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1 INTRODUÇÃO 

O crescimento e a puberdade são influenciados por fatores genéticos e 

ambientais, sendo proporcionalmente maior a influência dos fatores genéticos. A 

influência genética, entretanto, é complexa e poligênica, de difícil elucidação (1).  

A regulação do crescimento normal envolve fatores genéticos, hormonais, 

estado nutricional, fatores psicossociais e doenças orgânicas. De acordo com 

modelos padrão de crescimento em lactentes e crianças até os dois anos de idade 

fatores intra- útero (Fator crescimento insulina símile tipo I - IGF-I e tipo II - IGF- II, 

insulina) e nutrição são responsáveis pelo crescimento e não o hormônio de 

crescimento (GH). De forma que subnutrição resulta em redução do crescimento 

enquanto supernutrição resulta em aceleração (2). 

O principal eixo hormonal envolvido na regulação do crescimento é o eixo 

somatotrófico, eixo GH- sistema IGF-1, sendo a secreção hipofisária de GH 

determinada por um triplo controle: GHRH (transcrição gênica e síntese), 

somatostatina (controla amplitude e momento do pico) e grelina (estimula secreção). 

Os IGF’s, produzidos no fígado e na maioria dos órgãos e tecidos, são secretados 

subsequentes à produção e exercem ações metabólicas insulina-símile, com 

estímulo à proliferação e diferenciação celular. O crescimento linear dos ossos 

longos se dá na cartilagem de crescimento através do recrutamento das células, o 

qual ocorre a partir da zona de reserva por ação direta do GH e expansão clonal 

dependente das IGF´s (3). 

A puberdade é um complexo processo físico e psicológico de aquisição 

dos caracteres sexuais secundários associados ao estirão de crescimento e que 

culmina com a capacidade reprodutiva plena (4).  O início da puberdade requer a 

ativação dos neurônios hipotalâmicos a fim de aumentar a secreção pulsátil do 
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hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) produzidos no hipotálamo 

ventromedial (5). 

 

FIGURA 1. Eixo gonadotrófico. (Adaptado de Villanueva, 2014 
5
) 

Os eventos endócrinos da puberdade evidenciam-se antes do início 

clínico da puberdade. O primeiro evento é o aumento pulsátil noturno da secreção 

de hormônio luteinizante (LH), resultante da secreção hipotalâmica de GnRH (4). O 

aumento dos pulsos excitatórios e a diminuição dos inibitórios, juntamente com 

fatores secretórios das células gliais, como TGF-α e prostaglandina, ativam o eixo 

gonadotrófico. Os neurotransmissores, GABA e glutamato, controlam diretamente a 

ativação dos neurônios que liberam GnRH, com o GABA atuando como inibidor e o 

glutamato como estimulador. Além disso, diferentes peptídeos opióides atuam em 

subtipos de receptores para inibir a secreção de GnRH, direta ou indiretamente (5).  
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Hormônios periféricos como a leptina e a grelina estão envolvidos na 

regulação da rede de controle do GnRH (5). A interação entre reprodução, nutrição e 

homeostase metabólica tem sido relacionada ao hipogonadismo hipogonadotrófico, 

o qual pode ser componente de um fenótipo humano causado por defeito no gene 

da leptina ou de seu receptor (6). A observação de que os adipócitos secretam leptina 

aponta o tecido adiposo como um órgão endócrino que se comunica com o sistema 

nervoso central. A leptina sinaliza o estado nutricional do organismo para outros 

sistemas fisiológicos, modulando a função de várias glândulas-alvo (7). 

O tempo de início puberal é altamente variável, com a secreção 

hipotalâmica de GnRH sendo influenciada por fatores genéticos, étnicos, nutricionais 

e influências ambientais. Homens e mulheres iniciam e terminam a puberdade em 

tempos diferentes, com as meninas mostrando sinais puberais antes dos meninos (8). 

Usando modelos clínicos e marcadores, o tempo de puberdade em humanos se 

aproxima de uma distribuição normal (Fig. 1).  

 

 

FIGURA 2. Distribuição da idade puberal dentro da população normal e anormal (adaptado de 

Palmert, 2001) 
(6)

. 
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Normalmente a puberdade dura em torno de 3-4 anos. Há uma relação 

entre o desenvolvimento dos caracteres sexuais secundários e a aceleração do 

crescimento próprio da puberdade, que ocorre mais precocemente nas meninas em 

relação aos meninos (9). Antecipação puberal é definida como desenvolvimento dos 

caracteres sexuais secundários antes dos 8 anos nas meninas e 9 anos nos 

meninos, sendo mais comum em meninas. Atraso puberal é diagnosticado como 

ausência de aumento do volume testicular nos meninos ou mamário nas meninas 

em idade acima dos 13 anos no sexo feminino e 14 anos no masculino (2, 6), sendo 

essa condição mais comum em meninos.  
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1.1 Variantes do Crescimento / Desenvolvimento e Balanço Energético 

As variantes do desenvolvimento puberal não são habitualmente 

causadas por doenças (6). Nos extremos do intervalo de normalidade encontram-se a 

aceleração constitucional do crescimento e puberdade (ACCP) e o retardo 

constitucional do crescimento e puberdade (RCCP). De maneira simplificada, as 

crianças e adolescentes com ACCP, RCCP ou aquelas representativas da média da 

população geral nascem com estaturas semelhantes e atingem a mesma estatura 

final. Porém, o crescimento e desenvolvimento puberal ocorrem em ritmo diferente, 

com variação na época de início e na duração do fenômeno puberal (Fig. 2).  

 

  

 

FIGURA 3. Variações normais do crescimento estatural e do desenvolvimento puberal (adaptado 

de Monte, 2001) 
(10, 11, 12)

. 
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O RCCP é uma condição que associa baixa estatura, abaixo do padrão 

genético familiar, velocidade de crescimento inferior à média esperada para sexo e 

idade e retardo da maturação esquelética, sem evidência de doença sistêmica, 

disfunção hormonal, nutricional ou anormalidades cromossômicas(13). É a causa 

mais frequente de retardo puberal (transitório) sendo considerada uma variação 

fisiológica da época de aparecimento da puberdade e do tempo de crescimento 

somático. 

Em geral, as crianças acometidas são magras, possuem ingestão 

alimentar aparentemente reduzida e relatos de episódios de hipoglicemia com 

cetose. Além disso, exibem um padrão de crescimento que deve ser diferenciado de 

crianças submetidas à oferta alimentar insuficiente (13, 14). Ocorre com maior 

frequência no sexo masculino e é comum o relato de casos semelhantes na família 

(15, 16, 17). Além do retardo puberal, os acometidos apresentam estatura inadequada 

para a idade cronológica, porém compatível com a idade óssea. O crescimento 

deficiente e o atraso puberal são transitórios, ocorrendo a recuperação estatural 

após o início da puberdade na maior parte dos casos (13).  

O mecanismo subjacente à RCCP é descrito como multifatorial. Os 

estudos apontam para um desequilíbrio intrínseco entre a ingestão e o gasto 

energético como possível fator contribuinte (17). Muitas crianças com RCCP 

começam a desviar da curva de crescimento antes dos dois anos de idade, em 

seguida crescem com uma velocidade relativamente normal, e tem atraso do estirão 

puberal do crescimento, padrão bastante similar ao de crianças mal nutridas (17). Não 

foram descritos polimorfismos específicos na leptina ou no receptor de leptina 

associados ao RCCP (18). Os genes do GnRH e do receptor do GnRH foram também 

fortes candidatos, uma vez que a puberdade se inicia com os pulsos de GnRH, 
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entretanto estudos apontam que variações genéticas nestes genes são improváveis 

de modular o tempo puberal na população geral (19, 20). 

Um estudo de Han e colaboradores (17) comparou diferenças entre 

nutrição, composição corporal, densidade mineral óssea e gasto energético total e 

de repouso em meninos com RCCP. Evidenciaram maior gasto energético total 

(TEE) em RCCP comparados a controles pareados para idade e tamanho, onde 

TEE compreende gasto energético de repouso (REE), gasto energético durante as 

atividades (exercício e não-exercício) além da termogênese induzida pelos 

alimentos.  O REE ajustado para massa gorda livre foi comparável entre os grupos e 

a termogênese induzida pelos alimentos apesar de não ter sido medida é 

relativamente constante para uma ampla faixa de peso corporal. Com isto, os 

autores concluem que o aumento do TEE poderia ser explicado pelo aumento no 

exercício intencional ou na termogênese “basal” (tônus muscular, manutenção da 

postura e outras atividades físicas menores) e isto poderia, em parte, justificar o 

reduzido padrão de crescimento do grupo (17). 

O exato mecanismo subjacente ao aumento do gasto energético e da 

termogênese basal em particular, são desconhecidos, e diferenças nas vias 

metabólicas de utilização de substratos poderiam explicar a diferença no TEE dos 

pacientes com RCCP.  É possível que um determinado set-point de utilização de 

energia seja herdado, visto a tendência de ocorrência em membros de uma mesma 

família (17).  

Outro estudo realizou a avaliação de meninos com RCCP divididos em 

dois grupos, um controle sem suplementação nutricional e outro com suplementação 

nutricional, não identificando diferença no gasto energético entre os dois grupos (14). 

Os pacientes RCCP foram submetidos à suplementação alimentar e GH e 
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comparados a outro grupo sem suplementação alimentar, mas em uso de GH. Não 

se observou melhora no crescimento linear ou pôndero estatural no grupo com 

suplementação nutricional e terapia com GH quando comparado ao grupo em uso 

somente de GH. Além disso, o aumento no gasto energético ocorreu no grupo em 

hiper nutrição, anulando assim possíveis benefícios da hiper nutrição associada ao 

uso de GH. Os autores concluíram que o baixo peso e a baixa velocidade de 

crescimento no RCCP não se deviam à alimentação deficiente (14). 

Como um padrão evolutivo oposto ao RCCP, alguns indivíduos podem 

apresentar crescimento somático e maturação puberal mais rápidos que a média da 

população, denominado Aceleração Constitucional do Crescimento e Puberdade 

(ACCP). O termo foi criado para descrever a imagem em espelho do RCCP, crianças 

com ACCP apresentam aceleração do crescimento logo após o nascimento, 

atingindo ápice do seu percentil nos primeiros dois a quatro anos de vida e 

crescendo nele até o início puberal, o qual geralmente é cedo. Para que a criança 

seja dita com padrão de crescimento de ACCP, outras condições que levam à 

aceleração do crescimento precoce devem ser excluídas, dentre elas alta estatura 

genética, superalimentação e restrição do crescimento intraútero (2). 

São crianças em faixa limítrofe de ganho de peso, apresentam velocidade 

de crescimento acima do percentil 75 e avanço proporcional da idade óssea. 

Apresentam início e término da puberdade no limite inferior na normalidade. A 

estatura final encontra-se dentro dos limites definidos pela altura dos pais, e, 

portanto, sem perda estatural (21).  
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1.2 Função mitocondrial e crescimento 

A mitocôndria exerce quatro funções biológicas fundamentais no nosso 

organismo: produção de adenosina trifosfato (ATP), mediação da morte celular 

programada (apoptose), produção de calor e sua importante contribuição na 

genética humana através da expressão do DNA mitocondrial (mtDNA). A produção 

de ATP é a principal função da mitocôndria, denominada de “a casa de força da 

célula”. Toda energia liberada da oxidação dos carboidratos, gorduras e proteínas é 

disponibilizada na forma de equivalentes reduzidos (prótons e elétrons) para dentro 

da cadeia respiratória mitocondrial (CRM) (22).  

O correto funcionamento e a estrutura da mitocôndria dependem da 

perfeita integridade e interação dos dois genomas (mitocondrial e nuclear) (23). A 

CRM é organizada em cinco complexos enzimáticos compostos por 83 polipeptídios, 

dos quais 70 são codificados pelo DNA nuclear e 13 pelo mtDNA. A fosforilação 

oxidativa é o processo através do qual a energia é produzida baseada no transporte 

e na utilização de substratos através dos cinco complexos (I - V) (23) (Fig. 3).  

 

FIGURA 4. Complexos da cadeia respiratória mitocondrial (adaptado de Souza, 2005) 
(22)

. 
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Períodos de rápido crescimento requerem aumento na energia gasta e no 

substrato oferecido. A função mitocondrial contribui para ambos e, portanto, pode 

estar relacionada à velocidade de crescimento linear. Em crianças e adolescentes 

saudáveis, o aumento da velocidade de crescimento durante a fase puberal e 

ativação do eixo GH/IGF-1 pode estar relacionado à função mitocondrial, embora o 

exato mecanismo ainda seja desconhecido (24, 25, 26). Portanto, o aumento na 

capacidade mitocondrial deve ocorrer de forma concomitante a aceleração do 

crescimento em resposta à continua demanda energética (27). O aumento do gasto 

energético durante o estirão puberal se associa à maior capacidade de fosforilação 

do músculo esquelético, sugerindo um importante papel mitocondrial no crescimento 

linear de crianças e adolescentes (27). 

Outra associação entre crescimento e eficiência mitocondrial pode ser 

observada em pacientes com doença mitocondrial, que frequentemente cursam com 

redução estatural. Deficiência parcial de GH foi previamente reportada em doenças 

mitocondriais, mas parece não ser o mecanismo primário do crescimento deficiente 

nessa condição (28). Nesse grupo de crianças, o GH foi utilizado na tentativa de 

promover a recuperação do crescimento, porém os resultados não foram favoráveis 

e os pacientes continuaram a perder estatura em longo prazo (29). Os mecanismos 

potenciais para esse crescimento anormal incluem restrição nutricional e a 

inabilidade em utilizar o substrato apropriadamente e, assim, gerar energia suficiente 

para suprir a demanda metabólica (29). 
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1.3 Genoma mitocondrial 

Disfunções mitocondriais têm sido reconhecidas como importante fator 

determinante de doenças metabólicas, degenerativas, envelhecimento e câncer (30).  

O genoma mitocondrial tem características únicas que o distingui do 

genoma nuclear. Foi sequenciado por Anderson et al em 1981(31) e contém 16.569 

pares de bases que codificam 37 genes: sete subunidades de NADH desidrogenas, 

uma subunidade de ubiquinol-citocromo C oxidorredutase, três subunidades de 

citocromo-oxidase C, duas subunidades de síntese de ATP, dois para RNAr e 22 

genes para RNAt. O genoma mitocondrial possui ainda uma D-loop ou região de 

controle, que contém as regiões hipervariáveis 1, 2 e 3 (HV1, HV2 e HV3), e é 

considerada hipervariável, pois acumula mutações 10 vezes mais que o DNA 

nuclear (Fig. 4) (30, 32).  
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FIGURA 5. Representação dos genes do mtDNA. Marcação em vermelho e amarelo das regiões 

codificadoras dos complexos IV e V (adaptado de Souza, 2005) 
(22)

. 

Legenda: D- loop (branco): região de controle; Cyt b (verde): citocromo b; ND (azul): subunidades de 

NADH desidrogenases; CO (vermelho): citocromo c oxidase; ATPase (amarelo): 

subunidades de ATP sintase; r RNA (cinza): ácido ribonucleico ribossomal.  

 

A herança de caracteres associados ao mtDNA é do tipo não-mendeliana, 

transmitida de mãe para filho (33). As doenças mitocondriais ocorrem por deficiência 

mitocondrial primária afetando principalmente a cadeia respiratória (23). Mutações 

severas do genoma mitocondrial determinam doenças neurológicas, cardiomiopatia, 

miopatia esquelética e diabetes mellitus (34). Cada mitocôndria pode conter 5 a 10 
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genomas mitocondriais, e múltiplos genótipos mitocondriais podem ser encontrados 

na mesma célula, gerando células com e sem mutações.  

Quando existe uma mutação no mtDNA a célula pode apresentar 100% 

de mtDNA mutado ou 100% normal, condição denominada homoplasmia; ou pode 

apresentar uma mistura dos dois tipos de mtDNA, normal e mutado, condição 

denominada heteroplasmia (22). A heteroplasmia pode ser de dois tipos, sequência e 

comprimento. Heteroplasmia de sequência é quando as sequências apresentam 

diferentes nucleotídeos em uma posição determinada, já a de comprimento, é 

quando as sequências apresentam diferentes tamanhos devido a inserções e/ou 

deleções.  Originalmente acreditava-se que a heteroplasmia estava sempre 

associada a condições patológicas, entretanto, recentes estudos têm indicado que 

pode ocorrer heteroplasmia em pessoas assintomáticas (35). Além disso, o número 

de mitocôndrias presentes em diferentes células varia de acordo com a demanda 

energética de cada tecido (36) e o que determina se a célula ou o tecido serão 

afetados é a proporção de mutante e o limiar de cada célula ou tecido (23).  

Genótipos mutantes do mtDNA podem ser superiores a 85% do pool total 

de mtDNA em cardiopatias isquêmicas e na Doença de Parkinson, sendo as 

manifestações clínicas dependentes da proporção de mtDNA anormal presente, a 

qual pode variar entre os tecidos e com a idade (37). Um estado de escassez 

energética crônica é tido como o principal mecanismo patofisiológico das doenças 

mitocondriais (30).  

A análise do mtDNA consiste em detectar dois tipos de alterações: 

rearranjos de grande escala (deleções e duplicações) e mutações de ponto. As 

mutações de ponto ou polimorfismos podem ser hoje detectadas por 

sequenciamento direto do mtDNA (22).  
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Para este estudo foram selecionados os genes do mtDNA que codificam 

os complexos IV e V da cadeia respiratória, visto que cinco das 13 proteínas da 

cadeia respiratória mitocondrial codificadas pelo mtDNA estão localizadas nesses 

dois complexos (23). O complexo IV é formado por 13 componentes dos quais três 

são codificados pelo mtDNA (CO I, CO II e CO III), enquanto o complexo V é 

composto por 16 peptídeos sendo duas oriundas do mtDNA (ATP6 e ATP8).  Outro 

motivo para a escolha desses complexos deve-se ao grande número de doenças 

mitocondriais descritas envolvendo a cadeia respiratória e o mtDNA com mutações 

de ponto ou deleções (23). 

Considerando que o metabolismo celular, crescimento e balanço 

energético estejam relacionados à eficiência mitocondrial (27), variantes genéticas do 

mtDNA podem potencialmente estar envolvidas nas diferenças observadas entre os 

dois grupos de estudo. Pacientes com RCCP apresentam balanço energético 

negativo, associado ao retardo do crescimento e puberdade, enquanto pacientes 

com ACCP possuem balanço energético supostamente positivo, associado à 

aceleração do crescimento e da puberdade. Tanto o RCCP quanto o ACCP, já foram 

investigados em estudos moleculares utilizando DNA genômico sem, contudo, terem 

sido estabelecido vias moleculares definitivas que justifiquem a maioria dos casos e 

que tenham relação com o perfil clínico dos grupos de pacientes nessas condições 

clinicas (38, 39, 40). 

Desta forma, nossa hipótese de trabalho foi que variantes polimórficas do 

mtDNA estejam relacionadas ao espectro RCCP / ACCP. 
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2 OBJETIVO 

 Descrever a frequência de polimorfismos do mtDNA nos complexos IV e V em 

pacientes com retardo constitucional do crescimento e puberdade (RCCP), 

pacientes com aceleração constitucional do crescimento e puberdade (ACCP) 

e indivíduos controle com crescimento e desenvolvimento puberal adequados. 

 Identificar polimorfismos com frequência diferente entre os grupos RCCP, 

ACCP e controles com potencial envolvimento na determinação do espectro 

de variação entre os grupos. 
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3 CASUÍSTICA E MÉTODOS 

Trata- se de um estudo transversal para o qual foram selecionados nos 

ambulatórios da Irmandade da Santa Casa de Misericórdia de São Paulo, no período 

de maio/2012 a dezembro/ 2014, pacientes com hipótese diagnóstica de Retardo 

Constitucional do Crescimento e Puberdade ou Aceleração Constitucional do 

Crescimento e Puberdade. Os indivíduos controle foram selecionados entre os 

alunos de graduação da Faculdade de Ciências Médicas da Santa Casa de São 

Paulo. 

Todos os pacientes ou seus responsáveis assinaram termo de consentimento 

livre e esclarecido para participação nos protocolos clínicos (anexo 1), a coleta das 

amostras de sangue e análise de DNA foi realizada segundo as normas da 

Comissão de Ética e Pesquisa da Irmandade da Santa Casa de Misericórdia De São 

Paulo (protocolo de pesquisa CAAE 12439313.4.0000.5479- anexo 2). 

3.1 Seleção da Casuística 

3.1.1 Critérios de Inclusão e Exclusão 

Avaliamos um total de 112 indivíduos nos grupos, dos quais 19 pacientes 

com RCCP, 19 pacientes com ACCP, 36 controles e 37 excluídos.   

Os critérios de inclusão no grupo RCCP foram estatura abaixo de – 2 DP 

e/ou -1,5 desvios-padrão em relação ao padrão genético familiar e idade óssea 

atrasada (> 2 DP) no momento da última avaliação para os pacientes pré-puberes. 

Para os pacientes púberes avaliamos os critérios descritos anteriormente 

associados ao início puberal maior que 11 anos no sexo feminino e 13 anos no sexo 

masculino (correspondente a + 1 DP em relação à média da população geral, 

meninas 10 anos e meninos 12 anos) (10, 11, 41). No grupo ACCP, incluímos pacientes 
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que iniciaram puberdade antes dos nove anos na menina e 11 nos meninos, com 

avanço de idade óssea, além de menarca antes de 11,5 anos no sexo feminino 

(correspondente a – 1 DP em relação à média da população geral).   

Foram considerados fatores de exclusão a presença de doença sistêmica 

crônica ou uso crônico de medicações que pudessem interferir no crescimento ou na 

puberdade e pacientes com obesidade (z IMC ≥ +2) ou magreza (z IMC ≤ -2) no 

momento da última avaliação ou do início puberal. Com a aplicação destes critérios 

rígidos de exclusão, 37 pacientes foram excluídos, 24 na fase de seleção da 

casuística (10 RCCP e 14 ACCP) e outros 13 após análise molecular e revisão dos 

dados clínicos (seis RCCP e sete ACCP), devido à obesidade ou magreza na última 

avaliação ou no início puberal ou prematuridade e baixo peso ao nascer. Tal critério 

foi usado, sobretudo dentro do grupo ACCP, diante da antecipação puberal já 

referida para estes pacientes (42).  

No grupo controle incluímos sexo feminino, com estatura normal (z Escore 

de estatura entre -2 e +2) e menarca entre 11,5 e 13,5 anos. Início puberal e estirão 

do crescimento foram dados avaliados, porém devido à dificuldade em obter dados 

precisos por recordatório, optamos por incluir casos de acordo com a menarca 

apenas. 

3.1.2 Coleta de dados de prontuários e análise das variáveis clínicas 

Para avaliação clínica dos pacientes usamos uma ficha de coleta de 

dados que contemplasse toda a evolução do paciente no ambulatório (Anexo 3) e 

fizemos avaliação clínica dos gráficos de crescimento. 

a) Dados gerais: nome, registro, data de nascimento, diagnósticos, 

comorbidades, peso (PN) e comprimento (CN) ao nascimento, idade gestacional (IG 

em semanas), idade da telarca ou gonadarca, da pubarca e da menarca.  Além de 
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antecedentes familiares, altura dos pais para cálculo de estatura-alvo (TH) conforme 

a fórmula: TH = [(estatura do pai + estatura da mãe ± 13) / 2]. 

b) Dados evolutivos a cada consulta semestral ou anual: data (para 

conferência da idade atual), estatura (cm), peso (kg), idade cronológica, idade óssea 

calculada a partir do método descrito por Greulich-Pyle (43), estadio puberal avaliado 

pelos critérios de Marshall e Tanner (10,11), velocidade de crescimento, uso de 

medicações e intercorrências, onde foram incluídos dados de exames que 

descartassem outras doenças interferentes no crescimento. O índice de massa 

corporal foi calculado através da fórmula: peso (kg) / altura (m) (2). Após obtenção 

dos valores foi calculado o escore de desvios-padrão (escore Z) de acordo com 

dados da Organização Mundial de Saúde (2007) através de software disponível em 

http://clinicalcaselearning.com/v2/. 

Os controles foram inqueridos através de ficha questionário conforme 

anexo 4. Foram questionados idade, peso ao nascer, comprimento ao nascer, idade 

gestacional, peso atual, estatura atual, início puberal, estirão da puberdade e 

menarca. Para esse grupo também foi calculado IMC e z Escore de estatura 

conforme descrito acima. Dados dos pais para cálculo de alvo estatural não 

puderam ser obtidos na maioria dos pacientes, motivo pelo qual não foram descritos 

na estatística final. 

3.2 Padronização das técnicas utilizadas 

3.2.1 Extração do DNA 

A extração do DNA total (genômico + mitocondrial) foi realizada 

empregando-se o método de Lahiri e Nurberger (1991) (44), modificado por Cavalli 

(1996) (45) e Salazar (1998) (46) e descrito no anexo 5. 
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A concentração de DNA extraído foi determinada através da leitura em 

espectrofotômetro NanoDrop Thermo Fisher Scientific Inc., Wilminton, Delaware, 

USA.  

3.2.2 Amplificação do DNA mitocondrial por PCR 

A amplificação dos complexos IV e V do DNA mitocondrial foi realizadas 

com a utilização dos primers descritos na TABELA 1. Os primers específicos foram 

desenhados utilizando-se o software Primer 3 (http://primer3.ut.ee) e as reações 

desenvolvidas no laboratório.  

TABELA 1. Primers para amplificação dos complexos IV e V do mtDNA 

COMPLEXO V 

REGIÃO PRIMER F (5’-3’) PRIMER R (5’-3’) 
Tamanho do 

Fragmento 

ATP6 ATGGCCCACCATAATTACCC GAGGAGCGTTATGGAGTGGA 947pb 

ATP8 CATGCCCATCGTCCTAGAAT GGGATCAATAGAGGGGGAAA 636pb 

COMPLEXO IV 

REGIÃO PRIMER F PRIMER R 
Tamanho do 

Fragmento 

COI A ATCACCTCGGAGCTGGTAAA TTCCGAAGCCTGGTAGGATA 848pb 

COI B GCAACCTCAACACCTTC TGGCTTGAAACCAGCTTTGG 949pb 

COII GGCCTCCATGACTTTTTCAA TATGGTGGGCCATACGGTAG 910pb 

COIII CCTCTACCTGCACGACAACA AAGGCTAGGAGGGTGTTGAT 919pb 

 

As reações foram realizadas em um volume final de 30 μl. Para cada 

reação foram utilizados 1,0 ul de DNA total, 0,6 µl da solução desoxinucleotídeos 

10mM (dNTPs), 0,3 µl primer sense 10 µM, 0,3 µl primer antisense 10 µM, 1,2 µl 

MgSO4 50 mM, 0,1 ul de platinum Taq DNA polimerase e tampão da reação 

fornecido pelo fabricante. A amplificação das reações de PCR foi realizada em 

termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) sob as seguintes 
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condições: ativação a 94 º C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 94 º C por 60 

segundos, 60 º C por 60 segundos e 72 º C por 60 segundos. Extensão final de 72 º 

C por 7 min e mantido a 4 º C até análise. 

3.2.3 Sequenciamento automático 

A concentração de DNA dos produtos gerados pela PCR foi determinada 

a partir da comparação da intensidade de sinal emitido pelos fragmentos de um 

marcador de peso molecular de concentração conhecida em gel de agarose 1%. 

Posteriormente, os produtos de amplificação foram submetidos à purificação 

enzimática, utilizando-se o produto comercial illustra™ ExoProStar™ 1 Step (GE 

Healthcare Life Sciences).  

O preparo da reação de sequenciamento utilizou o produto BigDye ® 

Terminator Preparado de Reação Mix v3.1 (Life Technologies), primer senso ou anti 

senso, água deionizada UltraPure e o produto da reação de PCR purificado. Após 

reação de sequenciamento e antes da leitura no sequenciador automático, o produto 

da reação foi purificado com a adição de isopropanol 60% (50 uL). Por fim o produto 

da reação de sequenciamento foi submetido à eletroforese capilar, utilizando-se o 

aparelho ABI PRISM 310 – Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 

3.2.4 Análise dos SNP’s 

A análise das sequências obtidas foi realizada empregando-se o software 

Sequencher 4.7 e o alinhamento dessas sequências bem como sua comparação 

com a sequência de referência (NCBI Reference Sequence: NC_012920.1) foi 

realizada através do programa ClustalW2 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). 

Para a classificação de nomenclatura dos SNP utilizamos o banco de 

dados Mitomap (http://mitomap.org/MITOMAP). 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://mitomap.org/MITOMAP
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3.3 Análise estatística 

Na análise descritiva, características clínicas relacionadas ao crescimento e 

puberdade foram descritas como média (DP), tais como peso de nascimento, 

comprimento de nascimento, z TH, idade do início puberal, idade da menarca, além 

de dados da última consulta, idade cronológica, idade óssea, z Estatura e z IMC. 

Realizou-se ainda descrição de todos os polimorfismos identificando os 

diferenciais. Polimorfismo diferencial é aquele que está presente em um grupo, mas 

não está presente nos outros dois grupos ou está presente em mais de um grupo 

com frequência diferente entre os grupos.  

Na estatística analítica foi realizada comparação de frequências e tipo de 

polimorfismos entre os grupos (teste exato de Fisher). 

A significância estatística foi estabelecida ao nível de p<0,05. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Dados clínicos dos pacientes com RCCP, ACCP e controles 

Avaliamos 19 pacientes no grupo RCCP, 19 no grupo ACCP e 36 no 

grupo controle.  

No grupo RCCP, temos 17 pacientes do sexo masculino e duas do sexo 

feminino. A idade cronológica variou de 7,1 a 18 anos no momento da última 

avaliação. Quanto ao início puberal, 11 eram púberes e 8 eram pré- púberes. Em 

relação à idade gestacional ao nascimento, 16 nasceram a termo, um pré- termo e 

dois não possuíam a informação.  

No ACCP, 5 eram do sexo masculino e 14 do sexo feminino, a idade 

cronológica variou de 8,3 a 15,2 anos. Todos eram púberes, 15 nasceram termo e 

outros quatro não possuíam essa informação. Excluímos todos os pacientes 

sabidamente pré- termo e pequeno para idade gestacional do grupo ACCP.  

Os controles são todos do sexo feminino, idade entre 18 e 38 anos, 35 

nasceram a termo e uma pré- termo.  

A análise descritiva de dados clínicos está apresentada na tabela 2 com 

médias e desvio- padrão. As variáveis antropométricas dos pacientes dos grupos 

RCCP e ACCP são apresentadas nos anexos 6 e 7. 
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TABELA 2. Dados clínicos dos grupos RCCP, ACCP e Controles. 

 
RCCP ACCP Controles 

 
n* Média (DP) n* Média (DP) n* Média (DP) 

IC (anos) 22 13,7 (3,7) 19 11,0 (1,6) 36 24,8 (6,4) 

IO (anos) 22 11,2 (4,2) 17 13,0 (1,5) 
  

IC-IO 22 2,5 (1,0) 17 -2,0 (0,9) 
  

PN (g) 21 3190 (356) 17 3235 (519) 26 3200 (700) 

CN (cm) 20 48,4 (1,8) 16 49,0 (2,2) 15 49,4 (2,5) 

zTH 21 -0,7 (0,5) 18 -0,0 (0,7) 
  

zEstatura IC 22 -1,8 (0,7) 18 2,0 (0,9) 36 -0,1 (1,0) 

zEstatura IO 22 0,1 (1,2) 17 0,0 (1,1) 
  

zIMC 22 -1,1 (0,6) 18 1,0 (0,8) 36 0,3 (0,9) 

Início puberal 

(anos) 
11 14,1 (1,2) 16 8,0 (1,2) 34 11,3 (1,1) 

Menarca (anos) 2 14,8 (0,1) 10 10,0 (0,6) 36 12,3 (0,6) 

Legenda: *n: número de pacientes para o qual a informação foi analisada. 

IC: idade cronológica da última avaliação; IO: idade óssea da última avaliação; PN: peso de 

nascimento; CN: comprimento de nascimento; zTH: escore z do TH; zEstatura IC: escore z 

da estatura para idade cronológica; zEstatura IO: escore z da estatura para idade óssea; 

zIMC: escore z do índice de massa corporal; g: gramas; cm: centímetros 

 

4.2 Análise do mtDNA 

Encontramos um total de 70 polimorfismos (SNP’s) no complexo IV, 

sendo 17 com troca de aminoácido e 36 SNP’s no complexo V, dos quais 19 com 

troca de aminoácido.  

Os polimorfismos encontrados estão descritos nas tabelas separados 

entre aqueles com troca de aminoácido (Tab. 3 e Tab. 5) e sem troca de aminoácido 

(Tab. 4 e Tab. 6). Para o complexo IV, encontramos 36 polimorfismos no grupo 

RCCP, 26 no grupo ACCP e 35 nos controles; já para o complexo V, foram 20 SNP’s 

no RCCP, 13 no ACCP e 17 nos controles. 
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Dos SNP’s encontrados quatro apresentaram frequência aumentada 

dentro dos três grupos estudados, um no complexo IV sem troca de aminoácido 

(T9540C) e dois no complexo V com troca de aminoácido (A8701G, A8860G). 

Encontramos uma heteroplasmia no SNP A9007G confirmada através de 

sequenciamento com primer F e R. 

TABELA 3. Frequência absoluta de SNP’s identificados nos grupos de estudo 

(RCCP, ACCP e controles) dentro do Complexo IV do mtDNA, com 

troca de aminoácido. 

SNP’s Troca de AA Localização RCCP ACCP Controles 

C5911T Ala3Val COI X X 1 

G5913A  Asp4Asn COI 1 X X 

G6018A  Ala39Thr COI X X 1 

A6040G Asn46Ser COI X 1 1 

G6285A Val128Ile COI X 1 X 

T6286C Val128Ala COI X 1 1 

A6663G Ile254Val COI X 1 X 

G7697A Val38Ile COII 1 X X 

G7775A Val64Leu COII X X 1 

G8027A Ala148Thr COII 4 2 NA 

T8093C Thr185Ile COII X 1 NA 

T9286C Met27Thr COIII X X 1 

G9300A Ala32Thr COIII 1 X X 

C9424T Phe73Leu COIII 1 X X 

G9477A Val91Ile COIII 2 X 1 

T9861C Phe219Leu COIII 1 x NA 

G9966A Val254Ile COIII 2 x NA 

 

Legenda: AA: Aminoácido; COI: Citocromo C oxidase subunidade I;  COII: Citocromo C oxidase 

subunidade II; COIII: Citocromo C oxidase subunidade III; NA: Não avaliado; X: ausente; 

Ala: alanina; Val: valina; Asp: ácido aspartico; Asn: asparagina; Thr: treonina; Ser: serina; 

Val: valina; Ile: isoleucina; Leu: leucina; Met: metionina; Phe: fenilanina. 
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TABELA 4. Frequência absoluta de SNP’s identificados nos grupos de estudo 

dentro do Complexo IV do mtDNA, sem troca de aminoácido. 

SNP’s Localização RCCP ACCP Controles 

A5951G COI 3 X 1 

T5999C COI 1 X X 

A6047G COI 1 X X 

T6071C COI 3 X 1 

T6167C COI 1 X X 

T6185C COI X X 2 

C6215T COI X X 1 

T6216C COI X X 1 

T6221A COI 2 X 1 

T6221C COI 1 4 3 

G6257A COI X X 1 

T6293C COI X X 1 

C6473T COI 2 1 X 

T6680C COI X 1 2 

A6710G COI 1 X X 

A6710T COI X X 1 

G6755A COI 2 1 1 

T6776C COI 2 X X 

T6827C COI X X 1 

G6917A COI 2 X X 

G6962A COI X X 1 

C7028T COI 1 3 6 

G7598A COII 1 X X 

T7624A COII X 1 X 

C7648T COII X 1 1 

T7660C COII 1 X X 

G7702A COII X X 1 

T7705C COII 1 X X 

G7762A COII X X 1 

A7768G COII 1 1 1 

A7771G COII 1 3 X 

G7789A COII 2 X X 

C7849T COII X X 1 

G7859A COII X 1 X 

C7864T COII 1 X X 

C7867T COII X X 1 

A8014G COII X 1 NA 

G8206A COII 1 4 NA 

A9254G COIII X 1 1 

C9278T COIII X X 1 

A9326G COIII X X 1 

A9347G COIII X X 1 

C9449T COIII X 3 1 

C9458T COIII X 1 X 

G9566A COIII X 1 X 

T9509C COIII X X 1 

T9540C COIII 8 12 13 

G9545A COIII 2 X X 

G9554A COIII 1 X X 

T9758C COIII X 1 NA 

A9878G COIII x 1 NA 

T9950C COIII 3 2 NA 

 

Legenda: AA: Aminoácido; COI: Citocromo C oxidase subunidade I;  COII: Citocromo C oxidase 

subunidade II; COIII: Citocromo C oxidase subunidade III; NA: Não avaliado; X: ausente. 
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TABELA 5. Frequência absoluta de SNP’s identificados nos grupos de estudo 

(RCCP, ACCP e controles) dentro do Complexo V do mtDNA, com 

troca de aminoácido.  

SNP’s Troca de AA Localização RCCP  ACCP  Controles 

C8429T  Leu22Phe ATP8 X X 2 

C8414T  Leu17Phe ATP8 1 1 2 

C8417T  Leu18Phe ATP8 X X 1 

A8460G  Asn32Ser ATP8 20 15 30 

G8545A Ala60Thr ATP6 1 X X 

T8552C  

T8552C  

Ser9Pro 

Phe63Ser 
ATP8  
ATP6 

1 
1 

X 
X 

X 
X 

A8566G  Ile67Val ATP6 X X 4 

G8572A Gly69Ser ATP6 1 X X 

T8618C  Ile31Thr ATP6 X 1 1 

G8584A Ala20Thr ATP6 2 1 X 

T8668C  Trp48Arg ATP6 2 X X 

A8701G  Thr59Ala ATP6 9 12 12 

G8764A Ala80Thr ATP6 X X 1 

C8794T His90Tyr ATP6 X 1 2 

G8839A Ala105Thr ATP6 1 X X 

T8843C Ile106Thr ATP6 X 1 X 

A8860G  Thr112Ala ATP6 17 14 36 

G9055A  Ala177Thr ATP6 1 X 1 

 

Legenda: AA: aminoácido; ATP8: ATP sintase 8; ATP6: ATP sintase 6; NA: não avaliado; X: ausente; 

               Leu: leucina; Phe: fenilanina; Asn: asparagina; Ser: serina; Ala: alanina; Thr: treonina; Pro:   

prolina; Trp: triptofano; Arg: arginina; His: histidina; Val: valina; Tyr: tirosina; Ile: isoleucina. 
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TABELA 6. Frequência absoluta de SNP’s identificados nos grupos de estudo 

(RCCP, ACCP e controles) dentro do Complexo V do mtDNA, sem 

troca de aminoácido.  

SNP’s Localização RCCP ACCP Controles 

T8404C ATP8 X 1 X 

C8468T ATP8 3 X 4 

G8545A ATP8 1 X X 

A8566G ATP8 X X 4 

G8572A ATP8 1 X X 

C8619T ATP6 1 X X 

C8655T ATP6 3 X 4 

C8558T ATP6 X X 1 

G8697A ATP6 X X 3 

T8736C ATP6 X 1 X 

C8787T ATP6 X 1 X 

G8790A ATP6 1 X 1 

T8823C ATP6 1 X X 

A8946G ATP6 X 1 X 

G8994A ATP6 1 X X 

*A9007G ATP6 X 1 X 

A9072G ATP6 2 X X 

 

Legenda: AA: aminoácido; ATP8: ATP sintase 8; ATP6: ATP sintase 6; NA: não avaliado; X: ausente; 

* Heteroplasmia. 

 

4.2.1 Polimorfismos Mitocondriais Diferenciais 

Os polimorfismos diferenciais, ou seja, aqueles que apareceram em pelo 

menos uma das variantes do crescimento e puberdade, mas não foram observados 

nos controles, ou aqueles que apareceram com frequência diferente nos grupos, são 

descritos na tabela 7, com suas respectivas frequências de aparecimento. 

Encontramos 12 SNP’s diferenciais no grupo RCCP e seis no grupo ACCP. Os 

SNP’s G8584A, T9950C, C6473T estiveram presentes no grupo RCCP e no grupo 

controle com diferença significante (p < 0,05), enquanto os SNP’s A8701G, A8860G 
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e T9540C estiveram presentes no grupo ACCP e no controle com frequência 

diferente (p < 0,05) após teste de duas proporções. 

 

TABELA 7. SNP’s diferenciais com troca de aminoácido encontrados nos 

complexos IV e V identificados por grupo de estudo. 

SNP’s do grupo 
RCCP Localização 

Frequência 
(%) 

SNP’s do grupo 
ACCP Localização Frequência 

T8668C ATP6 2 (10,5%) T8843C ATP6 1 (5,3%) 

G8545A ATP6 1 (5,3%) A8701G* ATP6 12 (63,1%) 

G8572A ATP6 1 (5,3%) A8860G* ATP6 14 (73,7%) 

G8839A ATP6 1 (5,3%) G6285A COI 1 (5,3%) 

G8584A* ATP6 2 (10,5%) A6663G COI 1(5,3%) 

T8552C ATP8 1 (5,3%) T9540C* COIII 12 (63,1%) 

G5913A COI 1 (5,3%)    

C6473T* COI 2 (10,5%)    

G7697A COII 1 (5,3 %)    

G9300A COIII 1 (5,3%)    

C9424T COIII 1 (5,3 %)    

T9950C* COIII 3 (15,8)    

 

 Legenda: ATP6: ATP sintase 6; ATP8: ATP sintase 8; COI: Citocromo C oxidase subunidade I;  COII: 

Citocromo C oxidase subunidade II; COIII: Citocromo C oxidase subunidade III. 

* Polimorfismos com diferença estatística significante (p < 0,05): G8584A (p 0,037), C6473T (p 0,037), 

T9950C (p 0,011), A8701G (p 0,014), A8860G (p 0,003), T9540C (p 0,051).  
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5 DISCUSSÃO 

Diferentemente das doenças mitocondriais em geral raras, o retardo e a 

aceleração constitucional do crescimento e puberdade são variantes do crescimento 

frequentes na prática da endocrinologia pediátrica e permanecem sem etiologia 

definida (14,17,38,39,40). Nossa hipótese de trabalho foi buscar polimorfismos do DNA 

mitocondrial correlacionados a estas variantes do crescimento, partindo do princípio 

de que a função mitocondrial, através da cadeia respiratória, seja responsável pelo 

gasto energético, bem como do pressuposto de que o gasto energético esteja 

aumentado nos pacientes com RCCP e diminuído nos pacientes com ACCP.  

Encontramos 90% de pacientes do sexo masculino no grupo RCCP, 

contra 10% do sexo feminino. No grupo ACCP, a proporção se inverte com 74% no 

sexo feminino e 26% no masculino. O padrão de atraso puberal afeta 

predominantemente meninos, ao passo que muitas crianças com aceleração da 

puberdade e aceleração de crescimento são meninas. Tais situações são 

determinadas por fatores genéticos ainda não elucidados. A identificação de um 

estirão do crescimento de pequena amplitude ao fim da primeira infância, mais 

comum em meninas (15%) do que em meninos (7%) suportam tal hipótese (2, 47). 

A média de zIMC no grupo RCCP foi de -1,1 (0,6), enquanto a do grupo 

ACCP foi 1,0 (0,8) e nos controles 0,3 (0,9). Em 1970, Frisch e Revelle sugeriram 

que o grau de gordura corporal poderia ser o gatilho para eventos neuroendócrinos 

que induzem a menarca precoce. Desde então muitos estudos tentam explicar a 

relação de obesidade com início puberal precoce, tendo sido demonstrado que 

maturadores precoces são 30% mais gordos que maturadores tardios, e que 

meninas maturadoras precoces possuem duas vezes mais sobrepeso que a média. 

Ao menos para meninas, os dados sugerem que gordura corporal e eventos 
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hormonais que iniciam a puberdade participam da mesma via de sinalização, o que 

estabelece uma relação entre metabolismo energético e sistema de liberação de 

GnRH. Além disso, permitem correlacionar deposição de gordura com balanço 

energético positivo. Para meninos esses dados são controversos (2, 48, 49, 50, 51). 

O grupo controle constou de 36 indivíduos do sexo feminino. Entendemos 

que apesar de ser um bom controle para o grupo ACCP, pode não ser ideal para o 

grupo RCCP uma vez que são citados na literatura dimorfismos sexuais no mtDNA. 

Um filtro de seleção sexo específica pode justificar a falha em prevenir mutações 

deletérias que se acumulam em homens, enquanto que a mesma mutação em 

mulheres pode ser deletéria, neutra ou benéfica (52, 53). Os controles foram 

selecionados por amostra de conveniência entre alunos da Faculdade de Ciência 

Médicas da Santa Casa de São Paulo e do Hemocentro de São Paulo. A dificuldade 

de obtenção de controles pareados para o sexo está em reconhecer o momento de 

início puberal, idade do estirão e fim da puberdade em adolescentes/ adultos jovens 

do sexo masculino. 

Os mecanismos subjacentes envolvidos no aumento do gasto energético 

e da termogênese são desconhecidos, porém visto a tendência de ocorrência de 

retardo puberal de 83% em indivíduos da mesma família, podemos inferir que o “set-

point” de utilização de energia seja algo herdado (17). Polimorfismos no gene da 

proteína de desacoplamento 1 (UCP1), uma proteína transportadora localizada na 

membrana interna da mitocôndria, têm sido associados à mudança de peso em 

resposta à restrição dietética e exercício (54). Entretanto, pacientes com RCCP não 

apresentaram gasto energético de repouso maior que os controles, sendo o 

aumento do metabolismo basal causa improvável dessa condição. Já o aumento da 

termogênese, relacionada à atividade da cadeia mitocondrial, durante o exercício e 
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as atividades habituais diárias poderiam levar à maior dissipação de energia nesses 

pacientes.  

A apresentação clínica das doenças mitocondriais é muito diversa e pode 

se manifestar como uma intolerância ao exercício até doenças multissistêmicas 

acometendo o sistema nervoso central e periférico e os sistemas endócrino, 

hematopoiético, gastrointestinal e óptico (55). No presente estudo, diferentemente das 

doenças mitocondriais clássicas, estamos avaliando variações biológicas frequentes 

no tempo de desenvolvimento do crescimento e da puberdade (RCCP e ACCP). 

Trata-se, provavelmente, de um padrão maturacional de determinação multigênica 

ou de um conjunto de polimorfismos (haplótipo) que determinam maior tendência a 

estes padrões evolutivos. Portanto, um dos objetivos futuros seria estabelecer um 

painel de polimorfismos associados a cada um dos padrões evolutivos.  

Buscamos identificar polimorfismos diferenciais presentes em pacientes 

com RCCP ou ACCP e ausentes ou em frequência diferente dos controles. Para 

alguns polimorfismos, houve limitações para análise devido ao número de indivíduos 

menor que o necessário (RCCP: 19, ACCP: 19, controles: 36), visto serem tais 

polimorfismos frequentes na população. Contudo, vale destacar o rigor nos critérios 

de inclusão já descritos podendo assim eliminar polimorfismos duvidosos. Além 

disso, valorizamos aqueles SNP’s com troca de aminoácido uma vez que estes 

podem alterar a proteína gerada e com isso interferir no balanço energético. 

O polimorfismo diferencial excludente mais frequente foi o T8668C 

localizado no complexo V (ATP6), que apareceu duas vezes no grupo RCCP e está 

citado no banco MitoMap 24 vezes, sendo descrito na população europeia e em 

pigmeus africanos. Nenhum dos SNP’s diferenciais que encontramos foi citado no 

trabalho europeu de Saxena et al (56) cuja metodologia selecionou 144 variantes 
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polimórficas com frequência maior que 1% na população européia. O polimorfismo 

A8701G foi observado com frequência expressiva nos três grupos e comparado 

através de teste de duas proporções apresentou significância estatística entre o 

grupo ACCP e os controles. Este polimorfismo é frequente em muitas populações e 

alterações em haplogrupo que o contém estão relacionadas à tumorigênese da 

tireóide, onde o gene do ATP6 seria responsável pela estabilização do mtDNA ao 

longo dos anos (57). 

Por outro lado, muitos estão descritos na literatura, porém sem vinculação 

clínica ao crescimento ou puberdade. Vários já foram citados em outras condições 

clínicas, como: catarata congênita (T8843C), neuropatia hereditária óptica de Leber 

(T8668C; G8839A; G5913A); neurites ópticas (G5913A; G9300A); tumor de tireoide 

(A8701G), surdez neurossensorial familiar (T8552C); hipertensão secundária 

(G7697A) (58, 59, 60, 61, 62, 63). Outros parecem estar relacionados ao padrão de 

distribuição da população, como o T8668C na população europeia da região de 

Franco- Catábrica e dos pigmeus africanos, o G8839A em caucasianos e 

ameríndios, o G7697A e tibetanos e chineses (64, 65, 66, 67). 

Destacamos a frequência com que os polimorfismos T9540C, A8701G e 

A8860G apareceram na nossa população, tanto em pacientes quanto em controles. 

Estes polimorfismos não são descritos por Saxena e colaboradores (56), indicando 

frequência <1% na população europeia. Portanto, estes polimorfismos podem 

representar variantes características da população brasileira. Apesar de serem 

significativos os três SNP’s para o grupo ACCP, um aumento do número de 

pacientes poderia mudar a diferença das proporções. 

Este é o primeiro estudo apontando relação entre polimorfismos 

mitocondriais e variantes constitucionais do crescimento e puberdade. Tal afirmação 
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é baseada no cruzamento dos unitermos polymorphisms, mitochondrial DNA, 

mtDNA, constitutional growth delay, constitutional delay of growth, variation of 

puberty time, constitutional acceleration of growth and puberty em combinações 

variadas. 

Estudos futuros devem ampliar o número de indivíduos, bem como as 

regiões estudadas do DNA mitocondrial, permitindo definir um painel completo de 

polimorfismos diferenciais entre os grupos. Este estudo deve ser considerado um 

estudo piloto pioneiro nesta linha de pesquisa, a ser ampliado para permitir a 

seleção de polimorfismos futuramente alvos de estudos funcionais. 
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6 CONCLUSÃO 

 Encontramos 36 polimorfismos no grupo RCCP, 26 no grupo ACCP e 35 

nos controles para o complexo IV. Para o complexo V, foram 20 polimorfismos no 

RCCP, 13 no ACCP e 17 nos controles. 

Identificamos no complexo IV, nove polimorfismos com frequências 

diferentes em relação aos controles, sendo seis no grupo RCCP (G5913A, G7697A, 

G9300A, C9424T, C6473T, T9955C) e três no grupo ACCP (G6285A, A6663G, 

T9540C). 

No complexo V encontramos nove polimorfismos diferenciais, seis no 

grupo RCCP (T8668C, G8545A, G8572A, G8839A, T8552C, G8584A) e três no 

grupo ACCP (T8843C, A8701G, A8860G). 
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7.1 Termo de consentimento livre e esclarecido 

TÍTULO: Variantes do DNA mitocondrial e as variações constitucionais do 

crescimento e puberdade. 

I - DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSÁVEL 
LEGAL: 

1. Responsável Legal:____________________________________________ 

Natureza (grau de parentesco, tutor, curador, etc.): ______________________ 

Documento identidade nº_______________________ Fone: _____________ 

Sexo: M (   )    F (    )      Data Nascimento: ____/_____/________ 

Endereço: _______________________________________ nº: ____ apt. : ___ 

Bairro: ________________ Cidade: ________________ CEP: ___________ 

 

Eu, ____________________________________, responsável legal pelo paciente 
________________________________________________, recebi explicações 
sobre a coleta de sangue para retirada de DNA. Fui informado (a) que a coleta de 
sangue não oferece risco à saúde, mas como inconveniente existe o incômodo da 
punção e a possibilidade de formação de uma mancha roxa no local da punção. Foi 
explicado, que a partir do material colhido, será realizado um exame de laboratório 
para avaliar a parte genética da doença. 

Fui informado (a) também, que os pais ou responsáveis terão a qualquer 
momento as informações sobre possíveis riscos e benefícios da pesquisa, para que 
não fique nenhuma dúvida, e que a qualquer momento poderei desistir da 
participação no estudo sem que haja prejuízo ao tratamento nesta Instituição. 

O pesquisador responsável me orientou que o resultado do exame será 
confidencial e que em nenhum momento o nome do meu filho (a) irá aparecer.  

No caso de duvida poderei entrar em contato com a pesquisadora Débora 
Cristina Ferreira Lago (Médica) no telefone 11- 21767000, ramal 5862 ou 5863, no 
período da tarde de terça a sexta- feira. 

Declaro que, após convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter 
entendido o que me foi explicado, consinto em participar da presente pesquisa. 
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II. TERMO DE ASSENTIMENTO DO ADOLESCENTE 

Eu, ____________________________________________, recebi 
explicações sobre coleta de sangue para retirada de DNA. Fui informado (a) que a 
coleta de sangue não oferece risco à saúde, mas que como inconveniente existe o 
incômodo da punção e a possibilidade de formação de uma mancha roxa no local da 
punção. Foi explicado, que a partir do material colhido, será realizado um exame de 
laboratório para avaliar a parte genética da doença.  

 Fui informado também, que a qualquer momento poderei desistir da 
participação no estudo sem que haja prejuízo ao tratamento nesta Instituição. 

 Declaro que, após convenientemente esclarecido pela médica e ter 
entendido o que me foi explicado, consinto em participar da presente pesquisa. 

 

_____________________________________________ 

Assinatura do menor 

 

_____________________________________________ 

Assinatura (responsável legal) 

 

_____________________________________________ 

Dra. Débora Cristina Ferreira Lago – CRM 153586 

 

_____________________________________________  

Dr. Carlos Alberto Longui  - CRM 41800 

 

 

São Paulo,___ de _______________de 201 

1ª. Via prontuário / 2ª. Via paciente ou responsável 
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7.2 Termo de aprovação do comitê de ética em pesquisa 
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7.3 Ficha de coleta de dados clínicos dos pacientes RCCP e ACCP 

Nome PN CN

RG DN Epai Emãe

Diagnósticos Telarca Pubarca

Telefone: Menarca Gonadarca MENARCA MATERNA

DATA Est Peso IC IO M P G TsD TsE VC USO DE MEDICAÇOES Intercorrências

Dados Gerais

 

PN: Peso ao nascimento; CN: comprimento ao nascimento; Epai: estatura do pai; Emãe: estatura da mãe; Est: estatura; IC: idade cronológica; IO: 

idade óssea; M: mama; P: peslos; G: gônadas; TsD: testículo direito; TsE: testículo esquerdo; VC: velocidade de crescimento. 



42 
 

7.4 Ficha de coleta de dados clínicos dos controles 

Nome:___________________________________________________________ 

Idade:____   Sexo:____   Naturalidade:_________ Procedência:___________  

Turma:____ Curso:____   

Doenças crônicas:     Não         Sim,Quais?_____________________________ 

Doenças familiares:      Não         Sim,Quais?____________________________ 

Renda familiar: 

  1 a 5 S.M                    5 a 10 S.M                     Acima de 10 S.M 

Dados antropométricos: 

Peso ao nascer:____     Comprimento ao nascer:____   Idade término gestação:____ 

Peso Atual:____                              Altura atual:____ 

Mãe magra ( )s  ( )n 

No caso de mulheres: 

Idade da menarca:____  Idade do estirão:____ Inicio do crescimento das 
mamas:____ 

Idade que parou de crescer____ 

Puberdade (Crescimento mamas) 

 

Menarca 

 

Estirão 

 

No caso de homens: 

Idade do estirão:____ Inicio da puberdade:____Idade que parou de crescer____ 

Puberdade (Aparecimento pelos pubianos) 

 

Estirão 

 

 

Email:_______________________________Assinatura: __________________ 
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7.5 Protocolo de extração de DNA de sangue periférico 

Para o preparo o sangue deve ser colhido em tubo com EDTA 

(Vacutainer, Becton- Dickinson), volume de 5 ml e mantido em refrigeração (4 

ºC) até extração. Antes da extração, estabilizar o sangue a temperatura 

ambiente (20 minutos). Ligar banho seco, fixando temperatura de 65 ºC. 

Adicionar 600 μl de sangue em um tupo Eppendorf de 2 ml e adicionar 

900 μl da solução TTKM1. Agitar vigorosamente até ocorrer a lise das 

hemácias pelo Triton. Centrifugar a 5000 rpm (5 minutos, T ambiente) e 

descartar o sobrenadante. Repetir este procedimento por mais duas vezes, até 

que não haja mais hemácias no precipitado. 

Lavar o precipitado com 1 ml de solução TKM1 (retirada de triton), 

agitando suavemente. Centrifugar a 5000 rpm ( 5 min, TA) e descartar 

sobrenadante. Ressuspender o precipitado com 200 μl de TKM2 e adicionar 20 

μl de SDS 10%. Incubar a 65 ºC (15 min) no banho seco previamente 

aquecido. Adicionar 60 μl de solução de NaCl 5M (precipitar proteínas) e 

aplicar vórtex por 30 segundos. Centrifugar a 12.000 rpm (10 min, TA). 

Recuperar cuidadosamente o sobrenadante, transferindo-o para um tubo 

novo de 1,5 ml. Adicionar 2 volumes (600 μl) de etanol absoluto, invertendo o 

tubo até precipitar o DNA. Centrifugar a 13.000 rpm (10 min, TA). Descartar o 

sobrenadante e lavar o DNA precipitado com 500 μl de etanol 70%. 

Centrifugar novamente a 13.000 rpm (10 min, TA). Descartar 

sobrenadante e deixar o precipitado secar, com o tubo invertido em papel filtro. 

Ressuspender o DNA em 50 μl de ddH2O ou TE (Tris-Cl 10 mM EDTA 1 mM 

pH8,0).
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7.6 Caracterização da amostra segundo variáveis antropométricas para o grupo RCCP 

ID PN (g) CN (cm) IG* SEXO zTH 
Nadir 

z Est 
Tanner 

Telarca/ 

Gonadarc

a (anos) 

IO da 

Telarca/ 

Gonadarca 

(anos) 

Pubarca 

(anos) 

Menarca 

(anos) 

IC última 

consulta 

com IO 

(anos) 

IO 

(anos) 

IC –IO 

(anos) 
zIMC 

zEst p/ 

IC 

zEst 

p/IO 

R1 3400 50,5 1 M -0,6 -2,1 G1 13,16 10,5 13,16  18 17 1,0 -1,0 -0,6 -0,4 

R2 2700 48 1 F -0,3 -2,0 M1 13,75 11 14 14,75 14,16 11,5 2,7 -1,7 -1,6 0,2 

R3   1 M -1,3 -2,7 G4     16,5 14 2,5 -1,1 -2,2 -0,8 

R4 2600 47 1 M -0,7 -2,1 G1     11,5 9 2,5 -0,8 -2,1 -0,2 

R5 3550 52 1 M -0,8 -3,0 G1 16,75 13,25 16,75  17,16 13,25 3,9 -0,8 -1,9 0,4 

R6 3000 46 1 M -1,2 -2,5 G1     9,83 7 2,8 -1,4 -2,0 0,4 

R7 3085 48 1 F -0,4 -2,5 M2 12,75 10 13,5 14,83 14,5 12 2,5 -1,7 -1,2 0,2 

R8 2900 47 1 M -0,6 -1,8 G3 14,16 13,25 14,66  16,25 14 2,3 -0,7 -1,0 0,3 

R9 3130 47 1 M -0,2 -2,0 G1     8,5 5,5 3,0 -1,0 -1,8 1,3 

R10 3180 46 1 M 0,5 -2,3 G2 14 12,5 15  16,58 16 0,6 -1,1 -1,0 -0,8 

R11 2590 47  M -1,3 -2,7 G2 12,66 10 12,66  17,58 17 0,6 -1,9 -0,7 -0,6 

R12 3700 49 1 M -1,0 -2,3 G1     7,5 6 1,5 -0,4 -2,2 -0,7 

R13 3350 50  M -1,2 -3,3 G1 14,58  14,58  17,58 15,5 2,1 -0,8 -3,0 -2,3 

R14 3060 48,5 1 M -0,8 -3,2 G2 14,66 11,5 15  14,8 11,5 3,3 -1,8 -3,3 -0,5 

R15 3820 48 1 M -1,3 -3,0 G1 14,58  14  16,16 13,5 2,7 -1,3 -2,1 -0,4 

R16 3460 48 2 M -0,4 -2,0 G1     7,08 3,25 3,8 0,3 -1,7 3,9 

R17 3200 48 1 M -0,5 -2,2 G2   13,33  14,83 12,5 2,3 -1,8 -1,6 0,4 

R18 3550 52 1 M -0,4 -1,9 G1     10,41 7,66 2,8 -0,5 -1,7 0,6 

R19 3150 49 1 M -1,2 -2,3 G1     11 7 4,0 -1,0 -2,1 1,4 

Legenda: * 1. Termo 2. Pré- termo 

ID: Identificação PN: peso ao nascer; CN: comprimento ao nascer; IG: idade gestacional; zTH: escore z da estatura alvo; IO: idade óssea; IC: idade 

cronológica; zIMC: escore z do índice de massa corpórea; zEst: escore z da estatura; M: masculino; F: feminino 
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7.7 Caracterização da amostra segundo variáveis antropométricas para o grupo ACCP 

ID 
PN 

(g) 

CN 

(cm) 
IG* SEXO Zth 

Telarca/ 

Gonadarca 

(anos) 

IO da 

Telarca/ 

Gonadarca 

(anos) 

Pubarca 

(anos) 

Menarca 

(anos) 

IC última 

consulta 

com IO 

(anos) 

IO 

(anos) 

IC –IO 

(anos) 
zIMC 

zEst 

p/ IC 

zEst 

p/IO 

A1 3090 50 1 M -1,6     10 12 -2,0 0,0 -0,1 -1,6 

A2 3850 50 1 F  8,5   10,25 11,91      

A3 3200 47 1 F -0,5 7,5   9,75 10,25   1,7 1,9  

A4 3220 50  F -1,4 7,83 8,83 8 9,83 11,33 15 -3,7 0,5 1,5 -0,7 

A5 3380 49  F -0,5 8  8 10,83 12,08 15 -2,9 1,9 1,2 -0,2 

A6 3000 50 1 F -0,2 7  7 10,25 10,25 12 -1,8 1,3 2,3 0,6 

A7 3550 53 1 F -0,5 7,33  6,25 9 10,58 13,5 -2,9 1,2 1,7 -0,7 

A8 3100 51 1 M -0,6 10,75 13,25 11,33  13,33 15 -1,7 0,3 0,4 -0,9 

A9 3100 48 1 F -0,1 8 10 6  8,25 10 -1,8 1,7 1,2 -0,6 

A10 2350 45 1 F -1,9 7,5 10 9 9,83 10,33 13,5 -3,2 0,7 1,6 -1,0 

A11 3350 47 1 F -1,2 8 10 7 10,91 11 13 -2,0 0,0 -0,4 -2,0 

A12    M 0,0   11,75  12,41 13,25 -0,8 -0,3 2,1 1,2 

A13 3000 50 1 F 0,3 7,5  8,33  10,33 12 -1,7 1,1 2,2 0,6 

A14 2600  1 F 0,1 7  8,75 10 9,91 13 -3,1 0,5 2,8 -0,1 

A15    F -1,1 9  9 10,75 10,9 12 -1,1 1,0 1,6 0,6 

A16 3130 48 1 M -0,3     12,58 13,25 -0,7 -0,6 3,0 2,3 

A17 3420 49 1 F 0,1 7  7,66  9,33 11,5 -2,2 1,6 1,7 -0,5 

A18 2900 50 1 F -0,4 6  7  11,33 13 -1,7 -0,2 2,1 0,7 

A19 4750 54 1 M 0,6 10  8,2  15,16 16 -0,8 0,8 1,3 0,9 

Legenda: * 1. Termo 2. Pré- termo 

ID: Identificação PN: peso ao nascer; CN: comprimento ao nascer; IG: idade gestacional; zTH: escore z da estatura alvo; IO: idade óssea; IC: idade 

cronológica; zIMC: escore z do índice de massa corpórea; zEst: escore z da estatura; M: masculino; F: feminino.
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RESUMO 

Variantes do DNA mitocondrial e as variações constitucionais do crescimento e 

puberdade. Lago DCF. Dissertação de Mestrado. São Paulo- 2015. 

INTRODUÇÃO. Variantes normais do crescimento e puberdade são 

representados pelo retardo constitucional do crescimento e puberdade (RCCP) 

e, pelo espectro oposto, aceleração constitucional do crescimento e puberdade 

(ACCP). Metabolismo celular, crescimento e balanço energético estão 

relacionados à eficiência mitocondrial e podem, potencialmente, modular o 

tempo de crescimento e puberdade. Nossa hipótese de trabalho é que 

polimorfismos diferenciais no DNA mitocondrial (mtDNA) estejam relacionados 

ao RCCP ou ao ACCP. OBJETIVOS. Descrever polimorfismos do mtDNA e 

identificar polimorfismos presentes em pacientes RCCP ou ACCP mas 

ausentes em indivíduos controle com crescimento e desenvolvimento puberal 

adequados. MÉTODOS: Foram estudados 19 pacientes RCCP, 19 ACCP e 36 

controles. Para a identificação dos polimorfismos foram selecionados os 

complexos IV e V do mtDNA, realizado amplificação e sequenciamento. 

RESULTADOS: Identificamos 70 polimorfismos no complexo IV e 36 no 

complexo V. Doze polimorfismos diferenciais foram observados no grupo 

RCCP e seis no ACCP. CONCLUSÃO: Identificados os polimorfismos 

diferenciais entre os grupos, será necessário um estudo funcional a fim de 

correlacionar genótipo- fenótipo. 

Palavras- chave: Crescimento, DNA mitocondrial, Polimorfismo de nucleotídeo 

único. 
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ABSTRACT 

Analysis of mitochondrial DNA in patients with constitutional variants of 

development. Lago DCF. Dissertação de Mestrado. São Paulo- 2015. 

INTRODUCTION. Normal variants in the timing of growth and puberty are 

represented by constitutional delay of growth and puberty (CDGP) and its 

opposite pubertal maturation pattern denominated constitutional acceleration of 

growth and puberty (CAGP). Cell metabolism, growth and energy balance are 

related to the mitochondrial efficiency, and can potentially modulate pubertal 

growth. Our working hypothesis is that polymorphisms in the mitochondrial DNA 

(mtDNA) may be related with the variants of development CDGP and CAGP. 

AIM. To identify differences in mtDNA polymorphisms in patients with CDGM, in 

patients with CAGP and control subjects with adequate growth and pubertal 

development. METHODS. We studied 19 CDGP patients, 19 CAGPpatients and 

36 controls. We selected complexes IV and V in mtDNA to study, which were 

amplified with specific primers and sequenced. RESULTS. We identified 70 

polymorphisms in complex IV and 36 in the complex V. Twelve differential 

polymorphisms were identified on CDGP group and six on CAGP group. 

CONCLUSIONS. We identify differential polymorphisms between the groups, 

it’s necessary functional studies to correlate genotype-phenotype. 

Keywords: Growth; DNA, Mitochondrial; Polymorphism, Single Nucleotide. 
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