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 xxxi



A síndrome de Down (SD) é uma aberração cromossômica atribuída à presença 

de três cópias dos genes localizados no cromossomo 21. Ocorre com uma 

freqüência estimada de um indivíduo em 600 nascidos vivos e de uma em 150 

concepções. Os mecanismos relacionados com a não-disjunção do cromossomo 

21 não foram ainda elucidados e embora a idade materna avançada seja um fator 

de risco, a maioria das crianças com SD nasce de mães com menos de 30 anos. 

Um mecanismo proposto para explicar a não-disjunção cromossômica consiste na 

hipometilação do centrômero levando à formação anormal do cinetócoro e ligação 

anormal dos microtúbulos. Tal mecanismo teria uma etiologia multifatorial e entre 

os fatores genéticos estariam as variantes polimórficas de enzimas envolvidas no 

metabolismo do folato. A via bioquímica do folato pode influenciar a estabilidade 

do DNA de dois modos: o primeiro está relacionado com a função que o folato 

desempenha na transferência de unidades de 1-carbono para a biosíntese de 

novo de nucleotídeos. Baixa concentração intracelular de 5, 10-metilenoTHF leva 

a uma diminuição da síntese de timidilato e a incorporação errônea de dUTP 

durante a replicação do DNA; o segundo modo envolve a produção de  

S-adenosilmetionina (SAM), o principal doador de grupos metil para a maioria das 

reações de metilação, incluindo a metilação CpG. Baixa concentração intracelular 

de 5,10-metilenoTHF é associado com baixa produção de SAM e 

conseqüentemente com a hipometilação do DNA. Diante disso, o objetivo do 

trabalho foi determinar se os polimorfismos MTHFD-1 1958G>A, TCII 776C>G, 

MTR 2756A>G, MTRR 66 A>G, RFC-1 80G>A e SHMT-1 1420C>T representam 

fatores de risco para gestações com SD. Para isso foi realizada a técnica de PCR 

utilizando 200 amostras de DNAs de mães de portadores de SD (MSD) e 340 

amostras de DNAs controles seguida por digestão enzimática dos produtos 

obtidos e análise estatística dos resultados. Comparando a distribuição genotípica 

no grupo MSD e controle foi observado que o polimorfismo TCII 776C>G 

apresentou uma diferença estatisticamente significativa: χ2
 (2) = 13,10 e p=0,0014. 

Nossos resultados indicam que mulheres com genótipo heterozigoto para o 

polimorfismo TCII 776C>G possuem um risco duas vezes maior de gerarem 

crianças com SD. 
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Down syndrome is a chromosome abnormality caused by the presence of three 

copies of genes located in the chromosome 21. It occurs in an estimated frequency 

of one out of 600 liveborns and one out of 150 conceptions. The mechanism 

related to the non-disjunction of the chromosome 21 has not been totally 

understood and even though the mother’s age is a risk factor, most DS children are 

born to mothers aged less than 30. One mechanism proposed to explain the 

chromosome non-disjunction is the centromeic hypomethylation that causes 

abnormal formation of kinetochore and abnormal links of the microtubules. Such a 

mechanism is thought to have a multifactorial etiology and among the genetic 

factors are polymorphic variants of enzymes involved in folate metabolism. The 

biochemical pathway of the folate influnces the DNA stability in two ways: the first 

is related to the role of folate in one carbon unit transfer during “de novo”  synthesis 

of nucleotides. Low levels of 5, 10-methylenetetrahydrofolate  

(5, 10-methyleneTHF) lead to a decrease in thymidylate synthesis and the 

misincorporation of the dUTP during replication of DNA; the second way involves 

the production of S-adenosyl methionine (SAM), the main donor of methyl to most 

methylation processes, incluing CpG methylation. Low intracellular  

5,10-methyleneTHF is associated with low SAM production and consequently with 

DNA hypomethylation. Therefore, the purpose of the study was determining if the 

polymorfisms MTHFD-1 1958G>A, TCII 776C>G, MTR 2756A>G, MTRR 66A>G, 

RFC-1 80G>A e SHMT-1 1420C>T represent risk factors for DS pregnancies. So 

we used  techniques of PCR followed by restriction enzyme analysis of 200 DNAs 

of mothers of DS children (MSD) and 340 DNAs of control mothers with statistic 

analyses of the results. Comparing the genotypic distribution in the groups MSD 

and control it has been observed that polymorphism TCII 776C>G showed a 

statistically remarkable difference: χ2 (2) = 13,10 e p=0,0014. Our results show that 

women that have heterozigote genotype for polymorphism TCII 776C>G have two 

times higher risk of generating DS children.  

Abstract 
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1.1- Aneuploidia 

Aneuploidia é uma aberração cromossômica na qual o número de 

cromossomos não é múltiplo exato do número haplóide característico da espécie. 

As aneuploidias consistem em monossomias (presença de apenas uma cópia de 

um cromossomo em uma célula) e trissomia (três cópias de um cromossomo em 

uma célula) (Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004). Ocorre em 

aproximadamente 0,3% dos nascidos vivos, 4% dos natimortos e em mais de 35% 

de todos os abortos espontâneos (Fritz et al., 2001; Hassold e Hunt, 2001). 

A condição aneuplóide mais comum compatível com a sobrevivência a 

termo é a síndrome de Down (SD), descrita por John Langdon Down em 1866 

(Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004).  

 

1.2- Síndrome de Down 

A SD pode ser diagnosticada ao nascimento ou logo após por suas 

características dismórficas que variam entre os pacientes mas sempre produzem 

um fenótipo característico: ponte nasal baixa, fissuras palpebrais oblíquas para 

cima, orelhas pequenas e algumas vezes com aspecto dobrado peculiar, uma 

região malar e maxilar achatada, bochechas arredondadas, cantos da boca 

voltados para baixo, pescoço curto, occipital achatado e mãos e pés mais largos e 

curtos (Figura1). 

 

 

 

 

 

Figura 1- Características fenotípicas dos portadores de SD 
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Aproximadamente 50% dos indivíduos com SD possuem uma prega de 

flexão palmar transversal única (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2- Presença de prega de flexão palmar transversal única. 

 

O tônus muscular diminuído (hipotonia) é uma característica altamente 

consistente, que ajuda a fazer o diagnóstico (Cooleu e Graham, 1991; Opitz e 

Gilbert-Barness, 1991; Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004). 

Vários problemas médicos significativos ocorrem com freqüência entre 

bebês e crianças com SD: obstrução do duodeno ou atresia do esôfago, duodeno 

ou ânus, perda de audição condutiva e algumas vezes neural, hipotiroidismo e 

anomalias nos olhos. Infecções respiratórias são muito comuns e o risco de 

desenvolver leucemia é 10 a 15 vezes maior quando comparado à população em 

geral. Aproximadamente 40% desses indivíduos nascem com defeitos estruturais 

do coração. O mais comum é um canal átrio-ventricular, um defeito no qual os 

septos interatrial e interventricular não se fundem normalmente durante o 

desenvolvimento fetal. O resultado é o fluxo de sangue do lado esquerdo do 

coração para o lado direito e, então, para a circulação pulmonar, produzindo 
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hipertensão pulmonar. Defeitos no septo ventricular também são comuns. 

(Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004). 

A SD é a mais importante causa genética de retardo mental ocorrendo 

com uma freqüência estimada de um indivíduo em 600 nascidos vivos e uma em 

150 concepções (Hassold et al., 2001). 

 

1.3- Etiologia da Síndrome de Down 

A SD é decorrente do excesso de material genético proveniente do 

cromossomo 21. Isto pode ocorrer por trissomia livre em todas as células do 

indivíduo, trissomia livre em parte das células do indivíduo (mosaicismo) e 

translocação cromossômica (Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004).  

 

1.3.1- Trissomia livre presente em todas as células 

Em aproximadamente 95% dos portadores da SD observa-se um 

cromossomo 21 extra em todas as células, resultando num cariótipo constituído 

por 47 cromossomos (47, XY, +21 ou 47, XX, +21) (Thompson et al., 2002;  

Jorde et al., 2004) (FIG. 3). O mecanismo genético que leva à trissomia livre é a 

não-disjunção, durante a meiose, do par de cromossomos homólogos (anáfase I), 

ou de cromátides irmãs (anáfase II) resultando na formação de um gameta com 24 

cromossomos (Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004). 

A origem do cromossomo extra é materna em 93% dos casos e cerca 

de 75% dessas não-disjunções maternas ocorrem durante a meiose I  

(Lemaire-Adkins et al., 1997; Hunt & Lemaire-Adkins, 1998; Picton et al., 1998; 

Hobbs et al., 2000; Jorde et al., 2004). 

O risco de recorrência é estimado em 1%. Irmãos de portadores não 

apresentam risco aumentado de terem crianças afetadas (Thompson et al., 2002; 

Jorde et al., 2004). 
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Figura 3- Cariótipo constituído por 47 cromossomos, onde há três cópias do 

cromossomos 21 (47, XY, +21). 

 

1.3.2- Mosaicismo 

O mosaicismo é visto em aproximadamente 2% a 4% dos nativivos com 

SD. Esses indivíduos possuem algumas células somáticas normais e algumas 

células com trissomia do 21. O fenótipo pode ser mais brando, mas há uma ampla 

variabilidade de fenótipos entre os pacientes o que possivelmente reflete a 

proporção variável de células com três cópias do cromossomo 21  

(Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004). 

 

1.3.3 - Rearranjos cromossômicos 

Cerca de 4% dos pacientes com SD têm 46 cromossomos, um dos 

quais tem uma translocação robertsoniana entre o cromossomo 21q e o braço 

longo de um dos outros cromossomos acrocêntricos (em geral o cromossomo 14 

ou 22) (Figura 4). Quando a mãe é a portadora da translocação, há um risco 
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estimado de 12% da mesma ter outra criança com SD e, quando o pai é portador 

da translocação o risco estimado é de 3%. A razão desse fato ainda não está 

esclarecida (Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

Figura 4- Translocação Robertsoniana entre os cromossomos 14 e 21. 

 

Em cerca de 3/4 dos pacientes, essa translocação não está presente 

num dos genitores, mas é decorrente de um erro durante a gametogênese de um 

deles, originando um óvulo ou um espermatozóide portador de translocação. 

Nesses casos o risco de recorrência para nascimento de outros filhos afetados é 

de 2 a 3% (Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004). 

Em uma pequena proporção dos pacientes com SD é visto um 

cromossomo constituído de dois braços longos do cromossomo 21 (21q;21q) 

(Figura 5). Embora esta seja uma anomalia rara, ela é importante porque todos os 

gametas de um portador de tal cromossomo devem conter ou o cromossomo 

21q;21q, com sua dose dupla de material genético, ou não apresentar nenhum 

representante do cromossomo 21. A prole, portanto, ou tem SD ou monossomia 

do 21 que raramente é viável (Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004). 
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Figura 5- A: Isocromossomo 21q;21q. B: Esquema ilustrando um isocromossomo 

21q;21q 

 

Muito raramente a SD é diagnosticada em pacientes nos quais apenas 

uma parte do braço longo do cromossomo 21 está presente em triplicata. Estes 

pacientes são de particular interesse porque podem mostrar qual região do 

cromossomo 21 provavelmente é responsável por componentes específicos do 

fenótipo (Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004). 

 

1.4- Efeito do desequilíbrio gênico 

O cromossomo 21 representa cerca de 1 a 1,5% do genoma humano, 

sendo o menor cromossomo do complemento autossômico. O braço longo (21q) 

possui aproximadamente 37Mb. O braço curto (21p) consiste basicamente de uma 

região organizadora de nucléolo contendo múltiplas cópias de genes que 

codificam RNA ribossômico e uma região composta de seqüências de DNA 

altamente repetitivas (Antonarakis, 1998). Os genes localizados no braço curto 

parecem não ser essenciais para o desenvolvimento normal, já que a sua 

duplicação ou deleção geralmente resulta em poucas manifestações fenotípicas 

observáveis (Caponi, 2001). 

A 

B 



Hattori et al. (2000) verificaram, após o seqüenciamento total do 

cromossomo 21, a existência de 225 genes e 59 pseudogenes, entretanto em um 

estudo mais recente Roizen e Patterson (2003) estimaram o conteúdo gênico em 

329 genes, incluindo 165 genes confirmados experimentalmente, 150 modelos de 

genes baseados em bancos EST (“Expressed Sequence Tag”) e 14 predições 

computacionais. 

Várias pesquisas têm sido realizadas com o objetivo de delimitar uma 

região mínima responsável pela maioria das características da síndrome, 

entretanto ainda não há um consenso entre os pesquisadores. A princípio toda a 

região 21q22 foi considerada a região crítica. Dos genes mapeados no referido 

segmento cromossômico destacam-se: gene APP que codifica a proteína 

precursora amilóide; gene CBS (cistationina betasintase), relacionado a 

homocistinúria; gene CD18, associado à síndrome autossômica recessiva de 

baixa resistência a infecções bacterianas; e o gene AML 1, envolvido no subtipo 

M2 da leucemia mielóide aguda (Petreson, 1994) (Figura 6). 

Korenberg et al. (1994) consideraram a região abaixo do locus D21S55 

(21q22.3) como responsável pelas características da SD. Fuentes et al. (1995), 

entretanto, sugerem que a região localizada cerca de 3Mb ao redor do marcador 

D21S55 (21q22.3) seja a região que determina as manifestações clínicas.  

Posteriormente Antonarakis (1998) definiu uma região de 4Mb entre os 

marcadores D21S17 (21q22.2) e ETS2 (21q22.3|21q22.2) como a região crítica. 

Os genes localizados nesse segmento cromossômico estariam relacionados com 

o retardo mental, hipotonia muscular, retardo de crescimento, frouxidão 

ligamentar, além de oito características dermatológicas e faciais. 

Analisando pacientes com trissomia parcial Vidal-Taboada et al. (1998) 

mapearam uma segunda região entre os marcadores D21S55 (21q22.3)  e MX1 

(21q22.3) que inclui genes responsáveis por características dermatológicas e 

faciais (ponte nasal achatada, boca aberta, fendas palpebrais elevadas, pregas 
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epicânticas, língua protusa e perfil facial achatado) e, em alguns casos, demonstra 

estar associada à cardiopatia, retardamento mental e estenose doudenal. 

 

 

Figura 6- Mapa esquemático do cromossomo 21 mostrando regiões definidas 

como críticas da SD. Fonte: Rahmani et al., 1989. 

 

1.5- Etiologia da não-disjunção 

O motivo da não-disjunção cromossômica ainda é pouco compreendido. 

A alta porcentagem dos casos nos quais os gametas anormais se originam 

durante a meiose I materna sugere associação entre idade materna avançada e 

aumento na incidência da progênie com SD (Lamb et al., 1996; Thompson et al., 

2002; Jorde et al., 2004). 

Algumas hipóteses foram formuladas para tentar explicar as possíveis 

causas da interferência da idade materna, dentre elas a de que o longo período de 

suspensão da divisão celular na fase prófase I danificaria os componentes do fuso 

meiótico. Isso ocorreria devido a fatores intrínsecos ou ao acúmulo de danos 
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ambientais. Irradiação e íons de metais pesados, por exemplo, poderiam afetar os 

ovócitos através da produção intracelular de radicais livres ou efeitos oxidativos 

(Polani et al., 1960; Tease e Fisher, 1991; Thompson et al., 2002;  

Jorde et al., 2004).  

Apesar da idade materna ser um fator de risco conhecido a maioria das 

crianças com SD nasce de mães com menos de trinta anos (James et al., 1999; 

Eskes, 2006). No estudo realizado por Gusmão et al. (2003) estimou–se em 

43,6% o percentual de casos de SD dependentes da idade materna.  

Um mecanismo proposto para explicar a não-disjunção cromossômica 

consiste em alterações no padrão de metilação do centrômero e da região 

pericentromérica. O centrômero é necessário para assegurar a distribuição 

eqüitativa dos cromossomos replicados às células filhas (Karpen e Allshire, 1997). 

A estrutura secundária da heterocromatina pericentromérica, nas  

seqüências-satélites repetitivas, está envolvida na ligação de proteínas ao DNA e 

na coesão entre cromátides irmãs (Renauld e Gasser, 1997; Clarke 1998;  

Cobb et al., 1999), portanto é uma estrutura de fundamental importância durante a 

divisão celular. Essas regiões são geralmente metiladas e proteínas como a 

MeCP2 se ligam a esses grupos metil num complexo com histonas-desacetilases, 

resultando numa desacetilação local e conseqüente condensação da cromatina 

requerida para uma segregação cromossômica normal. A hipometilação do DNA 

causaria uma instabilidade da cromatina centromérica e pericentromérica com 

conseqüente formação anormal do cinetócoro e ligação anormal dos microtúbulos 

levando a não-disjunção cromossômica (Adams, et al., 1990; Foss et al., 1993; 

Karpen e Allshire, 1997; Ji et al., 1997; James te al., 2003; Sciandrello et al., 2004; 

Wang et al., 2004; Bonadia et al., 2005; Martinez-Frias et al., 2006). 

Estudos clínicos e experimentais dão suporte a uma associação entre a 

hipometilação do DNA e a instabilidade cromossômica, como por exemplo, 

estudos realizados com 5-azactidina, um potente agente desmetilante. Culturas de 

células tratadas com esse agente mostram uma descondensação 

pericentromérica e erros de segregação durante a divisão celular  
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(Leyton et al., 1995; Vig & Hallet, 2000). Os resultados obtidos por Lengauer et al. 

(1997) e Qu et al. (1998) também relatam uma associação entre instabilidade 

cromossômica e aneuploidias, observadas em tumores humanos, e hipometilação 

do DNA genômico. 

A hipometilação ocorreria devido a múltiplos fatores e entre os fatores 

genéticos estariam as variantes polimórficas de enzimas envolvidas no 

metabolismo do Folato (Balaghi e Wagner, 1993; Pogribny et al., 1995;  

Fowler et al., 1998; Jacob et al., 1998; James, et al., 1999; Hobbs, et al., 2000; 

Barkai et al., 2003; Beetstra et al., 2005; Bonadia et al., 2005; Martinez-Frias  

et al., 2006).  

Estudos sugerem que deficiência de folato resulta em quebra na fita de 

DNA (Blount et al., 1997; Pogribny et al., 1997; Duthie, 1999), recombinação 

cromossômica alterada (Knnutila et al., 1978; MacGregor et al., 1997) e 

segregação cromossômica aberrante (Libbus et al., 1990; Leyton et al., 1995; 

Chen et al., 1998; Titenko-Holland et al., 1998; James et al., 1999; Xu et al., 1999). 

James et al. (1999) avaliaram 41 mães de portadores de SD e 

constataram uma concentração de folato no plasma significativamente menor do 

que a concentração encontrada no grupo controle. 

Hobbs et al. (2000) relataram uma redução de 53% na frequência de 

micronúcleos (pequenos núcleos de cromatina presentes no citoplasma da célula 

decorrentes de quebra cromossômica ou segregação anormal) em mulheres que 

receberam 10mg de folato por dia, durante dois meses. 

A principal função do folato é fornecer unidades de 1-carbono para a 

síntese de guanina, adenina, timina e para a síntese de metionina. A metiniona 

reage com adenosina trifosfato para formar S-adenosilmetionina (SAM), essencial 

para reações de metilação, incluindo a metilação do DNA (Scholl e Jonhson, 2000; 

Eskes, 2006). 
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1.6- Folato 

Folato é uma vitamina do complexo B. Caracteriza-se por ser um 

composto hidrossolúvel, amarelo e cristalino encontrado nos alimentos: espinafre, 

feijão branco, aspargos, verduras de folhas escuras, couve-de-bruxelas, soja e 

derivados, laranja, melão, maçã, brócolis, gema de ovo, fígado, peixes, gérmen de 

trigo, salsinha, beterraba crua e amendoim (Beetstra et al., 2005). Ácido fólico é a 

forma sintética do folato, encontrada em suplementos vitamínicos e alimentos 

fortificados (Beetstra et al., 2005). 

Suprimento insuficiente de folato durante a gravidez está associado 

com acréscimo do risco de aborto espontâneo, nascimento prematuro, retardo do 

crescimento fetal, malformações nefrourológicas, cardiopatias congênitas e 

defeitos do tubo neural (DTN) (Castañer, 2003; El-Khairy et al., 2003;  

Marco et al., 2006). 

O papel do ácido fólico no sistema nervoso central não se limita a sua 

formação e desenvolvimento como também se estende a sua preservação 

anatômica e funcional nas diferentes etapas da vida (Castañer, 2003). 

Na infância os diferentes erros congênitos de absorção e de 

metabolismo do folato causam uma grande variedade de sintomas que incluem 

convulsões, atraso psicomotor e alterações de comportamento (Castañer, 2003). 

A predisposição ao câncer mediada por folato se atribui a hipometilação 

do DNA, fragilidade cromossômica e incorporação de uridilato ao DNA ao invés de 

timidilato (Sutherland, 1979; Heath, 1996; Mason e Levesque, 1996;  

Kim, et al., 1997; Duthie, 1999). 

O folato pode ser absorvido ao longo de todo o intestino delgado, 

preferencialmente no jejuno. Antes de sua absorção o folato da dieta necessita ser 

hidrolisado a monoglutamato pela enzima intestinal pteroilpoliglutamato hidrolase 

ou glutamil hidrolase, uma hexopeptidase zinco-dependente, que cliva a cadeia de 

poliglutamatos no primeiro resíduo (Hayashi et al., 2007) (Figura 7). 
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A etapa hidrolítica é seguida pelo transporte através da membrana 

celular realizado pela enzima transportadora de folato reduzido 1 (RFC-1) e por 

receptores membranares de folato. No interior da célula, é rapidamente reduzido 

para dar origem primeiro ao ácido 7,8-dihidrofólico (DHF) e em seguida ao ácido 

tetrahidrofólico (THF) (Chango et al., 2000; Hishida et al., 2003; Hayashi et al., 

2007) (Figura 7). 

Metilenotetrahidrofolato dehidrogenase (NADP dependente) 1 / 

meteniltetrahidrofolato ciclohidrolase / formiltetrahidrofolato sintetase 

(MTHFD1) cataliza a conversão do tetrahidrofolato para o correspondente  

10-formilTHF, 5,10-metenilTHF e 5,10-metilenoTHF. 10-Formiltetrahidrofolato e 

5,10-metilenotetrahidrofolato são doadores de cofatores para biosíntese de novo 

de purina e pirimidina e então para a biosíntese de DNA. MTHFD1 também 

desenvolve um papel no metabolismo de homocisteína fornecendo  

5,10-metilenotetrahidrofolato que é reduzido a 5-metiltehidrofolato (5-metilTHF) 

pela enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR). 5-metilTHF fornece grupo 

metil para a conversão de homocisteína a metionina, assegurando desse modo o 

abastecimento de S-adenosilmetionina (SAM), principal doador de metil para a 

maioria das reações biológicas de metilação, incluindo a metilação do DNA  

(Zijno et al., 2003; Beetstra, et al., 2005; Hayashi et al., 2007; Biselli et al., 2008) 

(Figura 7). 

A remetilação da homocisteína a metionina é catalizada pela  

5-metiltetrahidrofolato homocisteína metiltransferase (MTR), uma enzima 

vitamina B12-dependente.  

O aumento de homocisteína no plasma e nas células, decorrente da 

deficiência de folato ou vitamina B12, é associada com complicações durante a 

gravidez tais como hipertensão, pré-eclampsia, restrição do crescimento 

intrauterino, rompimento da placenta, morte fetal, além de ser considerado um 

fator de risco para arteriosclerose, trombose e doenças cardíacas (Nelen et al., 

2000; El-Khairy et al., 2003; Konrad et al., 2004; Meyer et al., 2004). 
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O transporte de vitamina B12 para os tecidos é realizado pela 

Transcobalamina II (TCII). A enzima 5-metiltetrahidrofolato-homocisteína 

metiltransferase redutase (MTRR) mantém a MTR no estado ativo e por isso é 

de grande importância no metabolismo (Hayashi et al., 2007) (Figura 7). 

Após ter doado o grupo metil, 5-metilTHF é convertido em 

tetrahidrofolato (THF). Subseqüentemente a enzima serina 

hidroximetiltransferase citoplasmática (cSHMT-1) cataliza a transferência 

reversível de um grupo hidroximetil da serina para o THF formando glicina e  

5,10-metilenoTHF (Brody et al., 2002; Herbig, et al., 2002; Hayashi et al., 2007) 

(Figura 7). 

O substrato 5,10 metilenoTHF é doador de radical monocarbonado para 

metilação irreversível de desoxiuracila monofosfato (dUMP) a desoxitimina 

monofostato (dTMP). A síntese de dTMP resulta na oxidação do 5,10 

metilenotetrahidrofolato para DHF que é posteriormente convertido a THF (Herbig, 

et al., 2002; Hishida, et al., 2003) (Figura 7).  

Desse modo, o presente estudo sugere que metabolismo anormal do 

folato, devido a polimorfismos que prejudicam o funcionamento das enzimas 

MTHFD-1, TCII, MTR, MTRR, RFC-1 e SHMT-1, afetaria a metilação e a síntese 

de DNA tendo como conseqüência a não-disjunção do cromossomo 21.  
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Figura 7- Figura esquemática demonstrando o metabolismo do folato. 
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1.7- Aspectos genéticos 

1.7.1-  MTHFD-1 

 

O gene MTHFD-1 codifica uma proteína citoplasmática que possui três 

atividades enzimáticas distintas: 5,10-metilenotetrahidrofolato dehidrogenase, 

5,10-meteniltetrahidrofolato ciclohidrolase e 10-formiltetrahidrofolato sintetase. 

Cada uma dessas atividades catalisa uma de três reações seqüenciais na 

conversão de unidades de 1-carbono derivados do tetrahidrofolato. As atividades 

enzimáticas são conferidas por dois domínios principais: uma porção 

aminoterminal que contém as atividades de dehidrogenase e ciclohidrolase e um 

domínio maior que contém a atividade de sintetase (Wang et al., 2007).  

Esse gene localiza-se no cromossomo 14 na região 14q24, consiste em 

28 exons e a proteína possui 935 aminoácidos (Howard et al., 2003, Marco, et al., 

2006). 

O SNP (polimorfismo em um único nucleotídeo) MTHFD1 1958G>A 

leva a troca do aminoácido arginina pelo aminoácido glutamina e está associada 

ao aumento no risco de nascimento de crianças com DTN, câncer gástrico, 

desordem bipolar e esquizofrenia (Brody et al., 2002; Parle-McDermott et al., 

2006; Kempisty et al., 2007; Wang et. al, 2007).  

O polimorfismo G1958A encontra-se no domínio  

10-formiltetrahidrofolato sintetase. Cheng et al. (2005), Li et al. (2005) e  

Wang et al. (2007) sugerem que essa alteração pode ter uma conseqüência 

funcional para a enzima, uma vez que essa substituição de aminoácidos foi 

também associada a alterações no nível de folato sérico e homocisteína em 

famílias com doença cardíaca congênita. 
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1.7.2- SHMT –1 

O gene SHMT-1 localiza-se no cromossomo 17 na região 17p11.2, 

consiste em 12 exons e a proteína possui 125 aminoácidos. O splicing alternativo 

desse gene resulta em dois transcritos diferentes: SHMT-1 e SHMT-2 que 

codificam, respectivamente, as isoformas presentes no citoplasma e na 

mitocôndria (Stover et al., 1997; Girgis et al., 1998).  

O SNP SHMT-1 1420C>T foi avaliado quanto a uma possível 

associação com aumento no risco de gerar crianças com DTNs. O resultado desse 

estudo relatou que o genótipo TT era mais freqüente no grupo controle  

(Heil et al., 2001).  

Heil et al. (2001) observaram uma redução de folato no plasma e nas 

células sanguíneas vermelhas em indivíduos com genótipo CC. 

 

1.7.3- RFC-1 

O gene RFC-1 localiza-se no cromossomo 21 na região 21q22.3, 

consiste em 25 exons e a proteína tem 1148 aminoácidos (on-line 1).  

O SNP RFC-1 80G>A leva a troca do aminoácido histidina pelo 

aminoácido arginina (Chango et al., 2000; Marco et al., 2003).  

A presença do alelo variante A foi associada com pressão sanguínea 

alta em populações idosas. Diante disso, Dufficy et al. (2006) sugerem que o 

polimorfismo G80A causa um dano funcional à enzima. 

 

1.7.4- MTRR 

O gene MTRR localiza-se no cromossomo 5 na região 5p15.3-p15.2, 

consiste em 15 exons e a proteína tem 725 aminoácidos (on-line 2).  
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A vitamina B12, cofator da enzima MTR, torna-se oxidada levando à 

inatividade da MTR. A regeneração dessa enzima é obtida por um sistema 

complexo de oxi-redução dependente de NADPH catalisado pela MTRR  

(Vilaseca et. al., 2003). 

O polimorfismo MTRR 66A>G leva a troca de uma isoleucina por uma 

metionina (Wilson et al., 1999). O efeito bioquímico dessa substituição é ainda 

desconhecimento e tem sido associado a hiperhomocisteinemia, DTN e diversos 

tipos de cânceres (Zijno et al., 2003; Wilson et al., 1999). 

 

1.7.5- MTR 

O gene MTR localiza-se no cromossomo 1 na região 1q43, consiste em 

33 exons e a proteína tem 1265 aminoácidos (Gos e Szpecht-Potocka, 2002). 

O polimorfismo MTR 2756A>G leva a troca de um ácido aspártico por 

uma glicina e está associado com aumento no risco de linfoma maligno, 

hiperhomocisteinemia, homocistinúria, anemia megaloblástica, DTN e câncer de 

bexiga (Fenton e Rosemberg, 1995; Rosenblatt, 1995; Christensen et al., 1999; 

Habib et al., 2005; Ouerhani et al., 2007). 

 

1.7.6- TCII 

O gene TCII localiza-se no cromossomo 22 na região 22q12.2, consiste 

em 9 exons e a proteína tem 427 aminoácidos (on-line 3).  

Estudos indicam que o SNP TCII 776C>G causaria uma perda de 

afinidade da enzima transcobalamina com a vitamina B12 devido a alterações no 

sítio de ligação ou a modificações na estrutura secundária da enzima  

(Afman et al., 2001; Afman et al, 2002) e alterações no nível de transcrição do 

gene TCII (Namour et al., 1998; Namour et al., 2001; Böttiger e Nilsson 2007)  
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Esse polimorfismo está associado com hiperhomocisteinemia, fenda 

labial com ou sem fenda palatina, acréscimo no risco genético de aborto 

espontâneo e de crianças afetadas por DTN (Afman et al., 2002; Castel-Dunwoody 

et al., 2005; Martinelli et al., 2006). 
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2.1- Objetivo geral 

Determinar, através de um estudo de associação, se a presença dos 

polimorfismos MTHFD-1 1958G>A, TCII 776C>G, MTR 2756A→G, MTRR 66A>G, 

RFC-1 80G>A e SHMT-1 1420C>T representam fatores genéticos de risco para o 

nascimento de crianças com SD. 

 

2.2- Objetivos específicos 

 Determinar a freqüência alélica, na amostra CONTROLE e de mães 

de portadores de SD (MSD), dos polimorfismos: 

 1958G>A do gene MTHD-1; 

 776C>G do gene TCII; 

 2756A>G do gene MTR; 

 66 A>G do gene MTRR; 

 80G>A do gene RFC-1; 

 1420C>T do gene SHMT-1. 

 Verificar se a distribuição genotípica dos polimorfismos estudados 

difere significativamente entre MSD e controle. 
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A trissomia do cromossomo 21 ocorre com uma alta freqüência na 

população mundial, em todas as raças e em ambos os sexos. Embora a idade 

materna avançada seja um fator de risco, estudos relatam que a maioria dos 

portadores de SD nasce de mães com menos de trinta anos. Diante desses fatos 

e da importância clínica dessa síndrome, esforços consideráveis têm sido 

dedicados para definir a causa da não-disjunção do cromossomo 21. 

Trabalhos recentes dão suporte a uma associação entre a 

hipometilação do DNA, instabilidade cromossômica e segregação anormal. Assim 

sendo, com a finalidade de contribuir para a descoberta de mecanismos genéticos 

que aumentam o risco de SD, foram escolhidas como foco deste estudo variantes 

polimórficas de enzimas envolvidas no metabolismo do folato, uma via bioquímica 

importante na síntese e metilação do DNA. 

A escolha dos polimorfismos foi baseada no suposto dano funcional que 

esses causam nas enzimas, visto que dados da literatura os associam com outras 

manifestações clínicas. 
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4.1- Aspectos éticos da pesquisa 

O presente estudo foi submetido à aprovação pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da FCM-UNICAMP e teve início após aprovação (Anexo 1).  

 

4.2- Desenho do estudo 

Trata-se de um estudo de associação, ou seja, do tipo caso-controle. O 

estudo de associação é eficaz para detectar fatores de predisposição associados 

a doenças complexas (Strachan e Reado, 2002b). 

 

4.3- Casuística 

Foram analisados 200 MSD, com idade menor que 35 anos.  

O grupo controle foi constituído de 340 mães, também com idade 

menor que 35 anos, que não tiveram filhos com aberrações cromossômicas, 

defeito de tubo neural e também não relataram terem sofrido aborto. 

Todos os casos de síndrome de Down incluídos no estudo foram 

originados por trissomia livre (47,XX,+21 ou 47,XY,+21). 

O poder estatístico da amostra, calculado através do programa 

computacional G*Power3, versão 3.0.5, foi de 99% (Faul et al., 2007). 

 

4.4- Métodos 

Os DNAs utilizados na pesquisa fazem parte do Banco de DNAs do 

Laboratório de Genética Molecular da Faculdade de Ciências Médicas (FCM) da 

UNICAMP. 
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A análise do polimorfismo 1958G>A do gene MTHFD-1 foi realizada por 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) seguido por digestão enzimática 

conforme descrito por Konrad et al. (2004). A substituição leva à perda de um sítio 

de restrição para a endonuclease MspI. 

A análise do polimorfismo 1420C>T do gene SHMT-1 foi realizada por 

PCR seguido por digestão enzimática conforme descrito por Heil et. al. (2001). A 

substituição leva à perda de um sítio de restrição para a endonuclease Eam 1104I. 

A análise do polimorfismo 80G>A do gene RFC-1 foi realizada por PCR 

seguido por digestão enzimática conforme descrito por Chango et al. (2000). A 

substituição leva à perda de um sítio de restrição para a endonuclease CfoI. 

A análise do polimorfismo 2756A>G do gene MTR foi realizada por PCR 

seguido por digestão enzimática conforme descrito por Leclerc et al. (1996). A 

substituição cria um sítio de restrição para a endonuclease HaeIII. 

A análise do polimorfismo 66A>G do gene MTRR foi realizada por PCR 

seguido por digestão enzimática conforme descrito por Wilson et al. (1999). A 

substituição leva à perda de um sítio de restrição para a endonuclease NdeI. 

A análise do polimorfismo 776C>G do gene TCII foi realizada por PCR 

seguido por digestão enzimática conforme descrito por Miller et al. (2002). A 

substituição leva à perda de um sítio de restrição para a endonuclease MvaI.  

 

4.4.1- PCR 

A técnica de PCR, descrita por Saiki et al (1989), possibilita a 

amplificação de uma pequena seqüência de DNA.  

A dupla fita de DNA genômico é primeiramente aquecida a uma 

temperatura relativamente alta e então ocorre a quebra das pontes de hidrogênio 

e separação das fitas (desnaturação). Duas seqüências de oligonucleotídeos, 
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denominados iniciadores, hibridizam, em fitas opostas, às bases complementares 

flanqueadoras do segmento a ser copiado (anelamento). A partir do iniciador uma 

DNA polimerase adiciona nucleotídeos complementares a fita molde produzindo 

uma nova molécula (extensão).  

As etapas de desnaturação, anelamento e extensão se repetem várias 

vezes levando ao acúmulo exponencial do fragmento de DNA alvo.  

O procedimento utilizado em cada uma das reações está resumido na 

Tabela 1. Os iniciadores e os tamanhos dos fragmentos estão descritos na  

Tabela 2. 

Tabela 1- Concentração dos reagentes utilizados e condições das PCRs na 

investigação dos polimorfismos gênicos. 

Reagentes MTHFD-1 

1958G>A 

SHMT-1 

1420C>T 

RFC-1 

80G>A 

MTR 

2756A>G 

MTRR 

66A>G 

TCII 

776C>G 

DNA  50ng 50ng 50ng 50ng 50ng 50ng 

Tris-HCl (pH 8,8 à 25ºC)  10mM 10mM 10mM 10mM 10mM 10mM 

KCl  50mM 50mM 50mM -- -- 50mM 

MgCl2  1,5mM 1,5mM 1,5mM 2,5mM 2,5mM 1.5mM 

(NH4)2SO4 -- -- -- 20mM 20mM -- 

dNTP  0,2mM 0,2mM 0,2mM 0,2mM 0,2mM 0,2mM 

Iniciadores(μM-cada) 2μM 2μM 2μM 2μM 2μM 2μM 

Taq DNA polimerase (unidades) 1U 1U 1U 1U 1U 1U 

Volume final da reação 25μL 25μL 25μL 25μL 25μL 25μL 

 

Condições 

(35 ciclos) 

 

94oC/2’ 

94 oC/1’ 

57 oC/1’ 

72 oC/2’ 

72 oC/7’ 

 

94oC/2’ 

94 oC/1’ 

64 oC/1’ 

72 oC/2’ 

72 oC/7’ 

 

94oC/2’ 

94 oC/1’ 

64oC/1’ 

72 oC/2’ 

72 oC/7’ 

 

94oC/2’ 

94 oC/1’ 

54 oC/1’ 

72 oC/2’ 

72 oC/7’ 

 

94oC/2’ 

94 oC/1’ 

60 oC/1’ 

72 oC/2’ 

72 oC/7’ 

 

94oC/2’ 

94 oC/1’ 

64 oC/1’ 

72 oC/2’ 

72 oC/7’ 

Nº Ciclos 35 35 35 35 35 35 
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Tabela 2- Descrição dos iniciadores utilizados em cada reação e dos tamanhos 

dos fragmentos obtidos em pares de base. 

 

Polimorfismo 

 

Seqüência 

Tamanho 

do 

fragmento 

Senso  5’CCCACTTTGAAGCAGGATTG 3’ MTHFD-1 1958G>A 

Anti-senso 5’CATCCCAATTCCCCTGATG 3’ 

 

232 pb 

Senso  5’AGAGTTCAAGGAGAGACTGGCAG 3’ SHMT-1 1420C>T 

Anti-senso 5’GTCAACAGTTCCCCTTTGGAGC 3’ 

 

217 pb 

Senso  5’AGTGTCACCTTCGTCCCCTC 3’ RFC-1 80G>A 

Anti-senso 5’CTCCCGCGTGAAGTTCTT 3’ 

 

230 pb 

Senso  5’CATGGAAGAATATGAAGATATTAGAC 3’ MTR 2756A>G 

Anti-senso 5’GAACTAGAAGACAGAAATTCTCTA 3’ 

 

189 pb 

Senso  5’CAGGCAAAGGCCATCGCAGAAGACAT 3’ MTRR 66A>G 

Anti-senso 5’CACTTCCCAACCAAAATTCTTCAAAG 3’ 

 

151 pb 

Senso  5’GTCAGGTGCTGGAACACCTAG 3’ TCII 776C>G 

Anti-senso 5´TAGGTCTTGTGGTTCAGAACG 3´ 

 

218 pb 

 

4.4.2- Digestão enzimática 

Após a PCR, cada produto obtido foi submetido à digestão com enzima 

de restrição específica. Todas as reações foram realizadas com incubação de 16 

horas. As concentrações das enzimas, temperaturas de reação, bem como os 

tamanhos dos fragmentos esperados após análise de cada polimorfismo, estão 

resumidos nas Tabelas 3 e 4. 
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Tabela 3- Condições das reações de digestão enzimática 

Enzima de restrição Quantidade (U)/15μL de PCR Temperatura ºC 

MspI 3 37 

MvaI 3 37 

HaeIII 3 37 

NdeI 5 37 

CfoI 5 37 

Eam 1104I 5 37 

 

Tabela 4- Tamanho dos fragmentos esperados, para cada genótipo, após 

digestão enzimática específica. 

Polimorfismo Genótipos 
Tamanho dos fragmentos em pares de base 

MTHFD-1 1958G>A GG 
 

125 e 107 

GA 
 

232, 125 e 127 

AA 
 

232 
TCII 776C>G CC 

 
128 e 90 

CG 
 

218, 128 e 90 

GG 
 

218 
MTR 2756A>G AA 

 
189 

AG 
 

189;159 e 30 

GG 
 

159 e 30 
MTRR 66 A>G AA 

 
126 e 25 

AG 
 

151, 126 e 25 

GG 
 

151 
RFC-1 80G>A GG 

 
125, 68 e 37 

GA 
 

162, 125, 68 e 37 

AA 
 

162 e 68 
SHMT-1 1420C>T CC 

 
131 e 86 

CT 
 

217, 131 e 86 

TT 
 

217 
 

As figuras 8, 9 e 10 ilustram as eletroforeses, após digestão com 

enzima de restrição específica para análise de cada um dos polimorfismos 

analisados neste estudo.  
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A

Figura 8- Eletroforese em gel de acrilamida 12%, corado com brometo de etídio. 

M= marcador de 50 pares de base. A: análise do polimorfismo MTHFD-1 

1958G>A; genótipo AA gera um fragmento de 232 pb, genótipo GA gera 

fragmentos de 232pb, 125pb e 107pb, genótipo GG gera fragmentos de 

125pb e 107 pb. B: análise do polimorfismo SHMT-1 1420C>T; genótipo 

CC gera fragmentos de 131pb e 86pb, genótipo CT gera fragmentos de 

217pb, 131pb e 86pb, genótipo TT gera um fragmento de 217pb.    

 

 

 

 

 B 
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C

Figura 9- Eletroforese em gel de acrilamida 12%, corado com brometo de etídio. 

M= marcador de 50 pares de base. C: análise do polimorfismo MTR 

2756A>G; genótipo GG gera um fragmento de 159 pb, genótipo AG 

gera fragmentos de 189pb e 159pb, genótipo AA gera um fragmento de 

189pb. D: análise do polimorfismo RFC-1 80G>A; genótipo AA gera 

fragmentos de 162pb e 68pb, genótipo GA gera fragmentos de 162pb, 

125pb e 68pb, genótipo GG gera fragmentos de 125pb e 68pb.    

 

 

 

 

 D 
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Figura 10- Eletroforese em gel de acrilamida 12%, corado com brometo de etídio. 

M= marcador de 50 pares de base. E: análise do polimorfismo MTRR 

66A>G; genótipo GG gera um fragmento de 151 pb, genótipo AG gera 

fragmentos de 151pb e 126pb, genótipo AA gera um fragmento de 

126pb. F: análise do polimorfismo TCII 776C>G; genótipo GG gera um 

fragmento de 218pb, genótipo CG gera fragmentos de 218pb, 128pb e 

90pb, genótipo CC gera fragmentos de 128pb e 90pb.   

  

4.5- Análise dos dados 

Para comparar as variáveis categóricas (polimorfismos) entre os grupos 

MSD e controle, foram utilizados teste Qui-quadrado e o teste Odds Ratio (OR), 

com intervalo de confiança (IC) de 95% (Fleiss, 1981). Para verificar se as 

variantes polimórficas dos genes estudados encontravam em equilíbrio de  

E F 



Hardy-Weinberg foi utilizado o teste de Qui-quadrado. Esses testes foram 

realizados no programa computacional EpiInfo 2007 TM, versão 3.4.1. 

Para analisar conjuntamente os polimorfismos entre os grupos, foi 

utilizada a análise de regressão logística (Conover, 1971; Siegel, 1975: Hosmer e 

Lemesho, 1989). Inicialmente foi realizada a análise univariada e em seguida, a 

análise multivariada usando o critério “Stepwise” de seleção das variáveis. Essa 

análise foi realizada utilizando o programa SAS System for Windows  

(Statistical Analysis System) versão 9.1.3.  

Foram considerados significativos, resultados onde p<0,01. Não foram 

necessárias correções nos valores de p obtidos nas comparações de freqüências 

alélicas e distribuições genotípicas entre grupo MSD e controle pois o número de 

análises realizadas foi compatível com o nível de significância (�= 0,01) adotado. 

As correções dos valores de p obtidos nas análises de regressão 

logística múltipla e univariada foram realizadas por meio do método de Bonferroni 

(Agresti, 1990) utilizando a função p.adjust em ambiente R (R Development Core 

Team, 2007).  

Na análise de OR, foram considerados significativos os valores nos 

quais o limite inferior do intervalo de confiança (IC=95%) foi maior que 1. 
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5.1- Caracterização da amostra 

A idade das mães de crianças portadoras de SD (grupo MSD) variou de 

24 a 35 anos (média=29,01; desvio padrão=2,18). Já no grupo controle a idade 

das mães variou de 29 a 35 anos (média=30,8; desvio padrão=1,46). Com 

relação à origem étnica, 92% das MSD eram caucasóides e 8% negróides, 

enquanto que 88% dos controles eram caucasóides e 12% negróides. 

 

5.2- Análise MTHFD-1 1958G>A 

Como ilustra a Tabela 5, em relação às variantes do gene MTHFD-1, 

tanto o grupo MSD quanto o grupo controle estão em Equilíbrio de  

Hardy-Weinberg. 

Tabela 5- Equilíbrio de Hardy-Weinberg em relação à distribuição genotípica do 

gene MTHFD-1. 

                     MSD                 controle  

Observado Esperado Observado Esperado 

GG (p
2
) 55 58 101 107 

GA (2pq) 105 99 178 167 

AA (q
2
) 40 43 

 

 

χ2
 (2) =0,36

p=0,83 61 66 

 

 

χ2
 (2) =0,72

p=0,7 

TOTAL 200 200  340 340  

 

A distribuição genotípica e as freqüências alélicas do grupo MSD e 

controle estão descritas, respectivamente, nas Tabelas 6 e 7. 

Tabela 6- Distribuição genotípica do polimorfismo 1958G>A, do gene MTHFD-1, 

nos grupos MSD e controle. 

Genótipo MSD controle TOTAL 

GG 55 (27,5%) 101 (29,7%) 156 (28,9%) 

GA 105 (52,5%) 178 (52,3%) 283 (52,4%) 

AA 40 (20%) 61 (18%) 101 (18,7%) 

TOTAL 200 (100%) 340 (100%) 540 (100%) 
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Tabela 7- Freqüência dos alelos G e A, do gene MTHFD-1, em 200 MSD e 340 

controles. 

 MSD controle 

f(G) 0,54 0,56 

f(A) 0,46 0,44 

 

Com relação à distribuição genotípica, não existe diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos MSD e controle (χ2
 (2) =0,5; p=0,78). 

A freqüência dos alelos G e A também não apresentou diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos MSD e controle (χ2= 0,08; p= 0,77; 

Odds Ratio=0,92<0,51<OR<1,67>). 

 

5.2- Análise SHMT-1 1420C>T 

Como ilustra a Tabela 8, em relação às variantes do gene SHMT-1, 

tanto o grupo MSD quanto o grupo controle estão em Equilíbrio de  

Hardy-Weinberg. 

Tabela 8- Equilíbrio de Hardy-Weinberg em relação à distribuição genotípica do 

gene SHMT-1. 

                   MSD                 controle  

Observado Esperado Observado Esperado 

CC (p
2
) 90 92 144 157 

CT (2pq) 92 87 173 148 

TT (q
2
) 18 21 

 

 

χ2
 (2) =0,39

p=0,82 23 35 

 

 

χ2
 (2) =4,99

p=0,08 

TOTAL 200 200  340 340  
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A distribuição genotípica e as freqüências alélicas dos grupos MSD e 

controle estão descritas, respectivamente, nas Tabelas 9 e 10. 

Tabela 9- Distribuição genotípica do polimorfismo 1420C>T, do gene SHTM-1, nos 

grupos MSD e controle. 

Genótipo MSD controle TOTAL 

CC 90 (45%) 144 (42,3%) 234 (43,3%) 

CT 92 (46%) 173 (51%) 265 (49,1%) 

TT 18 (9%) 23 (6,7%) 41 (7,6%) 

TOTAL 200 (100%) 340 (100%) 540 (100%) 

 

Tabela 10- Freqüência dos alelos C e T, do gene SHMT-1, em 200 MSD e 340 

controles. 

 MSD controle 

f(C) 0,68 0,68 

f(T) 0,32 0,32 

 

Com relação à distribuição genotípica não existe diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos MSD e controle (χ2
 (2) =1,64; p=0,44). 

A freqüência dos alelos C e T foi igual nos grupos MSD e controle (χ2= 

0,00; p= 1,00; Odds Ratio=1,00<0,53<OR<1,89>). 

 

5.3- Análise RFC-1 80G>A 

Como ilustra a Tabela 11, em relação às variantes do gene RFC-1, 

tanto o grupo MSD quanto o grupo controle estão em Equilíbrio de  

Hardy-Weinberg. 
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Tabela 11- Equilíbrio de Hardy-Weinberg em relação a distribuição genotípica do 

gene RFC-1. 

                    MSD                controle  

Observado Esperado Observado Esperado 

GG(p
2
) 53 56 101 99 

GA(2pq) 106 100 163 169 

AA(q
2
) 41 44 

 

 

χ2
 (2) =0,36

p=0,83 76 72 

 

 

χ2
 (2) =0,24

p=0,89 

TOTAL 200 200  340 340  

 

A distribuição genotípica e as freqüências alélicas dos grupos MSD e controle 

estão descritas, respectivamente, nas Tabelas 12 e 13. 

Tabela 12- Distribuição genotípica do polimorfismo 80G>A, do gene RFC-1, nos 

grupos MSD e controle. 

Genótipo MSD controle TOTAL 

GG 53 (26,5%) 101 (29,7%) 154 (28,5%) 

GA 106 (53%) 163 (48%) 269 (49,8%) 

AA 41 (20,5%) 76 (22,3%) 117 (21,7%) 

TOTAL 200 (100%) 340 (100%) 540 (100%) 

 

Tabela 13- Freqüência dos alelos G e A, do gene RFC-1, em 200 MSD e 340 

controles. 

 MSD controle 

f(G) 0,53 0,54 

f(A) 0,47 0,46 

 

Com relação à distribuição genotípica não existe diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos MSD e controle (χ2
 (2) =1,3; p=0,52). 
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A freqüência dos alelos G e A também não apresentou diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos MSD e controle (χ2= 0,02; p= 0,89; 

Odds Ratio=0,96<0,53<OR<1,74>). 

 

5.4- Análise MTR 2756A>G 

Como ilustra a Tabela 14, em relação às variantes do gene MTR, tanto 

o grupo MSD quanto o grupo controle estão em Equilíbrio de Hardy-Weinberg. 

Tabela 14- Equilíbrio de Hardy-Weinberg em relação à distribuição genotípica do 

gene MTR. 

                   MSD                  controle  

Observado Esperado Observado Esperado 

AA(p
2
) 115 114 218 212 

AG(2pq) 72 74 103 113 

GG(q
2
) 13 12 

 

 

χ2
 (2) =0,07

p=0,96 19 15 

 

 

χ2
 (2) =1,02

p=0,60 

TOTAL 200 200  340 340  

 

A distribuição genotípica e as freqüências alélicas dos grupos MSD e 

controle estão descritas, respectivamente, nas Tabelas 15 e 16. 

Tabela 15- Distribuição genotípica do polimorfismo 2756A>G, do gene MTR, nos 

grupos MSD e controle. 

Genótipo MSD controle TOTAL 

AA 115 (57,5%) 218 (64,1%) 333 (61,6%) 

AG 72 (36%) 103 (30,3%) 175 (32,4%) 

GG 13 (6,5%) 19 (5,6%) 32 (6%) 

TOTAL 200 (100%) 340 (100%) 540 (100%) 
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Tabela 16- Freqüência dos alelos A e G, do gene MTR, em 200 MSD e 340 

controles. 

 MSD controle 

f(A) 0,75 0,79 

f(G) 0,25 0,21 

 

Com relação à distribuição genotípica não existe diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos MSD e controle (χ2
 (2) =2,34; p=0,31). 

A freqüência dos alelos A e G também não apresentou diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos MSD e controle (χ2= 0,45; p= 0,50; 

Odds Ratio=0,80<0,39<OR<1,62>). 

 

5.5- Análise MTRR 66A>G 

Como ilustra a Tabela 17, em relação às variantes do gene MTRR, 

tanto o grupo MSD quanto o grupo controle não estão em Equilíbrio de Hardy-

Weinberg. 

Tabela 17- Equilíbrio de Hardy-Weinberg em relação à distribuição genotípica do 

gene MTRR. 

                      MSD             controle  

Observado Esperado Observado Esperado 

AA(p
2
) 14 39 34 72 

AG(2pq) 146 98 246 169 

GG(q
2
) 40 63 

 

 

χ2
 (2) =37,5 

p=0,00000001 60 99 

 

 

χ2
 (2) =26,37

p=0,000002

TOTAL 200 200  340 340  
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A distribuição genotípica e as freqüências alélicas dos grupos MSD e 

controle estão descritas, respectivamente, nas Tabelas 18 e 19. 

Tabela 18- Distribuição genotípica do polimorfismo 66A>G, do gene MTRR, nos 

grupos MSD e controle. 

Genótipo MSD controle TOTAL 

AA 14 (7%) 34 (10%) 48 (8,9%) 

AG 146 (73%) 246 (72,4%) 392 (72,6%) 

GG 40 (20%) 60 (17,6%) 100 (18,5%) 

TOTAL 200 (100%) 340 (100%) 540 (100%) 

 

Tabela 19- Freqüência dos alelos A e G, do gene MTRR, em 200 MSD e 340 

controles. 

 MSD controle 

f(A) 0,44 0,46 

f(G) 0,56 0,54 

 

Com relação à distribuição genotípica não existe diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos MSD e controle (χ2
 (2) =1,66; p=0,44). 

A freqüência dos alelos A e G também não apresentou diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos MSD e controle (χ2= 0,08; p= 0,78; 

Odds Ratio= 0,92<0,51<OR<1,67>). 

 

5.6- Análise TCII 776C>G 

Como ilustra a Tabela 20, em relação às variantes do gene TCII, tanto o 

grupo MSD quanto o grupo controle estão em Equilíbrio de Hardy-Weinberg. 
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Tabela 20- Equilíbrio de Hardy-Weinberg em relação à distribuição genotípica do 

gene TCII. 

                   MSD controle  

Observado Esperado Observado Esperado 

CC(p
2
) 54 60 141 131 

CG(2pq) 113 99 142 160 

GG(q
2
) 33 41 

 

 

χ2
 (2) =2,11

p=0,35 57 49 

 

 

χ2
 (2) =2,04

p=0,36 

TOTAL 200 200  340 340  

 

A distribuição genotípica e as freqüências alélicas dos grupos MSD e 

controle estão descritas, respectivamente, nas Tabelas 21 e 22. 

Tabela 21- Distribuição genotípica do polimorfismo 776C>G, do gene TCII, nos 

grupos MSD e controle. 

Genótipo MSD controle TOTAL 

CC 54 (27%) 141 (41,5%) 195 (36,1%) 

CG 113 (56,5%) 142 (41,7%) 255 (47,2%) 

GG 33 (16,5%) 57 (16,7%) 90 (16,7%) 

TOTAL 200 (100%) 340 (100%) 540 (100%) 

 

Tabela 22- Freqüência dos alelos C e G, do gene TCII, em 200 MSD e 340 

controles. 

 MSD controle 

f(C) 0,55 0,62 

f(G) 0,45 0,38 

 

Comparando o número de indivíduos com os genótipos CC, CG e GG 

entre os grupos MSD e controle observa-se uma diferença estatisticamente 

significativa (χ2
 (2) =13,10; p= 0,0014). 
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A freqüência dos alelos C e G não apresentou diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos MSD e controle (χ2=1,00; p=0,32; 

Odds Ratio=0,75 <0,41<OR<1,37>). 

 

5.7- Análise de regressão logística univariada  

Os resultados das regressões logísticas univariadas, para avaliação do 

efeito dos genótipos heterozigoto e homozigoto mutante no risco de nascimentos 

com SD, estão demonstrados no Quadro 1. 

Quadro1- Resultados das regressões logísticas univariadas para estudo do risco 

de gestações com SD. 

Variável Níveis de 
comparação 

Parâmetro 
estimado 

Erro 
padrão 

p-valor p-valor 
corrigido* 

Odds 
Ratio 

IC 95% 

MTHFD-1 GAXGG 0,0800 0,2100 0,7000 1,0000 1,08 0,72 - 1,62 

        

 AAXGG 0,1800 0,2600 0,4800 1,0000 1,20 0,71 – 2,02 

        
SHMT-1 CTXCC -0,1600 0,1900 0,3900 1,0000 0,85 0,59 – 1,23 

        

 TTxCC 0,2200 0,3400 0,5100 1,0000 1,25 0,64 – 2,45 

        
RFC-1 GAXGG 0,2100 0,2100 0,3800 1,0000 1,24 0,82 – 1,87 

        

 AAXGG 0,2800 0,2600 0,9100 1,0000 1,03 0,62 – 1,70 

        
MTR AGXAA 0,2800 0,1900 0,1400 1,0000 1,32 0,91 – 1,93 

        

 GGXAA 0,2600 0,3800 0,4900 1,0000 1,29 0,62 – 2,72 

        
MTRR AGXAA 0,3600 0,3300 0,2700 1,0000 1,44 0,75 – 2,76 

        

 GGXAA 0,4800 0,3700 0,2000 1,0000 1,62 0,77 – 3,39 

        
TCII CGXCC 0,7300 0,2000 0,0003 0,0036 2,08 1,39 – 3,09 

        

 GGXCC 0,4100 0,2700 0,1275 1,0000 1,51 0,89 – 2,57 

*Correção por Bonferroni 
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As análises de regressão logística univariada para MSD e controles, 

demonstraram que o polimorfismo TCII 776C>G é significativo, sendo que 

mulheres com o genótipo heterozigoto (CG) apresentam duas vezes mais chance 

de pertencer ao grupo MSD que ao grupo controle. 

 

5.8- Análise de regressão logística múltipla 

Os resultados das regressões logísticas múltiplas, para análise da 

influência das variantes polimórficas (variável independente) no risco de gestação 

com SD (variável dependente), estão demonstrados no Quadro 2. 

Quadro 2- Resultados das regressões logísticas múltiplas. 

Modelo completo 

Variável Parâmetro estimado Erro padrão p-valor  *p-valor corrigido 

Intercept -1,64 0,44 0,0002 0,0028 

MTHFD-1 GA 0,12 0,21 0,5900 1,0000 

MTHFD-1 AA 0,21 0,27 0,4200 1,0000 

SHMT-1 CT -0,21 0,19 0,2800 1,0000 

SHMT-1 TT 0,17 0,35 0,6200 1,0000 

RFC-1  GA 0,21 0,21 0,3300 1,0000 

RFC-1  AA 0,08 0,26 0,9700 1,0000 

MTR AG 0,31 0,2 0,1200 1,0000 

MTR GG 0,29 0,39 0,4500 1,0000 

MTRR AG 0,44 0,34 0,2000 1,0000 

MTRR GG 0,52 0,39 0,1800 1,0000 

TCII CG 0,76 0,21 0,0003 0,0042 

TCII GG 0,41 0,27 0,1336 1,0000 

*Correção por Bonferroni 
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Os resultados das regressões logísticas múltiplas, comparando grupos 

MSD e controle, utilizando o processo de seleção de variáveis “stepwise”, 

confirmam que apenas a substituição de uma citosina por uma guanina na posição 

776 do gene TCII é significativa (p=0,0042) e que o risco está associado ao 

genótipo heterozigoto.  

 

5.9- Interação entre o polimorfismo TCII 776 C>G e os demais polimorfismos 

estudados 

Diante do resultado obtido, foi realizada a análise do efeito da interação 

do polimorfismo TCII 776C>G com os outros polimorfismos estudados. Esta 

análise encontra-se descrita no Quadro 3. 

Quadro 3- Estudo da interação entre o polimorfismo TCII 776C>G e os outros 

polimorfismos analisados nesse estudo. 

Efeito p-valor #p-valor corrigido  
MTHFD-1 0,530  

TCII 0,820  

MTHFD-1*TCII 0,420 1,000 

RFC-1 0,670  

TCII 0,049  

RFC-1*TCII 0,740 1,000 

MTRR 0,510  

TCII 0,300  

MTRR*TCII 0,980 1,000 

SHMT-1 0,990  

TCII 0,033  

SHMT-1*TCII 0,740 1,000 

MTR 0,070  

TCII 0,0003  

MTR*TCII 0,260 1,000 

#Correção por Bonferroni 
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Os polimorfismos MTHFD-1 1958G>A, SHMT-1 1420C>T, RFC-1 

80G>A, MTR 2756A>G e MTRR 66A>G quando associados com o polimorfismo 

TCII 776C>G não representaram aumento no risco de nascimento com SD.  

 

5.10- Estudo do efeito da presença de um ou dois alelos alterados para 

ambos os genes MTHFD-1 E SHMT-1 

A Tabela 23 compara o número de mães com os genótipos MTHFD-1 

1958GA/SHMT-1 1420CT, MTHFD-1 1958AA/SHMT-1 1420TT, MTHFD-1 

1958AA/SHMT-1 1420CT e MTHFD-1 1958GA/SHMT-1 1420TT nos grupos MSD 

e controle, com o objetivo de avaliar se a presença combinada de alteração em 

ambos os genes MTHFD-1 e SHMT-1 aumenta o risco de gerar uma criança com 

SD.  

Tabela 23- A Tabela 23 compara a soma do número de mães que possuem um 

alelo variante para os dois genes (GA/CT) ou um alelo variante para 

um gene e dois para o outro gene (AA/CT, GA/TT) ou dois alelos 

variantes para os dois genes (AA/TT) e a soma do número de mães 

com os demais genótipos entre os grupos MSD e controle. O resultado 

obtido não demonstrou diferença estatisticamente significativa. 

Genótipos MSD CONTROLE Resultado 

 

 

GA/CT 

AA/TT 

AA/CT 

GA/TT 

 

77 

 

142 

Demais genótipos 123 198 

 

 

Odds Ratio=0,87 

<0,60<OR<1,27> 

χ2=0,56 ; p=0,45 

TOTAL 200 340  
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5.11- Estudo do efeito da presença de um ou dois alelos alterados para 

ambos os genes MTHFD-1 E MTR 

A Tabela 24 compara o número de mães com os genótipos MTHFD-1 

1958GA/MTR 2756AG, MTHFD-1 1958AA/MTR 2756GG, MTHFD-1 1958AA/MTR 

2756AG e MTHFD-1 1958GA/MTR 2756GG entre os grupos MSD e controle, com 

o objetivo de avaliar se a presença combinada de alteração em ambos os genes 

MTHFD-1 e MTR aumenta o risco de gerar uma criança com SD.  

Tabela 24- A Tabela 24 compara a soma do número de mães que possuem um 

alelo variante para os dois genes (GA/AG) ou um alelo variante para 

um gene e dois para o outro gene (AA/AG, GA/GG) ou dois alelos 

variantes para os dois genes (AA/GG) e a soma do número de mães 

com os demais genótipos entre os grupos MSD e controle. O resultado 

obtido não demonstrou diferença estatisticamente significativa.    

Genótipos MSD CONTROLE Resultado 

 

 

GA/AG 

AA/GG 

AA/AG 

GA/GG 

 

56 

 

76 

Demais genótipos 144 264 

 

 

Odds Ratio=1,35 

<0,89<OR<2,06> 

χ2=2,17 ; p=0,14 

TOTAL 200 340  
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5.12- Estudo do efeito da presença de um ou dois alelos alterados para 

ambos os genes MTHFD-1 E MTRR 

A Tabela 25 compara o número de mães com os genótipos MTHFD-1 

1958GA/MTRR 66AG, MTHFD-1 1958AA/MTRR 66GG, MTHFD-1 1958AA/MTRR 

66AG e MTHFD-1 1958GA/MTRR 66GG entre os grupos MSD e controle, com o 

objetivo de avaliar se a presença combinada de alteração em ambos os genes 

MTHFD-1 e MTRR aumenta o risco de gerar uma criança com SD.  

Tabela 25- A Tabela 25 compara a soma do número de mães que possuem um 

alelo variante para os dois genes (GA/AG) ou um alelo variante para 

um gene e dois para o outro gene (AA/AG, GA/GG) ou dois alelos 

variantes para os dois genes (AA/GG) e a soma do número de mães 

com os demais genótipos entre os grupos MSD e controle. O resultado 

obtido não demonstrou diferença estatisticamente significativa.    

Genótipos MSD CONTROLE Resultado 

 

GA/AG 

AA/GG 

AA/AG 

GA/GG 

 

134 

 

217 

Demais genótipos 66 123 

 

Odds Ratio=1,15 

<0,78<OR<1,69> 

χ2=0,56 ; p=0,45 

TOTAL 200 340  

 

5.13- Estudo do efeito da presença de um ou dois alelos alterados para 

ambos os genes SHMT-1 E MTR 

A Tabela 26 compara o número de mães com os genótipos SHMT-1 

1420CT/MTR 2756AG, SHMT-1 1420TT/MTR 2756GG, SHMT-1 1420TT/MTR 

2756AG e SHMT-1 1420CT/MTR 2756GG entre os grupos MSD e controle, com o 

objetivo de avaliar se a presença combinada de alteração em ambos os genes 

SHMT-1 e MTR aumenta o risco de gerar uma criança com SD.  
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Tabela 26- A Tabela 26 compara a soma do número de mães que possuem um 

alelo variante para os dois genes (CT/AG) ou um alelo variante para 

um gene e dois para o outro gene (TT/AG, CT/GG) ou dois alelos 

variantes para os dois genes (TT/GG) e a soma do número de mães 

com os demais genótipos entre os grupos MSD e controle. O 

resultado obtido não demonstrou diferença estatisticamente 

significativa.    

Genótipos MSD CONTROLE Resultado 

 

 

CT/AG 

TT/GG 

TT/AG 

CT/GG 

 

49 

 

75 

Demais genótipos 151 265 

 

 

Odds Ratio=1,15 

<0,74<OR<1,77> 

χ2=0,42 ; p=0,52 

TOTAL 200 340  

 

 

5.14- Estudo do efeito da presença de um ou dois alelos alterados para 

ambos os genes SHMT-1 E MTRR 

A Tabela 27 compara o número de mães com os genótipos SHMT-1 

1420CT/MTRR 66AG, SHMT-1 1420TT/MTRR 66GG, SHMT-1 1420TT/MTRR 

66AG e SHMT-1 1420CT/MTRR 66GG entre os grupos MSD e controle, com o 

objetivo de avaliar se a presença combinada de alteração em ambos os genes 

SHMT-1 e MTRR aumenta o risco de gerar uma criança com SD.  
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Tabela 27- A Tabela 27 compara a soma do número de mães que possuem um 

alelo variante para os dois genes (CT/AG) ou um alelo variante para 

um gene e dois para o outro gene (TT/AG, CT/GG) ou dois alelos 

variantes para os dois genes (TT/GG) e a soma do número de mães 

com os demais genótipos entre os grupos MSD e controle. O resultado 

obtido não demonstrou diferença estatisticamente significativa.    

Genótipos MSD CONTROLE Resultado 

 

CT/AG 

TT/GG 

TT/AG 

CT/GG 

 

103 

 

174 

Demais genótipos 97 166 

 

Odds Ratio=1,01 

<0,7<OR<1,46> 

χ2=0,01; p=0,94 

TOTAL 200 340  

 

 

5.15- Estudo do efeito da presença de um ou dois alelos alterados para 

ambos os genes RFC-1 E MTHFD-1 

A Tabela 28 compara o número de mães com os genótipos RFC-1 

80GA/MTHFD-1 1958GA, RFC-1 80AA/MTHFD-1 1958AA, RFC-1 80AA/MTHFD-1 

1958GA e RFC-1 80GA/MTHFD-1 1958AA entre os grupos MSD e controle, com o 

objetivo de avaliar se a presença combinada de alteração em ambos os genes, 

RFC-1 e MTHFD-1, aumenta o risco de gerar uma criança com SD.  
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Tabela 28- A Tabela 28 compara a soma do número de mães que possuem um 

alelo variante para os dois genes (GA/GA) ou um alelo variante para 

um gene e dois para o outro gene (AA/GA, GA/AA) ou dois alelos 

variantes para os dois genes (AA/AA) e a soma do número de mães 

com os demais genótipos entre os grupos MSD e controle. O resultado 

obtido não demonstrou diferença estatisticamente significativa.    

Genótipos MSD CONTROLE Resultado 

 

 

GA/GA 

AA/AA 

AA/GA 

GA/AA 

 

107 

 

174 

Demais genótipos 93 166 

 

Odds Ratio=1,10 

<0,76<OR<1,58> 

χ2=0,27 ; p=0,60 

TOTAL 200 340  

 

 

5.16- Estudo do efeito da presença de um ou dois alelos alterados para 

ambos os genes RFC-1 E SHMT-1 

A Tabela 29 compara o número de mães com os genótipos RFC-1 

80GA/SHMT-1 1420CT, RFC-1 80AA/SHMT-1 1420TT, RFC-1 80AA/SHMT-1 

1420CT e RFC-1 80GA/SHMT-1 1420TT entre os grupos MSD e controle, com o 

objetivo de avaliar se a presença combinada de alteração em ambos os genes, 

RFC-1 e SHMT-1, aumenta o risco de gerar uma criança com SD.  
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Tabela 29- A Tabela 29 compara a soma do número de mães que possuem um 

alelo variante para os dois genes (GA/CT) ou um alelo variante para 

um gene e dois para o outro gene (AA/CT, GA/TT) ou dois alelos 

variantes para os dois genes (AA/TT) e a soma do número de mães 

com os demais genótipos entre os grupos MSD e controle. O resultado 

obtido não demonstrou diferença estatisticamente significativa.    

Genótipos MSD CONTROLE Resultado 

 

 

GA/CT 

AA/TT 

AA/CT 

GA/TT 

 

80 

 

142 

Demais genótipos 120 198 

 

Odds Ratio=0,93 

<0,64<OR<1,35> 

χ2=0,16 ; p=0,68 

TOTAL 200 340  

 

5.17- Estudo do efeito da presença de um ou dois alelos alterados para 

ambos os genes RFC-1 E MTR 

A Tabela 30 compara o número de mães com os genótipos RFC-1 

80GA/MTR 2756AG, RFC-1 80AA/MTR 2756GG, RFC-1 80AA/MTR 2756AG e 

RFC-1 80GA/MTR 2756GG entre os grupos MSD e controle, com o objetivo de 

avaliar se a presença combinada de alteração em ambos os genes, RFC-1 e MTR, 

aumenta o risco de gerar uma criança com SD.  
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Tabela 30- A Tabela 30 compara a soma do número de mães que possuem um 

alelo variante para os dois genes (GA/AG) ou um alelo variante para 

um gene e dois para o outro gene (AA/AG, GA/GG) ou dois alelos 

variantes para os dois genes (AA/GG) e a soma do número de mães 

com os demais genótipos entre os grupos MSD e controle. O resultado 

obtido não demonstrou diferença estatisticamente significativa.    

Genótipos MSD CONTROLE Resultado 

 

 

GA/AG 

AA/GG 

AA/AG 

GA/GG 

 

67 

 

93 

 

Demais genótipos 133 247 

 

Odds Ratio=1,34 

<0,90<OR<1,99> 

χ2=2,28 ; p=0,13 

TOTAL 200 340  

 

5.18- Estudo do efeito da presença de um ou dois alelos alterados para 

ambos os genes RFC-1 E MTRR 

 

A Tabela 31 compara o número de mães com os genótipos RFC-1 

80GA/MTRR 66AG, RFC-1 80AA/MTRR 66GG, RFC-1 80AA/MTRR 66AG e RFC-

1 80GA/MTRR 66GG entre os grupos MSD e controle, com o objetivo de avaliar 

se a presença combinada de alteração em ambos os genes, RFC-1 e MTRR, 

aumenta o risco de gerar uma criança com SD.  
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Tabela 31- A Tabela 31 compara a soma do número de mães que possuem um 

alelo variante para os dois genes (GA/AG) ou um alelo variante para 

um gene e dois para o outro gene (AA/AG, GA/GG) ou dois alelos 

variantes para os dois genes (AA/GG) e a soma do número de mães 

com os demais genótipos entre os grupos MSD e controle. O resultado 

obtido não demonstrou diferença estatisticamente significativa.    

Genótipos MSD CONTROLE Resultado 

 

 

GA/AG 

AA/GG 

AA/AG 

GA/GG 

 

137 

 

210 

Demais genótipos 63 130 

 

Odds Ratio=1,35 

<0,91<OR<1,98> 

χ2=2,48; p=0,11 

TOTAL 200 340  

 

5.19- Estudo do efeito da presença de um ou dois alelos alterados para 

ambos os genes MTRR E MTR 

A MTRR desempenha a função de manter a MTR em seu estado ativo. 

Portanto a presença de um ou dois alelos polimórficos no gene MTRR prejudicaria 

o funcionamento da MTR independente da presença ou ausência de alelos 

polimórficos no gene que codifica essa enzima.  

Assim sendo, na Tabela 32 comparamos o número de mães que 

possuem pelo menos um alelo variante para MTRR ou/e MTR, entre os grupos 

MSD e controle. 
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Tabela 32- A Tabela 32 compara a soma do número de mães que possuem pelo 

menos um alelo variante para MTRR e/ou MTR e a soma do número 

de mães sem nenhum alelo alterado, com relação aos polimorfismos 

MTRR 66A>G e MTR 2756A>G, entre os grupos MSD e controle. O 

resultado obtido não demonstrou diferença estatisticamente 

significativa.    

Genótipos MSD CONTROLE Resultado 

 

 

AA/AG 

AG/AA 

GG/AA 

AA/GG 

GG/GG 

GG/AG 

GA/GG 

AG/AG 

 

196 

 

323 

AA/AA 6 17 

 

 

 

Odds Ratio=1,70 

<0,62<OR<4,92> 

χ2=1,23 ; p=0,27 

TOTAL 200 340  
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6.1- Aspectos gerais 

Estudos recentes dão suporte a hipótese de que o padrão de metilação 

do DNA pode estar associado a alterações epigenéticas na estrutura da cromatina 

requerida para uma segregação cromossômica normal. A perda de grupos metil 

em sítios CpG metilados pode ocorrer durante a atividade de reparo por excisão 

de nucleotídeos (Brooks et al, 1996), por desaminação espontânea da 5-metil 

citosina (Gonzalgo e Jones, 1997) ou durante a recombinação cromossômica 

(Bestor e Tycko, 1996). A falha da DNA-metiltransferase na remetilação do DNA, 

ocasionada pela deficiência de folato, resultaria na perda permanente do padrão 

de metilação (Hobbs, 2000). 

Diante disso o presente trabalho propôs que mutações em enzimas 

envolvidas no metabolismo do folato seriam fatores de risco para não-disjunção do 

cromossomo 21, sendo o primeiro a analisar os polimorfismos MTHFD-1 

1958G>A, SHMT-1 1420C>T, TCII 776C>G e o efeito da interação entre os 

genótipos: MTHFD-1 1958GA e 1958AA, SHMT-1 1420CT e TT, RFC-1 80GA e 

AA, TCII 776CG e GG, MTR 2756AG e GG e MTRR 66AG e GG no risco de gerar 

um filho com SD.  

 

6.2- MTHFD-1 

Com relação ao polimorfismo 1958G>A do gene MTHFD-1,  

Brody et al. (2002) não encontraram uma correlação entre o genótipo 1958AA e 

alterações na concentração plasmática ou intracelular de folato e de homocisteína 

em mães de pacientes com DTN. Este resultado já era esperado porque, de 

acordo com West et al. (1996), embora o gene MTHFD-1 indiretamente participe 

do ciclo da metionina fornecendo 5,10-metilenoTHF, este papel é melhor 

desempenhado pela enzima SHMT-1. No entanto, o domínio sintase realiza a 

conversão de THF em 10-formilTHF que é doador de cofator para biosíntese de 

novo de purina (Barlowe e Appling, 1990; West et al., 1996). Desse modo o 
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genótipo de risco (MTHFD-1 1958AA) afetaria então a taxa de síntese de DNA e 

conseqüentemente a taxa de divisão celular (Brody et al., 2002). 

Quanto a associação deste polimorfismo e aumento no risco de 

gestações com DTN os resultados são discordantes: um estudo realizado na 

Irlanda encontrou uma diferença estatisticamente significativa na distribuição 

genotípica entre grupo caso e controle (Odds Ratio= 1,52 <1,16<OR<1,99> IC 

95%; p=0,003) (Brody et al., 2002); outro estudo caso-controle realizado com 

amostras de DNAs de mães também originadas da Irlanda confirmaram a 

associação entre o genótipo considerado de risco (AA) e aumento no risco de 

gerar um filho com DTN (Odds Ratio= 1, 49 <1,07<OR<2,09> IC 95%; p=0,009) 

(Parle-Mcdermott et al., 2006); já um estudo realizado na Itália não encontrou 

nenhuma diferença significativa na freqüência do alelo ou do genótipo entre grupo 

de mães caso e controle. As possíveis razões para esta discrepância podem ser a 

heterogeneidade entre as populações estudadas e os diferentes fatores 

ambientais existentes na Irlanda e na Itália (Marco et al., 2006).  

Uma vez que tanto a SD como DTN podem estar relacionados a 

polimorfismos do metabolismo do folato, é interessante imaginar que em famílias 

que possuam indivíduos com a síndrome também apresentem casos de DTN e 

vice-versa. De fato, Barkai et al. (2003) encontraram um aumento significativo nos 

casos de síndrome de Down em famílias que possuíam eventos de DTN 

(p<0,00001), e um aumento significativo de casos de DTN em famílias que 

apresentavam casos de síndrome de Down (p<0,001), demonstrando, portanto, 

uma relação forte na etiologia das duas manifestações clínicas. No entanto, 

apesar de em alguns casos o polimorfismo MTHFD-1 1958G>A estar associado a 

gestações com DTN, nosso estudo não encontrou associação entre os genótipos 

GA e AA e acréscimo no risco de gerar uma criança com SD. A distribuição 

genotípica e a freqüência dos alelos não divergiu significativamente entre MSD e 

controle. 
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6.3- SHMT-1 

Com relação ao polimorfismo 1420C>T do gene SHMT-1,  

Heil et al. (2001) não observaram aumento no risco de DTN e relataram que no 

grupo caso a freqüência do genótipo CC era significativamente maior quando 

comparado ao grupo controle (grupo caso: 53,8%CC; grupo controle: 45%CC). 

Relataram também um aumento na concentração de homocisteína plasmática e 

redução da concentração de folato plasmático e intracelular em mães com o 

genótipo selvagem.  

Relton et al. (2004) encontraram um resultado semelhante: freqüência 

do alelo C significativamente maior em mães de pacientes com DTN (p=0,0036).  

Niclot et al. (2006) analisaram o efeito deste SNP no risco de linfoma 

folicular (FL) e verificaram que a freqüência do alelo variante T no grupo controle 

foi maior (32,7%) do que no grupo caso (29,9%).  

Diante destes resultados foi sugerido que o polimorfismo ofereceria um 

efeito protetor contra FL e gestações com DTN (Heil et al., 2001; Relton et al., 

2004; Niclot et al., 2006).  

Uma possível explicação para este fato é que o substrato  

5,10-metilenoTHF pode ser direcionado para a biosíntese de nucleotídeos ou pode 

ser reduzido a 5-metilTHF que irá doar um grupo metil para remetilação de 

homocisteína a metionina (precursor de SAM). Sob condições celulares normais, a 

reação de redução do 5,10 metilenoTHF é controlada pela concentração de SAM: 

altos níveis celulares de SAM inibeM MTHFR. Isso garante que exista um 

equilíbrio na competição por folato entre a síntese de nucleotídeos e a síntese de 

SAM (Herbig et al., 2002). Entretanto Herbig et al. (2002) e Hayashi et al. (2007) 

concluíram que a enzima SHMT-1 influencia nessa competição dando prioridade à 

via de síntese de precursores de DNA. SHMT-1 atua através de três mecanismos: 

(1) captura 5,10-metilenoTHF para a síntese de dTMP esgotando a disponibilidade 

deste; (2) aumenta a concentração de THF para a produção de 10-formilTHF; (3) 

seqüestra 5metilTHF e inibe a remetilação da homocisteína a metionina.  
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Nossos resultados não indicam divergência estatisticamente 

significativa na distribuição do genótipo entre MSD e controle. Também não 

verificamos divergência na freqüência dos alelos entre os dois grupos. Portanto 

diferentemente dos dados encontrados para as manifestações clínicas 

supracitadas, não observamos nenhum efeito do alelo selvagem C no risco de 

gerar uma criança com SD e também não observamos efeito protetor do alelo 

variante T. 

 

6.4- RFC-1 

Estudos encontraram evidências de que a proteína RFC-1 é 

responsável pela internalização celular do 5-metilTHF (Branda et al., 1985; 

Moscow et al., 1995). Desse modo, o presente estudo supôs que o polimorfismo 

80G>A no gene que codifica essa proteína poderia estar relacionado com baixa 

concentração intracelular de folato e conseqüentemente representar um fator de 

risco para gestações com SD. No entanto não encontramos diferença 

estatisticamente significativa na distribuição genotípica ou nas freqüências alélicas 

entre os grupos MSD e controle, não confirmando a hipótese. Nossos dados 

concordam com os obtidos na França por Chango et al. (2005).  

Uma possível explicação para esses resultados é a existência de um 

outro mecanismo de absorção de folato conhecido como potocitose, mediado por 

receptores de folato que permanecem ancorados à membrana das células de 

vários tecidos por uma cauda glicosil-fosfatidil-inositol (Antony, 1996;  

Chango et al., 2000).  

Morin et al. (2003) não encontraram associação entre o polimorfismo 

80G>A e acréscimo no risco de DTN (Odds Ratio= 1,39 <0,55<OR<3,54> IC 95%) 

porém, foi constatada uma concentração intracelular de folato significativamente 

menor em indivíduos com genótipo 80AA. Já no estudo realizado por  

Chango et al. (2000) não foi observado alteração na concentração de folato 

presente nas células sangüíneas vermelhas e no plasma de indivíduos que 

possuíam um ou dois alelos mutados. 
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6.5- MTR 

A enzima MTR desempenha um papel essencial na produção de SAM 

transferindo um grupo metil do 5-metilTHF para homocisteína.  

O polimorfismo mais comum descrito no gene MTR (2756A>G) leva a 

substituição de um aminoácido polar por um aminoácido apolar, alterando a 

estrutura tridimensional da proteína e prejudicando seu funcionamento  

(Van-Der-Put et al., 1997). Conseqüentemente, indivíduos com o genótipo AG ou 

GG apresentariam aumento na concentração de homocisteína, redução na 

produção de SAM e maior chance de segregação cromossômica aberrante.  

No entanto nossos resultados não relatam divergências na distribuição 

genotípica ou na freqüência alélica entre grupo MSD e controle, não oferecendo 

evidências que comprovem essa hipótese. Os resultados dos estudos realizados 

no Brasil por Biselli et al. (2008) e Silva et al. (2005) e o realizado na França por 

Chango et al. (2005) são concordantes com os obtidos neste trabalho.  

Entretanto um estudo caso-controle, realizado na Sicília, apresentou um 

resultado diferente: MTR 2756AG e GG foi considerado um fator de risco para 

gestações com SD (Odds Ratio= 3,5 <1,2<OR<10,9> IC 95%) (Bosco et al., 2003).  

 O contraste entre as conclusões pode ser explicado pela diferença 

entre as populações, com componentes étnicos variados influenciando cada 

amostra.  

 

6.6- MTRR 

A enzima MTRR desenvolve a função de manter MTR ativa. Portanto 

mutações no gene que codifica MTRR teria um impacto sobre a metilação do DNA 

e conseqüentemente sobre a não-disjunção cromossômica.    
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O polimorfismo MTRR 66A>G foi associado com aumento no risco de 

gerar uma criança com SD em três recentes estudos caso-controle  

(Hobbs et al.,2000; O’Leary et al., 2002; Wang et al., 2008).  

Nossos resultados, porém, não indicaram diferença estatisticamente 

significativa na frequência alélica e na distribuição genotípica entre grupo MSD e 

controle. Os resultados obtidos por Bosco et al. (2003), Chango et al. (2005) e 

Silva et al. (2005) são concordantes. 

Os dados obtidos neste trabalho relatam que as variantes do gene 

MTRR não estão em equlibrio de Hardy-Weinberg. Outro estudo, realizado 

também no Brasil por Silva et al. (2005), constatou um desvio no equilíbrio de 

Hardy-Weinberg em seu grupo CASO.       

A formulação da lei de Hardy –Weinberg supõe uma população grande, 

onde as reproduções são aleatórias com relação ao locus em questão e onde não 

há taxa apreciável de mutação, seleção contra nenhum genótipo em particular, 

deriva genética e fluxo gênico. Evidentemente essas condições estabelecidas para 

a obtenção do equilíbrio de Hardy - Weinberg não são satisfeitas completamente 

por nenhuma população real, seja ela humana ou não. Aliás, o que torna possível 

explicar o processo evolutivo dos seres vivos em termos mendelianos é, 

justamente, essa desobediência ao modelo teórico (Beiguelman 1996;  

Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004). 

Quando há casamento preferencial, endogamia ou estratificação o 

resultado para qualquer locus com mais de um alelo é um excesso de 

homozigotos, diferente do que observamos em nossos resultados. Além disso, 

esses fatores, assim como fluxo gênico e deriva genética, refletiriam em alteração 

do equilíbrio de Hardy – Weinberg também nos outros polimorfismos estudados. 

Portanto, sugerimos que o fator atuante dentro da população avaliada pode ser 

seleção natural a favor do heterozigoto.   
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6.7- TCII 

A vitamina B12 é essencial para as reações de metilação pois atua como 

cofator para a enzima MTR. A proteína responsável pelo transporte desse 

nutriente para as células é a TCII. 

Namour et al. (1998) e Namour et al. (2001) observaram que a troca de 

uma citosina por uma guanina na posição 776 afeta negativamente o nível de 

transcrição do gene que codifica TCII. Além disso, Afman et al. (2001),  

Afman et al. (2002) e Miller et al. (2002) sugerem que essa alteração genética 

causa também a perda de afinidade da enzima pela vitamina B12. Diante disso, o 

presente estudo sugeriu que o polimorfismo 776C>G poderia levar a hipometilação 

do DNA e não-disjunção do cromossomo 21.  

Estudos recentes associaram o alelo mutante G com fissura labial  

não-sindrômica, com ou sem fenda de palato (Martinelli et al., 2006), DTN  

(Afman et al., 2002) e aborto espontâneo (Zetterberg et al., 2002). 

Nossos resultados indicam que o polimorfismo 776C>G pode estar 

associado com um aumento de duas vezes no risco de gestações com SD  

(Odds Ratio=2,08<1,39<OR<3,09>), sendo o primeiro estudo a investigar e relatar 

tal associação.  

 

6.8- Interação entre os genótipos   

Como a metilação do DNA está relacionada a um metabolismo regido 

por várias etapas bioquímicas catalisadas por diferentes enzimas é de se esperar 

que exista uma interação gene-gene. Bosco et al. (2003) não encontraram 

associação entre o polimorfismo MTRR 66A>G  e aumento no risco de não- 

disjunção do cromossomo 21. Porém quando o analisou em conjunto com o 

polimorfismo MTR 2756A>G, verificou que mulheres heterozigotas para ambas 

mutações possuem um risco cinco vezes maior de gerar uma criança com SD.  
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Nos resultados obtidos por este estudo, entretanto, não observamos 

efeito somatório significativo quando analisamos diferentes interações entre os 

polimorfismos.  

 

6.9- Considerações finais 

O estudo realizado por James et al. 1999 forneceu um argumento para 

a assciação entre metabolismo celular do folato, metilação do DNA e segregação 

cromossômica anormal. Desde então, muitos estudos investigam polimorfismos 

em enzimas envolvidas na via metabólica do ácido fólico como possíveis fatores 

genéticos de risco para não-disjunção do cromossomo 21. 

Nosso trabalho foi o primeiro a relatar uma associação do polimorfismo 

TCII 776C>G e aumento no risco de gestações com SD. Porém o impacto desse 

polimorfismo deve ser confirmado em outras áreas geográficas devido a 

heterogeneidade genética e nutricional de diferentes regiões. 

Nosso trabalho não encontrou evidências que sugiram associação entre 

os polimorfismos RFC-1 80G>A, MTR 2756A>G e MTRR A>G e aumento no risco 

de gerar um filho com SD. Resultados discrepantes podem ser devidos a 

diferenças étnicas e diferenças na interação entre os genes e gene-ambiente. 

Outro estudo realizado também em São Paulo (Brasil) obteve resultados 

semelhantes para os polimorfismos MTR 2756A>G e MTRR A>G  

(Silva et al., 2005). 

Nosso trabalho foi o primeiro a investigar os polimorfismos MTHFD-1 

1958G>A e SHMT-1 1420C>T não encontrando dados que suponham associação 

entre esses e aumento no risco de gestações com SD na amostra analisada. 

Entretanto resultados diferentes podem ser encontrados em outras populações 

com componentes étnicos distintos.   
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 As distribuições genotípicas dos genes MTHFD-1, SHMT-1, RFC-1, 

MTR e TCII encontram-se em equilíbrio de Hardy-Weinberg entre 

indivíduos do grupo MSD e controle. 

 As distribuições genotípicas do gene MTRR não se encontram em 

equilíbrio de Hardy-Weinberg nos grupos MSD e controle.  

 Com relação ao gene MTHFD-1, a freqüência dos alelos G e A, no 

grupo MSD, foi respectivamente 0,54 e 0,46. No grupo controle as 

freqüências alélicas observadas foram G=0,56 e A=0,44. 

 Com relação ao gene SHMT-1, a freqüência dos alelos C e T, tanto 

no grupo MSD quanto no grupo controle, foi respectivamente 0,68 e 

0,32. 

 Com relação ao gene RFC-1, a freqüência dos alelos G e A, no 

grupo MSD, foi respectivamente 0,53 e 0,47. No grupo controle as 

freqüências alélicas observadas foram G=0,54 e A=0,46. 

 Com relação ao gene MTR, a freqüência dos alelos A e G, no grupo 

MSD, foi respectivamente 0,75 e 0,25. No grupo controle as 

freqüências alélicas observadas foram A=0,79 e G=0,21.  

 Com relação ao gene MTRR, a freqüência dos alelos A e G, no 

grupo MSD, foi respectivamente 0,44 e 0,56. No grupo controle as 

freqüências alélicas observadas foram A=0,46 e G=0,54.  

 Com relação ao gene TCII, a freqüência dos alelos C e G, no grupo 

MSD, foi respectivamente 0,55 e 0,45. No grupo controle as 

freqüências alélicas observadas foram C=0,62 e G=0,38.  

 A distribuição genotípica dos polimorfismos MTHFD-1 1958G>A, 

SHMT-1 1420C>T, RFC-1 80G>A, MTR 2756A>G e MTRR 66A>G 

não diferiu significativamente entre os grupos MSD e controle.  
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 A distribuição genotípica do polimorfismo TCII 776C>G observada 

nos grupos MSD e controle apresentou uma diferença 

estatisticamente significativa. Nossos dados demonstram que 

mulheres com genótipo heterozigoto (CG) possuem um risco duas 

vezes maior de gerar crianças com SD.  

 No estudo da interação entre os polimorfismos estudados, não 

encontramos diferenças estatisticamente significativas entre os 

grupos MSD e controle.  
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