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Resumo

AVALIACAO DO GENE SHOX EM PESSOAS COM BAIXA ESTATURA E
CARIOTIPO NORMAL

Priscilla Natasha Halliday S. Pinho.
Orientacdo: Marilia Martins Guimardes; Maria Cecilia Menks Ribeiro; Amanda

Faria de Figueiredo Rodrigues da Silva.

Introducgéo: O crescimento linear é uma caracteristica multifatorial complexa que envolve o
potencial genético, sistema hormonal, status nutricional e psicolégico. O diagnostico
adequado é importante para proporcionar o tratamento e orientacdo necessarios, e também um
grande desafio. A presenca de duas coOpias funcionais do gene SHOX é fundamental para o
crescimento normal. Tanto a diminui¢do (haploinsuficiéncia) quanto o aumento no nimero de
copias funcionais do SHOX acarretam alteracdes significativas do crescimento. Objetivo:
Avaliar o nimero de copias do gene SHOX, através de FISH, em participantes com baixa
estatura idiopatica (BEI), que apresentaram cariétipo normal (46,XX ou 46,XY) na avaliacdo
citogenética. Avaliar a hereditariedade da alteracdo quando detectada, pelo estudo dos
progenitores. Metodologia: Estudo observacional, descritivo, transversal, do tipo serie de
casos. Amostra de conveniéncia composta de participantes com BEI, acompanhados nos
Ambulatorios do Servico de Endocrinologia e de Genética do IPPMG. Cultura de linfocitos
para obtencdo de cromossomos metafasicos, e analise através de FISH (hibridizacdo in situ
por fluorescéncia) com sondas especificas em metafases e nucleos interfasicos. Resultados:
Foram avaliados 36 participantes (28 do sexo feminino e 8 do sexo masculino) com idade
entre 1 e 16 anos atendidos no periodo de maio de 2013 a maio de 2022. Foram detectadas
anomalias em 7 participantes (19,4%), todos do sexo feminino. Em 4 (57,1%) foi observada
microdelecdo do gene SHOX com cariotipo 46,XX. ish (DXZ1x2, SHOXx1). Em 3 (42,9%)
foi observada microduplicacdo do gene SHOX, com cariotipo 46,XX.ish(DXZ1x2, SHOXx3).
A hereditariedade foi verificada em 3 participantes com microdelecdo, sendo 2 de origem
paterna, com a delecdo presente no cromossomo Y do progenitor, e 1 de origem materna.
Conclusdo: As alteragdes do SHOX constituem uma causa importante de BEI. A transmissao
familiar foi observada em 3/4 microdelecGes e ndo foi observada nas microduplicacgdes, e
quando identificada os familiares devem ser encaminhados para aconselhamento genético.

Todas as participantes com alteragdo de SHOX apresentavam importantes manifestacdes



fenotipicas, incluindo alteracBes dsseas e articulares, dificuldade de mobilidade. Outras
caracteristicas fenotipicas, como microcefalia, macrocefalia, além de uma participante com
artrite reumatoide também foram observadas.

Palavras chave: baixa estatura, gene SHOX, FISH, cari6tipo.
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Abstract

DETECTION OF CHANGES IN THE SHOX GENE IN CHILDREN WITH
IDIOPATHIC SHORT STATURE.

Priscilla Natasha Halliday S. Pinho.
Guidance: Marilia Martins Guimaraes; Maria Cecilia Menks Ribeiro; Amanda Faria

de Figueiredo Rodrigues da Silva.

Introduction: Linear growth is a complex multifactorial characteristic that involves genetic
potential, hormonal system, nutritional and psychological status. Proper diagnosis is important
to provide the necessary treatment and guidance, and also a great challenge. The presence of
two functional specifications of the SHOX gene is essential for normal growth. Both the
reduction (haploinsufficiency) and the increase in the number of specific SHOX lead to
significant changes in growth. Objective: To evaluate the number of copies of the SHOX
gene, through FISH, in participants with idiopathic short stature (ISS), who had a normal
karyotype (46, XX or 46,XY) in cytogenetic evaluation. Assess the heritability of the change
when detected, by studying the parents. Methodology: Observational, descriptive, cross-
sectional, case series study. Convenience sample composed of participants with ISS,
monitored at the Outpatient Clinics of the Endocrinology and Genetics Service of IPPMG.
Culture of lymphocytes to obtain metaphase chromosomes, and analysis through FISH
(fluorescence in situ hybridization) with specific probes in metaphases and interphase nucleus.
Results: 36 participants were evaluated (28 females and 8 males) aged between 1 and 16
years, seen from May 2013 to May 2022. Anomalies were detected in 7 participants (19.4%),
all female. In 4 (57.1%) a microdeletion of the SHOX gene with 46,XX karyotype was
observed. ish (DXZ1x2, SHOXx1). In 3 (42.9%) microduplication of the SHOX gene was
observed, with karyotype 46,XX.ish(DXZ1x2, SHOXx3). Heritability was verified in 3
participants with microdeletion, 2 of which were of paternal origin, with the deletion present
on the progenitor's Y chromosome, and 1 of maternal origin. Conclusion: SHOX gene are
specifically an important cause of ISS. Familial transmission was observed in 4
microdeletions and was not observed in microduplications, and when identified, family
members should be referred for genetic counseling. All participants with SHOX alterations
presented important phenotypic manifestations, including bone and joint changes and mobility

difficulties. Other phenotypic characteristics, such as microcephaly, macrocephaly, as well as
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a participant with rheumatoid arthritis were also observed.

Keywords: short stature, SHOX gene.
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1INTRODUCAO

O crescimento linear € uma caracteristica multifatorial complexa que envolve o
potencial genético, sistema hormonal, status nutricional e psicoldgico. A regulacéo pré- natal
do crescimento e o déficit de crescimento ndo sdo totalmente compreendidos (FINKEN et al.
2018). Assim, a baixa estatura requer uma abordagem diferenciada, especialmente na infancia
(ASSIS et al. 2006).

O diagndstico adequado é importante para proporcionar o tratamento e orientacdo
necessarios (ESTER et al. 2009), constitui também um grande desafio. E comum a avaliagio
clinica ser feita com auxilio de recursos tradicionais, como radiografia e exames laboratoriais,
que no entanto nem sempre sdo  capazes de identificar a causa da baixa estatura (FREIRE et
al. 2019).

A avaliacdo genética de individuos com baixa estatura extrema, vem identificando
um numero crescente de genes que influenciam o crescimento, de forma a identificar variantes
gendmicas causais. A avaliacdo sistematica de criangas com baixa estatura contribui para a
agilidade no diagndstico e aconselhamento genético, decisdes sobre o tratamento com
horménio GH e acompanhamento do participante. Nas meninas, a abordagem inicial indicada
¢ a avaliacdo cromossdmica, sendo que em todas as meninas com baixa estatura a
possibilidade de Sindrome de Turner deve ser afastada (MARTIN- BEGUE et al., 2021). Em
meninos, a baixa estatura ndo € indicacdo para estudo cromossémico (CENSANI et al. 2013).

A investigacdo do gene SHOX, é uma das formas de elucidar a etiologia de baixa
estatura em individuos com cariétipo normal.

A partir deste diagndstico, é possivel uma orientacdo clinica mais precisa,
oferecendo uma resposta ao participante e um tratamento adequado. 1sso tem repercussao
favoravel na melhor qualidade de vida, ndo so fisica, mas psicoldgica também, visto que a
baixa estatura pode levar a uma baixa autoestima e afetar a qualidade de vida da pessoa
(PORTES et al. 2008).

Conhecer a causa genética para a alteracdo no crescimento, se faz muito
importante para orientar o tratamento adequado, visto que algumas condi¢fes genéticas o uso
de horménio de crescimento pode aumentar o risco de cancer (FREIRE et al. 2019). A baixa
estatura decorrente de alteracdes do gene SHOX apresenta boa resposta ao tratamento com

hormonio de crescimento (GH). Assim, é crucial a identificacdo precoce viabilizando a

18



terapéutica (MARCHINI et al. 2004).

Ademais, a auséncia de diagndstico é angustiante, cada exame sem resposta €
frustrante. Sendo assim, além do tratamento adequado também se obtém bem-estar
psicoldgico dos participantes, pois € uma forma de se conhecer e se aceitar.

O presente estudo busca aprimorar a assisténcia realizada, de forma preencher esta
lacuna, e ampliar o conhecimento sobre a prevaléncia, repercussdo fenotipica e

hereditariedade desta condig&o.
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FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 BAIXAESTATURA

O conceito de baixa estatura € definido em termos populacionais, em cerca de 3%
das criangas que apresentam estatura com -2 ou mais desvios padrdo (-2 DP) abaixo da média
populacional para idade e sexo (MARTINS et al. 2003).

O crescimento normal transcorre de forma ndo linear. Existem periodos de
aceleracdo e reducgéo de sua velocidade, sendo observado um padréo similar na populagdo. O
crescimento estatural apresenta um padrdo de heranca multifatorial onde fatores genéticos e
ambientais interagem, sendo muito suscetivel aos efeitos sociais, econdmicos e ambientais.
Crescer de forma adequada € indicativo de um bom estado de saude, portanto, as alteragdes do
padrdo de normalidade séo suspeitas, e devem ser investigadas para identificar a presenca de
algum disturbio (ASSIS; CONCEICAO; BARRETO, 2006).

A etiologia da baixa-estatura compreende anormalidades genéticas, fatores
maternos/fatores uterinos e fatores epigenéticos (FINKEN et al. 2018).

Considera-se baixa estatura idiopatica (BEI), quando ha déficit de dois ou mais
desvios padrdo da altura correspondente para a idade, e auséncia de doencas sistémicas,
enddcrinas (por exemplo, deficiéncia de GH, sindrome de Cushing, hipotireodismo),
alteracdes nutricionais, displasia esquelética evidente, ou outras sindromes genéticas, como as
Sindromes de Noonan, Prader-Willi e Silver-Russell (STRITAR et al. 2021). E um termo
genérico utilizado para designar um grupo heterogéneo de individuos com baixa estatura, sem
etiologia identificada na investigacdo. Na Classificacdo Internacional de Doencas Enddcrinas
Pediatricas, a BEI é subdividida em familiar e ndo familiar (COSTA et al. 2014), é portanto
um diagnéstico de exclusdo, nele se podendo incluir casos de atraso constitucional de
crescimento e maturacdo (ACCM) e de baixa estatura familiar (BEF) (SALMON-MUSIAL et
al. 2011).

Os defeitos genéticos associados a baixa estatura incluem tanto anomalias
cromossdmicas como alteracdes em genes individuais. Anomalias cromossdmicas numéricas
e estruturais, principalmente as que envolvem o0s cromossomos sexuais (sindrome de Turner),
estdo frequentemente associadas a baixa estatura (GRANGER, et al. 2016).

Com a implementacdo de técnicas diagnosticas moleculares, como o FISH
(hibridizagdo in situ por fluorescéncia) (PINKEL et al. 1988) , foi possivel identificar

sindromes causadas por microduplicacdo ou microdelecdo de regides cromossémicas
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(WOLTERS et al. 2013). Estas altera¢fes resultam no ganho ou perda de material genético, e
muitas delas acarretam distdrbios de crescimento, ocasionando um progresso significativo na
descoberta das causas da baixa estatura (VASQUES et al. 2019).

1.2 GENE SHOX

Nos ultimos anos, estudos genéticos em pacientes com baixa estatura
evidenciaram variantes patogénicas em heterozigose do gene SHOX (haploinsuficiéncia) em
2,5-15% das criangcas. Estas criangcas apresentam fendtipos que variam da BEI a
discondrosteose de Leri-Weill (DLW) (BENITO-SANZ et al. 2006). A DLW (OMIM
#127300) e uma condicdo caracterizada pela baixa estatura, deformidade de Madelung
(quando ocorre fechamento @sseo prematuro, levando a uma anormalidade bilateral
caracteristica nos pulsos), radio encurvado, e ulna deslocada. Pacientes com
haploinsuficiéncia de SHOX podem ser beneficiados com terapia com Horménio do
Crescimento Humano Recombinante (LERI et al. 1929) .

Considerando a frequéncia relativamente elevada das alteragdes do gene SHOX, e
suas implicagdes clinicas, sua avaliacdo vem se mostrando essencial em criangas com baixa
estatura. A deteccdo de anomalias neste gene caracteriza a etiologia de baixa estatura, e a
avaliacdo familiar permite caracterizar a hereditariedade e reconhecimento antecipado de
casos adicionais nas familias afetadas (ESTER et al. 2009).

A observacdo de que as perdas terminais dos bracos curtos dos cromossomos
sexuais X e Y acarretam baixa estatura, sugeriu que esta regido poderia conter um ou mais
genes criticos para o crescimento ponderal (BINDER et al. 2011).

Esta regido denominada PAR 1 (regido pseudo autossémica 1), € uma regido de
homologia entre os cromossomos X e Y, e local onde ocorre intensa recombinacdo na meiose
(STRITAR et al. 2021).

Rao et al. (1997), por meio de estudos de mapeamento de individuos com
monossomia parcial da PAR1, conseguiram delimitar um segmento 170 kb como regido
critica para a altura, e identificaram nessa regido um gene, que foi denominado SHOX (Short
Stature Homeobox-containing gene on chromosome X) (RAO et al. 1997; MUSEBECK et al.
2001).

O gene SHOX (OMIM#312865), esta localizado na regido pseudoautossdomica
(PAR1) dos bragos curtos dos cromossomos X (Xp22.3) e Y (Ypll.3), nas posicoes
gendmicas chrX:624,344-659,411 e chrY:624,344-659,411 (GRCh38/hg38)(FIGURA 1)
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(CENSANI et al. 2013).

Dos 24 genes presentes na regido PAR1, apenas 0 gene SHOX esté explicitamente
associado a um fendtipo patolégico (HIRSCHFELDOVA et al. 2017).

O gene SHOX escapa da inativacdo do cromossomo X. Assim, tanto individuos
com complemento XX, quanto XY possuem duas cépias ativas de SHOX (SADLER et al.
2020).

A presenca de duas copias funcionais do gene SHOX é fundamental para o
crescimento normal. Tanto a diminuicdo (haploinsuficiéncia) quanto o aumento no nimero de
copias funcionais do SHOX acarretam alteracbes significativas do crescimento
(ALEXANDER et al. 2008).

O gene SHOX ¢ altamente conservado evolutivamente. Diversas espécies de
vertebrados possuem ort6logos com grande homologia, incluindo chimpanzé, galinha, sapo e
zebrafish, mas esta ausente em roedores (WOOLFE et al. 2004). O gene SHOX codifica uma
proteina nuclear que atua como um fator de transcricdo importante no desenvolvimento dos
membros (FUKAMI; SEKI; OGATA, 2016).

As deficiéncias no gene SHOX podem ser decorrentes de uma grande variedade de
defeitos moleculares, como microdelecfes e microduplicacGes de segmentos cromossdmicos,
verificando-se também mutagdes intragénicas em diferentes posi¢des do gene (AUGER et al.
2016; VERDIN et al. 2016). Além da regido codificante, as alteracfes podem se situar nas
sequéncias upstream ou downstream da regido PAR1(VERDIN et al. 2016).

As anomalias do gene SHOX sdo encontradas mais frequentemente em mulheres,
sugerindo que o gene SHOX no cromossomo X poderia ser mais suscetivel a alteracfes
(OLIVEIRA; ALVES, 2011), ou entdo as alteracbes no cromossomo X sdo reportadas com

maior frequéncia do que as alteracbes no cromossomo Y (LEE et al. 2021).
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FIGURA 1: Representacdo esquematica dos cromossomos sexuais com a localizacdo da regido
PAR1 e do gene SHOX (Fonte: Modificado de JORGE et al. 2008).

1.2.1. CARACTERISTICAS MOLECULARES DO GENE SHOX

O gene SHOX (FIGURA 2) compreende 35.068 pb, e possui sete exons, cinco
introns, ¢ trés regides ndo transcritas (5'UTR; SHOXa — 3'UTR; SHOXb - 3'UTR), e 11
regides regulatérias (CNE-2, CNE-3, CNE-5, CNE2, CNE3, CNE4, CNE5, CNE6, CNE?7,
CNES8, CNE9). A integridade de todas estas regides € fundamental para a expressao correta do
gene, e traducdo da proteina correspondente (SPURNA et al. 2022).

A regido codificante compreende 6 exons, e produz um transcrito de 3757 bases,
que codifica uma proteina de 292 aminoacidos- SHOXa, e outro transcrito de 1951 bases que
codifica uma proteina de 252 aminoacidos- SHOXb (VASQUES; ANDRADE; JORGE,
2019). Ambos transcritos incluem os exons 1-5, mas diferem no altimo exon: SHOXa nao
tem o exon 7, enquanto SHOXb ndo tem o exon 6 (FIGURA 2C). Outros mRNAs adicionais
foram identificados, mas se expressam fracamente na maioria dos tecidos e seus efeitos ndo
sdo conhecidos (BINDER; RAPPOLD, 1993; OLIVEIRA; ALVES, 2011).
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FIGURA 2: Estrutura e expressao do gene SHOX.

A) dois promotores alternativos P1 e P2 controlam a expressdo do gene SHOX (este promotores
produzem transcritos que diferem na 5°-UTR: P1 produz transcritos com sete cédons AUG ndo traduzidos,
enquanto transcritos P2 ndo possuem estes elementos regulatorios. Os dois tipos de mRNA sédo traduzidos com
eficiéncia diferencial contribuindo para o ajuste fino da regulacdo dos niveis e especificidade tissular da
expressdo). B) Elementos intensificadores (potenciadores) regifes conservadas evolutivamente em PAR1
identificadas em diferentes estudos (CNE- elementos de DNA ndo codificante altamente conservados
evolutivamente, ECR- regido conservada evolutivamente, ECS- sequéncia conservada evolutivamente. A linha
horizontal superior indica a distancia fisica do telomero Xp/Yp. hgl9,build37). C) Transcritos alternativos. O
acréscimo do exon VII pode ocorrer tanto diretamente na sequéncia do exon 5, se tornando portanto parte da
janela de leitura, ou alongando a 3°-UTR do transcrito. As diferentes extremidades 3’-UTR podem estar sujeitas
a regulacdo alternativa mediada por micro-RNAs. A insercdo do exon 2a acarreta um codon de terminacéo
prematuro no exon 3, o0 que pode causar degradacdo prematura do RNA. Os éxons |1l e IV contém o homeobox.

Cinza- claro- regides ndo transcritas, cinza-escuro- janela de leitura (Fonte: modificado de MARCHINI;
OGATA,; RAPPOLD, 2016).
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1.2.2. REGULACAO E EXPRESSAO DO GENE SHOX

A expressdo de qualquer gene se inicia com a sua transcri¢do. A transcricdo é um
processo complexo de sintese de pré-RNA a partir de um segmento de DNA. A transcricao se
inicia com a ligagdo da RNA polimerase II ao DNA. Esta ligacdo ocorre na regido 5’UTR do
gene, numa sequéncia caracteristica denominada promotor. A fita de DNA ¢é utilizada como
molde para o ordenamento dos nucleotideos no pré-RNAm. A RNA polimerase se move ao
longo do DNA até atingir a 3’UTR, que contém a sequéncia de terminagdo reconhecida pela
polimerase. Este pre-RNA contém exons e introns e as UTRs. Ap0s a transcricdo o pré-RNA
é editado através de um processo denominado splicing no qual os introns e alguns exons sdo
removidos, diferentes transcritos do gene podem ter segmentos diferentes do prée-RNA com
quantidade diferente de exons ou 0s mesmos exons em ordem diferente. Apds o splicing do
mRNA  é transportado para o citoplasma e traduzido em proteinas. As UTR e alguns exons
ndo sdo traduzidos, mas sua presenca € importante para o sucesso da tradugdo (DAY et al.
2009).

A transcricdo do gene é controlada por diversos elementos do genoma, contiguos
ou distantes da regido transcrita. Os elementos reguladores podem ser intensificadores
(potenciadores) ou repressores. Estes elementos sdo essenciais para o controle da expressdo
génica possibilitando modular a expressao em diferentes quantidades e tecidos. Estes
elementos sdo altamente conservados evolutivamente, ocorrendo mesmo em espécies
distantes filogeneticamente, como galinha e peixe- paulistinha (zebrafish), e sdo denominados
elementos conservados nao-codificantes (CNE) (NOWOSAD et al. 2020).

A regulacdo do gene SHOX é complexa, foram identificados dois promotores, e ao
menos duas isoformas de mRNA, gerando duas classes de transcrito, que codificam proteinas
com diferentes padrdes de expressdo (BLASCHKE et al. 2003; SANTOS, 2013). Como ha
maioria dos genes de desenvolvimento, a regido promotora minima do gene SHOX ndo é
suficiente, e requer a complementacdo de elementos da regido cis- reguladora como
potenciadores (NOWOSAD et al. 2020).

No gene SHOX foram identificados trés elementos 5” (upstream) (CNE-2, CNE-3,

CNE-5), e oito elementos 3” (downstream) (CNE2, CNE3, CNE4, CNE5, CNE6, CNE?7,
CNE8, CNE9) (HOMMA et al., 2018). Admite-se que a regido regulatéria de SHOX
compreende ~1Mb de PAR1 e alteragbes nesta regido também podem acarretar

consequéncias fenotipicas (VERDIN et al. 2016).
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O gene SHOX ¢ expresso intensamente nos fibroblastos da medula, e amplamente
expresso nos membros, arcos faringeos e células osteogénicas (RAPPOLD et al. 2002). Além
dos tecidos relacionados ao crescimento, em embrides, 0 mMRNA foi detectado em musculos,
pele e diversos outros tecidos, incluindo cérebro, corddo espinhal, olho, meninges, cerebelo,
tdlamo e ganglio basal de embribes e fetos. Em adultos, a expressdo do gene SHOX foi
detectada na medula 6ssea, tecido adiposo, placenta e masculo esquelético, bem como télamo,
cerebelo e cortex frontal (DECKER et al. 2011).

Estudos em embrides humanos, através de hibridacdo in situ, evidenciaram um
padrédo de expressdo de SHOX restrito temporal e espacialmente. Observou-se a expressdo nos
membros em desenvolvimento, como uma faixa larga através da parte mediana do membro,
detectada no Estagio de Carnegie 14 (CS), o que corresponde a aproximadamente 5 semanas
da concepc¢édo. Durante a condensacéo e condrificacdo a expressdo se torna mais pronunciada
ao redor do espessamento pre-cartilaginoso do cotovelo, quando diversos 0ssos do brago
comecam a ser identificados (CS21), a expressdo de SHOX permanece confinada na porcéao
mediana do brago, ao redor das terminacgdes distais do Umero, radio e ulna e pode também ser
encontrado em alguns o0ssos do punho. Analogamente, nos membros inferiores, o padrdo da
hibridacdo in situ se parece com o padrdo observado no desenvolvimento dos membros
superiores. O gene SHOX também se expressa nos primeiro e segundo arcos faringeos que

déo origem a maxila e mandibula e alguns ossos do ouvido (CLEMENT-JONES et al. 2000).

1.2.3.  FUNCAO DA PROTEINA SHOX

O gene SHOX, como os demais genes Homedticos, codifica proteinas que
desempenham papel importante durante a embriogénese e desenvolvimento, regulando a
morfogénese e a organogénese. A proteina SHOX pode funcionar tanto como ativador ou
como repressor transcricional, controlando a expressdo temporal e espacial de diversos genes
alvo (MARCHINI et al. 2004).

O padrdao de expressdao do gene SHOX, que é observado nos membros em
desenvolvimento e arcos faringeos de embrides humanos, sugere tratar-se de um gene
fundamental para o desenvolvimento 6sseo (JORGE et al. 2008).

A proteina SHOXa é amplamente expressa, enquanto a SHOXb é expressa
predominantemente na medula 6ssea, e resulta de splicing alternativo. (CLEMENT- JONES
et al. 2000). A proteina SHOXb, ndo apresenta a por¢do C-terminal completa, sendo inativa
como fator de transcricdo. (CHIANESE et al. 2013).
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Alinhamentos comparativos da sequéncia de aminoacidos, caracterizaram SHOX
como um membro dos genes homedticos (Paired-like type of homeobox- containing genes)
(ELLISON, 1997; RAO et al. 1997). Esta familia de genes, codifica fatores de transcricao
contendo um dominio de 60 aminoacidos caracteristico de ligacdo ao DNA denominado
homeodominio. Diversos genes homeoticos desempenham papel critico durante a
embriogénese e desenvolvimento e sdo finamente regulados espacialmente e temporalmente
em vertebrados e invertebrados (GEHRING et al. 1994; RAO et al. 1997).

A proteina SHOX contém 3 dominios caracteristicos: um homeodominio, um
dominio de ligagdo SH3, e um dominio OAR (orthopedia aristaless rax) composto por 14
aminodcidos na regido C terminal. A maioria das mutacGes identificadas localizam-se no
dominio homeobox, que inclui os exons 3 e 4. O dominio OAR é essencial para a
transativacdo. O homeodominio é o mediador de suas fungdes chave que incluem a
localizagdo nuclear, ligacdo ao DNA e interacOes proteina-proteina. A formacdo de dimero
SHOX-SHOX ¢é necessaria para melhor atividade. Assim, muta¢fes nesta regido podem
impactar estes processos e acarretar defeitos esqueléticos (GURSQY et al. 2020). A proteina
SHOX esta envolvida no desenvolvimento esquelético pré e pos-natal, regulando a
diferenciacéo e apoptose dos condrocitos na placa de crescimento epifiseal (MARCHINI et al.
2004).

Marchini et al. (2004) utilizaram diversas metodologias, incluindo técnicas de
citometria de fluxo, western blot e imunohistoquimica, para avaliar a expressdo do gene
SHOX na placa de crescimento humano. Observaram que a expressdo do SHOX acarreta a
parada do ciclo celular e apoptose dos condrocitos.

A haploinsuficiéncia acelera a fusdo da cartilagem epifisaria, resultando na parada
prematura do crescimento. Embora ainda ndo esteja claro o papel preciso de SHOX no
desenvolvimento dos condrocitos, acredita-se que retarda a fusdo das cartilagens durante o
crescimento (BINDER et al. 2004).

A menor quantidade da proteina SHOX, permite a expressdo de genes
osteogénicos durante a diferenciacdo osteoblastica, levando a inibicdo do processo de
apoptose das células (XU et al. 2020), gerando a inibicdo do estirdo puberal (VANNELLI et
al. 2020). Também pode favorecer o desenvolvimento de osteossarcoma (XU et al., 2020).
Além disso, a proteina SHOX funciona como ativadora da transcricdo de diversos genes,
incluindo o peptideo natriurético B (NPPB), e repressora de outros genes como o receptor de
fator de crescimento de fibroblasto 3 (FGFR3) (DECKER et al. 2011).

Assim, as mutagdes de perda de funcdo do gene SHOX afetam o crescimento
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esquelético de maneira dose-dependente (MUNNS et al. 2004). Sua haploinsuficiéncia
acarreta uma reducdo de mais de 10 cm da altura final (HATTORI et al. 2021).

Evidéncias clinicas sugerem que a proteina SHOX pode agir conjuntamente com
estrogénio e receptor de fator de crescimento 3 de fibroblastos (FGFR3) para o controle da
diferenciacdo de condrdcitos na placa de crescimento (DECKER et al. 2011), sendo essencial
para 0 crescimento e maturacdo dos 0ssos nos membros superiores e inferiores (LEE et al.
2021).

Estudos feito por Tukiainen et al. (2017) verificou que os niveis de transcritos de
varios genes da regido PAR1 eram menores nos tecidos femininos em relagdo aos tecidos
masculinos, o que poderia estar relacionado a diferenga ponderal entre 0s sexos.

Outro fator que pode influenciar a atividade da proteina SHOX, é a auséncia de
fosforilacdo, que leva a uma alteragdo na regulagcdo da transcricdo, eliminando a capacidade
da proteina de induzir a parada do ciclo celular e apoptose (SANTOS, 2013).

1.2.4. CONSEQUENCIAS FENOTIPICAS DAS ALTERACOES DO GENE SHOX.

O SHOX é um gene importante no processo de crescimento €, sabe-se que ele esta
envolvido no desenvolvimento esquelético, formacgédo Ossea e crescimento linear. Individuos
portadores de alteracbes em SHOX apresentam BEI e anormalidades no desenvolvimento
0sseo. Seu fendtipo é parecido com o da sindrome de Turner, podem apresentar também
discondrosteose de Leri-Weill DLW), ou displasia mesomélica de Langer (DML)
(MARCHINI et al. 2004).

O fendtipo associado com mutacbes em heterozigose de SHOX é muito amplo,
observando-se desde baixa estatura sem achados radioldgicos, até baixa estatura
desproporcionada com deformidade de Madelung. A penetrancia da haploinsuficiéncia de
SHOX é elevada, e sua expressdo é variavel. Os achados clinicos podem ser marcadamente
diferentes mesmo entre membros da mesma familia que compartilham o mesmo defeito
genético (AUGER et al. 2016; LUCCHETT!I et al. 2018).

A gravidade da baixa estatura é variavel, podendo apresentar uma deficiéncia
grave de crescimento até uma altura dentro da faixa normal (FAIENZA et al. 2021).

Com relacdo aos fenotipos, podem apresentar-se mais discretos, semelhantes a
baixa estatura idiopética, especialmente em criangas pré-puberes (COSTA et al. 2014).

A expressdo clinica das alteragdes do gene SHOX podem se manifestar mais
tardiamente, se tornando mais evidentes com a idade (GURSQY et al. 2020; SADLER et al.
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2020). Os achados clinicos e radiolégicos incluem: quarto metacarpo curto, micrognatia e
hipertrofia muscular, e sdo mais intensos no sexo feminino (DEL PINO et al. 2019).

Com isso, pode-se dizer que o diagndstico de haploinsuficiéncia de SHOX, €
particularmente desafiador na idade pré-escolar, quando a desproporcdo mesomélica e
deformidade de Madelung ainda podem estar ausentes (VANNELLI et al. 2020).

A haploinsuficiéncia do gene SHOX também pode estar associada a etiopatogenia
das alteragcdes esqueléticas observadas na Sindrome de Turner, como palato ogival, quarto
metacarpo curto e cubito valgo (MARTINS et al. 2003).

Algumas caracteristicas fenotipicas estdo associadas ao sexo. Em meninas, a
deformidade de Madelung é associada mais frequentemente as delecGes do que as
duplicacdes. O encurtamento mesomélico, ou sinais radioldgicos de discondrosteose, porém,
ndo sdo estatisticamente significativas em meninos (AUGER et al. 2016). Isso pode ser
decorrente da diferenca nos niveis de estrogénio. Em meninas, foi observado que os defeitos
0sseos se tornam mais acentuados na puberdade (LEKA et al. 2006).

A perda de audicdo € algo raro, Gursoy et al. (2020),encontraram dois
participantes da mesma familia com perda auditiva bilateral.

O desenvolvimento puberal e fertilidade geralmente sdo normais em ambos o0s
sexos (ROSS; SCOTT, 2015).
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1.2.41. ANOMALIAS ASSOCIADAS A DUPLICACOES DE SHOX

Enquanto as delecbes de SHOX estdo associadas a DLW e baixa estatura, as
duplicacdes apresentam uma amplitude fenotipica maior, sendo observadas em individuos
com baixa estatura, DLW, sindrome de Mayer-Rokitansky-Huster-Hauser, pé torto congénito,
transtornos do espectro autista (TEA) e outras condicbes com alteragdo do
neurodesenvolvimento (GERVASINI et al. 2010; GURSOY et al. 2020; RAMIREZ et al.
2019; SADLER et al. 2020; TROPEANO et al. 2016).

A microduplicacdo do gene SHOX foi verificada em 1% dos pacientes com pé
torto congénito, sendo consistente com as anormalidades anatémicas descritas anteriormente
em pacientes com pé torto. Esta anormalidade é mais comum em meninos, sendo observado
que 3 em cada 4 pacientes com essa anomalia s&o do sexo masculino (SADLER et al. 2020).

Em 2010, Gervasini et al. relataram duas irmds com Sindrome Mayer—
Rokitansky—Kister—Hauser e microduplicacdo do gene SHOX . Esta anomalia € pouco
comum, caracterizada pela aplasia de Gtero e vagina em meninas com caridtipo 46,XX
(PONTECORVI et al. 2021).

As microduplicacbes no locus SHOX séo consideradas também um fator de risco,
de baixa penetrancia, para condi¢cbes como distirbios do espectro autista e doencas do
neurodesenvolvimento, com risco aumentado em ambos 0s sexos. Algumas isoformas de
SHOX séo expressas exclusivamente no cérebro fetal, e podem refletir o efeito patogénico de
alteracdo da dosagem da proteina SHOX no neurodesenvolvimento A alteracdo do gene
SHOX foi encontrada em um numero significativo de pacientes com TEA. Nestes individuos
houve diversidade da regido envolvida e localizacdo dos pontos de quebra (TROPEANO et al.
2016).

1.2.5. ALTERACOES DO GENE SHOX

Apos a caracterizacdo da associacao de alteracGes do gene SHOX e baixa estatura,
foram realizados extensivos estudos clinicos e moleculares em pacientes com baixa estatura
sindrémica e ndo sindrémica, utilizando diversas abordagens metodologias (MARCHINI et
al. 2007).

Estas avaliagbes consolidaram os defeitos do gene SHOX como a principal causa
monogénica da baixa estatura (JORGE et al. 2008).

Em torno de 80% das alteragcbes observadas no gene SHOX s&o delegOes que
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envolvem o gene ou regides reguladoras, sendo 0s outros 20% mutacbes de ponto
(WOLTERS et al. 2013).

Quase todas as mutacGes descritas no gene SHOX sdo distribuidas em 3
categorias: (1) mutacOes de ponto, (2) delegdes integrais ou parciais e (3) grandes dele¢des na
regido 3’ (>100kb) envolvendo a regido ECS (evolutionary conserved sequences- sequéncias
conservadas evolutivamente) (BUNYAN et al. 2013).

No banco de dados CLINVAR (consulta em 2023), estdo compilados 314 tipos de
alteracdo no gene SHOX, correspondendo a delec¢des (98), microduplicacdo (61), indel (1),
insercdo (12), e alteragBes de Unico nucleotideo (145). As alteracBes estruturais, envolvendo
regides >=50bps compreendem 137 registros, e envolvem multiplos genes.

A frequéncia de alteracbes pode ser decorrente da abundancia de sequéncias
repetitivas ao redor desse gene, predispondo a ocorréncia de crossing-over desigual entre
cromossomos homaologos ou recombinacgéo intracromossdmica (CENSANI et al. 2013; GTEX
CONSORTIUM et al. 2017).

Microrrearranjos afetando o gene completo ou seus potenciadores posteriores,
representam os defeitos genéticos mais prevalentes que acarretam a haploinsuficiéncia do
SHOX. Estes rearranjos provavelmente se originam de eventos de recombinacdo homologa
ndo alélica (NAHR) e juncédo de extremidades ndo homdlogas (NHEJ) mediada por repetictes
Alu que sdo abundantes nesta regido (FANELLI et al. 2021).

Ao contrario de outras regides do genoma onde ocorrem delecdes e duplicacdes,
no SHOX néo foram identificadas microdelecdes e microduplicac6es reciprocas, envolvendo o
mesmo local de recombinacdo (BENITO-SANZ et al. 2016).

Os introns 3 e 5 do gene SHOX contém diversas sequéncias repetitivas com
potencial para originar delecdes ou duplicacbes do gene (integral ou parcial) através de
recombinacbes (BABU et al. 2021). A ocorréncia de quebra no intron 3 foi observada em
62% das delecBes (13/21) e em 60,5% das duplicagdes (23/38). O intron 3 € 0 maior e possui
grande quantidade de repeticGes, compreende 5994 pb com 28,6% de sequéncias repetitivas
(BENITO-SANZ et al. 2016)

O efeito das alteracdes, dele¢bes e duplicacdes, envolvendo o gene SHOX e seus
elementos reguladores, na altura final é pouco modificado pelo background genético.
DuplicacGes parciais de SHOX e pequenas duplicacbes na regido potenciadora CNE-9 sdo
alelos altamente penetrantes e associados com BEIl e DLW (HIRSCHFELDOVA et al. 2017).

Raramente, duplicacbes do SHOX e seus potenciadores (enhancers) foram

identificados em pacientes e seu papel causal permanece contraditorio (BENITO-SANZ et al.
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2017). Foram encontradas duplicagfes completas e parciais em pacientes com DLW e BEI. A
variabilidade das manifestacbes provavelmente é dependente da localizacdo fisica da
sequéncia duplicada (BENITO-SANZ et al. 2017).

A importéncia clinica, principalmente de duplicacdes, é frequentemente ambigua,
dificultando o aconselhamento genético. Dependendo da orientacdo e localizacdo do
segmento duplicado, pode ocorrer uma super expressao do gene, ou interferir na conformacgéo
da cromatina, portanto enfraquecendo a regulacéo cis durante o desenvolvimento e causando a
haploinsuficiéncia (VERDIN et al. 2016).

Além da regido codificante, é necessaria atencdo especial as regides regulatorias
do gene SHOX, pois delec6es localizadas fora da regido codificante s&o mais comuns na baixa
estatura, sem outros achados especificos. Ao que parece, duplicacbes parciais de SHOX
podem ser mais deletérias do que duplicacbes completas de SHOX, resultando mais
frequentemente na sindrome de Leri-Weill (DLW) totalmente penetrante (BENITO-SANZ et
al. 2011).

Mais de 380 mutacdes na regido codificante do gene e mutacdes em elementos
potenciadores anteriores e posteriores foram identificados, mas uma correlacdo clara
genotipo-fenotipo ainda ndo foi estabelecida (GURSOY et al. 2020).

Por outro lado, a superdosagem do gene SHOX, causada por rearranjo estrutural
ou anormalidade numérica nos cromossomos sexuais, pode levar a alta estatura, devido a um
periodo de crescimento prolongado, do final da adolescéncia até a fase adulta (BENITO-
SANZ et al. 2011).

1.2.5.1. HEREDITARIEDADE DE ANOMALIAS DO SHOX

As alteracbes do gene SHOX podem ser transmitidas por um dos progenitores, ou
ocorrer de novo, durante a meiose materna ou paterna. As formas herdadas apresentam padréo
de heranca pseudo-autossémica dominante (DEL PINO et al., 2019).

Salmon-Musial et al. (2011), avaliaram um grupo de 113 criancas e detectaram
alteracdo do SHOX em 22, provenientes de 18 familias. As anomalias observadas foram
delecBes intragénicas ou da PAR1 em 15 pacientes provenientes de 11 familias, delecdo da
regido downstream do gene em 6 pacientes provenientes de 6 familias, e mutacdo de ponto em
1 paciente. A alteracdo do SHOX foi transmitida pelo pai em 12 familias (66,7%) e pela mae
em 6 familias (33,3%).

A transmissdo familiar também foi observada num estudo realizado na Argentina

em 19 individuos, provenientes de 15 familias. A delecdo da regido PAR1 foi detectada em 14
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familias, sendo que em 13 envolvia 0 gene SHOX e em 1 a regido downstream, em outra
familia foi observada uma substituicdo de nucleotideo na regido codificante de SHOX (DEL
PINO et al. 2019).

A caracterizacdo fenotipica dos pais, pode fornecer informacdes valiosas nos
casos familiares. Além da deformidade de Madelung, outros sinais, ndo especificos podem
estar presentes, como o0 encurtamento do quarto e quinto metacarpos, palato ogival, escoliose,
cubitus valgus e micrognatia (LUCCHETTI et al. 2018).

Observa-se amplo espectro clinico e grande variabilidade fenotipica dentro da
mesma familia, com risco de transmissdo de 50%, sendo pouco evidente na infancia e
acentuando-se na adolescéncia (JORGE et al. 2008).

Observou-se que as mutacGes em heterozigose de SHOX podem ser transferidas
do cromossomo Y para o cromossomo X e vice e versa (gene SHOX saltante) (KANT et al.
2011).

1.2.5.2. MEIOSE NA REGIAO PSEUDOAUTOSSOMICA

Microrearranjos afetando o gene completo ou 0s potenciadores posteriores,
representam os defeitos genéticos mais frequentes que acarretam a haploinsuficiéncia do
SHOX. Estes rearranjos provavelmente se originam de eventos de recombinacdo homologa
ndo alélica (NAHR) e juncdo de extremidades ndo homologas (NHEJ) mediada por repeticoes
Alu que sdo abundantes nesta regido (FANELLI et al. 2021).

No inicio da meiose, profase I, 0 pareamento entre 0S Cromossomos sexuais e a
recombinacdo entre os segmentos pareados sdo essenciais para a continuidade da meiose. Na
meiose feminina, 0s cromossomos sexuais sdo homoblogos (XX) e o pareamento ocorre
longitudinalmente, da mesma forma que ocorre nos cromossomos autossomos. Na meiose
masculina, 0s cromossomos sexuais sdo heter6logos (X e Y) e 0 pareamento ocorre nas
regibes de homologia dos cromossomos sexuais, ou Seja, na regido pseudo- autossémica
(PAR) (FUKAMI; SEKI; OGATA, 2016).

Na regido PAR1, a taxa de recombinacdo durante a meiose masculina € 17 vezes
maior em relacdo ao resto do genoma, aumentando assim a probabilidade de rearranjos
(FANELLI et al. 2022). A capacidade de recombinacdo é mantida mesmo na presenca de
delecdes desta regido. O tamanho minimo de PAR1 para manter a espermatogénese é bem
pequeno, cerca de 400kb (FUKAMI; SEKI; OGATA, 2016).

As recombinacfes ocorrem preferencialmente na regido telomérica de PAR1,
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sendo o gene SHOX um hotspot de recombinagfes. A presenca de sequéncia repetitivas
possibilitam a ocorréncia de delecdes e duplicagfes (FUKAMI; SEKI; OGATA, 2016).

Eventualmente, durante a recombinagdo meiética, o alelo anomalo de SHOX pode
ser transferido do cromossomo X para 0 Y e vice-versa. A transmissdo de alelo anomalo
localizado no cromossomo Y paterno para filhas, com constituicdo XX, foi relatada por
diversos autores (GURSOY et al. 2020).

1.2.6. AVALIACAO POPULACIONAL DO GENE SHOX

Atualmente, com a caracterizacdo de alteracbes génicas associadas a baixa
estatura, os testes genéticos sdo considerados a primeira linha de investigacdo em criancas
com distdrbio de crescimento (FREIRE et al. 2019).

Os estudos sistematicos, em grupos de individuos com BEI e DLW, contribuem
para estimar a prevaléncia de anomalias neste gene na populagdo. As estimativas diferem de
estudo para estudo, e aumentam com a utilizacdo de métodos mais sensiveis que permitem a
deteccdo de pequenas delecdes, e a inclusdo da regido downstream na abordagem (BINDER,;
RAPPOLD, 1993).

Os estudos iniciais utilizaram a metodologia de FISH e segregacdo de
microssatelites, posteriormente a incorporacdo das metodologias de MLPA, qPCR e aCGH,
ampliaram a capacidade de deteccdo de anomalias. Recentemente as metodologias de MLPA
e sequenciamento de ultima geracdo substituiram as demais metodologias (BENITO-SANZ et
al. 2017).

Estima-se que cerca de 2% a 15% das criancas que apresentam baixa estatura
idiopatica, e 70% a 90% dos pacientes com discondrosteose de Leri-Weill (DLW) possuem
haploinsuficiéncia do gene SHOX (BENITO-SANZ et al. 2017; FUNARI et al. 2019).

Em 2006, Huber et al. avaliaram 56 individuos com DLW e 84 com BEI. A
metodologia utilizada foi a analise da segregacdo de microssatélites polimérficos; foram
incluidos na avaliacdo marcadores ao redor do gene SHOX na regido Xp22.3, 0s
microssatélites CASHOX e GASHOX (DXYS10092), repeticdes localizadas distalmente a
SHOX, DXYS233 localizado 278 kb proximal de SHOX e o marcador intragénico CTSHOX
(DXYS10093). Foram detectadas anomalias em 54% dos individuos do grupo com DLW (30
de 56), e em 19% do grupo de BEI (11 de 46). Nos individuos em que ndo foram detectadas
anomalias a avaliacdo foi expandida, sendo avaliados outros 20 microssatélites e 49
polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs) localizados na regido PAR1. Foram

detectadas duas delecdes envolvendo DXYS233 e mais sete dele¢Oes localizadas downstream
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do gene SHOX (5 no grupo de DLW e 2 no grupo de BEI). As dele¢des foram variaveis em
tamanho e localizagdo. Nos 36 individuos do grupo de DLW com anomalias de SHOX, a
maioria foi do sexo feminino (80,5%), a proporcéo do sexo masculino foi 19,4%. Sete casos
foram esporédicos e 29 familiares. Nos casos familiares as anomalias foram herdadas da mée
em 15, e herdadas do pai em 14. Nos 18 individuos do grupo com BEI as anomalias foram
mais prevalentes sexo feminino (10), sendo observada em 8 individuos do sexo masculino.
Destas 4 casos foram esporadicos e 14 familiares, sendo herdadas através da mde em 5 e
através do pai em 9. A frequéncia global de alteragdes nos 140 individuos avaliados foi 38,6%
presentes em 68% do grupo de discondrosteose e 15% do grupo de baixa estatura (HUBER et
al. 2006).

Del Pino et al. (2019), avaliaram uma coorte de 19 criangas argentinas,
provenientes de 15 familias. A abordagem inicial foi através da metodologia (MLPA), quando
essa analise era negativa para microdelecdes e microduplicacfes da regido, seguia-se a analise
dos exons 2 a 6 do SHOX utilizando a combinagdo das técnicas de high-resolution melting e
sequenciamento de DNA. A maior parte, apresentou microdelecdo na regido
pseudoautossomica (PARL), detectaram também uma nova variante no Exon 2: c.243A>T
(p.Lys81Asn), o que enfatiza a importancia de uma avaliagdo mais completa do gene, por uma
combinacgédo de metodologias.

O estudo de caso feito por Valetto et al. (2016), tambem utilizou diferentes
métodos para analise. Foi feita analise citogenética, FISH e pintura cromossdmica, além de
MPLA e array CGH. A pintura cromossémica foi utilizada para identificar o cromossomo Y.
MLPA e aCGH identificaram os pontos de quebra e de microduplicacdo. Reforcando assim, a
ideia de que em alguns casos se faz necessario mais de um método de andlise para a
caracterizacdo precisa.

Freire et al. (2019) analisaram 55 criancas brasileiras, nascidas pequenas para a
idade gestacional com BEI persistente. Avaliaram diversos genes associados a baixa estatura
pelo método de sequenciamento massivo paralelo (MPS). Foram detectadas 3 variantes
patogénicas, sendo uma alteracdo do gene SHOX. No geral, o estudo encontrou 15% dos casos
com alteracdo genética em genes associados a estatura .

Outro estudo brasileiro, investigou 11 pacientes com caracteristicas clinicas de
DLW ou DML. Foi realizada a analise de segregacdo de microssatélites, PCR em tempo real e
sequenciamento direto. Foram encontradas alteragdes do gene SHOX em sete pacientes (DE
LIMA, 2010).

Vanelli et al. (2020) avaliaram 269 individuos com BEI, utilizando MLPA e
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sequenciamento dos exons 2 a 7 e regides flanqueadoras. Foram detectadas alteragcdes em 52
participantes do estudo, correspondendo a 17,6%.

Shujaa-Addin et al. (2020) avaliaram 25 individuos com BEI através de FISH. Em
dois pacientes (8%) foi observada delegdo de SHOX.

Stritar et al. (2021) avaliaram 75 individuos com BEI. A avaliacdo foi realizada
inicialmente através de MLPA, seguida do sequenciamento de DNA nos individuos que ndo
apresentaram CNVs. Pela técnica de MLPA foram detectadas uma delecdo e duas
duplicacbes, compreendendo 1,3% da amostra.

Como mostrado acima, a literatura evidencia que em estudos populacionais, com
pacientes que apresentam apenas BEI a frequéncia de alteracGes € pequena, ja quando LWD
ou Madelung estdo presentes, a frequéncia de alteracbes no gene é maior (KURNAZ et al.
2018).

1.2.6.1. FISH- Hibridizac¢éo in situ por fluorescencia

A analise por citogenética molecular, hibridizacdo in situ por fluorescencia
(FISH), ¢ essencialmente baseada no mesmo principio da analise Southern blot, que explora a
capacidade do DNA de cadeia simples hibridizar com o seu DNA complementar. No caso da
FISH, o alvo é o DNA nuclear de células em interfase, ou de células em metafase, fixadas
numa lamina de microscopia. Esta técnica pode ser realizada, por exemplo, com amostras de
medula 0ssea, esfregacos de sangue periférico, liquido amnidtico ou cortes histologicos de
tecidos fixados (PINKEL et al. 1988).

Para andlise do gene SHOX, a FISH é um dos métodos mais assertivos, ndo sendo
necessaria nenhuma confirmacdo ou exame complementar quando detectada anomalia
(BAKIR, ABDULLATIF et al. 2018).

E utilizada sonda especifica para a regido contendo o gene alvo (SHOX), e espera-
se visualizar dois sinais em cromossomos diferentes (XX ou XY). Quando é visualizado
apenas um sinal temos uma microdelecdo, quando se visualizam 3 sinais temos uma
microduplicacdo, além disso, como controle da hibridacdo, utilizam-se sondas de regibes
centroméricas ou teloméricas dos cromossomo X e Y marcadas com fluoroforos de outra cor.

A FISH é uma metodologia limitada ndo possibilitando a deteccdo de pequenas
delecbes e mutacgdes de ponto (KURNAZ et al. 2018).
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a variacdo do numero de copias do gene SHOX em participantes com

baixa estatura e cariotipo normal (46,XX ou 46,XY).

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o nimero de copias do gene SHOX através de FISH.

- Auvaliar a hereditariedade da alteracdo quando detectada, pelo estudo dos pais
e familiares.

- Verificar, através dos prontuarios, possiveis alteragdes morfoldgicas,
fenotipicas ou Osseas e doencas crénicas em pacientes com alteracdo do gene SHOX

correlacionados com o nimero de copias.

37



3 METODOLOGIA

3.1 PARECER DO COMITE DE ETICA.

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética do IPPMG, submetido através
da plataforma Brasil e aprovado, com o nimero de parecer 1.262.446 (Anexo 1).

3.2 TIPO DE ESTUDO

Estudo observacional, descritivo, transversal, do tipo série de casos.

3.3 LOCAL DE ESTUDO

Laboratorio de Genética e Servigo de Endocrinologia do IPPMG.

3.4 AMOSTRA

Amostra de conveniéncia composta de pacientes com baixa estatura idiopatica, com
cariotipo normal, acompanhados no Servi¢o de Endocrinologia e Ambulatério de Genética do
IPPMG.

3.5 CRITERIOS DE INCLUSAO

Os participantes com estatura inferior ao percentil -2 DP (COHEN, P et al., 2008), associada
ou ndo a malformac6es esqueléticas e que apresentaram caridtipo normal (46,XX ou 46,XY)
apos o estudo cromossdmico.

Para serem incluidos no presente estudo, os responsaveis dos participantes precisaram

assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), que esta no apéndice 1.
3.6 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Participantes relatados nos prontuarios com baixa estatura de causa organica como
hipotiroidismo, desnutricdo, doencas cardiovasculares, doencas renais, doenca celiaca,
deficiéncia de hormdnio do crescimento (GH). Estas condi¢fes foram avaliadas antes da

obtencdo da amostra.
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3.7 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

3.7.1 CULTURA DE LINFOCITOS E OBTENCAO DE CROMOSSOMOS
METAFASICOS

As culturas de linfocitos para obtencdo de metafases, foram realizadas por meio da
técnica modificada de (MOORHEAD et al. 1960).

Amostras de 2 a 5 ml de sangue periférico foram obtidas a partir da puncéo venosa
de sangue periférico em heparina. O preparo das culturas, foi realizado em condicbes
assépticas em camara de fluxo laminar, sendo adicionados em tubos conicos de 15 ml de
capacidade: 4 ml de meio de cultura RPMI 1640 (Gibco-Carlsbad/EUA), 1ml de soro fetal
bovino (Cultilab- Campinas/Brasil), 0,1 ml de fitohemaglutinina (Cultilab- Campinas/Brasil) e
500ul de sangue total. Os frascos de cultura foram incubados em estufa a 37° C com 5% de
CO2zpor 72 horas.

Decorrido esse periodo acrescentou-se, a cada frasco de cultura, colchicina
(Sigma- St. Louis/EUA) na concentragédo final de 0,01pg/ml de meio de cultura. As culturas
foram novamente incubadas a 37° C por mais uma hora.

Ao término da incubacgdo, as culturas foram centrifugadas por 10 minutos a
2000rpm. Apos a centrifugacédo, retirou-se o sobrenadante e adicionou-se 5ml de solucgéo
hipotdnica (KCI 0,075 M) mantendo a 37°C por 15 minutos.

Apos a hipotonizacédo das células, adicionou-se 0,5 ml de fixador Carnoy (Metanol
+ Acido acético glacial 3:1) recém-preparado, e o material foi centrifugado a 2000 rpm por 10
minutos. A seguir, retirou-se o sobrenadante e adicionou-se 5ml de fixador, ressuspendendo o
sedimento delicadamente para evitar a formacéo de grumos e centrifugando-o por 10 minutos.

Este procedimento foi repetido duas vezes.

3.7.2 ESTUDO CITOGENETICO MOLECULAR

A andlise citogenética molecular foi realizada através da técnica de FISH.

As amostras processadas foram gotejadas em laminas silanizadas e secas ao ar. As
laminas foram tratadas em 2xSSC durante 2 minutos, desidratadas em séries de etanol, 70%,
85% e 100% por 2 minutos cada, e aquecidas a 65°C por 15 minutos.

A hibridizagdo foi realizada com sondas fluorescentes comerciais (Cytocell e

Lexell). A combinacdo de uma sonda LSI especifica para o gene SHOX acompanhada das



sondas controle DXZ1 e DYZ1, ou XYpter , como esquematizado na FIGURA 3.

Cerca de 4pl da sonda diluida em tampdo foram colocados em contato com a
amostra sobre a lamina, sendo a regido recoberta com laminula e selada. A hibridacdo foi
realizada em hibridizador THERMOBRITE, sendo incubadas durante 5 minutos na
temperatura de 75°C para desnaturacdo do DNA, a seguir a temperatura foi mantida a 37°C
overnight para hibridacdo. Apds a hibridacdo, as ldaminas foram lavadas e coradas com DAPI.

DYZ1 DXZ1

,//
Bl ANl impEn
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Xp22.33
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|
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FIGURA 3: representacdo esquematica da posi¢do das sondas nos cromossomos X e Y (Fonte:
catalogo CYTOCELL).

A analise foi realizada utilizando microscéopio 6ptico Olympus ~ BX51 com epi-
iluminacéo de vapor de mercurio (HBO100), com filtros de excitacdo e barreira nas cores azul,
verde, vermelha e acqua, como na FIGURA 3.

As imagens foram capturadas por sistema de digitalizacdo e analise (Applied

Spectral Imaging version 6.0).

3.7.3 CRITERIO DE ANALISE

Foram selecionadas células com hibridacdo adequada, ou seja, marcacao da sonda
alvo e sonda controle, sem background. Nas amostras de cada participante foram analisadas
pelo menos 10 metafases de boa qualidade, verificando-se a quantidade de sinais de cada
sonda. Os achados foram descritos utilizando-se a nomenclatura proposta pelo ISCN (2020).

Na FIGURA 4, temos as microfotografias representativas do padréo de hibridacdo

em nUlcleos interfasicos e metéfases.

A presenga de um Unico sinal da hibridagdo correspondente ao gene SHOX,
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acompanhado dos sinais correspondentes a sonda controle, caracterizou a microdelecdo.

Quando houve diferenca de tamanho da regido com hibridacdo ou a presenca de
marcacdo dupla em um dos cromossomos foi caracterizada a microduplicagéo.

Para confirmacdo da microduplicagdo foi realizada a analise em 100 ndcleos
interfasicos registrando a presenca de 3 sinais correspondentes ao gene SHOX, sendo a
distancia entre os sinais maior que o tamanho da marcacdo (para afastar os nicleos em G2 com
a cromatide duplicada) (KURNAZ et al. 2018).
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DXZ1x2

FIGURA 4: Microfotografias em microscopia de fluorescéncia.Imagens da técnica de FISH,
utilizadas para analise, participantes com alteracdo.

A) FISH em ndcleo interfasico mostrando a presenca de 2 sinais correspondentes a sonda SHOX e
dois sinais correspondentes a sonda XYqter. B) FISH em met&fase mostrando um exame sem alteragdo em
participante do sexo masculino. C) FISH em ndcleo interfasico mostrando a presenca de 1 sinal correspondente a

sonda SHOX e 2 sinais correspondentes a sonda DXZ1, evidenciando a microdele¢do de SHOX. Amostra obtida
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do participante 36. D) FISH em metafase mostrando a presencga microdelegdo de SHOX, com um cromossomo X
com 1 sinal correspondente ao SHOX e um sinal correspondente a DXZ1, no cromossomo homélogo observa-se
apenas um sinal correspondente a sonda DXZ1. Amostra obtida do participante 3. E)FISH em nucleo interfasico
mostrando a presenca de 3 sinais correspondentes a sonda SHOX e 2 sinais correspondentes a sonda DXZ1,
evidenciando a microduplicagdo de SHOX. Amostra obtida do participante nimero 5. F) FISH em metafase
mostrando a presenca microduplicagdo de SHOX, com um cromossomo X com 2 sinais correspondentes ao
SHOX e um sinal correspondente a DXZ1, no cromossomo homélogo observa-se um sinal correspondentes ao
SHOX e 1 sinal correspondente a sonda DXZ1, evidenciando a microduplicacdo de SHOX. Amostra obtida do

participante nimero 4.
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3.7.4 COLETA E ANALISE DOS DADOS

A anédlise citomolecular foi realizada de forma descritiva, considerando a
utilizacdo de um controle interno na FISH.

As informacbes clinicas e morfoldgicas dos participantes foram obtidas nos
prontudrios (exame fisico e resultados de exames complementares) e diretamente com
participante e/ou responsavel. Nos participantes com alteracdo na analise citomolecular
(presenca de microduplicacdo ou microdelecdo) foram obtidas fotos para registro.

Na data da coleta de sangue, foi verificada a altura em centimetros e anotadas,
data de nascimento e se a crianca possuia deformidade de Madelung Foi calculado o escore z
através do aplicativo calculadora antropométrica, colocando as informacbes: data de
nascimento e data em que foi medida a altura, resultando na idade, altura em pé e sexo para
entdo obter o resultado e saber se a crianca estd crescendo corretamente. O tratamento de
dados foi feito pelo programa SPSS na versdo 21.0. A significancia aceita foi de 95% ou
p<0.05.

Na FIGURA 5 encontra-se o fluxograma das etapas do estudo.
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FIGURA 5: Fluxograma das etapas do estudo
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4  RESULTADOS

42 AMOSTRA ESTUDADA

Os participantes foram encaminhados ao Laboratério de Genética do IPPMG, foram avaliados
36 participantes (28 do sexo feminino e 8 do sexo masculino) com idades entre 1 e 16 anos,
atendidos no Servico de Endocrinologia do IPPMG no periodo de maio de 2013 a maio de 2022,
N&o houve exclusdo de participantes.

As caracteristicas do grupo amostral referentes ao sexo, idade e escore z encontram-se
na tabela 1.

Tabela 1- Distribuicdo da frequéncia (n), média (X), desvio padrdo de altura (DP),
mediana (Med), valores maximos (Mé&x) e minimos (Min) das idade e escore z dos participantes.

Sexo n Idade (anos) Escore z

X +DP Med Min Max X +DP Med Min Max

Feminino 28 7,6+3,2 7,3 1,6 14,2 -2,6%+-0,6 -2,6 -1,7 -2,6
Masculino 8 10,7+2,2 10,2 7,1 142 -2,1+-0,47 -2,2 -1,2 -2,8

43 AVALIACAO CITOMOLECULAR E FENOTIPICA

Através da andlise citomolecular, foram detectadas anomalias em 7 participantes
(19,4%), todos do sexo feminino.

Em quatro (57,1%) foi observada microdelecdo do gene SHOX com cariotipo 46,XX.
ish(DXZ1x2, SHOXx1). Em trés (42,9%) foi observada microduplicacdo do gene SHOX, com
cariotipo 46,XX.ish(DXZ1x2,SHOXx3). A idade, escore z, presenca de alteracdo de Madelung, e 0

tipo de alteracdo do SHOX encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2- Distribuicdo da idade, escore z (altura), presenca de malformacéao de
Madelung (Mad) alteracdo do gene SHOX.

Paciente Idade Escore z Madelung Alteracdo do SHOX detectada
1 10,2 -2,608 Sim Microdelecéo
2 14,2 -2,651 N&o Microduplicacéo
3 13,0 -2,001 Sim Microdelecéo
4 4,2 -2,306 Sim Microduplicagéo
5 3,7 -2,846 Sim Microduplicagéo
21 12,4 -3,164 Sim Microdelecéo
36 7,3 -2,039 Sim Microdelecéo
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N&o houve diferenca no escore z nos participantes com alteracdo no SHOX e naqueles
que a alteracdo néo foi detectada, pelo teste T de Student (p=0,969), FIGURA 6.
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FIGURA 6: Comparacéo do escore z entre participantes de baixa estatura com alteracdo citogenética e

sem alteracdo citogenética detectavel

Tampouco, houve diferenca, pelo teste T de Student, no escore z dos participantes com
diferentes alteracdes no SHOX, FIGURA 7.

Quanto ao fenotipo, foi observada uma grande variedade fenotipica, sendo a presenca
de Madelung a mais prevalente. As alteracdes registradas em todas as participantes estdo descritas

no Apéndice 2.
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FIGURA 7: Comparacgdo entre o escore z de participantes com baixa estatura sem alteracdo no
gene SHOX detectada por FISH, participantes com delecdo no gene SHOX e participantes com duplicacdo no
gene SHOX.

44 HEREDITARIEDADE

Nos participantes que apresentaram alteracdo no gene SHOX, o estudo tambem foi
estendido aos progenitores. Foi possivel a avaliagdo dos progenitores de cinco participantes
com alteracdo em SHOX.

A natureza familiar da alteracdo, e sua hereditariedade foi caracterizada em trés
participantes, todas com microdelecdo de SHOX. Em duas a microdelecdo foi transmitida
através dos pais, que apresentaram microdelecdo no cromossomo Y, e em uma foi transmitida
pela mée.

Na Tabela 3, encontramos as informacdes referentes ao tipo de alteracdo e a

avaliacdo  dos  progenitores  para  caracterizacdo  da  transmissdo  familiar.
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Tabela 3 — Alteragdes do SHOX nos participantes e seus progenitores

Participante Alteracdo de SHOX
Participante Materna Paterna
1 Microdelecao Mosaicismo Microdelecao*
2 Microduplicagéo NA NA
3 Microdelecao NA NA
4 Microduplicagéo Normal Normal
5 Microduplicacao Normal Normal
21 Microdelecao Normal Microdelecao*
36 Microdelecao Microdelecao NA

NA- N&o avaliado ; * microdele¢do no cromossomo Y
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5 DISCUSSAO

A estatura é uma caracteristica com alto grau de hereditariedade, maior que 80%,
portanto a variabilidade genética € o principal determinante da estatura (VASQUES et al.
2019).

Na ultima década, foram caracterizados diversos genes que possuem papel
determinante na altura individual, e quando alterados podem acarretar a desordem no
crescimento (VASQUES; ANDRADE; JORGE, 2019). Estes genes atuam na secregéo,
liberacdo e resposta ao hormonio de crescimento, fatores de crescimento e seus receptores,
secrecdo e liberagdo de outros horménios (BONDY, 2007).

A caracterizacdo de genes associados ao crescimento ponderal vem colocando o0s
testes genéticos como a primeira linha de investigacdo em criangas com distdrbio de
crescimento sem outras anomalias (FREIRE et al. 2019).

No entanto, a sensibilidade das caracteristicas clinicas para discriminar a etiologia
da BEI é insuficiente (GURSQY et al. 2020).

A caracterizacdo da causa genética da baixa estatura nas criancas em
desenvolvimento é importante por diversos aspectos. Possibilita predizer o desenvolvimento
natural, fundamentado no conhecimento da literatura, e sugerir as melhores opcoes
terapéuticas.

Tradicionalmente, criangas com baixa estatura realizam extensiva avaliacédo
médica, frequentemente focalizada na identificacdo de etiologias hormonais para a baixa
estatura ou outras condicdes clinicas que afetam o crescimento. Esta avaliagdo padréo
raramente proporciona diagnostico em criangas com baixa estatura isolada (SISLEY et al.
2013).

O gene SHOX, foi um dos primeiros genes associados a baixa estatura
identificados (GURSQY et al. 2020).

A identificacdo de alteracdo em SHOX possibilita a caracterizacdo da etiologia da
baixa estatura, e também habilita ao tratamento hormonal, contribuindo para uma melhor
qualidade de vida. Os pacientes com baixa estatura, nos quais a anomalia do SHOX foi
caracterizada, podem ser beneficiados com o tratamento recomendado. Estima- se que o
ganho ponderal com uso de GH pode ser de até 10 cm (MARTIN-BEGUE et al. 2021). A
utilizagdo do Horménio de Crescimento € indicada em pacientes pré-puberais com deficiéncia
do SHOX (STRITAR et al. 2021). No entanto, existe uma janela de idade limitante para a

elegibilidade a este tratamento, e quanto mais precoce é o diagndstico maior a possibilidade
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do beneficio com o tratamento com GH.

A frequéncia de alteracGes no gene SHOX detectada neste estudo evidencia que no
grupo amostral avaliado as alteracfes neste gene contribuem para a etiologia da BEI. Também
houve diversidade do tipo de alteracdo encontrado.

Estima-se a prevaléncia populacional da deficiéncia de SHOX em 1:1000.
Aproximadamente 75% das anomalias de SHOX s&o decorrentes de delecbes de tamanho
variavel compreendendo o gene inteiro e/ou CNE, enquanto as microdelecGes intragénicas e
mutacdes de ponto ocorrem nos demais casos. Raramente, duplicagfes do SHOX e seus
intensificadores (enhancers) sdo relatados em pacientes e seu papel causal permanece
contraditério (BABU et al. 2021). Neste estudo houve maior quantidade de microduplicacdes
em relacdo as microdelecoes.

A frequéncia de alteragbes de SHOX em estudos da literatura é variavel.
compreendem diferentes grupos de individuos, e diferentes abordagens metodologicas.

Os estudos iniciais utilizaram as metodologias de FISH e analise da segregacéo de
microssatelites. Posteriormente outras metodologias foram incorporadas (BONDY, 2007); e a
utilizacdo de outros métodos, como PCR, SNP, arrayCGH, entre outros é recomendada
(RAPPOLD et al. 2007).

Existem estudos, como o de Wolters et al. (2013) que consideram a FISH menos
sensivel para deteccdo de alteracdes do SHOX. Outro exemplo é Bunyan et al. (2014), que
empregaram os métodos CGH, MLPA e FISH, conseguindo encontrar uma microdelecdo na
regido 3° em um ponto distante do ja conhecido.

A resolucdo da MLPA ¢é considerada superior ao FISH e microssatélites, para a
deteccdo de alteragdes no nimero de cdpias. Em estudos recentes, a MLPA é utilizada como
metodologia inicial, seguindo-se a avaliacdo por qPCR e sequenciamento de nucleotideos para
a complementacdo nos casos que ndo foram detectadas alteracdes pelo MLPA (SHUJAA-
ADDIN et al. 2020).

A regido gendmica avaliada também vem se expandindo, e alguns estudos
incluem além dos exons e introns, regides upstream e downstream do SHOX, pois muitas

vezes as alteracdes envolvem as regides reguladoras de SHOX (FUNARI, 2009).

Por outro lado, a metodologia FISH com sondas comerciais € uma metodologia
acessivel e ndo requer a utilizacdo de equipamentos de alto custo. Os estudos moleculares
mais sensiveis como aCGH, MLPA e NGS requerem equipamentos sofisticados, e uma
padronizacdo da metodologia refinada, além de recursos computacionais adequados. Neste

estudo, a FISH foi uma metodologia adequada, possibilitando a detec¢do de microduplicagoes
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e microdelecdes de SHOX.

Considerando a baixa estatura idiopatica como fator de inclusdo no estudo, a
frequéncia observada de alteracdo, 19,4%, foi similar & frequéncia observada em outros
estudos (DAY et al. 2009; STRITAR et al. 2021).

Vale ressaltar, que quanto maior o nimero amostral de participantes com BEI,
menor € a proporcao de alteracdes de SHOX encontradas. O estudo de Rappold et al. (2007),
analisou 1608 pacientes, encontrando microdelecdo ou mutagdo em 68 (4,2%) . O estudo de
Caliebe et al. (2012) entre 199 pacientes com baixa estatura avaliados, 6 apresentaram
microdelecdo e 2 microduplicacdo do gene SHOX.

Vanelli et al. (2020), avaliaram 296 criancas com BEI sem diagndstico, que
apresentaram atraso de crescimento ou desproporcdo esquelética, e detectaram alteracdo do
gene SHOX em 52 (17,6%). Este estudo foi realizado através da metodologia MLPA. Foram
encontradas delecfes de SHOX em 52 participantes (17,6%). Sendo assim, ndo se observa
diferenca no resultado deste trabalho e do presente estudo, mesmo sendo uma técnica
diferente, pois apesar do numero amostral maior, a porcentagem foi similar.

Ao contrario das outras condicdes gendmicas que envolvem microduplicacdo e
microdelecdo, no SHOX ndo foram identificadas microdelecbes e microduplicacOes
reciprocas, envolvendo os mesmos pontos de quebra (BENITO-SANZ et al. 2017).

O diagnostico clinico da deficiéncia de SHOX € particularmente desafiador em
criancas pré-escolares, quando desproporcoes esqueléticas mesomélicas e deformidade de
Madelung podem estar ausentes (AUGER et al. 2016).

A sensibilidade das caracteristicas clinicas para discriminar individuos com BEI €
insuficiente nos primeiros anos de vida (GURSOY et al. 2020). Porém, foi de grande
importancia no presente estudo, todas as participantes com alteracdo do gene SHOX
apresentaram alteracdes importantes e a mais prevalente foi a deformidade de Madelung, ndo
verificada nos participantes sem alteracdo do gene SHOX.

A expressao fenotipica leve é muito frequente e gera dificuldade para definir uma
indicacdo de andlise molecular do gene SHOX em criangas com deficiéncia de crescimento
(VANNELLI et al. 2020).

A repercussdo fenotipica associada as anomalias do gene SHOX € bastante
varidvel quanto ao aspecto clinico, podendo refletir influéncias genéricas na expressao do
disturbio genético (RAPPOLD et al. 2007).

Neste estudo, considerando a baixa estatura como principal manifestacdo

fenotipica, ndo houve diferenga no escore z entre o grupo de participantes com alteracdo do
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SHOX e o grupo onde esta alteragéo ndo foi detectada (FIGURA 6).

Também em relacdo ao escore z, FIGURA 7, ndo houve diferenca entre
participantes com duplicacédo e delecdo.

Todas as participantes com alteragdo de SHOX apresentavam importantes
manifestacdes fenotipicas, incluindo alteracBes Osseas e articulares, dificuldade de
mobilidade. A deformidade de Madelung foi identificada em seis das sete participantes com
anomalia de SHOX. A deformidade de Madelung estava presente na mesma proporgdo em
criangas com microduplicacdo e microdelecéo, o tamanho do grupo amostral pode introduzir
um viés.

Ndo foi possivel avaliar as caracteristicas fenotipicas em meninos e assim
observar se ocorre de forma mais branda por ndo ter menino com alteragdo do gene SHOX no
presente estudo.

A amplitude das manifestacdes fenotipicas foi maior nas participantes com
microduplicacdo de SHOX. Esta diversidade de alteragbes, & compativel também com a
literatura, que registra muitas alteragdes incomuns

A participante nimero 5, com microduplicacdo do SHOX, apresentava artrite
reumatoide. N&o encontramos relatos na literatura, até o momento, desta associacao.

A presenca de deformidade de Madelung ou DWL nas pacientes com alteracdo de
SHOX, é consistente com 0 encontrado na literatura. Estudos em meninas que apresentam
Madelung encontram alta frequéncia de alteracdo de SHOX. O presente estudo ndo foi
diferente, das sete participantes com alteracdo apenas uma ndo apresentou deformidade de
Madelung. Benito-Sanz et al. (2006) em seu trabalho incluiram apenas pacientes que
apresentavam deformidade de Madelung, todas as 7 apresentaram alteracdo no gene SHOX, a
maioria delecdes que compreendiam todo o gene, sendo 12 alteracBes nunca descritas
anteriormente. Sendo assim, um estudo com resultados similares ao do presente estudo, e
revelando mais uma vez como DLW é decorrente de anomalias no gene SHOX (SCHNEIDER
et al. 2005; BENITO-SANZ et al. 2006).

Os resultados de Kurnaz et al. (2018) diferem do presente estudo, tendo uma
porcentagem maior de delecdes (37.5%). Relatam a limitacdo do critério de inclusdo ser baixa
estatura, pois dessa forma exclui individuos SHOX positivo que possuem estatura normal
antes da puberdade, mas confirma a variabilidade do fendtipo também.

Apesar de se pressupor que criangas com defeitos moleculares no gene SHOX
tenham uma baixa estatura mais severa que aquelas com duas cOpias normais, ndo foi

observada diferenga no nivel de baixa estatura entre aqueles com ou sem alteracdo
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identificavel do gene SHOX, algo que j& havia sido observado anteriormente, no estudo de
Rappold (SCHNEIDER et al. 2007; RAPPOLD et al. 2007).

Os estudos da literatura sugerem que individuos com alteracdo no gene SHOX
possuem uma baixa estatura mais grave do que pacientes sem alteracdo, porém ndo foi
observado isso no presente estudo, pacientes com alteracdo de SHOX apresentaram o0s
mesmos niveis de baixa estatura que os sem alteracdo, semelhantemente constatado por
Rappold et al.(2007).

Acredita-se que grandes duplicacOes, levariam a uma superexpressao do gene e
com isso uma alta estatura. Enquanto isso, pequenas duplicagfes, com apenas parte de seus
componentes, acarretariam a uma expressao atenuada de SHOX, decorrente de perturbacdo na
regido regulatéria cis de SHOX, causando assim uma baixa estatura (TROPEANO et al.
2016). E além desse estudo, Valetto et al. (2016) relatam o caso de um menino com 3 copias
de SHOX e baixa estatura, devido a instabilidade cromossémica. O estudo também relata que
microduplicacdes possuem fenotipo variavel, pois dependem do tamanho, posicdo e numero
de intensificadores de transcri¢do envolvidos no rearranjo.

Outra alteracdo incomum foi a cardiopatia presente na participante 2 que possui
microduplicacdo. Existem poucos relatos na literatura, o estudo mais abrangente foi feito por
Ramirez et al. (2019), relatou uma participante que também possuia microduplicagéo.

A macrocefalia foi diagnosticada nas participantes 1 e 4 , microcefalia foi
diagnosticada na participante 5. Alteracfes importantes e que ndo encontramos relatos na
literatura, talvez por limitarem-se a questdo ponderal, ndo avaliando particularidades
fenotipicas.

Como citado anteriormente, dismorfias dos membros superiores e inferiores, sdo
comuns em pacientes com alteracdo do gene SHOX. No presente estudo, todas as participantes
apresentaram alguma deformidade. A participante 1 possui deformidade de Madelung,
encurtamento do terceiro dedo da mao e aumento do tamanho do halux. Na A participante 4
possui microcefalia e fronte proeminente, encurtamento rizomélico dos dedos da méo e
deformidade de Madelung. Por fim a participante 5 com face atipica e proeminente, e
deformidade de Madelung.

A grande variabilidade nas alteracGes fenotipicas, é reconhecida na literatura
(AUGER et al. 2016; ROSS et al. 2015; ROSILIO et al. 2012).

A hereditariedade tem se mostrado uma questdo importante nas anomalias do gene
SHOX. No presente estudo, foi possivel avaliar os progenitores de 5 das 7 participantes que

apresentaram alteracdo do SHOX. A transmissdo familiar foi verificada em 3 delas, todas com
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microdelecdo. Esta porcentagem de hereditariedade verificada, 50% dos casos avaliados, é
concordante com a observada por outros autores (CENSANI et al. 2013; ROSS; SCOTT,
2015; LUCCHETTI et al. 2018; DEL PINO et al. 2019; SUN et al. 2019).

Nos casos de microduplicacdo, ndo foi observada a transmissdao familiar,
caracterizando portanto origem esporadica. Porém, esta avaliacdo foi parcial uma vez que 0s
progenitores de 2 participantes ndo foram avaliados.

Na literatura existem dois importantes estudos sobre transmisséo da alteracdo dos
genitores para os filhos. Na andlise feita por Rappold et al. (2007), foi observado que quando
a alteracdo estava presente em um dos progenitores, a transmissdo paterna foi mais comum,
56% dos casos.

J& no estudo de Salmon-Musial et al. (2011) observou-se a transmissdo materna
em 33,3% dos casos, e paterna em 66,7% dos casos analisados. Sendo assim, a frequéncia
paterna foi o dobro da frequéncia materna. Além disso, foi detectada a hereditariedade em
61,11% dos casos, acompanhado do fenotipo DLW e baixa estatura, o que confirma que o
fendtipo mesmo variavel esté presente e deve ser levado em conta, reafirmando a importancia
da investigacéo dos progenitores (RAPPOLD et al. 2007; SALMON-MUSIAL et al. 2011).

Em duas participantes a transmissdo foi paterna e em uma a transmissdo foi
materna. O curioso € que nos casos de transmissdo paterna, a microdelecdo estava presente
originalmente no cromossomo Y paterno, evidenciando a ocorréncia de recombinacdo na
regido PAR1, que transferiu a alelo com delecdo para o cromossomo X. Este fato também foi
observado em outros estudos (DEL PINO et al. 2019; SALMON-MUSIAL et al. 2011; SUN
et al. 2019).

A regido PARL é considerada a regido do genoma com maior frequéncia de
recombinacdo na meiose masculina, o que torna vulneravel a ocorréncia de alteragdes nos
genes localizados nesta regido (BENITO-SANZ et al. 2011).

Um estudo feito em 11 familias por Lee et al. (2021), mostrou que em todos 0s
familiares as alteracdes envolviam a mesma regido gendmica.

A avaliacdo fenotipica dos familiares com a mesma anomalia pode trazer
informacGes importantes. O fendtipo do pai e filho pode ser variavel, como observado por
Censani et al. (2013) num estudo de caso. A crianca nasceu fenotipicamente normal, enguanto
seu pai apresentava DLW (CENSANI et al. 2013).

Neste panorama, a busca de fatores genéticos associados a baixa estatura
idiopatica vem se intensificando nas ultimas décadas. O estudo do gene SHOX mostrou- se

importante, pois com sua andlise pode-se descartar varios outros fatores, e prescrever o
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tratamento correto (BAKIR et al. 2018; BUNY AN et al. 2013; FREIRE et al. 2019).

Este estudo evidenciou que as alteragcbes do gene SHOX constituem um fator
etiolégico importante da BEI no grupo amostral avaliado. Estes resultados salientam a
importancia do diagnostico de rotina em criangcas com BEI e cariétipo normal.

Nas criangcas onde ndo foram encontradas alteracbes, o estudo poderia ser
continuado através de outras metodologias, avaliando tanto o gene SHOX, como outros genes
associados a baixa estatura.

Além do mais, uma avaliagdo gen6mica mais refinada poderia contribuir para a
delimitacdo da regido envolvida na alteragdo e a caracterizagdo da origem parental,
contribuindo para esclarecer os processos relacionados a origem da alteracédo.

A descricdo fenotipica pormenorizada, pode contribuir para a caracterizacdo do
espectro fenotipico das anomalias do gene SHOX. Além do mais, a avaliacdo fenotipica dos
familiares com a alteragdo também pode fornecer informacgdes importantes sobre a

variabilidade na expresséo do gene SHOX.

6 CONCLUSOES

A alteracdo do gene SHOX foi detectada em 19,4% ou num percentual elevado
dos participantes, sendo compativel com a literatura estudada.

Foram detectadas microdelecbes (57,14%) e microduplicacdes (42,85%) apenas
em participantes do sexo feminino.

A hereditariedade foi caracterizada em 75% dos casos de microdelecdo, sendo
verificada em 3 das 4 analisadas. Em dois casos, a transmissdo foi paterna, sendo a delecéo
presente originalmente no cromossomo Y do progenitor, evidenciando a recombinacao
meiotica.

Nos casos de microduplicacdo ndo foi observada hereditariedade, caracterizando a
origem esporéadica da alteracdo.

N&o houve diferenca no escore z entre 0s participantes com alteracdo de SHOX e
aqueles que a alteracdo ndo foi encontrada. Tampouco houve diferencas entre os individuos
com microdelecdo e microduplicacdo do SHOX.

Todas as participantes com alteracdo de SHOX apresentavam importantes
manifestagbes fenotipicas, incluindo alteracbes Osseas e articulares, dificuldade de
mobilidade. A deformidade de Madelung foi identificada em 6 das 7 participantes com
anomalia de SHOX.
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A amplitude das manifestacGes fenotipicas foi maior nas participantes com
microduplicacdo de SHOX. Esta diversidade de alteracdes, é compativel também com a

literatura, que registra muitas alteragdes incomuns.
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7 SUGESTOES E LIMITACOES
A principal limitagdo do trabalho foi quanto ao numero de participantes,
principalmente meninos, com um n maior a caracterizacdo das alteracGes fenotipicas seria
mais robusta.
Além disso, o estudo dos demais progenitores dos participantes com alteracdo de
SHOX seria muito enriquecedor para o trabalho.
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Concluses ou Pendéncias e Listas de Inadequagdes:

Sem pendéncias

Consideracoes finais a critério do CEP:
Avaliado em reunido do CEP de 22/09/2015

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento

Arquivo Postagem Autor Situacao

Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 14/09/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 510410.pdf 11:40:37
Projeto Detalhado / | projetomicrodel.pdf 14/09/2015 |MARIA CECILIA Aceito
Brochura 11:39:23 |MENKS RIBEIRO
Investigador
TCLE / Termos de |MicrodelTCLE.pdf 14/09/2015 |MARIA CECILIA Aceito
Assentimento / 11:37:45 |MENKS RIBEIRO
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto plataforma brasil- rosto.pdf 08/07/2015 Aceito

14:09:43

Situacao do parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Néo

RI10 DE JANEIRO, 06 de Outubro de 2015

Assinado por:

Alexandra Prufer de Queiroz Campos Araujo (Coordenador)
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APENDICE 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Informacdes aos pais / responsaveis
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE PEDIATRIA

PROJETO:

“ANALISE CITOMOLECULAR DE SINDROMES DE MICRODELEGOES E MICRODUPLICAGOES NO SERVICO
DE GENETICA MEDICA DO INSTITUTO DE PUERICULTURA E PEDIATRIA MARTAGAO GESTEIRA — UNIVERSIDADE
FEDERAL DO RIO DE JANEIRO”

CONVITE:

Seu(a) filho(a) estd sendo convidado(a) a participar da pesquisa. Antes de se decidir se seu(a)
filho(a) participard, é importante que vocé entenda porque o estudo estd sendo feito e o que ele envolvera.
Reserve um tempo para ler cuidadosamente as informacdes a seguir e discuta-as com outras pessoas e seu
meédico, se desejar. Faca perguntas se algo ndo estiver claro ou se quiser mais informagdes. N&o tenha pressa de
decidir se deseja ou néo que sua filho(a) participe deste estudo.

A pesquisa é sobre diagnostico citomolecular de Sindromes de Microdele¢do e Microduplicagdo
cromossdmica em pacientes com suspeita clinica ou com diagndstico destas condi¢Ges atendidos no ambulatorio
de genética do IPPMG, ou seja, vamos estudar pacientes com alteragdes nos cromossomos, que representam o
DNA do nosso organismo.

Com este estudo vamos procurar alteracdes gendmicas (do DNA) que podem estar presentes em
pessoas que apresentam as caracteristicas observadas no seu filho, utilizando os recursos adequados.

A primeira frente de atuagéo é a de proporcionar o diagnostico adequado e a segunda, de
aprofundar o conhecimento sobre estas alteragdes, possibilitando também aperfeigoar os exames usados para
fazer o diagnédstico.

Depois vamos verificar as caracteristicas dos pacientes com as mesmas alteragfes e compara-las
com o que ja existe nos livros e artigos cientificos, ja que o fenétipo (aparéncia) nestes pacientes é extremamente
variavel.

Quando for encontrada alguma alteracdo também iremos estudar os pais para determinar a
heranca (herdabilidade e origem parental), assim podemos aprender um pouco mais sobre a forma como estas
alteracgdes se originam.

Seu(a) filho(a) foi escolhido(a) por apresentar caracteristicas que sugerem uma destas alteragdes
gue estdo sendo pesquisadas. Vocé decide se gostaria que seu(a) filho(a) participasse ou ndo deste estudo. Se
decidir deixar seu(a) filho(a) participar vocé recebera esta folha de informac@es para guardar e devera assinar
um termo de consentimento. Mesmo se vocé decidir deixar seu(a) filho(a) participar, vocé ainda tem a liberdade
de retira-lo(a) do estudo a qualquer momento e sem dar justificativa. Isso ndo afetara o padréo de cuidados que
seu(a) filho(a) recebera.

A participacdo de seu(a) filho(a) ajudara a entendermos melhor estas doencas. S6 sera necessaria

a obtenc¢do de 5 ml de sangue da crianca e seus pais. Esta quantidade de sangue néo traz prejuizo nenhum para
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a saude. Pode ocorrer incomodo na hora da entrada da agulha para a coleta do sangue e também existe a
possibilidade de ficar uma mancha roxa no local da coleta de sangue. Caso acontecga, a senhora seré orientada
em relacdo aos cuidados necessarios. Também faremos fotografias da crianca sem tampar seus olhos, pois
muitas vezes a alteragdo da aparéncia esta no rosto.

Na&o existem efeitos colaterais ao participar do estudo e isto que esta sendo feito tem o beneficio de
aprofundar o conhecimento no problema do seu(a) filho(a) e mostrar como ele(a) se comporta para outros

Av.Brigadeiro Trompowsky s/ n — Cidade Universitaria — Ilha do Funddo — cep 21.941-590 Tel : 21-
2590-4891 / 2562-6153 Fax: 2590-4891

profissionais que trabalham na &rea da saude

As informagBes serdo repassadas aos médicos que o(a) atendem ao término do estudo e eles
decidirdo, junto com os pais e/ou responsaveis, se ficarao disponiveis nos prontuérios.

Como é um estudo em que as técnicas estdo sendo padronizadas pela primeira vez no
Laboratrorio, a Unica possibilidade de erro serd no decorrer do procedimento da técnica e a realizagdo de nova
coleta e de sangue sera decidida pelos pais e/ou responsaveis.

Sua participacdo ser4 mantida em sigilo, como qualquer pesquisa realizada, e os resultados do
estudo laboratorial / clinico serdo repassados aos pais e/ ou responsaveis através dos médicos que atendem o(a)
seu(a) filho(a).

Este estudo foi revisado pelo seguinte Comité de Etica em Pesquisa:

Nome: Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Puericultura e Pediatria Martagio Gesteira
Endereco: Rua Bruno Lobo 50, Ilha do Fundao-Cidade Universitaria—Rio de Janeiro- RJ.

E recebeu parecer favoravel na reunido realizada em :

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso ao profissional responsavel. Se vocé precisar de
informacdes adicionais sobre a participacdo no estudo, sobre os direitos de seu(a) filho(a) ou sobre possiveis
efeitos colaterais, ligue para o médico:

Prof2 Dr2 : Méarcia Gongalves Ribeiro

Em: Instituto de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira / Universidade Federal do Rio de
Janeiro. Telefone: 21 3938-4700

Ou

Profe Dr2 Maria Cecilia Menks Ribeiro

Em: Laboratério de Genética do IPPMG; Universidade Federal do Rio de Janeiro Telefone: 21
98766-2214

Se vocé tiver alguma consideracdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira/Universidade
Federal do Rio de Janeiro — Rua Bruno Lobo, 50/terceiro andar, Cidade Universitaria/llha do Fund&o, Rio de
Janeiro, pelo telefone (21)3938-4916 de segunda a sexta-feira das 8 as 15h..

E garantida a liberdade de querer ndo participar do projeto de pesquisa ou de retirar o
consentimento a qualquer momento, no caso da aceitacdo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento na Instituicao.

Nenhum incentivo ou recompensa financeira esta previsto pela participacdo de seu(a) filho(a)

neste estudo de pesquisa laboratorial / clinico, se houver a necessidade de se locomover até o local da pesquisa,
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seus gastos com transporte e alimentacéo serdo reembolsados mediante apresentacao de recibos.
Obrigado por ler estas informacdes. Se desejar que seu(a) filho(a) participe deste estudo, assine o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido em anexo, e devolva-o ao Médico do Estudo. VVocé deve guardar

uma copia destas informacdes e do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para seu proprio registro.

Nome dos pais / responsaveis legais:

Assinatura: Data:

Nome dos pais / responsaveis legais:

Assinatura: Data:

Nome da pessoa que obteve o consentimento:

Assinatura: Data:

Observagdo: Duas copias devem ser feitas: uma para o paciente e outra para o pesquisador.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO PROJETO “Identificagio de cromossomos citogeneticamente inconclusivos
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através de hibridagao in situ fluorescente”

Local: Servico de Genética Médica do IPPMG

Nomes dos investigadores : Marcia Gongalves Ribeiro, Maria Cecilia Menks Ribeiro,

Sandra Alves Peixoto Pellegrini

Nome do paciente:

CONSENTIMENTO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes sobre o estudo

acima citado que li ou que foram lidas para mim.

Eu discuti com o Dr. ,

sobre a decisdo de meu filho(a) em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os
propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias
de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a participa¢do do
meu filho(a) é isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar quando
necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu
consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizos e sem a perda de atendimento
nesta Instituicdo ou de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido. Eu receberei uma cdpia desse
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e a outra ficard com o pesquisador responsavel
por essa pesquisa. Além disso, estou ciente de que eu (ou meu representante legal) e o pesquisador

responsavel deveremos rubricar todas as folhas desse TCLE e assinar na ultima folha.

Concordo que nosso médico de tratamento primdrio (pediatra) seja informado por
escrito sobre a participacdo de meu(minha) filho(a) neste estudo laboratorial / clinico. Isso pode
incluir outros médicos que nao estejam envolvidos no estudo clinico que podem tratar de seu(a)

filho(a).

Nome dos pais / responsaveis legais :

Assinatura : Data:
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Nome dos pais / responsaveis legais :

Assinatura :

Data :

Nome da pessoa que obteve o consentimento:

Assinatura :

Data:

Observagao : Duas cépias devem ser feitas:

pesquisador.

uma para o paciente e outra para o
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APENDICE 2 - CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DOS PARTICIPANTES COM
ALTERACAO SHOX

Participante 1: baixa estatura desproporcionada, macrocefalia relativa, face atipica, fronte
ampla e proeminente, cabelos com implantagdo frontal alta, telecanto, hipertelorismo ocular,
labio superior fino, filtro apagado. Pescoco e torax sem dismorfias. Apresentou mesomelia,
deformidade de Madelung com limitacdo da supinacdo, e (alteracdo no dedo do pé). Foi
detectada microdelecdo de SHOX. A andlise citogenética dos pais evidenciou microdelecdo de
SHOX no cromossomo Y do pai. A mae apresentou mosaicismo 45,X/46,XX.

Participante 2: Apresentou miocardiopatia dilatada, bexiga hiperativa, braquidactilia,
aumento do espaco entre 1° e 2° dedos dos pés e clinodactilia nos 2° dedos. Hipertelorismo
ocular e pescoco discretamente alado. Foi detectada microduplicacdo de SHOX. Nao foi
possivel averiguar a hereditariedade.

Participante 3: ndo apresentou dismorfias craniofaciais. Cavidade oral sem alteragdes, tronco
sem assimetrias. Encurtamento do antebragco direito, mais acentuado que o do antebraco
esquerdo. Encurtamento de 4° e 5° metacarpianos direito. Manchas café com leite no dorso e
joelho direito. Nevus no tornozelo esquerdo. Foi detectada microdelecdo de SHOX. Néo foi
possivel averiguar a hereditariedade.

Participante 4: apresenta macrocefalia relativa, fronte proeminente, baixa estatura
desproporcional, encurtamento rizomélico mais importante que mesomélico, sem restricdo
articular, deformidade de Madelung, braquidactilia e hipertelorismo. Participante com
microduplicacdo de SHOX. Estudo realizado nos pais ndo evidenciou alteragéo.

Participante 5: apresenta microcefalia, atraso de desenvolvimento puberal, miopatia,
artropatia crénica, deformidade de Madelung, lipodistrofia, dislipidemia, baixa implantacao
de cabelo. Paciente com microduplicacdo de SHOX. Exame realizado nos pais ndo apresentou
alteracéo.

Participante 21: possui polegares baixo implantados, discreto encurtamento 4° e 5°
metacarpos, restricdo de rotacdo externa de antebraco, afastamento de 1° e 2° pododactilo
bilateral, torax estreito, falanges distais das maos estreitas, envergadura de radio bilateral.
Paciente com microdelecdo de SHOX. Detectada microdelecdo de SHOX no cromossomo do
Y pai.

Participante 36: Apresenta baixa estatura desproporcional, encurtamento mesomélico de
membros, mais acentuadamente membros superiores. Apresenta limitacdo de movimentos de

cotovelos e estalos nos movimentos de pronacdo/supinacdo de punhos. Encurtamento
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mesomélico de radio e ulna com deformidade de Madelung. Sem dismorfias craniofaciais.
Paciente com microdelecdo SHOX. Microdelecdo herdada da mae.
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GLOSSARIO

Alelo - Uma das formas diferentes de um gene que podem existir em um dnico locus.
Aminoacido - um peptideo; o bloco estrutural basico das proteinas (ou polipeptideos).
Anomalias cromossdmicas numéricas- alteracdo na quantidade de cromossomos das células.

Anomalias cromossdmicas estruturais- alteracdo na morfologia e composicdo de um ou

mais cromossomos na células.

Bases nitrogenadas- Mondmeros constituintes dos acidos nucleicos, compostas de estruturas

em anel contendo nitrogénio.

Conformacéo da cromatina- empacotamento dindmico da molécula de DNA no nucleo

celular, influencia a regulacéo génica.

Regites de DNA Conservadas evolutivamente- a sequéncia de DNA permanece inalterada
em organismos relacionados filogeneticamente, evidenciando sua importancia no

funcionamento do organismo.

Cromossomos autossomos- Cromossomos do genoma similares em individuos de sexo

diferente.

Cromossomo sexual- Cromossomos que diferem no sexo masculino e feminino, na espécie

humana o complemento € XX no sexo feminino e XY no sexo masculino.

Crossing-over desigual- recombinacdo entre os cromossomos homdlogos com alinhamento

desigual.

Desnaturacdo- A separacdo das duas fitas de uma dupla hélice de DNA sem a quebra de

ligacGes de suas cadeias.
Downstream- Extremidade descendente ou 3’ da fita de DNA.

Exon- regido codificante da sequéncia de DNA de um gene; 0s éxons correspondem ao

MRNA que é traduzido em proteina.
Expressdo- Manifestacdo fenotipica do gendtipo.

Expressividade variavel- Diferencas na manifestacdo fenotipica de determinado gendtipo em

diferentes individuos.
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Extremidade C terminal- Extremidade da cadeia polipeptidica com o grupamento COOH
(carboxila).

Fatores epigenéticos- Fatores que modificam a molécula de DNA sem alterar a sequéncia de
nucleotideos, contribuem para a regulacdo génica.

Fatores de transcrigdo- Proteinas e outras moléculas que se ligam as regides promotoras do
gene e possibilitam a ligacdo da RNA polimerase que faz a transcricdo do DNA em RNA.
Filogeneticamente- relativo a filogenia ou a relacdo evolutiva entre as espécies.

Genes homedticos- genes que atuam no desenvolvimento, controlam o destino de segmentos
ao longo do eixo anterior-posterior.

Haploinsuficiéncia- Presenca de apenas uma copia de um gene numa célula diploide.
Heranca multifatorial- Caracteristicas com alta frequéncia na populacdo, de prevaléncia
familiar elevada que sdo condicionadas por diversos genes e influenciadas por fatores
ambientais.

Heterozigose- Em células diploides a presenca de informagdes  diferentes nos genes alelos.
Homeodominio- Familia altamente conservada de sequéncias, com 60 aminoacidos de
tamanho e encontrada em genes homeoticos, podem formar estruturas hélice-giro-hélice e se
ligar em sequéncias especificas do DNA.

Inativacdo do cromossomo X- Processo epigenético pelo qual nas celulas com mais de um
cromossomo X, 0s genes dos cromossomos X adicionais sdo desligados como parte do
mecanismo de compensacéo de dose.

Intron - um segmento de DNA que é transcrito e removido da molécula de RNA funcional,
ndo tem funcédo codificante.

Juncédo de extremidades ndo homologas- Fusdo de extremidades quebradas do DNA, antes
que os fragmentos de DNA se separem e se percam.

Locus- regido especifica em um cromossomo onde um gene esta situado.

Microdelecdo - Delecdo de um segmento cromossémico de pequena extensao.

MRNA polimerase I1- proteina que realiza a transcricdo do DNA em RNA mensageiro.
Regides regulatorias- regides da extremidade 5’ do DNA de um gene, que influenciam a
transcricdo, através da ligacdo de diversas proteinas que contribuem para o controle da
transcricao.

Ortdlogos- Genes conservados evolutivamente que mantém a mesma sequéncia de DNA.
Penetréncia- A proporcdo de individuos com determinado gendtipo que manifestam
fenotipicamente.

Posi¢des gendmicas- localizagdo dos genes na molécula de DNA.
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Recombinacédo intracromossdmica- Recombinagdo a partir de crossing-over entre duas
cromatides ndo irmds de cromossomos homdélogos.

Recombinacdo meidtica- Processo pelo qual ocorrem trocas de segmentos homologos entre
0s cromossomos homaologos paternos e maternos na meiose. Também denominado crossing-
over .

Recombinacdo homologa ndo alélica- mecanismo de reparo do DNA que envolve a
recombinacéo entre regides de DNA com homologia.

Regido de homologia- Regido que possui a mesma sequéncia de DNA e possibilitam o
emparelhamento, através do qual ocorre a recombinagéao.

Regibes ndo transcritas- sequéncias génicas localizadas antes e depois das regides
transcritas, constituindo as regides regulatorias do gene.

RepeticOes Alu- sequéncias altamente repetitivas de DNA que séo clivadas pela enzima de
restricdo Alu I,é o elemento de repeticdo entremeado mais prevalente no genoma humano.
Splicing alternativo- processo pelo qual o processamento do transcrito primario do RNA
ocorre em diferentes regides, levando a sintese de proteinas distintas.

Traducéo- Processo mediado por ribossomos e tRNA onde sdo formados os polipeptideos
nos quais a sequéncia de aminoacidos é codificada pela sequéncia de nucleotideos da
molécula de mRNA.

Transcrito- molécula de RNA complementar ao filamento molde de DNA sintetizada pela
RNA polimerase.

Upstream- regiao ascendente ou 5’ da molécula de DNA.
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