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Resumo 

Introdução: A síndrome de Down (SD) é uma condição genética caracterizada pela 

presença de três cópias do cromossomo 21. Na maioria dos casos, o cromossomo 21 

extra é de origem materna e é originado devido a erros na segregação cromossômica 

durante a meiose. A idade materna avançada no momento da concepção representa o 

principal fator de risco para SD. Entretanto, estudos sugerem que alterações em genes 

envolvidos no metabolismo do folato, como o MTHFR (Metilenotetrahidrofolato 

redutase), podem aumentar o risco materno para prole com SD, independente da idade, 

por resultarem em hipometilação do DNA e, consequentemente, em segregação 

cromossômica anormal. A expressão de MTHFR é mediada por microRNAs (miRNAs), 

assim polimorfismos em miRNAs também podem alterar esse metabolismo com 

consequências na disjunção cromossômica. Objetivo: Avaliar se a presença dos 

polimorfismos do gene MTHFR rs4846048 e rs4846049 e do pré-miRNA hsa-mir-149 

rs2292832 está associada com o risco materno para a ocorrência de prole com SD. 

Casuística e métodos: Foram avaliadas 167 mães de indivíduos com trissomia livre do 

cromossomo 21 e 296 mulheres sem história de aborto prévio, mães de indivíduos sem a 

síndrome e sem malformação. Os polimorfismos foram avaliados pela técnica de 

discriminação alélica por reação em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real 

utilizando-se os ensaios comerciais TaqMan® SNP Genotyping Assays 

(AppliedBiosystems®). As análises de regressão logística múltipla foram realizadas 

para os polimorfismos nos modelos dominante e recessivo utilizando o programa 

Minitab v. 16.0. A análise de combinação genotípica foi realizada utilizando o teste 

exato de Fisher, no modelo dominante. A análise dos haplótipos dos polimorfismos 

MTHFR rs4846048 e rs4846049 foi realizada utilizando o programa Haploview v. 5.0. 
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A idade materna maior ou igual a 35 anos como fator de risco para a SD foi analisada 

por meio de regressão logística binária. Resultados: A idade materna igual ou maior 

que 35 anos foi considerada um fator de risco para prole com SD (P<0,0001; OR=9,38; 

IC 95%=5,70-15,45). Os polimorfismos rs4846048 e rs4846049 do gene MTHFR não 

foram associados com a ocorrência de prole com SD, independente da idade materna. 

As análises de genótipos combinados dos polimorfismos MTHFR rs4846048, MTHFR 

rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832, bem como dos haplótipos do gene MTHFR, 

também não evidenciaram associação com risco materno para SD. Um risco aumentado 

para a ocorrência de prole com SD foi observado para mulheres com idade abaixo de 35 

anos no momento da concepção, portadoras do genótipo TT do polimorfismo hsa-mir-

149 rs2292832 (OR = 2,02; IC 95% = 1,06 - 3,83). Conclusão: Na casuística avaliada 

não há evidências de associação entre os polimorfismos maternos MTHFR rs4846049 e 

rs4846048 e risco para a ocorrência de prole SD. Entretanto, um risco materno 

aumentado para SD é observado em mulheres com idade materna abaixo de 35 anos 

portadoras do genótipo materno TT do polimorfismo hsa-mir-149 rs2292832. 

 

Palavras chave: Síndrome de Down, Ácido Fólico, Polimorfismo Genético. 
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Abstract 

Introduction: Down syndrome (DS) is a genetic condition characterized by the 

presence of three copies of chromosome 21. In most cases, the extra chromosome 21 is 

of maternal origin due to errors in chromosomal segregation during meiosis. Advanced 

maternal age at conception is the main risk factor for DS. However, studies suggest that 

alterations in genes involved in folate metabolism, such as MTHFR 

(Methylenetetrahydrofolate redutase), may increase the risk for DS regardless maternal 

age, due to DNA hypomethylation and, consequently, abnormal chromosomal 

segregation. MTHFR expression is regulated by microRNAs (miRNAs), and 

polymorphisms in miRNAs may also modify this metabolism with consequences on 

chromosome disjunction. Objective: To assess whether the presence of MTHFR 

rs4846048 and rs4846049 and precursor hsa-mir-149rs2292832 polymorphisms is 

associated with maternal risk for the occurrence of offspring with DS. Casuistic and 

Methods: In the present study, 167 mothers of individuals with free trisomy 21, and 

296 women without previous history of abortion, mothers of individuals without 

syndrome and without malformation were examined. Polymorphisms were evaluated by 

real-time polymerase chain reaction (PCR) using the TaqMan® SNP Genotyping 

Assays (AppliedBiosystems®) commercial assays. Multiple logistic regression analyzes 

were performed for the polymorphisms in the dominant and recessive models using the 

Minitab v. 16.0 program. Genotypic combination analysis was performed using the 

Fisher exact test in the dominant model. Analysis of the haplotypes of the MTHFR 

polymorphisms rs4846048 and rs4846049 was performed using the Haploview v. 5.0 

program. Maternal age equal or greater than to 35 years old as a risk factor for DS was 

analyzed using binary logistic regression. Results: Maternal age equal to 35 years old 
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or greater was considered a risk factor for offspring with DS (P <0.0001; OR = 9.38; 

95% CI = 5.70-15.45). The maternal polymorphisms rs4846048 and rs4846049 of the 

MTHFR gene were not associated with the occurrence of offspring with DS, regardless 

of maternal age. Analyzes of combined genotypes of the MTHFR rs4846048, MTHFR 

rs4846049 and hsa-mir-149 rs2292832 polymorphisms, as well as the MTHFR gene 

haplotypes, also showed no association with maternal risk for DS. An increased risk for 

the occurrence of offspring with DS was observed for women under 35 years old at the 

time of conception and carriers of the TT genotype of hsa-mir-149 rs2292832 

polymorphism (OR = 2.02, 95% CI = 1.06 - 3.83). Conclusion: There is no evidence of 

association between maternal polymorphisms MTHFR rs4846049 and rs4846048 and 

risk for the occurrence of SD offspring. However, an increased maternal risk for DS is 

observed in women with maternal age under 35 years old and carriers of the TT 

genotype of the hsa-mir-149 rs2292832 polymorphism. 

 

Key words: Down Syndrome, Folic Acid, Genetic Polymorphism. 
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1. Introdução 

 

1.1. Síndrome de Down e metabolismo do folato 

A Síndrome de Down (SD) é uma doença genética com incidência aproximada 

de 1:800 nascidos vivos(1, 2). Esta condição genética foi descrita pela primeira vez pelo 

médico britânico John Langdon Down, o qual apresentou minuciosa descrição clínica 

da SD em 1866(1).   

A causa genética da SD foi descoberta em 1959 por Jérôme Lejeune e 

colaboradores. Seus estudos identificaram que pacientes com características parecidas 

às descritas por John Langdon Down apresentavam uma cópia do cromossomo 21 em 

excesso, caracterizando uma trissomia nesses indivíduos(3). 

O excesso de material genético proveniente do cromossomo 21 pode ocorrer por 

meio de translocações cromossômicas, mosaicismo e trissomia livre(4, 5). A translocação 

consiste no rearranjo do material genético entre os cromossomos, mais frequentemente, 

o cromossomo 14 com o 21(4). Nos casos de mosaicismo, algumas células somáticas 

apresentam o conjunto de 46 cromossomos e outras apresentam trissomia do 

cromossomo 21, contendo 47 cromossomos(4). A trissomia livre acomete cerca de 95% 

dos casos e é caracterizada por um cromossomo 21 extra em todas células, portanto, o 

indivíduo apresenta o cariótipo constituído por 47 cromossomos (47, XY, +21 ou 47, 

XX, +21)(4). O mecanismo genético que resulta em trissomia livre é a não disjunção 

cromossômica durante a meiose(4, 5).  

Na maioria dos casos, indivíduos com SD possuem dois cromossomos 21 

maternos e um paterno, o que pode ser atribuído à ocorrência mais frequente da não 

disjunção cromossômica na divisão meiótica nas mulheres em função da idade materna 
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avançada. Isso se deve ao fato de as mulheres nascerem com os folículos que darão 

origem aos óvulos e, quanto mais envelhecidas essas células, maior é a chance de 

ocorrer erros durante o processo de divisão dos cromossomos(5-8).   

Além da associação entre SD e a idade materna avançada, outros fatores podem 

estar relacionados com o nascimento de indivíduos com SD, pois mães jovens também 

têm filhos com SD(9, 10). Em 1999, James e colaboradores sugeriram que, independente 

da idade materna, as interações genes-nutrientes envolvidas no metabolismo do folato 

poderiam resultar em hipometilação do DNA, aumentando o risco de não disjunção 

cromossômica(11).  

O folato é obtido da ingestão dietética sob a forma de ácido fólico, uma vitamina 

hidrossolúvel do complexo B importante na síntese, regulação e metilação do DNA(12-

14). A metilação do DNA é uma reação que envolve a adição de um radical metil (CH3) 

na posição 5’ de resíduos de citosina localizados principalmente em dinucleotídeos 

citosina-guanina (CpG) e é responsável pelo controle da expressão gênica, pela 

manutenção da estabilidade genômica e da estrutura da cromatina(15-19). Deficiência de 

folato pode resultar em hipometilação, causando uma instabilidade genética e 

facilitando a ocorrência de aneuploidias(15, 20-24).  

A principal forma de folato circulante no plasma, o 5-metiltetraidrofolato (5-

MTHF), é transportado para o interior das células pela enzima carreadora de folato 

reduzido 1 (SLC19A1)(25). No interior das células, o 5-MTHF transfere um grupo metil 

para a homocisteína (Hcy), formando metionina e tetrahidrofolato (THF). Na via da 

remetilação, a Hcy, aminoácido sulfurado, é reciclada à metionina por meio de duas 

reações diferentes. No fígado e nos rins, uma parte da Hcy é remetilada pela enzima 

Betaínahomocisteína metiltransferase (BHMT)(26). Entretanto, na maioria dos outros 



Introdução 4 

 

tecidos, a remetilação é catalisada pela enzima metionina sintase (MTR) com a vitamina 

B12 (cobalamina) como cofator essencial para essa reação(27, 28). A enzima metionina 

sintase redutase (MTRR) é responsável por manter ativa a enzima MTR(29, 30). 

A metionina formada é então condensada com o trifosfato de adenosina (ATP), 

resultando na S-adenosilmetionina (SAM), que é desmetilada para formar S-

adenosilhomocisteína (SAH), com posterior hidrólise para liberar adenosina e Hcy(31-33).  

A Hcy pode não ser convertida em metionina e, então, participar da via de 

transulfuração onde é catabolizada pela ação da enzima cistationina β-sintetase (CβS), 

na presença de vitamina B6, e resulta na formação da cistationina, que é então 

hidrolisada à cisteína(34-36).  

Além da sua influência sobre a metilação do DNA, a via do folato está envolvida 

na biossíntese de precursores de ácido nucléicos. O THF proveniente do processo de 

remetilação da Hcy, catalisado pela enzima MTR, pode ser convertido em 5,10-

metilenotetrahidrofolato (5,10-metilenoTHF) pela enzima Serina 

hidroximetiltransferase (SHMT), uma reação dependente da presença de vitamina 

B6(37). Pela ação da enzima trifuncional Metilenotetrahidrofolato desidrogenase 

(MTHFD1), o THF também pode ser sequencialmente convertido em seus derivados 

10-formilTHF,  5,10-metinilTHF, substratos para a síntese de DNA,  e 5,10-

metilenoTHF(38).  

A enzima Timidilato sintase (TYMS) catalisa a conversão de 5,10-metilenoTHF 

em dihidrofolato, que, por sua vez, é reduzido para a THF pela ação da enzima 

Dihidrofolato redutase (DHFR)(39). Contudo, o 5,10-metilenoTHF também pode ser 

reduzido a 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF) pela ação da enzima 

Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), enzima de grande importância para a 
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regulação de derivados de folato para as reações de metilação do DNA e remetilação da 

Hcy(40). A Figura 1 mostra o metabolismo do folato e principais enzimas envolvidas. 

O risco materno para SD pode ser modulado por polimorfismos em genes que 

codificam enzimas envolvidas no metabolismo do folato e da Hcy. James e 

colaboradores(11) investigaram a substituição de uma citosina (C) por uma timina (T) no 

gene Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), localizado no cromossomo 1, na 

posição 1p36.3, responsável por codificar a enzima MTHFR, em mães de indivíduos 

com SD e um grupo controle (mães com filhos sem a síndrome). Como resultado, a 

presença do alelo T, responsável pela substituição do aminoácido alanina por valina na 

proteína produzida, o que diminui sua atividade enzimática, foi associada ao risco 

materno aumentado para a ocorrência de prole com SD. Nesse mesmo estudo, os 

autores observaram concentrações elevadas de Hcy plasmática, aumento na formação de 

ácido metilmalônico (MMA) e concentrações reduzidas de folato sérico, indicativos de 

metabolismo anormal do folato, em mães de filhos com SD(11).  

Desde então, o polimorfismo MTHFR C677T e outras variantes genéticas 

envolvidas na via do folato e da Hcy têm sido estudadas e apontadas como fatores de 

risco maternos para a SD em diferentes populações(11, 41-62). 
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Figura 1. Representação esquemática do metabolismo do folato. SLC1A1: Carreador 

de folato reduzido 1; 5-MTHF: Metiltetrahidrofolato; THF: Tetrahidrofolato; 5,10-

MetilenoTHF:5,10-Metilenotetrahidrofolato;MTHFR: Metilenotetrahidrofolatoredutase; 

MTHFD1: Metilenotetrahidrofolatodesidrogenase; 5,10 - MetinilTHF: 5, 10 - 

Metiniltetrahidrofolato; 10-FormilTHF: 10-Formiltetrahidrofolato; SHMT: Serina 

hidroximetiltransferase; DHFR: Dihidrofolato redutase; DHR: Dihidrofolato; TYMS: 

Timidilato sintase;  CH3: Grupo metil; MTR: Metionina sintase; MTRR: Metionina 

sintase redutase; SAM: S-adenosilmetionina; SAH: S-adenosilhomocisteína, Hcy: 

Homocisteína; BHMT: Betaína-homocisteína metiltransferase; CBS: Cistationina beta 

sintase. (Modificada segundo Coppedè 2015)(63). 
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1.2. MicroRNA e gene MTHFR 

Estudos de Friedman e colaboradores realizados in silico predizem que 

aproximadamente 60% dos genes podem ser regulados por microRNAs (miRNA)(64), 

pequenas moléculas de RNAs não-codificantes de proteínas com cerca de 22 

nucleotídeos, envolvidas na regulação gênica pós-transcricional(65). 

Os miRNAs são transcritos pela enzima RNA polimerase II e são chamados de 

pri-miRNAs (miRNAs primários)(66, 67). Os pri-miRNAs são clivados pelo complexo 

microprocessador formado por DROSHA, uma enzima nuclear do tipo RNase III, 

associada com a proteína acessória DGCR8 (Di George Syndrome Critical Region 8), 

gerando um miRNA precursor, chamado de pré-miRNA, em forma de hairpin
(68, 69). 

Essa estrutura tem aproximadamente 65 nucleotídeos (70-72). O pré-miRNA é 

transportado do núcleo para o citoplasma pela proteína exportina5 (Exp-5) e processado 

pela enzima Dicer, resultando em um miRNA maduro com fita dupla (miRNA e 

miRNA*)(68). Uma das fitas (miRNA*) é degradada e a outra será acoplada ao 

complexo de silenciamento induzido por miRNA (miRISC)(73-76). A Figura 2 mostra a 

biogênese dos miRNAs.  
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Figura 2. Representação esquemática da biogênese dos miRNAs. Pri-microRNA: 

transcrito primário; Pré-microRNA: miRNA precursor; Exp-5: Proteína Exportina 5; 

miRNA*: fita degradada; RNAm: RNA mensageiro; miRISC: Complexo de 

silenciamento induzido por miRNA. (Modificada segundo Meurer et al., 2016)(77). 

 

A regulação pós-transcricional exercida pelos miRNAs geralmente ocorre por 

interação na região 3’ não traduzida (3’UTR) do RNA mensageiro (RNAm) e depende 

do grau de complementaridade com o RNAm alvo(78-80). Essa interação pode levar a 

inibição da tradução ou a degradação do RNAm(81-83). No entanto, alguns estudos 

observaram que os miRNAs têm outro mecanismo de atuação, por meio da ligação à 

região 5’ UTR dos RNAm alvo(84-89). 
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Um único miRNA pode regular vários genes com funções distintas e vários 

miRNAs podem, de forma conjunta, atuar em um único gene alvo(64, 90, 91). Mesmo que 

suas funções não estejam totalmente esclarecidas, essas pequenas moléculas participam 

da regulação de diversos processos biológicos, como proliferação, migração e 

diferenciação celular, apoptose, tumorigêneses, resposta imune, doenças 

cardiovasculares e outros(65, 92-97).  

Polimorfismos em sítios de ligação de miRNAs localizados em regiões 3’UTR 

de genes alvos podem afetar o reconhecimento de genes e a regulação por meio dos 

miRNAs(98). Uma análise in silico mostrou que o gene MTHFR é um alvo do hsa-miR-

149(99). Esse estudo mostrou que a variante rs4846049 (G→T) do gene MTHFR é 

localizada no sítio de ligação do hsa-miR-149, miRNA encontrado no cromossomo 

2q37 e expresso em diversos tecidos(99). De acordo com esse estudo, a variante genética 

MTHFR rs4846049 foi associada com o aumento do risco para doenças coronarianas e o 

miRNA hsa-miR-149 pode estar envolvido na modulação desse risco por meio da 

regulação do gene MTHFR, cuja interação com o miRNA pode ser impossibilitada pelo 

polimorfismo(99).  

Outro polimorfismo na região UTR 3’ do gene MTHFR (rs4846048 A→G)(100) 

tem sido associado à massa corporal magra(101), à modulação do início da menarca e da 

menopausa natural(102) e câncer de esôfago(103). Embora seja possível que esse 

polimorfismo possa também alterar a interação com miRNAs, ainda não há estudos que 

confirmem essa hipótese.  

A regulação de genes alvos por miRNAs também pode ser alterada por 

polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) em miRNAs. Esses SNPs podem afetar a 

transcrição dos miRNAs primários, seu amadurecimento ou suas interações com seus 



Introdução 10 

 

genes alvos, alterando processos biológicos(104-106). A variante rs2292832 (C®T), 

localizada na sequência do pré-miRNA hsa-mir-149, tem sido associada à modulação de 

diversos tipos de câncer(107-113). Além disso, esse polimorfismo está envolvido no risco 

para acidente vascular cerebral isquêmico(114), pneumoconiose em trabalhadores que 

atuam em minas de carvão(115) e doença arterial coronariana(116). 

Considerando que variantes em regiões 3’UTR do gene MTHFR podem alterar a 

interação com miRNAs(99) e que polimorfismos em regiões de pré-miRNA podem 

influenciar sua biogênese e alterar sua especificidade com seus genes alvo(105-107, 117), é 

possível que as variantes MTHFR rs4846048 e rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832 

possam exercer influência no metabolismo do folato e modular o risco materno para a 

SD de forma independente da idade; entretanto, pelo nosso conhecimento, não há 

estudos na literatura que avaliam essas variantes na SD. 

 

 

1.3. Objetivo 

Avaliar se a presença dos polimorfismos genéticos MTHFR rs4846048, MTHFR 

rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832 está associada com o risco materno para a 

ocorrência de prole com SD. 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. CASUÍSTICA E MÉTODOS 
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2. Casuística e Métodos 
 
 
 

2.1. Casuística 

De acordo com Normas Regulamentares de Pesquisa em Seres Humanos, 

Resolução 466/2012 do Conselho Nacional de Saúde, este estudo foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto 

(FAMERP), parecer nº 427.757 (Anexo 1), CAAE nº 20113313.6.0000.5415. 

Foram incluídas neste estudo 463 amostras de DNA, 167 provenientes de mães 

com filhos com SD (grupo caso) e 296 de mães com filhos sem a síndrome (grupo 

controle). Duzentas e cinquenta e uma amostras (80 casos e 171 controles) foram 

previamente coletadas e encontravam-se armazenadas na Unidade de Pesquisa em 

Genética e Biologia Molecular – UPGEM com aprovação da Comissão Nacional de 

Ética em Pesquisa (CONEP), parecer nº 2400/2004, para uso em outros estudos (Anexo 

2). Outras 212 amostras (87 caso e 125 controles - Anexo 3) foram obtidas, após 

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apêndice 1), 

durante o andamento deste estudo.  

O grupo caso foi proveniente do Serviço Ambulatorial de Genética e do Serviço 

Ambulatorial de Pediatria em Síndrome de Down do Hospital de Base de São José do 

Rio Preto (HB), hospital-escola vinculado à FAMERP. As mães do grupo caso 

possuíam filhos com diagnóstico confirmado de trissomia livre do cromossomo 21, de 

acordo com o exame do cariótipo realizado pelo Serviço de Genética do HB por 

bandeamento GTG de cromossomos metafásicos, cujo resultado encontra-se disponível 

nos prontuários médicos dos pacientes. Em relação ao grupo controle, as mulheres são 

provenientes do campus da FAMERP de São José do Rio Preto e do hemocentro do HB.  
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Os critérios de exclusão para o grupo caso foram: filhos com SD com 

diagnóstico confirmado para mosaicismo ou translocação e ausência de exame de 

cariótipo. Em relação ao grupo controle, os critérios de exclusão foram: possuir filhos 

com alguma malformação e casos de aborto prévio. 

Todas as informações foram obtidas por meio do preenchimento de um 

questionário padronizado e mantidas em sigilo (Apêndice 2). 

 

 

2.2. Métodos 

  

2.2.1. Extração de DNA 

A extração DNA das amostras previamente coletadas foi realizada a partir de 

leucócitos de sangue periférico segundo a técnica de Miller et al. (1988)(118) com 

modificações (Apêndice 3). O DNA das amostras de sangue periférico, coletadas 

durante o desenvolvimento deste projeto, foi extraído segundo a técnica de extração 

salina ou “salting-out” (Salazar, 1998)(119) (Apêndice 4). As amostras de DNA foram 

estocadas em condições apropriadas para sua conservação, em freezer -20ºC. 

 

 

2.2.2. Quantificação do DNA genômico 

Para a quantificação do DNA foi utilizada a espectrofotometria. O DNA absorve 

luz no comprimento de onda de 260nm e as proteínas em 280nm. Então, para estimar a 

pureza do DNA utilizou-se a relação OD260/OD280. Valor igual a 1,8, resultante dessa 

relação, indica amostra pura. O espectrofotômetro utilizado foi o NanoDrop ND-1000 

(Thermo Scientific), que possui cobertura de espectro de 220 a 750nm e o volume de 
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DNA mensurado foi de 2mL. Todas as amostras tiveram suas concentrações ajustadas 

para 10ng/mL. 

 

2.2.3. Análise molecular 

A genotipagem dos polimorfismos foi realizada por meio técnica de 

discriminação alélica por reação em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real 

utilizando-se os ensaios comerciais TaqMan® SNP Genotyping Assays (Applied 

Biosystems®), segundo instruções do fabricante. O quadro 1 apresenta a identificação 

dos ensaios específicos para cada polimorfismo. As quantidades de reagentes e as 

ciclagens das reações de amplificação estão apresentadas nos quadros 2 e 3, 

respectivamente. 

O resultado das reações de PCR em tempo real ocorre por meio da captação pelo 

equipamento StepOne Plus™Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems®) da 

fluorescência emitida pelas sondas. Cada sonda é marcada com um fluoróforo diferente, 

determinando assim o genótipo de cada amostra por meio desta fluorescência emitida, 

que é visualizada no StepOne™ Software (v2.3) por meio de cores distintas.  O quadro 

4 mostra os possíveis genótipos para cada polimorfismo avaliado e as figuras 1, 2 e 3 

apresentam os padrões de genotipagem dos polimorfismos MTHFR (rs4846048), 

MTHFR (rs4846049) e hsa-mir-149 (rs2292832), respectivamente. 
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Quadro 1. Ensaios Taqman (Applied Biosystems®) para genotipagem dos 

polimorfismos por discriminação alélica por PCR em tempo real. 

Polimorfismo (rs*) Substituição Taqman Assay ID 

MTHFR rs4846048 G®T C__27968106_10 

MTHFR rs4846049 A®G C__1766946_10 

hsa-mir-149 rs2292832 C®T C__11533078_1_ 

 * http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/ 

 

 

Quadro 2. Quantidade de reagentes utilizados nas reações de amplificação para os 

polimorfismos MTHFR rs4846048, MTHFR rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832. 

MTHFR rs4846048 MTHFR rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832 

H2O ---------------------- 1,35µL H2O ---------------------- 1,30µL 

Master Mix (2x) -------- 2,50µL Master Mix (2x) -------- 2,50µL 

Assay (40x) ------------- 0,15µL Assay (40x) ------------- 0,20µL 

DNA (10 ng/ µL) ------- 1,00µL DNA (10 ng/ µL) ------- 1,50µL 
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Quadro 3. Ciclagens das reações de amplificação por PCR em tempo real para  

genotipagem dos polimorfismos MTHFR rs4846048, MTHFR rs4846049 e hsa-mir-149 

rs2292832. 

        MTHFR rs4846048 MTHFR rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832  

95ºC -------- 10 minutos 95ºC -------- 10 minutos 

95ºC -------- 15 segundos 95ºC -------- 15 segundos 

60ºC -------- 1 minuto 60ºC -------- 1 minuto 

40 ciclos 45 ciclos 

 

 

 

Quadro 4. Genótipos possíveis para cada polimorfismo avaliado.  

Polimorfismo Homozigoto 

selvagem 

Heterozigoto Homozigoto 

polimórfico 

MTHFR rs4846048 AA AG GG 

MTHFR rs4846049 GG GT TT 

hsa-mir-149 rs2292832 CC CT TT 
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Figura 3. Discriminação alélica por PCR em tempo real do polimorfismo MTHFR 

(rs4846048 A→G). O fluoróforo VIC (verde) marca a sonda que reconhece o alelo 

selvagem e, o fluoróforo FAM (azul) a sonda que reconhece o alelo polimórfico. Desse 

modo, (A) representa o genótipo homozigoto selvagem AA, (B) genótipo heterozigoto 

AG e (C) genótipo homozigoto polimórfico GG.  

A 

B 

 

C 
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Figura 4. Discriminação alélica por PCR em tempo real do polimorfismo MTHFR 

(rs4846049 G→T). O fluoróforo VIC (verde) marca a sonda que reconhece  o alelo 

selvagem e, o fluoróforo FAM (azul) a sonda que reconhece o alelo polimórfico. Desse 

modo, (A) representa o genótipo homozigoto selvagem GG, (B) genótipo heterozigoto 

GT e (C) genótipo homozigoto polimórfico TT. 

A 

B 
 

C 
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Figura 5. Discriminação alélica por PCR em tempo real do polimorfismo hsa-mir-149 

(rs2292832 C→T). O fluoróforo VIC (verde) marca a sonda que reconhece o alelo 

selvagem e,  o fluoróforo FAM (azul) a sonda que reconhece o alelo polimórfico. Desse 

modo, (A) representa o genótipo homozigoto selvagem CC, (B) genótipo heterozigoto 

CT e (C) genótipo homozigoto polimórfico TT.  

B 

 

A 

C 
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2.2.4. Análise Estatística 

A comparação das frequências de mães com idade menor e maior ou igual a 35 

anos e da média de idade materna entre os grupos caso e controle foi 

realizada utilizando-se o Teste Exato de Fisher e o Teste T, respectivamente. A análise 

da idade materna maior ou igual a 35 anos como fator de risco para a SD foi realizada 

por meio de regressão logística binária.  

A concordância das frequências genotípicas com o Equilíbrio de Hardy-

Weinberg foi avaliada pelo teste Qui-quadrado (1 grau de liberdade) por meio do 

programa BioEstat (versão 5.3) e a análise de haplótipos dos polimorfismos MTHFR 

rs4846048 e rs4846049 foi realizada utilizando-se o programa Haploview (versão 5.0). 

Análises de regressão logística múltipla foram realizadas para todos os 

polimorfismos por meio do programa Minitab para Windows (versão 16) utilizando-se 

dois modelos genéticos, o dominante (homozigoto polimórfico+ heterozigoto versus 

homozigoto selvagem) e o recessivo (homozigoto polimórfico versus heterozigoto + 

homozigoto selvagem), ajustando-se para a idade materna das participantes, considerada 

a idade da mulher ao nascimento do filho com SD (grupo caso) ou do último filho 

(grupo controle).  

A análise dos genótipos combinados considerando-se os três polimorfismos foi 

realizada utilizando-se o teste exato de Fisher, no modelo dominante, por meio do 

programa GraphPad Prism v.5.01, considerando o genótipo combinado MTHFR 

rs4846048 AA / MTHFR rs4846049 GG / hsa-mir-149 rs2292832 CC como referência 

(triplo homozigoto selvagem).  

As análises estatísticas foram também realizadas considerando-se somente 

mulheres com idade materna inferior a 35 anos e, portanto, tais análises não foram 
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ajustadas para a idade materna das participantes. Valores de p <0,05 foram considerados 

estatisticamente significantes. 

 
 
 
 
 
 



       

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3. RESULTADOS
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3. Resultados 

 

3.1. Grupos de estudo e a relação com a idade materna 

Foi observada maior frequência de mulheres com idade materna igual ou maior 

que 35 anos no grupo caso (48,5%) do que no grupo controle (9,12%) (P<0,0001). A 

média da idade materna em nosso estudo foi significativamente maior no grupo caso 

(32,23 anos) do que no grupo controle (27,35 anos) (P<0,0001) e a idade materna igual 

ou maior que 35 anos foi considerada um fator de risco para SD (P<0,0001; OR=9,38; 

IC 95%=5,70-15,45).  

 

3.2. Análise genotípica e o risco materno para SD 

 As frequências genotípicas dos polimorfismos MTHFR rs4846048 e MTHFR 

rs4846049 apresentaram-se em equilíbrio de Hardy-Weinberg. Por outro lado, para o 

polimorfismo hsa-mir-149 rs2292832 foi observado desequilíbrio tanto no grupo caso 

(p<0,0001) quanto no grupo controle (p = 0,0038). Considerando o subgrupo com idade 

materna inferior a 35 anos, o polimorfismo hsa-mir-149 rs2292832 também se 

apresentou em desequilíbrio de Hardy-Weinberg no grupo caso (p<0,0001) e no grupo 

controle (p = 0,0223).  O resultado das concordâncias das frequências genotípicas com o 

Equilíbrio de Hardy-Weinberg está apresentado nas Tabelas 1 e 2. 

 Os resultados da análise de regressão logística múltipla dos polimorfismos 

MTHFR rs4846048, MTHFR rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832 na casuística total de 

mulheres, independente da idade materna, mostraram que não houve associação entre os 

polimorfismos maternos e o risco para prole com SD.  A Tabela 3 apresenta as 

frequências genotípicas e os valores de Odds Ratio (OR), ajustados para a idade 
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materna, quando comparados os grupos caso e controle nos modelos genéticos 

dominante e recessivo. 

Considerando-se somente mulheres com idade materna inferior a 35 anos, o 

genótipo hsa-mir-149 rs2292832 TT foi associado ao risco materno aumentado para 

prole com SD em relação aos genótipos CC/CT no modelo recessivo (OR = 2,02; IC 

95% = 1,06 - 3,83) (Tabela 4).   

A análise dos haplótipos MTHFR rs4846048 e MTHFR rs4846049 não 

evidenciou associação entre os haplótipos desses polimorfismos e o risco materno para 

a prole com SD (Tabelas 5 e 6). 

A análise de genótipos combinados dos polimorfismos MTHFR rs4846048, 

MTHFR rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832 também não mostrou associação entre as 

combinações genotípicas e o risco materno para prole com SD, tanto na casuística total 

como no subgrupo de mulheres com idade materna inferior a 35 anos (Tabelas 7 e 8).  
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Tabela 1. Equilíbrio de Hardy-Weinberg dos polimorfismos MTHFR rs4846048, 

MTHFR rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832 na casuística total de participantes. 

Polimorfismo genético X2 P 

 
MTHFR rs4846048 

  

Caso 0,0198 0,8880 
Controle 1,0989        0,2945  

MTHFR rs4846049   
Caso 2,0009  0,1572 

Controle 1,6929        0,1932  
hsa-mir-149 rs2292832   

Caso 38,5795               < 0,0001 
Controle 8,3669     0,0038  

   
X2= qui-quadrado; P= valor de P. 

 

Tabela 2. Equilíbrio de Hardy-Weinberg dos polimorfismos MTHFR rs4846048, 

MTHFR rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832 nas mulheres com idade materna inferior a 

35 anos. 

Polimorfismo genético X2 P 

 
MTHFR rs4846048 

  

Caso 0,5816              0,4457 
Controle 0,8244        0,3639  

MTHFR rs4846049   
Caso 1,9180         0,1661  

Controle 1,6534    0,1985 
hsa-mir-149 rs229283   

Caso 18,9112 < 0,0001 
Controle 5,2243    0,0223 

   
X2= qui-quadrado; P= valor de P. 
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Tabela 3. Resultados das análises de regressão logística múltipla, ajustados para a idade 

materna, comparando os grupos controle (n=296) e caso (n=167) nos modelos genéticos 

dominante e recessivo.  

Polimorfismo 
Modelo 
genético Genótipo 

Controle 
n=296  

Caso 
n=167  

OR (IC 95%) p 

 
 

MTHFR 
rs4846048a 

      
      

Dominante AA 142 (48,3%) 83 (49,7%)  
0,51 

 AG/GG 152 (51,7%) 84 (50,3%) 0,84 (0,51 - 1,40) 
      
      

Recessivo AA/AG 272 (92,5%) 153 (91,6%)  
0,42 

 GG 22 (7,5%) 14 (8,4%) 1,43 (0,60 - 3,42) 
       

 
MTHFR 

rs4846049 

      
      

Dominante GG 133 (44,9%) 67 (40,1%)  
0,48 

 GT/TT 163 (55,1%) 100 (59,9%) 1,20 (0,72 - 2,00) 
      

Recessivo GG/GT 271 (91,5%) 151 (90,4%)  
0,48 

 TT 25 (8,4%) 16 (9,6%) 0,74 (0,31 - 1,73) 
      

hsa-mir-149 
rs2292832b 

      
      

Dominante CC 147 (50,3%) 94 (58%)  
0,23 

 CT/TT 145 (49,7%) 68 (42%) 0,77 (0,50 - 1,19) 
      

Recessivo CC/CT 252 (86,3%) 130 (80,2%)  
0,14 

 TT 40 (13,7%) 32 (19,8%) 1,54 (0,87 - 2,74) 
       

OR: Odds Ratio; IC: intervalo de confiança; P: valor de P; a: não foi possível a 

genotipagem de 2 amostras (controle n = 294); b: não foi possível a genotipagem de 9 

amostras (controle n = 292/ caso n = 162). 
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Tabela 4. Resultados das análises de regressão logística múltipla considerando somente 

mulheres com idade materna inferior a 35 anos, comparando os grupos caso controle 

(n=269) e caso (n=86), nos modelos genéticos dominante e recessivo. 

Polimorfismo 
Modelo  
genético Genótipo 

Controle 
n=269  

Caso 
n=86  

OR (IC 95%) P 

 
 
 
  
     MTHFR 
   rs4846048a 

      
      

Dominante AA 130 (48,6%) 42 (48,8%)  
0,99 

 AG/GG 137 (51,3%) 44 (51,2%) 1,00 (0,56 - 1,79) 
      
      

Recessivo AA/AG 247 (92,5%) 76 (88,4%)  
0,09 

 GG 20 (7,5%) 10 (11,6%) 2,23 (0,86 - 5,79) 
       

MTHFR 
rs4846049 

      
      

Dominante GG 122 (45,4%) 37 (43%)  
0,79 

 GT/TT 147 (54,6%) 49 (57%) 1,00 (0,56 - 1,79) 
      

Recessivo GG/GT 247 (91,8%) 80 (93%)  
0,18 

 TT 22 (8,2%) 6 (7%) 0,46 (0,14 - 1,44) 
      

hsa-mir-149 
rs2292832b 

      
      

Dominante CC 133 (50,2%) 45 (54,9%)  
0,48 

 CT/TT 132 (49,8%) 37 (45,1%) 0,84 (0,51 - 1,38) 
      

Recessivo CC/CT 231 (87,2%) 64 (78%)  
0,03*  TT 34 (12,8%) 18 (21,9%) 2,02 (1,06 - 3,83) 

       
OR: Odds Ratio; IC: intervalo de confiança; P: valor de P; a: não foi possível a 

genotipagem de 2 amostras (controle n = 267);b: não foi possível a genotipagem de 8 

amostras (controle n = 265/ caso n = 82); *p<0,05. 
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Tabela 5. Resultados da análise de associação entre os haplótipos MTHFR rs4846048 e 

MTHFR rs4846049 e o risco materno para prole com SD, ajustado para a idade materna 

das participantes, na casuística total (controle n=296 e caso n=167). 

Haplótipos        Frequência 
X2 P 

MTHFR rs4846048 MTHFR rs4846049 Controle     Caso 

A G   0,601           0,590 0,113 0,73 

G T   0,216           0,231           0,262 0,60 

A T   0,101           0,117 0,515 0,47 

G G   0,081           0,063 1,052 0,30 

X2= qui-quadrado; P: valor de P. 

 

 

 

Tabela 6. Resultados da análise de associação entre os haplótipos MTHFR rs4846048 e 

MTHFR rs4846049 e o risco materno para prole com SD considerando-se somente 

mulheres com idade materna inferior a 35 anos (controle n = 269 e caso n = 86). 

Haplótipos        Frequência 
X2 P 

MTHFR rs4846048 MTHFR rs4846049 Controle     Caso 

A G   0,601           0,601 0,113 0,98 

G T   0,211           0,235           0,465 0,49 

A T   0,104           0,085 0,525 0,46 

G G   0,085           0,079 0,065 0,79 

X2= qui-quadrado; P: valor de P. 
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Tabela 7. Resultados da análise de associação entre os genótipos combinados e o risco materno para prole com SD na casuística total (caso 

n = 162; controle n= 294)*. 

                        Combinação genotípica Grupos OR (IC 95%) P 

MTHFR rs4846048 - MTHFR rs4846049 - hsa-mir-149 rs2292832 Controle (n)  Caso (n) 
  

AA - GG - CC  55 30 1,00 (Referência)    --- 

AA - GT/TT – CC 18 16 1,63 (0,72 - 365) 0,29 

AG/GG - GG - CC  13 09 1,26 (0,48 - 3,31) 0,62 

AG/GG - GT/TT - CC  62 39 1,15 (0,63 - 2,09) 0,65 

AA - GG - CT/TT  46 24 0,95 (0,49 - 1,85) 1,00 

AA - GT/TT - CT/TT  21 10 0,95 (0,49 - 1,85) 0,82 

AG/GG - GG - CT/TT 19 03 0,28 (0,07 - 1,05)           0,06 

AG/GG - GT/TT - CT/TT 60 31 0,94 (0,50 - 1,76) 0,87 

*: não foi possível a genotipagem de 2 amostras controle e 5 amostras caso; OR: Odds Ratio; IC: intervalo de confiança; P: valor de P. 
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Tabela 8. Resultados da análise de associação entre os genótipos combinados e o risco materno para prole com SD no subgrupo de 

mulheres com idade materna inferior a 35 anos, (controle n=267; caso n=81)*. 

                         Combinação genotípica Grupos OR (IC 95%) P 

MTHFR rs4846048 -MTHFR rs4846049 - hsa-mir-149 rs2292832 Controle (n) Caso (n) 
  

AA - GG - CC  51 17 1,00 (Referência)    --- 

AA - GT/TT – CC 17 07 1,23 (0,43 - 3,48) 0,78 

AG/GG - GG - CC  12 05 1,25 (0,38 - 4,06) 0,76 

AG/GG - GT/TT - CC  54 16 0,88 (0,40 - 1,94) 0,84 

AA - GG - CT/TT  41 12 0,87 (0,37 - 2,04) 0,83 

AA - GT/TT - CT/TT  19 03 0,47 (0,12 - 1,80) 0,37 

AG/GG - GG - CT/TT 18 02 0,33 (0,06 - 1,58) 0,21 

AG/GG - GT/TT - CT/TT 55 19 1,03 (0,48 - 2,21) 1,00 

*:não foi possível a genotipagem de 2 amostras controle e 5 amostras caso; OR:Odds Ratio; IC: intervalo de confiança; P: valor de P. 
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4. Discussão 

 

No presente estudo foi observado que a idade materna igual ou maior que 35 

anos é um fator de risco para prole com SD, corroborando com outros estudos da 

literatura(120-122). A incidência de aneuploidias em mulheres aumenta após os 35 anos de 

idade e, esse aumento é intensificado após os 38 anos(121). 

Os mecanismos moleculares que associam a idade materna no momento da 

concepção a eventos de não disjunção não são completamente compreendidos, apesar 

disso, algumas hipóteses relacionadas à ocorrência de trissomias cromossômicas, 

dependente da idade, foram formuladas. Os oócitos primordiais entram em meiose I 

(MI) na 10-13ª semana de vida uterina e, após a replicação do DNA, permanecem em 

prófase I até a ovulação, que pode ocorrer muitos anos depois. A meiose II (MII) só é 

completada após a fertilização(5). Assim, (a) eventos ocorridos no ovário fetal quando o 

oócito entra em prófase I, como erros de recombinação com consequente configurações 

cromossômicas suscetíveis à não-disjunção; (b) eventos que ocorram durante a 

permanência prolongada do oócito em prófase I, como acúmulo de dano ou degradação 

do DNA relacionado à separação dos cromossomos homólogos ou cromátides-irmãs 

durante a meiose e (c) variações hormonais ou declínio na capacidade de detectar erros 

durante o ciclo celular poderiam resultar em oócitos mais suscetíveis à não disjunção. 

Além disso, a combinação de dois eventos ocorrendo em diferentes estágios do processo 

meiótico, onde o primeiro evento envolveria erros de recombinação nos estágios fetais 

da ovogênese durante a meiose I, resultando em configurações cromossômicas 

suscetíveis à não-disjunção, e o segundo evento aconteceria com o envelhecimento do 
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ovário e processamento anormal destas configurações, aumentaria as chances desses 

oócitos não sofrerem disjunção corretamente(123).   

Foi também levantada a hipótese por Hultén et al. (2008)(124), em especial para 

explicar a ocorrência da SD, de que o mosaicismo ovariano para trissomia do 

cromossomo 21 pode ser a principal causa para a ocorrência da SD. Esses autores 

avaliaram o número de cópias do cromossomo 21 em células ovarianas de oito fetos 

com aspecto fenotípico normal na idade gestacional de 12-22 semanas, após interrupção 

da gravidez por razões sociais e observaram que a maioria dos fetos apresentava 

mosaicismo para a trissomia do 21. Assim, sugeriram que mulheres com alto grau de 

mosaicismo ovariano estão predispostas a ter filhos com trissomia 21 em idade precoce, 

enquanto para aquelas com baixo grau de mosaicismo, o atraso na maturação do oócito 

trissômico com consequente acúmulo dessas células dentro da reserva ovariana, 

resultaria em ovulação tardia dos oócitos trissômicos e maior incidência de prole com 

SD em idades reprodutivas mais avançadas.  

Outra hipótese proposta refere-se aos hábitos alimentares, estilo de vida, 

exposição a agentes genotóxicos e composição dos genótipos da avó materna. É 

possível que estes fatores possam predispor ao primeiro “evento”, referido acima, 

responsável pela não disjunção do cromossomo 21 em função de erros de recombinação 

na prófase da primeira divisão meiótica durante o desenvolvimento fetal da futura mãe 

de um indivíduo com SD, ainda no útero da avó materna, evidenciando que o 

nascimento de uma criança com SD é um evento complexo e que deve abranger desde a 

avó materna, a mãe e o desenvolvimento do indivíduo(63, 125). 

James e colaboradores sugeriram que a metilação aberrante do DNA, como 

resultado do metabolismo anormal do folato, poderia aumentar o risco de não disjunção 
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durante a meiose materna e representar um fator de risco para SD, independente da 

idade materna(11). Neste mesmo estudo foram observadas concentrações maiores de Hcy 

plasmática, um aminoácido derivado do metabolismo do folato, em mães de indivíduos 

com SD quando comparadas com mulheres com filhos sem a síndrome(11). Desde então, 

inúmeros polimorfismos em genes que codificam enzimas envolvidas neste 

metabolismo têm sido associados ao risco materno para SD em estudos caso-controle(11, 

41-62, 126-130). Alguns estudos de metaanálise reforçam esta associação(60, 131-138). 

Entretanto, outros estudos não evidenciam a associação entre genótipos polimórficos da 

via do folato e risco materno para SD(40, 133, 139-156) e outros observaram um efeito 

protetor do genótipo polimórfico materno na ocorrência de prole com SD(46, 53, 58, 62, 157-

161). A Tabela 9 apresenta os resultados dos estudos que encontraram associação entre 

genes da via do folato e risco materno para a SD.  

A variante rs1801133 (C→T), conhecida como C677T do gene MTHFR, é a 

mais estudada como fator de risco materno para a SD. Esse polimorfismo tem sido 

associado com uma diminuição da atividade enzimática de MTHFR e com o aumento 

das concentrações de Hcy plasmática(162). De acordo com os estudos, os indivíduos 

portadores do genótipo TT apresentam até 70% de atividade reduzida da enzima e os 

portadores do genótipo CT, apresentam uma redução de até 40% na atividade 

enzimática de MTHFR(162, 163).  

No Brasil, o estudo de Silva et al. (2005)(44), que avaliou 154 mães de indivíduos 

com SD e 158 controles, mostrou associação do alelo T do polimorfismo MTHFR 

C677T com o risco materno para SD. Um estudo do nosso grupo de pesquisa, também 

realizado com população brasileira, observou associação entre os genótipos TCN2 
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776GG, BHMT 742AA e MTHFR 677CT/TT e os haplótipos CAT (MTHFR C677T, 

MTHFR A1298C, MTHFR T1317C) como risco materno para SD(58). 

Em 2014, Rai e colaboradores realizaram uma metaanálise com o objetivo de 

avaliar o efeito do polimorfismo MTHFR C677T e o risco materno para SD. Foram 

avaliados 34 estudos em um total de 3098 casos e 4852 controles e foi observado que o 

alelo T é um fator de risco para o nascimento de filho com SD(137). Outras metaanálises, 

incluindo a do nosso grupo de pesquisa também observaram associação entre a variante 

C677T e o risco materno para SD(132, 134-137). 

Outro polimorfismo do gene MTHFR também avaliado como fator de risco 

materno em SD é a substituição de adenina (A) para citosina(C) na posição 1298 do 

gene (rs1801131). Os portadores do genótipo CC têm uma diminuição de até 40% da 

atividade enzimática de MTHFR, quando comparados com indivíduos portadores do 

genótipo AA(163-165). Alguns estudos demonstraram associação do polimorfismo 

MTHFR A1298C com o risco materno para a SD(47-49, 52) enquanto outros não(40, 43, 44, 51, 

56, 58, 62, 128, 129, 142, 143, 146, 151).  

No presente estudo, nós avaliamos a influência de Polimorfismos de Nucleotídeo 

Único (SNPs) na região 3’UTR do gene MTHFR (rs4846048 A→G ers4846049 G→T ) 

no risco materno para não disjunção do cromossomo 21 e não encontramos associação 

desses polimorfismos maternos com a ocorrência de prole com SD. De acordo com 

nosso conhecimento, esse é o primeiro estudo que avalia esses polimorfismos como 

fatores de risco materno para SD. 

Na literatura há evidências de associação desses SNPs (MTHFR rs4846048 e 

rs4846049) com outras doenças e/ou distúrbios. O polimorfismo rs4846048 foi 

associado com a perda de massa corporal magra(101), que juntamente com o acúmulo de 
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massa gorda e perda de massa óssea(166), podem contribuir com a sarcopenia, obesidade 

e osteoporose. Liu et al. (2008)(101) sugerem que o gene MTHFR regula o metabolismo 

energético dentro das mitocôndrias das células musculares e atua no processo de 

apoptose celular exercendo efeito sobre a massa corporal magra.  

Estudo em câncer mostra redução no risco de câncer de esôfago na presença do 

genótipo GG do SNP rs4846048 A→G(103), mas nenhuma associação desse genótipo 

polimórfico (GG) com câncer colorretal e de mama(167, 168).  

Em relação ao polimorfismo rs4846049 G→T, os genótipos GT e TT foram 

associados com o risco aumentado de câncer colorretal(167). Um estudo realizado em 

indivíduos com mielomeningocele observou associação entre o alelo T do SNP MTHFR 

rs4846049 e presença de Transtorno do Déficit de Atenção com Hiperatividade 

(TDAH), sugerindo que o gene MTHFR está envolvido na etiologia do TDAH nos 

indivíduos com mielomeningocele(169). Deficiências de folato e de vitamina B têm sido 

associada com déficit de atenção e depressão(170). 

A análise de haplótipos de cinco polimorfismos do gene MTHFR, incluindo o 

polimorfismo rs4846049, também mostrou que a combinação haplotípica TTGGT 

(rs4846049, rs1476413, rs1801131, rs1801133 e rs9651118) é um fator de risco para 

paralisia cerebral (PC) em bebês com deficiência mental da população chinesa(171). No 

presente estudo, a análise dos haplótipos MTHFR rs4846048 e rs4846049 não mostrou 

associação com o risco materno da SD. 

Embora SNPs na região 3’UTR do gene MTHFR possam comprometer o 

metabolismo do folato, pois estudos mostram que o polimorfismo rs4846049 é 

funcional, devido a alterações na expressão do RNAm do gene MTHFR
(99), a ausência 

de associação no presente estudo pode estar relacionada ao tamanho amostral reduzido, 
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o que poderia reduzir o poder da análise estatística. Para o polimorfismo rs4846048 

(A→G) não há estudos de análise funcional até o presente. 

Outro aspecto importante de SNPs em regiões 3’UTR é que os mesmos podem 

alterar a expressão de genes em um mecanismo mediado por miRNAs(172-175). De acordo 

com análise in silico, a variante MTHFR rs4846049 (G→T) encontra-se dentro de uma 

região predita para ligação do hsa-miR-149 e essa ligação mostrou-se mais eficiente na 

presença do alelo T do gene MTHFR em ensaio in vitro
(99). Pela técnica de western blot 

esses autores também demonstraram uma diminuição dos níveis da proteína MTHFR 

em indivíduos portadores do genótipo MTHFR TT, o que suporta a supressão do 

MTHFR, na presença do alelo T, pelo hsa-miR-149. No estudo de Wu et al. (2013)(99) e 

em outro, realizado na população chinesa em 2248 indivíduos(176), o alelo T da variante 

MTHFR rs4846049 foi associado com o aumento da suscetibilidade de doença arterial 

coronária (DAC). É possível, então, que o hsa-miR-149 possa estar envolvido com a 

DAC, por meio da interação com o gene MTHFR, que pode ser alterada pelo 

polimorfismo rs4846049. 

Variantes genéticas na própria sequência de pri-miRNAs, pré-miRNAs e em 

miRNAs maduros podem influenciar a expressão de genes mediada pelos miRNAs e, 

assim alterar diversos processos biológicos(177) e contribuir para a suscetibilidade e 

prognóstico de doenças(178). Atualmente, existem 1881 miRNAs precursores no genoma 

humano (Banco de Dados miRBase– versão 21), que são exportados para o citoplasma 

onde serão clivados pela enzima Dicer gerando 2588 (Banco de Dados miRBase 21) 

diferentes miRNAs maduros(179). 

No presente estudo, a influência do polimorfismo rs2229832 (C→T), localizado 

no precursor do miR-149, como fator de risco materno para a SD foi investigada uma 
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vez que esse miRNA tem como alvo genes da via do folato(99, 180) e nossos resultados 

mostram evidências que o genótipo materno TT do polimorfismo rs2229832 é um fator 

de risco materno para SD para mulheres com menos de 35 anos de idade na casuística 

estudada. É esperado que esse polimorfismo altere a expressão e/ou maturação do miR-

149, tendo em vista que análises in vitro demonstraram que a variante T na forma 

precursora possa alterar o processo de maturação de miR-149(107), influenciando a 

ligação com o gene MTHFR, o que resultaria em anormalidade no metabolismo do 

folato-Hcy e, consequentemente, possível instabilidade cromossômica. 

Atualmente, não existem dados sobre o papel do polimorfismo rs2229832 do 

mir-149 e o risco materno para a SD. Por outro lado, há estudos que avaliam a 

associação entre este polimorfismo e o risco para diversos tipos de câncer. Liu e 

colaboradores encontraram associação desse polimorfismo e o risco para carcinoma 

hepatocelular na população chinesa com genótipo CT e TT, principalmente em 

pacientes infectados com o vírus da hepatite B(181). Em outro estudo, realizado na Coréia 

do Sul, foi demonstrado que o risco de hepatocarcinoma foi mais baixo para os 

indivíduos portadores dos genótipos CT e CC, especialmente naqueles infectados com o 

vírus da hepatite B(182). Neste mesmo estudo também foi observado que pacientes com o 

alelo T do rs2292832 apresentavam uma menor sobrevida e os autores sugeriram que 

esse polimorfismo pode ser um biomarcador de prognóstico para o hepatocarcinoma na 

população coreana(182).   

Um estudo em câncer de cabeça e pescoço, realizado em Taiwan, demonstrou 

que o genótipo TT do polimorfismo rs2292832 foi associado com a progressão mais 

avançada da doença e com um pior prognóstico dos pacientes acometidos por este tipo 

tumoral(107). Além disso, em experimentos in vitro, estes autores demonstraram que o 
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alelo T do hsa-mir-149, quando comparado ao alelo C, pode alterar o processamento de 

pré-mir-149 para a sua forma madura, resultando em uma alteração na quantidade do 

miR-149, que por sua vez, modula a progressão e a sobrevida do paciente. Os autores 

observaram que expressão de miR-149 suprimia a mobilidade das células tumorais e 

sugeriram que a variante T pode retardar o processamento de pré-mir-149 para miR-149 

e resultaria na diminuição da forma madura, que consequentemente atenuaria o efeito de 

supressão de miR-149 na mobilidade celular(107).  Outro estudo em câncer de cabeça e 

pescoço, em população branca não hispânica, observou que o genótipo CC do 

rs2292832, em pacientes que foram tratados por radiação e/ou quimioterapia e com ou 

sem cirurgia, foi associado com um menor risco de óbito e de recorrência de câncer de 

cavidade oral, hipofaringe e laringe(183).  

Contrariamente, em um estudo realizado na China com indivíduos com 

carcinoma papilar de tireoide e indivíduos sem histórico de câncer, o genótipo CC do 

rs2292832 foi considerado fator de risco para câncer de tireoide (OR= 1,60; 95%IC = 

1,72-2,20; p = 0,003). Os autores sugeriram que o polimorfismo altera a forma madura 

de miR-149, pois os indivíduos com genótipo CC apresentaram expressão reduzida do 

miRNA maduro quando comparados com os indivíduos portadores dos genótipos CT e 

TT(184). 

Na população grega foi realizado um estudo que avaliou a associação de três 

polimorfismos em pré-miRNAs, incluindo o rs2292832, e foi observado um aumento no 

risco para câncer gástrico com a combinação CCC e GTC (rs2910164, rs2292832, 

rs11614913), entretanto, um efeito protetor para câncer gástrico foi observado com a 

combinação alélica CTT e CCT para os mesmos polimorfismos(110). Em outro estudo 
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com câncer gástrico da população coreana do Sul, o alelo C do polimorfismo rs2292832 

mostrou um efeito protetor para a doença no sexo masculino(185). 

Um estudo realizado na China em mulheres com câncer de pulmão não fumantes 

e controles (mulheres sem histórico de câncer e não fumantes) não observou associação 

entre o polimorfismo rs2292832 e o risco para câncer de pulmão(186). Outro estudo, em 

população chinesa, também não encontrou associação com a variante rs2292832 e o 

risco para câncer de cabeça e pescoço(187). O efeito do polimorfismo rs2292832 também 

não foi observado em estudos com câncer colorretal(188), de pulmão(189), 

hepatocarcinoma(190) e de próstata(191) em diferentes etnias.  

Outras doenças também foram investigadas para o polimorfismo rs2292832. Um 

risco aumentado para DAC foi observado em pacientes com idade superior a 63 anos 

portadores do alelo T da variante rs2292832(116) e genótipo TT foi associado com 

aumento do risco de pneumoconiose em trabalhadores que atuam em mina de 

carvão(115). Nenhum efeito desse polimorfismo (rs2292832) foi observado na ocorrência 

de epilepsia em crianças(192) e um efeito protetor do alelo C foi observado para atresia 

biliar em crianças chinesas(193). Por outro lado, a combinação dos genótipos CT+CC 

com concentração de folato ≤3,43 resultou em um aumento de risco para acidente 

vascular cerebral isquêmico (AVCI)(194). Uma metaanálise, realizada com a variante 

rs2292832, mostrou uma redução do risco para AVCI aos portadores do genótipo TT e 

do alelo T quando comparados com o genótipo CC e o alelo C(114). 

Embora no presente estudo tenha sido avaliado apenas o polimorfismo 

rs2229832 (C→T) no pré-miRNA 149, um estudo forneceu evidências que o SNP 

rs71428439 (A→G) também afeta o processamento do miR-149 maduro(106). De acordo 

com análises in vitro, os autores observaram em células mononucleares de sangue 
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periférico humano, que portadores do alelo G possuíam níveis mais baixos de miR-149 

maduro, sugerindo que este alelo atenua o processo de maturação do miR-149. Os 

resultados também indicaram que essa variante G está associada com o risco aumentado 

de infarto do miocárdio quando comparada com indivíduos portadores do genótipo 

AA(106). 

Por outro lado, o polimorfismo rs71428439 no pré-miRNA 149 foi associado a 

um menor risco de AVCI em indivíduos portadores do genótipo GG em relação aos 

portadores do genótipo AA; uma redução do risco também foi observada nos indivíduos 

portadores do alelo G em relação aos portadores do alelo A(180). Esses autores também 

demonstraram que pacientes que sofreram AVCI com genótipo GG ou AG 

apresentavam menores níveis de Hcy plasmática quando comparados com aqueles 

portadores de genótipos AG ou AA(180).  

Há também evidências de associação entre variantes em regiões precursoras de 

outros miRNAs com diversas doenças. Os genótipos CT e TT do SNP rs2168518 do 

mir-4513 e o genótipo GG do rs3746444 do mir-499 foram considerados potenciais 

marcadores biológicos para o prognóstico da DAC, de acordo com estudo de Li e 

colaboradores(178). O genótipo GG do polimorfismo rs3746444, no precursor de miR-

499, também foi associado com o aumento do risco para infarto do miocárdio na 

população chinesa(195) e os genótipos GG e AG estão associados ao aumento do risco de 

acidente vascular cerebral(196). Entretanto, um estudo com a população coreana do Sul, 

observou uma redução do risco para câncer hepatocelular em pacientes que 

apresentavam genótipo GG e AG do polimorfismo rs3746444(182).  
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O polimorfismo rs2910164 no precursor de mir-146a, que afeta a forma madura 

do miR-146a(197, 198), tem sido associado ao câncer de mama(199, 200), gástrico(201), 

melanoma(202) e oral(203), doenças autoimunes(204, 205) e infarto do miocárdio(195).  

Estima-se que a expressão de cerca de 60% dos genes humanos estejam sobre a 

influência de miRNAs(65), em função disso, os miRNAs desempenham papel importante 

em diversos processos biológicos e estudos têm associado esses pequenos RNAs em 

uma variedade de doenças(206). SNPs localizados em sequências de genes de pré-

miRNAs e genes alvo de miRNAs, podem perturbar a interação miRNA-RNAm alvo e, 

portanto resultar em uma desregulação da expressão do gene alvo(207).  

Uma das limitações do presente estudo foi a ausência de análise dos níveis de 

expressão do gene MTHFR, bem como do hsa-mir-149.  Entretanto, é o primeiro estudo 

que avalia polimorfismos na região 3’UTR e variante em pré-miRNAs como fatores de 

risco materno para SD e fornece evidências da influência do polimorfismo rs2229832 

(C→T), localizado no precursor do miR-149, como fatores de risco maternos para o 

nascimento de prole com SD.  

Em conclusão, sugere-se que o polimorfismo rs2292832 possa alterar a 

maturação de miR-149 e modificar a interação com o gene alvo MTHFR, resultando em 

alteração no metabolismo do folato e, consequentemente, aumento de risco materno 

para não disjunção do cromossomo 21, em mulheres com menos de 35 anos. 
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Tabela 9. Estudos sobre associação entre polimorfismos maternos em genes do metabolismo 

do folato e fator de risco para prole com síndrome de Down, segundo Coppedè (2015) com 

modificações.  

Referência País 
Mães 

CA/ CO 
Associação com o risco materno para SD 

James et al.,1999(11) USA 57/50 ↑ MTHFR 677CT  
↑ MTHFR 677CT + TT  

Hobbs et al., 2000(41) USA/ 
Canadá 

157/144 ↑ MTHFR 677CT  
↑ MTHFR 677CT + TT  
↑ MTRR 66GG  
↑ MTRR 66AG + GG  
↑ MTHFR 677TT ou CT + MTRR 66GG  

O’Leary et al., 2002(42) Irlanda 48/192 ↑ MTRR 66AG  
↑ MTRR 66GG  
↑ MTRR 66AG + GG  
↑ MTHFR 677CT ou TT + MTRR 66GG  

Grillo et al., 2002(126) Brasil 36/200 ↑ MTHFR 677T  
↑ MTHFR 1298C  
↑ MTHFR 677CT + MTHFR 1298AC  

Bosco et al., 2003(43) Itália 63/72 ↑ MTR 2756AG + GG  
↑ MTR 2756AG + MTRR 66AG  

da Silva et al., 2005(44) Brasil 154/158 ↑ MTHFR 677T  
↑ MTHFR 677T, MTHFR 1298C,   
MTR 2756G, MTRR 66G e CBS 844ins68 

(presença de números crescentes dos alelos 
variantes aumenta o risco)  

Acácio et al., 2005(45) Brasil 70/88 ↑ MTHFR 677CT + MTHFR 1298AC  

Coppedè et al., 2006(46) Itália 80/111 ↑ MTHFR 677TT + SLC19A1 80GG  
↓ MTHFR 1298AA + SLC19A1 80GA/AA  

Rai et al., 2006(47) Índia 149/165 ↑ MTHFR 677TT  
↑ MTHFR 1298CC  

Scala et al., 2006(48) Itália 94/264 ↑ MTHFR 1298C  

↑ SLC19A1 80G  

↑ MTHFR 1298CC  
↑ SLC19A1 80GG  
↑ MTHFR 677TT + MTHFR 1298CC ou CA  
↑ MTHFR 1298CC ou CA +  
SLC19A1 80GG ou GA  
↑ SLC19A1 80GG + MTHFD1 1958AA  

Biselli et al., 2008(51) Brasil 72/194 ↑ MTHFR 677T, MTHFR 1298C,  
MTR 2756G, e SLC19A1 80G (presença de 3 
ou mais alelos polimórficos aumenta o risco) 

Meguid et al., 2008(49) Egito 42/48 ↑ MTHFR 677CT +TT  
↑ MTHFR 1298CC  

Wang et al., 2008 (50) 
 

China 64/70 ↑ MTHFR 677TT  
↑ MTRR 66GG  
↑ MTHFR 677TT/CT + MTRR 66GG  

Brandalize et al., 2009(52) Brasil 239/197 ↑ MTHFR 677CT ou TT/MTHFR 1298AA  
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Tabela 9. Continuação 
   

Referência País 
Mães 

CA/ CO 
Associação com o risco materno para SD 

Coppedè et al., 2009(53) Itália 94/113 ↑ MTHFR 677TT + MTR 2756AA  
↓ MTHFR 1298AC + TYMS 2R/2R  

Pozzi et al., 2009(54) Itália 74/184 ↑ MTRR 66AG  
↑ MTRR 66AG + GG  

Fintelman-Rodrigues et al., 
2009(55) 

Brasil 114/110 ↑ MTR 2756AG/TCN2 776CC  

Cyril et al., 2009(56) Índia 36/60 ↑ MTHFR 677CT+TT  

Brandalize et al., 2010(57) 
 

Brasil 239/197 ↑ MTR A2756 G, MTRR A66G, CBS 844ins68 
e SLC19A1 A80G (genótipos combinados 
entre estes polimorfismos aumenta o risco de 
acordo com o número de alelos de risco 
considerados)  
↑ MTHFR 677T + MTRR 66G 

Coppede et al., 2010(127) Itália 29/32 Frequência de micronúcleos, MTHFR 677TT, 
SLC19A1 80AA, TYMS 1494 6pb+/+,  
TYMS 28pb 3R/3R e MTR 2756AA permitem 
discriminar mães SD e mães controles com 
uma acurácia de 90%. 

Sadiq et al., 2011(128) Jordânia 53/29 ↑ MTHFR 677T  

Marucci et al., 2012(157) Brasil 105/185 ↓ SHMT 1420CC ou CT  

Zampieri et al., 2012(158) Brasil 86/161 ↓ BHMT 742 AA 
↓ BHMT 742 (GA ou AA)  

Zampieri et al., 2012(58)  Brasil 105/185 ↑ MTHFR 677CT ou TT  
↑ TCN2 776GG  
↓ BHMT 742AA  
MTHFR 677C/1298A/1317T (haplótipo mais 
frequente no grupo controle) 

Wang et al., 2013(159) China 104/184 ↓ MTRR 524TT  
↓ MTRR 524CT + TT  

Wang et al., 2013(59) 
 

China 104/184 ↑ SLC19A1 80G  
↑ CBS 833C  
↑ SLC19A1 80GG + CBS 833TC  

Amorim et al., 2013(160) Brasil 94/134 ↓ BHMT 742A   
↓ BHMT 742AA 

Coppedè et al., 2013(161) 
 

Itália 172/157 ↓ DNMT3B −579T  
↓ DNMT3B −579GT ou GT + TT  
↓ DNMT3B −579GT + DNMT3B −149CC  

Coppedè et al., 2014(60) Itália 253/298 ↑ MTR 2756AG + MTRR 66AG  

Liao et al., 2014(61) China 76/115 ↑ MTHFR 677CT/TT +  
MTHFD1 1958AA/GA  
↑ TCN2 776CG + MTHFR 677TT  

Jaiswal et al., 2015(208) 
 

Índia 150/172 DNMT3B -579G/-149T  e -579G/-149C  
(haplótipos mais frequentes no grupo caso) 
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Tabela 9. Continuação 

   

Referência País 
Mães 

CA/ CO 
Associação com o risco materno para SD 

Izci Ay et al., 2015(62) Turquia 47/49 ↓ MTHFR 677C  
↑ MTHFD1 1958A  

Sukla et al., 2015(129) Índia 186/200 ↑ MTHFR 677T  

Jaiswal et al., 2016(130) Índia 288/200 ↑ BHMT 742AA   

CA: Mães de indivíduos com síndrome de Down; CO: mães com filhos sem Síndrome de 
Down; SD: indivíduos com síndrome de Down; ↑: risco aumentado; ↓risco diminuído. 
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5. Conclusão 

 

1. Na casuística avaliada não há evidências de associação entre os polimorfismos 

maternos MTHFR rs4846049 e rs4846048 e risco para a ocorrência de prole SD; 

entretanto, um risco materno aumentado para SD é observado em mulheres com idade 

materna inferior a 35 anos portadoras do genótipo materno TT do polimorfismo hsa-

mir-149 rs2292832. 
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FAMERP  FACULDADE DE MEDICINA DE SÃO JOSÉ DO RIO PRETO 

AUTARQUIA ESTADUAL 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(Obrigatório para Pesquisas Científica em Seres Humanos – Resolução n.º 466/12 – CNS) 

 

 I . Dados de Identificação do sujeito da pesquisa  

Nome:_______________________________________________________________________________ 

Documento de identidade n.º:____________________________________________________________                            

Endereço: _____________________________________________________ n.º: ______  apto: _______  

Bairro: _______________________________________   Cidade:_______________________________                                     

CEP: _____________________ Telefone para contato:________________________________________ 

 

 

II . Dados sobre a pesquisa científica/pesquisador: 

Título do Projeto: Impacto de polimorfismos da região 3’ não traduzida do gene MTHFR e de 

polimorfismo do microRNA hsa-mir-149 no risco materno para a síndrome de Down.  

Pesquisadora responsável: Profª Drª Érika Cristina Pavarino 

Inscrição no Conselho Regional: Conselho de Biologia (CRB-1) no. 18306/01-D 

Cargo/Função: Professor Adjunto                                       

Instituição: Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto 

Endereço: Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416         Bairro: Vila São Pedro 

CEP: 1509-000                    Fone: (17) 3201-5904 

 

III. Avaliação do Risco da Pesquisa 

  (  x ) risco mínimo                     (   ) risco médio                     (   ) risco maior 

 Consequência imediata do estudo: Risco da coleta de sangue que inclui vermelhidão local transitória, e 

raramente a formação de pequenos hematomas e inflamação local.   

 

IV. Esclarecimentos sobre a pesquisa científica: 

•Objetivo da pesquisa: Objetivo do estudo é investigar a associação entre variações no material genético 

(gene MTHFR e microRNA) e o risco de mulheres terem filhos com síndrome de Down (SD) e associar a 

constituição genética (genótipos) com a expressão do gene estudado (RNA e proteína) e com as 

concentrações de homocisteína, ácido metilmalônico e folato. 

•Método empregado para colheita de material biológico (sangue periférico): O sangue periférico será 

colhido com seringa descartável por profissionais habilitados. 

•Desconfortos e riscos esperados: O risco da coleta inclui vermelhidão local transitória, e raramente a 

formação de pequenos hematomas e inflamação local. 
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•Benefícios que poderão ser obtidos: Não há benefícios diretos para os participantes da pesquisa. 

Entretanto, os dados gerados a partir do presente estudo contribuirão para a compreensão dos mecanismos 

envolvidos no risco materno para a síndrome de Down. 

•O sujeito da pesquisa/responsável legal consente ao pesquisador utilizar os resultados advindos da 

pesquisa apenas para divulgação em reuniões de caráter científico e/ou publicações em meios 

especializados, sendo, portanto, mantido sigilo das informações. 

•O sujeito da pesquisa/responsável legal pode consultar a pesquisadora responsável pelo telefone (17) 

32015904 ou a secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina de São José do Rio 

Preto, telefone: (17) 32015813, para esclarecimento de qualquer dúvida. 

•O sujeito da pesquisa está livre para, a qualquer momento, deixar de participar da pesquisa e não precisa 

apresentar justificativas para isso. 

•O sujeito da pesquisa legal autoriza o armazenamento do material coletado e será contatado (a) para 

conceder ou não a autorização para o uso deste material em futuros projetos. 

•O sujeito que concordar em participar desta pesquisa e com a retirada e uso do material, do modo 

descrito acima, não terá quaisquer benefícios ou direitos financeiros sobre os eventuais resultados 

decorrentes desta pesquisa e também não terá qualquer tipo de despesa para participar do estudo. 

 

V. Consentimento pós-esclarecimento: 

     Declaro que, após ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador, consinto em participar na 

amostragem do projeto de pesquisa em questão, por livre vontade sem que tenha sido submetido a 

qualquer tipo de pressão. 

  

   São José do Rio Preto, ____ de ________________, _________. 

 

 

_____________________                         ______________________ 

     Sujeito de Pesquisa                                                                    Érika Cristina Pavarino 

                        Pesquisadora Responsável 

 

 

Nota: este termo foi elaborado em duas vias, ficando uma via em poder do paciente ou seu representante 

legal e outra com o pesquisador responsável pelo projeto.
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Questionário 

 

Grupo:        Caso ( )                           Controle ( ) 

Código:________________________________ 

Prontuário: _____________________________ 

Nome:_______________________________________________________________________________ 

Documento de identidade n.º:______________________________Data de nascimento: ______________                            

Endereço: ______________________________________________________ n.º: _______  apto: ______  

Bairro: ____________________________ Cidade:_________________________________________                                                                       

CEP: _______________________ Telefone para contato:______________________________________ 

Idade na concepção:________Idade ao nascimento do filho:________ Prematuridade: ( ) Sim         ( ) Não 

Ingestão de Ácido fólico: ( ) Sim   ( ) Não – Mg:________  Ínico:______________ Duração: __________ 

Ingestão de vitaminas: _______________________________ Ínicio:__________ Duração:__________ 

Número de filhos: _________________ Abortos prévios:_______________________________________ 

Caso de Cardiopatia Congênita na família? (  ) Sim     (   ) Não    Tipo:____________________________ 
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Protocolo de Extração de DNA, segundo Miller et al. (1988)(118), com 

modificações. 

 

- Coletar 7mL de sangue periférico em tubo de centrífuga com anticoagulante 

ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA); 

- Transferir o sangue para um tubo estéril, contendo 7mL de gradiente de 

concentração (Ficoll-Paque); 

- Centrifugar o tubo a 1.500 rotações por minuto (rpm) por 30 minutos em 

temperatura ambiente; 

-Transferir os leucócitos para um novo tubo com a utilização de uma pipeta 

Pasteur estéril; 

- Adicionar ao material tampão fosfato salino (PBS 10x) (1,3M de NaCl; 70mM 

de Na2HPO4.2H2O;  30mM de KH2PO4, pH 7,2 - 7,4) até completar o volume de 15 ml; 

- Centrifugar a 1.200 rpm por 15 minutos em temperatura ambiente; 

- Descartar o sobrenadante e adicionar novamente PBS 10x até completar o 

volume de 15mL; 

- Centrifugar novamente a 1.200 rpm por 15 minutos em temperatura ambiente; 

- Após descartar o sobrenadante, adicionar 3mL de tampão de lise (Tris-HCl 

90mM; NaCl 400mM; Na2 EDTA 2mM), 200µL de sódio dodecil sulfato (SDS) 10% e 

50 µL de proteinase K (20 mg/mL); 

- Incubar a solução a 37ºC por 16 horas (overnigth); 

- Após o período de incubação, adicionar 1mL de NaCl 5M; 

- Agitar o tubo por 15 segundos e mantê-lo no gelo por 15 minutos; 

- Centrifugar a 2.000 rpm por 15 minutos em temperatura ambiente; 
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- Transferir o sobrenadante para um tubo estéril de 15mL, descartando-se o 

pellet; 

- Adicionar ao sobrenadante etanol absoluto gelado e homogeneizar o tubo por 

inversão; 

- Transferir o DNA precipitado para um microtubo contendo 500µL de etanol 

70%; 

- Centrifugar o microtubo a 1.2000 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente; 

- Descartar o etanol por inversão do microtubo; 

- Manter o microtubo, contendo o DNA, invertido em temperatura ambiente para 

a secagem completa do etanol; 

- Após secagem, ressuspender o DNA em 200µL de tampão de eluição (TE) (1 

M Tris-HCl pH8, 0,5 M EDTA); 

- Armazenar o DNA em freezer -20ºC. 
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Protocolo de Extração de DNA salina ou “salting-out”, segundo Salazar et 

al. (1998)(119), com modificações. 

 

- Coletar 1mL sangue periférico em tubo contendo o anticoagulante ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA); 

- Transferir o sangue para um microtubo estéril e centrifugar a 5.000 rpm por 5 

minutos em temperatura ambiente; 

- Descartar o plasma e adicionar 900µL de Tampão 1 (1x) [5 ml do Tampão 10x 

(100mM Tris-HCl; 100mM de KCl; 100mM de MgCl2 e 20mM EDTA) e 45 ml de água 

ultrapura] contendo 2,75% de Triton.  

- Homogeneizar o microtubo por 40 segundos e centrifugar a 5.000 rpm por 5 

minutos em temperatura ambiente; 

- Descartar o sobrenadante e adicionar ao pellet 1mL do Tampão 1 (1x)  

- Homogeneizar o microtubo por 40 segundos e centrifugar a 5.000 rpm por 5 

minutos em temperatura ambiente; 

- Descartar o sobrenadante; 

 - Repetir esse procedimento por três vezes; 

- Após, adicionar 200µL de Tampão 2 (1x) (10 mM Tris-HCl; 10 mMKCl; 10 

mM, MgCl2; 2 mM EDTA; 0,4 M NaCl); 

- Homogeneizar o microtubo por 15 segundos; 

- Adicionar 20µL de solução de SDS 10%; 

- Incubar a solução em banho-maria a 56°C por 15 minutos; 

- Após esse período, adicionar 100µL de NaCl 5M e homogeneizar o microtubo 

por 15 segundos; 
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- Centrifugar a 1.2000 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente; 

- Transferir o sobrenadante para um microtubo de 1,5 mL estéril;  

- Adicionar 1mL de etanol absoluto gelado; 

- Inverter o microtubo várias vezes, vagarosamente; 

- Incubar as amostras em freezer -20°C por 16 horas (overnight); 

- Após esse período, centrifugar o microtubo a 1.2000 rpm por 5 minutos em 

temperatura ambiente; 

- Remover o etanol absoluto por inversão; 

- Adicionar 1mL de etanol 70% gelado; 

- Centrifugar a 1.2000 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente e descartar o 

etanol; 

- Repetir esse procedimento por mais duas vezes; 

- Deixar o microtubo em posição invertida para secagem completa do etanol; 

- Após, ressuspender o DNA em 100µL de TE (1 M Tris-HCl pH8, 0,5 M 

EDTA); 

- Incubar o DNA a 56°C por 15 minutos e após, armazenar a-20°C. 
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