizigose) da região DXYS10091 nestes 

pacientes (Figura 22). 

 

Figura 22 – Esquema mostrando o resultado em gel de poliacrilamida dos pacientes 
10 e11. 

 

 

5.1.2.3 Hemizigose não confirmada ou não detectada 

 

Em nosso estudo de microssatélite, não tiveram deleção de algumas das 

regiões detectada ou confirmada 8 pacientes (72,7%): 1, 2, 4, 5, 6, 7, 10 e 11, 

merecendo destaque os pacientes 1, 5 e 7. 

As análises moleculares da paciente 1 indicaram heterozigose dos 

microssatélites CA-repeat e DXYS10092, localizados na região 5`-UTR, bem 
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como do DXYS233 na região “downstream” do gene. No entanto, para os 

marcadores DXYS10093, localizado dentro da região 3`-UTR, e DXYS10091 e 

DXYS10083, “downstream” do gene, foi observado apenas um fragmento, 

sugerindo homo ou hemizigose. Como os genitores não foram analisados, não 

foi possível a confirmação da perda alélica neste caso.  

Clinicamente a paciente apresentou baixa estatura e deformidade de 

Madelung (II.4), quadro este sugestivo de DLW. Seus pais tinham estatura 

dentro da normalidade, havendo uma irmã (II.3) com baixa estatura e outra 

irmã (II.5) com as mesmas características clínicas que a paciente (Figura 23).  
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Figura 23 - Heredograma da família 1 e análise em gel da paciente caso 1 (II.4) 

 

A paciente 5 apresentaou a região Ca-repeat em heterozigose, porém, 

nas regiões DXYS10092, DXYS10093 e DXYS10091, com perda de 
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heterozigosidade, o que pode indicar deleção integral do gene (Figura 24). A 

paciente foi a única na família a apresentar baixa estatura, deformidade de 

Madelung, cúbito valgo leve, palato alto e retrognatismo, sendo clinicamente 

diagnosticada como DLW. 

 

Figura 24 – Heredograma e análise em gel de poliacrilamida da família da paciente 5. 
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O paciente 7 apresentou perda de heterozigosidade das regiões CA-

repeat, DXYS10092, DXYS10093, DXYS10091, DXYS10083 e DXYS233. Filho 

de casal consanguíneo, esse paciente tinha baixa estatura (escore z -4,95), 

mesomelia e deformidade de Madelung, sendo clinicamente diagnosticado 

como portador de DLW. Embora com perda de heterozigosidade em várias 

regiões examinadas, a ausência de estudos moleculares sobre a mãe, já 

falecida, impossibilitou a confirmação de hemizigose (Figura 25). Este paciente 

foi analisado utilizando-se PCR em tempo real, sendo a região DXYS10091 

quantificada como região com 2 alelos homozigotos. 

A probabilidade de homozigose de quatro das regiões em sequência 

(DXYS10092, DXYS10093, DXYS10091 e DXYS10083) é baixa (0,04 x 0,31x 

0,4x 0,18x 0,5x 0,5 ou 0,0002), sugerindo que a deleção do gene SHOX possa 

ser a  responsável pelo quadro clínico. Devido à consanguinidade entre os 

pais, o estudo de microssatélites não permite descartar, entretanto, que se trate 
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de uma genocópia da DLW de herança autossômica recessiva.

 

Figura 25 – Heredograma e análise em gel de poliacrilamida da família do paciente 7. 
*7p=pai. 
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Não foi possível confirmar a hemizigose de algumas regiões nos demais 

pacientes, estando estes classificados como HOMO/HEMI. No caso do 

paciente 2, apenas as regiões CA-repeat e DXYS233 puderam ser estudadas, 

sendo detectada heterozigose em ambas. As demais regiões foram analisada 

na mãe da paciente que apresentou homozigose na região DXYS10091. A 

paciente 4  apresentou heterozigose nas regiões Ca-repeat, DXYS10092 e 

DXYS10093, sendo Homo ou Hemizigota para as demais regiões. A paciente 6 

apresentou heterozigose nas regiões Ca-repeat, DXYS10083 e DXYS233, 

sendo Homo ou Hemizigota nas demais regiões.A Figura 26 mostra os 

heredogramas e os géis referentes aos pacientes 2, 4 e 6.  
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Figura 26 – Heredograma e resultado das análises em gel das famílias 2, 4 e 6. 
* 2m=mãe paciente 2; 4m=mãe paciente 4; 6m=mãe paciente 6  
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5.2 ANÁLISE SOUTHERN BLOT 

 

 

 A família 3 também foi analisada utilizando-se a técnica de Southern-Blot 

para confirmação da deleção. Os resultados mostraram que a paciente 3, sua 

mãe (3Am) e as irmãs 3A2, 3A3 e 3A4 possuiam um dos genes SHOX deletado, o 

que não foi observado no pai e na irmã 3A1 (Figura 28). 

 

Figura 28 – Analise de Southern utilizando sondas do éxon 4,5 do gene SHOX e 
DMTR1 da família 3. Abaixo os índices. * 3Am=mãe da paciente; 3Ap=pai 
da paciente; 3A1; 3A2; 3A3; 3A4=irmãs da paciente. 
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5.3 ANÁLISE DE SEQUENCIAMENTO 

 

Mutações no gene SHOX foram descritas em pacientes com DLW e em 

casos de baixa estatura idiopática acompanhada de mesomelia desde os 

primeiros estudos deste gene(12,13,14). As diversas alterações encontradas 

muitas vezes levaram à formação de stop codons prematuros na proteína ou a 

substituições de aminoácidos causadores de alteração da função protéica. Os 

estudos mostraram que o fenótipo apresentado pelos indivíduos possuídores 

de mutação no gene não difere daquele no qual ocorre a deleção de um dos 

alelos. Logo, a variação fenotípica não pode ser explicada devido ao tipo de 

dano genético (deleção ou mutação), reforçando a ideia da haploinsuficiência, 

pois, em ambos os casos, ocorre a redução de 50% da função protéica. 

Em estudo realizado em 18 pacientes com DLW, GRIGELIONIENE et 

al.(91), encontraram três novas mutações de ponto, sendo uma delas uma 

deleção levando à  formação de um stop codon prematuro que antecede ao 

homeodomínio e as outras duas substituições, também localizadas na região 

de homeodomínio. Outras alterações foram descritas por vários pesquisadores, 

entre elas, deleções e substituições na região de homeodominio e fora 

desta(3,6,21,37,43).  

Outro ponto importante se refere ao controle da tradução do gene, que 

pode definir uma maior ou menor produção de proteína. BLASCHKE et al.(34), 

por meio de estudos por transfecção transiente, determinaram a existência de 
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uma região promotora dentro do éxon 2 do gene SHOX (a qual BLASCHKE 

denominou de P2), que apresentou diferenças significativas na eficiência de 

tradução do RNAm transcrito in vitro, utilizando-se diferentes linhagens 

celulares. Embora a transcrição a partir do promotor intragênico P2 seja tão 

eficiente quanto a transcrição originada do promotor localizado upstream (éxon 

1 - P1), seu trânsito exibe uma tradução que sofre efeitos inibitórios dos sete 

códons AUG antecedentes  do quadro aberto de leitura (ORF). 

Neste trabalho, dos 11 pacientes analisados, três (27,2%) apresentavam 

mutação de ponto (pacientes 1, 2 e 6) levando à alteração protéica, como 

formação de stop codon e troca de aminoácidos. As alterações observadas 

(Tabela 8) foram encontradas na região intrônica (íntron 3) e nos éxons 3 e 4 

(Figura 29). As quatro mutações são novas, embora mutações no códon 147 já 

tenham sido registradas com trocas de nucleotídeos e aminoácidos diferentes. 

A paciente 1 apresentou uma substituição no íntron 3, mutação 

IVS3+21G>A (Figura 30). Esta transição ainda não foi descrita, sequer como 

polimorfismo, porém pode-se supor que leve à alteração do splicing 

acarretando alteração protéica. Clinicamente a paciente apresentava 

deformidade de Madelung e mesomelia, sendo o escore z da estatura -2,05, 

com ocorrência de quadro semelhante em uma das irmãs (análise molecular 

não realizada).  
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momento. Alterações envolvendo microdeleções de regiões de íntrons também 

foram descritas quando se iniciaram estudos utilizando Multiplex Ligation Probe 

Amplification (MLPA)(92,93). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30 – Mutação IVS3+21G>A. Acima painel da sequência de DNA, considerando 
a região que mostra a alteração de G por A. Abaixo o heredograma da 
família. 



RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

127 

 

A paciente 2 apresentou deleção de uma citosina (C) no éxon 4 em 

heterozigose, o que leva à alteração da matriz de leitura, causando alterações 

na síntese de proteína a partir do resíduo 175, com formação precoce de um 

stop codon na posição 219 na formação da proteína SHOXa e 191 na proteína 

SHOXb (Figura 31). As deleções de ponto descritas até o momento não são 

muito frequentes, representando 11,7% do total de alterações encontradas no 

gene SHOX (SHOX database). 
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Figura 31 – O painel mostra parte do sequenciamento da paciente 2 na região da 
deleção em heterozigose. Abaixo a representação da proteína SHOXa 
selvagem e a proteína putativa da paciente. 
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Análise realizada considerando a proteína SHOX em diferentes espécies 

estudadas mostrou a grande similaridade da proteína entre elas (Figura 32). A 

comparação entre as sequências das proteínas de diferentes espécies 

manifestou a existência de regiões que possuem resíduos muito conservados, 

indicando que devem ter importância fundamental para a forma protéica final, 

que determina a função desta. Se há grande conservação, simples 

substituições podem levar a danos protéicos – no caso da paciente 2, existe 

uma região extensa deletada,  comprometendo ainda mais a função da 

proteína. 
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Figura 32- Similaridade apresentada entre a proteína SHOX de diversas espécies de animais. 
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A paciente 6 apresentou uma transversão c.439C>A ocasionando a 

substituição Arg147Ser na proteína. O levantamento clínico mostrou estatura 

normal (escore z -0,72) associada a mesomelia e deformidade de Madelung; 

era filha de casal consanguíneo e sua mãe apresentava quadro semelhante.  

A região 147 se manteve conservada nas diferentes espécies, indicando 

ser importante a manutenção da estrutura terciária da proteína (Figura 33).  

Figura 33 – Detalhe da região da mutação R147S, na qual podemos verificar que o 
aminoácido se mantém conservado. 
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Alterações no resíduo 147 já foram descritas anteriormente, porém as 

substituições se referiam a outros aminoácidos(3,95). 

Os aminoácidos arginina e serina possuem propriedades diferentes 

(Figura 34). A arginina é um aminoácido polar positivo, enquanto a serina é um 

aminoácido polar neutro. Outro aspecto é a hidrofobicidade, que também difere 

nos dois aminoácidos. Logo, se considerarmos que a interação entre os 

aminoácidos é importante para a manutenção da estrutura terciária e 

consequentemente para sua função, a substituição pode levar a um dano 

protéico. 

 

 

 

 

Figura 34 – Estrutura dos aminoácidos arginina e serina. 

 

A alteração do códon 147 apresentada neste trabalho resultou de uma 

transversão ocorrida no nucleotídeo 439, c.439C>A (éxon 3) (Figura 35).  
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Figura 35– Detecção da mutação c.439C>A. Acima a região da mutação encontrada 
na paciente 6; ao lado,  heredograma da família; na parte inferior, a 
sequencia protéica indicando o resíduo alterado e a predição da estrutura 
secundária.  
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Com base nas mutações nesse códon descritas até o momento na 

literatura, foram comparadas as predições de alterações na proteína para cada 

uma delas. Essa comparação pode ser observada na Figura 36, onde foram 

consideradas a carga dos aminoácidos, hidrofobicidade e predição de 

formação de estrutura secundária.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36 – Predição das alterações protéicas geradas pelas mutações descritas até o 
momento na literatura para o códon 147 da proteína SHOXa. 

 

A substituição da arginina por prolina modifica a hélice da estrutura 

secundária, mas isto não ocorre com as outras alterações. No caso da 

substituição R147L, há alteração da hidrofobicidade. Já a alteração descrita 

neste trabalho, assim como no caso da mutação R147H, não prediz nenhuma 

destas alterações. 

SELVAGEM 
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Outro aspecto a ser considerado é que, de acordo com MARCHINI et 

al.(45), foram realizadas predições com relação aos sítios de fosforilação na 

proteína SHOX, sendo os principais sítios de SH3 nos aminoácidos Ser106 e 

Ser151. O sítio 151 envolve a sequência de aminoácidos REELSQRLG, com o 

aminoácido R na posição 147, que, no paciente 6, apresenta uma substituição, 

R147S. Logo, a substituição por uma serina poderia alterar o sítio de 

fosforilação desta. Como a proteína SHOX é ativada por fosforilação, podemos 

suspeitar que esta mutação poderia levar à síntese de uma proteína inativa. 

Além das mutações de ponto descritas acima, foram também 

encontradas alterações localizadas nas regiões não traduzidas dos éxons 1 e 

2, sendo que aquelas no éxon 1 ainda não estão descritas na literatura (Tabela 

9).  
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Tabela 9 – Alterações encontradas no éxon 1 e na região, não traduzida do éxon 2 em 
alguns pacientes deste estudo. 

P 

 Éxon 1  Éxon 2 

 
(-) 6844 

C>T 

(-) 6768 

G>A 

(-)6599 

G>C 

IRES 

(-) 6520 

G>A 

splicing 

CTC4ACACT14GT4GT4AT3CGT3 

rs55872554 Del T 
 

Rs2239401 

Já descrita 

2  C/T G/G G/G G/G 
CT12G3T3NT4NT3 

CT12G2T4GT4AT3 
 G/A 

4  C/C G/G G/G G/G NT15G2T4GT4AT3  G/A 

5  C/C G/G C/C G/G 
CT10NNG6 

CT14G2T4GT4AT3 
 G/G 

6*  C/C G/A G/G G/G 
CT3GT11NG2T4GT4AT3 

CT3GNT11G2T4GT4AT3 
 G/A 

9  C/C G/G G/G G/A CT11NG2NT2NGT3N2T2N2GT2  A/A 

11  C/C G/G G/G G/A 
T12G2N4T4NT3N2T3 

N2T12G2T4GT4AT3CG2T3 
 G/A 

*Alteração também encontrada na mãe que apresenta sinais clínicos semelhantes. 

 

Mutações na região transcrita que antecede o códon de início da 

tradução do gene podem levar a alterações na conformação da 5´-UTR 

(untranslated region) existente, o que, consequentemente, pode conferir uma 

mudança na estrutura secundária gerando um comportamento modificado na 

eficiência de tradução, uma vez que na 5´UTR  está localizado o sítio interno 

de entrada do ribossomo (IRES - Internal Ribosome Entry Site)(95,96). 

A iniciação da tradução mediada por IRES é estritamente dependente da 

integridade estrutural desta região, o que faz com que pequenas deleções ou 
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inserções, e mesmo a substituição de nucleotídeo único nos elementos IRES, 

sejam capazes de reduzir ou aumentar a sua atividade(97-102)  

As alterações encontradas neste estudo não estão exatamente nos 

códons AUG que antecedem o start codon, mas encontram-se na região 

5´UTRs (Figura 37); estas novas mutações podem levar a alterações 

conformacionais na região, interferindo nas estruturas secundária e terciária 

desta, podendo causar  uma interferência na tradução. 
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Figura 37 – Em (a), esquema mostrando os éxons do gene SHOX e sua 
correspondência ao RNAm e região de 5´UTR. Em (b,) esquema 
mostrando: em verde, o códon de iniciação do gene, localizado no éxon 
2; em amarelo, os códons ATG que antecedem ao códon de inicio 
(éxons 1 e 2); e, em violeta, os locais de mutações novas encontradas 
no éxon 1. 
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Segundo BLASCHKE et al.(34), o gene SHOX tem pelo menos dois 

promotores alternativos; sendo que os RNAm variam apenas quanto à região de 

5´UTR, situação que sugere existir uma regulação da tradução. Os distintos 

RNAms originados foram estudados e mostraram possuir eficiência de tradução 

diferenciada e codificação idêntica, o que parece ser uma possível explicação 

para a heterogeneidade fenotípica encontrada entre os indivíduos, do mesmo 

modo que alterações mais graves como as apresentadas pelos indivíduos 

deste estudo (Figura 38). 

 

Figura 38 – Esquema do modelo de regulação da transcrição do gene SHOX por dois 
promotores alternativos. Os dois transcritos possuem codificação idêntica, 
porém distintas regiões de 5´UTR, fato que leva à distinta eficiência de 
tradução. Modificado de BLASCHKE et al. (2003). 

 

Na tentativa de realizar uma investigação mais detalhada, as sequências 

alteradas dos pacientes foram submetidas ao programa livre na internet (RNA 

secondary structure prediction), para a simulação de estrutura secundária do 

RNAm (Figura 39). Ficou demonstrado claramente que existem alterações na 
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estrutura secundária predita com base na sequência que carrega a mutação -

6599 (G>C) antecedende ao start codon. 

 

Figura 39 – Esquema mostrando as simulações realizadas para estrutura secundária 
do RNAm a partir da sequência normal e com as sequências com as 
alterações encontradas nos pacientes deste trabalho. A mutação -6599 
G>C apresentou forma secundária diferente das demais. 
http://www.genebee.msu.su/services/rna2_reduced.html  

http://www.genebee.msu.su/services/rna2_reduced.html
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5.4 ANÁLISES POR PCR EM TEMPO REAL 

 

 

O método de PCR em tempo real tem se mostrado uma ferramenta 

poderosa em análises quantitativas de DNA para a verificação de alterações no 

número de cópias de alelos(103,104). Deste modo, utilizou-se a PCR em tempo 

real para verificar possíveis deleções de regiões próximas ao gene SHOX nos 

pacientes nos quais não havia sido possível confirmar a hemizigose por 

microssatélites. 

A técnica PCR em tempo real foi efetuada com os 11 pacientes, 

entretanto não foi possível a amplificação de todos com boa reprodutibilidade. 

Algumas amostras apresentaram uma curva de amplificação com 

comportamento diferenciado do normal para se estabelecer uma quantificação 

exata com segurança; logo, não serão apresentados todos os resultados dos 

pacientes do estudo. 

Feita uma avaliação dos dados obtidos até aquele momento e diante dos 

problemas que apresentaram algumas amplificações, decidiu-se que a região 

DXYS10091 seria prioritária, pois, além de estar envolvida em um número 

maior de pacientes sem resultados conclusivos, apresenta também um 

tamanho em número de pares de bases (entre 202 e 220 pb) próximo ao do 

gene de referência (220 pb). 
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Inicialmente todas as amostras foram diluídas e ajustadas para a 

concentração de 100 ng/µL. Para cada reação, obtiveram-se gráficos de 

amplificação similares ao da Figura 13, onde pode ser observado o 

posicionamento do limiar (threshold - linha horizontal verde) logo no início da 

fase geométrica de progressão da PCR (Figura 40). As informações dadas pelo 

software (ABI PRISM 7300) são baseadas nos CTs, considerando as 

triplicatas, aceitas apenas quando os valores dos desvios foram inferiores a 

0,5. 

 

 

5.4.1. Análise em PCR em tempo real da Região DXYS10091 

 

 

Os valores de Cts apresentados pela região DXYS10091 de interesse, 

assim como pelo gene endógeno (fator V de Leiden) de cada uma das 

amostras, foram utilizados para calcular as quantidades relativas de material 

amplificado na PCR para cada paciente. Em todas as corridas válidas, os 

cálculos estatísticos empregados foram efetuados com base nos métodos 2-

ΔΔCt e ΔKCt, descritos anteriormente. 
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Figura 40 – Gráfico exibido pelo programa referente aos Cts dos dados capturados 
nas corridas da região DXYS10091, sendo a linha verde o threshold de 
cada reação. Em (a,) corrida Time3; em (b), corrida Time8; e, em (c), 
corrida Time9. 
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 Por ser um sistema de detecção não específico, muitas vezes o SYBR 

Green pode ligar-se a dímeros de oligos iniciadores ou a outros produtos 

inespecíficos. 

Para verificar se este problema está ocorrendo, é realizada, a cada fim 

de reação, uma curva de dissociação ou melting, a qual indica se há um ou 

mais produtos de PCR inespecíficos presentes nas reações. Isto é possível 

devido à diferença de temperatura de melting (Tm) entre eles, caracterizada 

pelo número e composição de bases de cada um. Essa curva resulta de um 

aumento gradual da temperatura de 60º C para 95º; à medida que os produtos 

gerados por PCR desnaturam com o aumento de temperatura, cai o sinal 

fluorescente do SYBR Green (Figuras 41 e 42).  

Podemos observar que a curva de meltting do gene referência se 

apresenta mais compacta quando comparada ao padrão da região 

DXYS10091. Isto se deve ao fato de a região DXYS10091 se tratar de uma 

região de repetição, existindo, portanto, uma variação entre cada um dos 

indivíduos do estudo, embora esta não ultrapasse 10 pb nos pacientes em 

questão. 
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Figura 41 – Curvas de dissociação do gene Fator V de coagulação de Leiden; Tm 
aproximadamente 81ºC. 

 

Figura 42 - Curvas de dissociação do gene Fator V de coagulação de Leiden; Tm 
aproximadamente 83ºC. Os picos menores ou com diferentes Tms 
correspondem aos controles negativos. 

 

Os resultados obtidos por meio da reação em PCR em tempo real da 

região DXYS10091 foram organizados e são apresentados tendo-se em conta 

o número da corrida em questão e o paciente (Tabela 10). Os valores de 2
-ΔΔCt 
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próximos de 0,5 são considerados valores de deleção, e os valores de ΔKCt 

representando deleção são os que estão entre -0,65 e -1,35. 

 

Tabela 10 - Resultados das análises da região DXYS10091 baseadas nas corridas 
realizadas em PCR em tempo real e as médias dos Cts de cada 
indivíduo. 

P = pacientes MD = média, dsv = desvio padrão, 2
-ΔΔCt 

= resultados dos cálculos 
utilizando o método ΔΔCt, ΔKCt = valores utilizando os cálculos de KCt.  
* Valores que indicam a deleção da região. 
 

 

Com base, na tabela, pode-se observar que apenas o paciente 9 

apresenta resultados que sugerem deleção da região para ambos os cálculos 

adotados, como já havia sido concluído pela análise de microssatélites.  

Para o paciente 10 foram obtidos valores limítrofes (Figuras 43 e 44), 

existindo necessidade de análise mais detalhada; no entanto, outras repetições 

foram realizadas e não produziram o sucesso esperado, ocorrendo o mesmo 

problema que na analise aqui mostrada. 

 

 

P 
 TIME3  TIME8  TIME9 

 
MD ± dsv 
Lenden 

MD ± dsv 
DXYS10091 2

-ΔΔCt
 ΔKCt  

MD ± dsv 
Lenden 

MD ± dsv 
DXYS10091 2

-ΔΔCt
 ΔKCt  

MD ± dsv 
Lenden 

MD ± dsv 
DXYS10091 2

-ΔΔCt
 ΔKCt 

7  18,6±0,0 19,1±0,1 0,72 -0,5  18,9±0,2 19,3±0,3 1,4 0,33  19,1±0,1 21,3±0,2 0,8 -0,5 

9  19,0±0,0 20,4±0,4 0,38* -1,4*  19,1±0,5 21,6±0,4 0,34* -1,8*  18,5±0,1 18,63±0,2 0,41* -1,2* 

10  18,8±0,1 19,1±0,2 0,76 -0,4       - - -  

11  19,3±0,2 19,3±0,2 1,0 0,0  18,8±0,7 19,1±0,06 1,6 0,53  - - -  
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Figura 43 – Figura representando o gráfico dos valores de 2 
–ΔΔCt por paciente em 

cada uma das corridas realizadas. O paciente 9 apresenta deleção na 
região estudada. 

 

 

Figura 44 – Figura representado o gráfico dos valores obtidos pelo cálculo de ΔKCts 
de cada paciente por corrida realizada. Paciente 9 confirmando a deleção 
e o paciente 10 com resultado limite para deleção. 
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Deste modo, as análises de PCR em tempo real auxiliaram na análise da 

condição alélica de alguns pacientes que apresentavam resultados antes 

indefinidos devido à limitação da metodologia de microssatélite utilizada. Além 

da confirmação da deleção da região DXYS10091 do paciente 9, foi possível 

detectar a presença dos dois alelos nos pacientes 7, 10 e 11 (Tabela 10). 

O pacientes 10 mostrou resultados limítrofes na análise, quando 

utilizado o calculo ΔΔCt, o que dificulta a interpretação. Os mesmos dados 

foram submetidos à analise, usando-se a metodologia de ΔKCt, pela qual  o 

paciente 10 manifestou indicativo de normalidade. Desta maneira, novas 

análises foram realizadas, mas os resultados não apresentaram uma 

confiabilidade dentro dos padrões empregados para este trabalho. 

 

 

5.4.1. Analise em PCR em tempo real da Região CA-repeat 

 

 

Realizou-se a análise da região CA-repeat com todos os pacientes, 

porém a amplificação foi considerada com qualidade apenas nos pacientes 6, 

7, 9, 11. Provavelmente a maior dificuldade de obtenção de resultados 



RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

149 

 

confiáveis se verifica devido à maior heterozigose alélica (86%) pelos 

indivíduos nesta região. 

Os gráficos dos Cts apresentados pelos indivíduos nas duas corridas 

consideradas são mostrados nas Figuras 45 e 46. 

 
Figura 45 - Gráfico exibido pelo programa referente aos dados DXYS10091 dos Cts 

da corrida Time1. 
 

 
Figura 46 - Gráfico exibido pelo programa referente aos dados DXYS10091 dos Cts 

da corrida Time2. 
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 As curvas de melting para cada corrida mostraram-se dentro do 

padrão, embora não tão compactas como a do gene de referência (Figuras 47 

e 48). 

 

Figura 47 – Curvas de dissociação da região CA-repeat do Time 1; Tm 
aproximadamente 60ºC. Os picos menores ou com diferentes Tms 
correspondem aos controles negativos. 

 

Figura 48 - Curvas de dissociação da região CA-repeat do Time 2; Tm 
aproximadamente 60ºC. Os picos menores ou com diferentes Tms 
correspondem aos controles negativos. 

 



RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

151 

 

 

Os resultados obtidos para a região CA-repeat nas corridas Time1 e 

Time2 são indicados na Tabela 11. Os resultados de microssatélites já haviam 

mostrado a existência de dois alelos na região para os pacientes 6, 9 e 11; 

logo, estas PCRs em tempo real serviram para confirmar resultados, 

contribuindo para testar a confiabilidade dos dados apresentados.  

Com relação ao paciente 7, no qual não foi possível a confirmação de 

deleção por microssatélites, as análises em PCR em tempo real mostraram, em 

duas corridas realizadas, que este paciente apresenta dois alelos em ambas, 

sendo homozigoto. A Figura 49 ilustra por meio de gráfico a condição dos 

pacientes. 

 
Tabela 11 - Resultados das análises da região CA-repeat baseados nas 
corridas realizadas em PCR em tempo real e as médias dos Cts de cada 
indivíduo. 

P 
 Time1  Time2 

 
Média ±dsv 

Leiden 
Média ±dsv 
CA-repeat 

2 -ΔΔCt  
Média ±dsv 

Leiden 
Média ±dsv 
CA-repeat 

2 -ΔΔCt 

6  19,9±0,7 21,5±0,5 1,0  - - - 

7  20,2±0,2 20,8±0,1 1,9  19,1±0,1 20,3±0,5 1,3 

9  - - -  21,8±0,3 22,9±0,3 1,6 

11  - - -  18,7±0,6 20,4±0,2 1,0 

P = pacientes MD = média, dsv = desvio padrão, 2
-ΔΔCt 

= resultados dos 
cálculos utilizando o método ΔΔCt, 
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Figura 49 - Figura representando o gráfico dos valores de 2 
–ΔΔCt por paciente em cada 

uma das corridas realizadas para a região CA-repeat.  

 

 

Embora a técnica de PCR empregada necessite de um rigoroso controle 

com relação à qualidade de reação, a qual pode ser influenciada por diversos 

fatores, com a utilização desta técnica em PCR em tempo real, podemos 

observar que foi possível a confirmação de quatro situações que poderiam 

gerar dúvidas quando se considera apenas o teste de microssatélites. 
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5.5 ANÁLISES DE MLPA 

 

 

As análises por MLPA foram realizadas em todos os pacientes, como 

complemento das demais, porque isto proporcionou a investigação de regiões 

ainda não estudadas. A técnica também permite a análise de várias regiões 

simultaneamente, pois uma das possibilidades para as diferenças clínicas 

apresentadas pelos pacientes é a existência de pequenas deleções que não 

podem ser determinadas por técnicas clássicas. 

Os dados brutos obtidos da técnica de MLPA normalizados em planilhas 

Excel geraram gráficos onde podem ser observadas as regiões de interesse. 

Os gráficos apresentados a seguir relacionam os resultados da análise para 21 

sondas (7 nomeadas como éxon de 1 a 7; 12 como Xp22.32 de 01 a 12, uma 

nomeada como 5´UTR SHOX 4 kb before e uma como 1.4 spl. SHOX) e os 

valores das áreas relativas integradas dos picos.  

Nos gráficos dos resultados, as alturas das barras correspondem 

proporcionalmente ao número de cópias das sequências das sondas 

encontradas no genoma. Alturas entre 0,7 e 1,3 equivalem a duas cópias, 

alturas superiores a 1,3 e alturas inferiores a 0,7 indicam aumento e redução 

ou ausência de cópias, respectivamente. 

A seguir será apresentada a discussão referente aos resultados dos 

pacientes, utilizando-se as técnicas de MLPA. Com relação aos genes 
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CSF2RA e IL3RA, deve-se observar que estão muito próximos entre si, e a 750 

kb de distância do gene SHOX (Figura 50). Um destes genes, ou ambos, 

algumas vezes, apresentam-se com medidas inferiores às esperadas em 

pacientes que acreditamos não possuirem deleção da região do gene SHOX. 

Este fato pode estar ligado à presença de polimorfismos ainda não descritos, o 

que dificultaria o anelamento da sonda/primer do MLPA. 

 

Figura 50 – Esquema mostrando a proximidade do gene SHOX com a região dos 
genes CSF2RA e IL3RA. http://howdy.jst.go.jp/HOWDYCL//CM/topCM.pl  

 

De acordo com GATTA et al.(105), com o MLPA foi possível identificar 

duas regiões de deleções, uma delas mapeada entre o gene SHOX e o 

CSF2RA, já descrito anteriormente por SCHNEIDER et al.(38), e um segundo 

ponto entre o gene ASMT e OA1, região indicada por ZINN et al.(28). Estes 

resultados levariam a se pensar em uma possível deleção para a região nos 

http://howdy.jst.go.jp/HOWDYCL/CM/topCM.pl
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pacientes deste estudo, porém GATTA et al.(105) descreveu existir a deleção 

destas regiões acompanhadas da deleção do gene SHOX, diferente dos 

resultados aqui apresentados. 

Em 2007, SABHERWAL et al.(90). publicaram estudo sobre pacientes 

com manifestação clínica de DLW, em que identificaram três regiões de 

elementos não codificadores altamente conservados evolutivamente (CNEs), 

os quais mostraram possuir atividade regulatória com relação ao gene SHOX 

no desenvolvimento dos membros. Logo, estes elementos conservados 

provavelmente possuem um papel de regulação tecido específico da expressão 

do gene SHOX, atuando como enhancer, o que explicaria a grande 

heterogeneidade fenotípica encontrada nos pacientes dos estudos até o 

momento. 

Um resumo das descrições de regiões “downstream” ao gene, descritas 

como deletadas em pacientes com baixa estatura e/ou DLW, assim como a 

localização das sondas de MLPA e regiões de microssatélites são mostradas 

na Figura 51. 
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Figura 51 - Esquema mostrando alguns locais das regiões investigadas neste estudo 
e os locais de deleção descritos até o momento de acordo com os 
autores indicados. Adaptado de SABHERWAL et al.(90). 
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5.5.1 RESULTADOS DOS PACIENTES DESTE ESTUDO 

 

A paciente 11 apresentou resultados com valores superiores a 0.7 para 

todas as regiões próximas ao gene, sugerindo a presença de ambos os alelos, 

tanto do gene SHOX como em regiões próximas a este (Figura 52).  

Foi observado um valor inferior a 0.7 no gene IL3RA, o que será 

posteriormente investigado para verificação de possível polimorfismo. Estes 

resultados confirmam as análises anteriores realizadas com microssatélites, 

assim como as análises em PCR em tempo real.  

O paciente 11 apresentou uma mutação em heterozigose no éxon 1 

localizada a 6520 pb antes do start codon (-6520G>A), na região 5´UTR. Em 

simulação in sílico esta alteração parece não afetar a estrutura secundária do 

RNAm, entretanto estudos mais detalhados com relação a expressão devem 

ser realizados para verificação de interferência na produção da proteína. 
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Figura 52 - Resultados da análise de MLPA dos pacientes 11. Os gráficos mostram 
não haver deleção do gene SHOX e da região próxima a este. A 
hemizigose do gene ILERA é observada. As barras mais altas indicam os 
resultados das análises de microssatélites, sendo a cor verde 
correspondente a resultados de heterozigose, a amarela homozigose ou 
hemizigose não confirmada, e a vermelha, resultados de hemizigose 
confirmada. 

 

 

 A paciente 1 apresentou resultados de MLPA que sugerem a deleção 

parcial do gene SHOX e de parte da região “downstream” a este. Nas análises 

de microssatélite, a paciente apresentou heterozigose para a região CA-repeat 

e DXYS10092 e DXYS233, e provável hemizigose que não pode ser 

confirmada na região DXYS10093 por não ser possível uma comparação 

destas regiões com as dos pais; portanto, estas foram apresentadas como 

homo/hemizigose (Figura 53).  

 

P11 
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Figura 53 - Resultado da análise de MLPA da paciente 1. Regiões com valores 
inferiores a 0.7 indicam deleção. As barras mais altas indicam os 
resultados das análises de microssatélites, sendo a cor verde 
correspondente a resultados de heterozigose, a amarela, homozigose ou 
hemizigose não confirmada.  

 

 

 Esta paciente ainda apresentou a mutação IVS3+21G>A, em 

homo/hemizigose, o que reforça a ideia de deleção de um dos alelos do gene 

SHOX. A região “downstream” ao gene também mostrou valores inferiores a 

0.7 para as sondas das regiões 10, 12 e do gene CSF2RA. Devido ao fato de o 

microssatélite DXYS233 estar em heterozigose, acredita-se que a região 10, 

por estar no limiar do valor e ser seguida de região 11 com valor superior a 0.7, 

deve conter duas cópias. As regiões que correspondem à sonda número 12 e 

ao gene CSF2RA são considerados pontos quentes de deleção por alguns 

autores(28,106). 
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 Os resultados de MLPA da paciente 2 não mostraram deleção do gene 

SHOX (Figura 54), o que confirma uma homozigose dos microssatélites 

apresentados anteriormente. Os genes IL3RA e PPP2R3B apresentaram 

valores inferiores a 0.7, sendo a região do gene IL3RA representada pelo valor 

zero. Como já mencionado, esta região pode apresentar um polimorfismo no 

paciente, o que será investigado posteriormente. A deleção das regiões dos 

gene PPP2R3B e IL3RA foi descrita previamente, porém estas apresentavam-

se deletadas com o gene SHOX(106). De acordo com os resultados de MLPA, a 

região que antecede o gene SHOX (sonda 5´UTR) não esta deletada. 

A região correspondente à sonda 8 também apresentou valor inferior a 

0.7. Esta região se encontra próxima ao microssatélite DXYS10096, região de 

SNP rs5946526, proposta por BENITO-SANZ et al.(26) como região de deleção 

associada à DLW. 

Figura 54 – Resultado da análise de MLPA da paciente 2. Regiões com valores 
inferiores a 0.7 indicam deleção. As barras mais altas indicam os 
resultados das análises de microssatélites, sendo a cor verde 
correspondente a resultados de heterozigose, a amarela, homozigose ou 
hemizigose não confirmada 
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A paciente em questão também apresentou deleção de uma base no 

éxon 4 (c.523delC), o que leva à  troca de um aminoácido Gln175Lisfs44x219 

e formação precoce de um stop codon, sendo a proteína sintetizada 

parcialmente. Esta deleção também se manifestou na mãe da paciente que tem 

baixa estatura com alterações ósseas em menor proporção. 

Encontramos também uma mutação no éxon 1 (-6844 C>T/ CT), a qual 

não foi investigada na mãe. A tentativa de se explicar um fenótipo diferenciado 

entre mãe e filha seria a presença de mutação frameshift em um dos alelos 

(alelo herdado da mãe) e deleção da região da sonda 8 e alteração no éxon 1 

no alelo do outro cromossomo (Figura 55).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 55 - Esquema de segregação que pode ter ocorrido na paciente 2. 
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A paciente 5, em análise de MLPA, apresentou a região do gene CSF2RA 

com valor que sugere a deleção de um dos alelos. O gene CSF2RA localiza-se 

próximo à sonda 12, região descrita anteriormente como região de ponto 

quente de mutação, onde provavelmente existam enhancers que podem alterar 

o nível de expressão do gene. A região da sonda 12 não apresentou valor que 

indique deleção, porém o material utilizado para análise desta paciente não 

mostrou excelente qualidade, sendo possível a deleção desta região (Figura 

56).  

Este paciente também apresentou uma mutação que antecede o start 

codon, na região 5´UTR, podendo levar a uma alteração na estrutura 

secundaria da IRES (conforme mostra predição da Figura 39), e  

provavelmente alterando a tradução da proteína. 

 

Figura 56 - Resultado da análise de MLPA da paciente 5. Regiões com valores 
inferiores a 0.7 indicam deleção. As barras mais altas indicam os 
resultados das análises de microssatélites, sendo a cor verde 
correspondente a resultados de heterozigose, a amarela, homozigose ou 
hemizigose não confirmada. 
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 A paciente 6 não apresentou deleção do gene SHOX ou das regiões 

próximas a este (Figura 57). Nossos resultados indicam que as alterações 

encontradas foram as mutações nos éxons 1 e 3, (-) 6768 G>A/(GA) e 

c.439C>A Arg147Ser respectivamente, todas confirmadas na mãe da paciente, 

com características clínicas semelhantes às da filha.  

 

Figura 57 - Resultado da análise de MLPA da paciente 6. Regiões com valores 
inferiores a 0.7 indicam deleção. As barras mais altas mostram os 
resultados das análises de microssatélites, sendo a cor verde 
correspondente a resultados de heterozigose, a amarela, homozigose ou 
hemizigose não confirmada. 

 

O paciente 7 apresentou resultados de MLPA indicando a deleção da 

região da sonda SHOX  localizada entre os éxons 6 e 7 (Figura 58). Não foi 

encontrada nenhuma outra alteração no material estudado, concluindo-se que 

provavelmente a alteração é responsável pela característica clínica 

manifestada 
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O MLPA neste caso foi de grande utilidade, uma vez que não foi 

possível a análise de microssatélite da família por ser a mãe do paciente 

falecida. 

 

Figura 58 - Resultado da análise de MLPA da paciente 7. Regiões com valores 
inferiores a 0.7 indicam deleção. As barras mais altas mostram os 
resultados das análises de microssatélites, sendo a cor verde 
correspondente a resultados de heterozigose, a amarela, homozigose ou 
hemizigose não confirmada. 

 

 

 O paciente 9 apresentou deleção de um dos alelos do gene SHOX 

confirmados pelas análises de microssatélite, PCR em tempo real e de MLPA 

(Figura 59). O paciente também mostrou mutação no éxon 1 na região - 6520 

G>A (AA)  antecedente  ao start codon, ainda não descrita na literatura, e que 

ocorre  em homo/hemizigose, reforçando a ideia de hemizigose encontrada nas 

demais análises. 
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Figura 59 - Resultado da análise de MLPA da paciente 9. Regiões com valores 
inferiores a 0.7 indicam deleção. As barras mais altas mostram os 
resultados das análises de microssatélites, sendo a cor verde 
correspondente a resultados de heterozigose, a amarela, homozigose ou 
hemizigose não confirmada, e o vermelho, regiões com hemizigose 
confirmada. 

 

 

A paciente 4 apresentou um padrão de MLPA  indicando a deleção das 

regiões do gene PPP2R2B, o que pode  ocorrer devido a um polimorfismo 

como descrito anteriormente, e a deleção das regiões das sondas SHOX 8, 9, 

10 e 11 de um dos alelos (Figura 60). Em análise de microssatélite, a paciente 

apresentou homo/hemizigose para todas as regiões estudadas. As análises de 

sequenciamento mostram que não foram encontradas mutações nos éxons 

estudados.  

A deleção da região está de acordo com os estudos realizados por 

BENITO SANZ et al.(26) e ZINN et al.(28) que sugerem uma segunda região de 

ponto quente de deleção “downstream” ao gene. 
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Figura 60 - Resultado da análise de MLPA da paciente 4. Regiões com valores 
inferiores a 0.7 indicam deleção. As barras mais altas mostram os 
resultados das análises de microssatélites, sendo a cor verde 
correspondente a resultados de heterozigose, a amarela, homozigose ou 
hemizigose não confirmada. 

 

 

 Os resultados de MLPA da paciente 10 mostraram possível deleção das 

regiões das sondas 8 e 10, porém a sonda 9 não possui valor que determine 

deleção (Figura 61). Em busca realizada em sequências depositadas no 

GeneBank não foi encontrado nenhum polimorfismo descrito, o que poderia 

alterar a hibridização das sondas. Entretanto, devido à proximidade das 

regiões, supõe-se possível que o paciente apresente polimorfismo não descrito 

causador da não hibridização. O material do paciente será sequenciado para 

verificação desta suposição. 
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Figura 61 - Resultado da análise de MLPA da paciente 10. Regiões com valores 
inferiores a 0.7 indicam deleção. As barras mais altas mostram os 
resultados das análises de microssatélites, sendo a cor verde 
correspondente a resultados de heterozigose, a amarela, homozigose ou 
hemizigose não confirmada. 
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6 CAPITULO FINAL 

 

Os resultados das análises moleculares deste trabalho permitiram a 

definição da etiologia genética de sete dos 11 pacientes. Dentre eles, quatro 

apresentavam deleção – de ambos os alelos (caso 8), de um dos alelos (casos 

3 e 9) e da região downstream do gene (caso 4).  

No caso de DML (8), a paciente é filha de casal consangüíneo, tendo 

ambos os pais baixa estatura. A paciente 4 apresentou deleção na região 

downstream do gene, achado este que vai ao encontro do que vem sendo 

descrito na literatura em relação à existência de região considerada “ponto 

quente” de deleção.  

Outra paciente (caso 1) apresentou, além de deleção parcial do gene 

(éxons 3, 4, 5, 6 e 7), a mutação IVS3+21G>A, localizada numa região 

importante para o processo de splicing, sem que fosse possível definir se em 

homozigose ou hemizigose. Considerando que se trata de mutação nova e não 

há história de consanguinidade entre os pais, tudo indica tratar-se de 

hemizigose, com deleção parcial de um dos alelos do gene SHOX.  

Mutações de ponto foram observadas em dois outros casos (2 e 6). Na 

paciente 2 a mutação de ponto é a deleção de uma citosina (c523delC), que 

leva à formação de um stop codon precoce, alterando a sequência e a 

estrutura da proteína. Nessa paciente, foram encontradas outras alterações: a 

deleção da região da sonda 8 detectada por meio do MLPA (800 kb), e 
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mutação de ponto na região não traduzida do éxon 1 (-6844C>T), que poderia 

alterar a eficiência da tradução. Na paciente 6, por sua vez, a mutação 

c439C>A leva a uma alteração da proteína na região de sítio de fosforilação 

potencialmente patogênica. Essa paciente apresenta também uma mutação na 

região do éxon 1 (-6768G>A), havendo sido ambas as mutações confirmadas 

na mãe do paciente, cujo quadro clínico é semelhante. 

Outros quatro casos ainda permanecem indefinidos, sendo dois deles (7 

e 10) com duvidas em relação a deleção e outros dois (5 e 11) com relação a 

mutação da região 5´UTR.  

O paciente 7 apresentou deleção da região da sonda SHOX reg. (entre 

os éxons 6 e 7) e a paciente 10 apresentou resultados compatíveis com a 

deleção das regiões referentes às sondas 8, 10 e 12. Essa última deleção, 

porém, precisaria ser confirmada, uma vez que as regiões subjacentes não se 

mostraram deletadas. 

No que se refere às alterações observadas na região 5´UTR, a mutação 

-6599G>C (paciente 5), em homozigose ou hemizigose, localiza-se na região 

do éxon 1 que antecede o start codon. Considerando ser esta uma região de 

IRES, é possível que essa deleção leve à alteração da tradução do mRNA; 

existe relato de quadro clinico semelhante na família. O paciente 11, por sua 

vez, apresenta mutação -6520G>A em heterozigose no éxon 1, região também 

de IRES. 
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Na Tabela 13 estão resumidamente expostos todos os resultados 

obtidos neste trabalho. 
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Tabela 13 – Resumo dos resultados apresentados neste trabalho. Em amarelo 
estão assinaladas as evidências de patogenicidade. 

*MES = mesomelia; MAD = madelung 
           
 

P 

 Éxon 1  

Outros Exons 

 Deleções 

 MUT. rs55872554 Del T   
Microssatélites e  

MLPAs 

1     
IVS3+21G>A 

Int. splicing 
 

Hemizigose 

DXYS10093, Éxon 3, 4, 5, 6 

e 7 e SHOX-reg 

2  (-)6844  
CT12G3T3NT4NT3 

CT12G2T4GT4AT3 
 

c.523delC 

Gln175Lisfs44x219 
 

Hemizigose 

SHOX área 8 

3       

Hemizigose 

Ca-repeat, DXYS10092, 

DXYS10093, DXYS10091, 

DXYS10083 

4   NT15G2T4GT4AT3    
Hemizigose 

SHOX área 8, 9, 10 e 11 

5  (-)6599  
CT10NNG6 

CT14G2T4GT4AT3 
    

6*  (-) 6768  
CT3GT11NG2T4GT4AT3 

CT3GNT11G2T4GT4AT3 
 

c.439C>A 

Arg147Ser 
  

7       
Hemizigose  

SHOX reg. 

8       

Nulizigose 

Ca-repeat, DXYS10092, 

DXYS10093 

9  (-) 6520  
CT11NG2NT2NGT3N2T2N2G

T2 
   

Hemizigose 

DXYS10092, 10093, 10083 

e 10091 

10        
Hemizigose 

SHOX área 8, 10 e 12 

11  (-) 6520  
T12G2N4T4NT3N2T3 

N2T12G2T4GT4AT3CG2T3 
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Baseado nos resultados obtidos propõe-se que a investigação genética 

deva ser minuciosa tanto para as análises de detecção de deleção do gene e 

da região “downstream” e “upstream” ao mesmo, como também que seja 

realizado o seqüenciamento do gene e de sua região 5´UTR. 

A proposta de um protocolo possível realização para investigação do 

gene SHOX é que as análises tenham inicio com a verificação de deleções, 

através da técnica de MLPA, devido à grande porcentagem de deleções 

descritas na literatura e devido à abrangência das regiões possíveis de serem 

analisadas com esta técnica, e prossigam com o seqüenciamento do gene e da 

região 5´UTR. 
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7 CONCLUSÕES  
 

 

A investigação do gene SHOX de 10 pacientes com DLW e um paciente 

com DML por meio de análises de microssatélites, PCR em tempo real, análise de 

MLPA e sequenciamento direto permitiu confirmar a etiologia genética do quadro 

apresentado por sete pacientes. 

Quatro dos sete pacientes com resultados confirmados apresentavam 

deleção total ou parcial de um ou ambos os alelos e outros três apresentavam 

mutações de ponto ainda não descritas na literatura.  

Outros quatro pacientes apresentaram alterações de patogenicidade ainda 

indefinida. 

Os resultados mostram a grande heterogeneidade genética associada à 

DLW e indicam a necessidade de que a realização da investigação molecular 

nesses casos seja ampla, permitindo um diagnóstico molecular mais preciso. 
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