
 
 

Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto 
Programa de Pós-graduação em Ciências da 

Saúde 
 

 

 

Mariana Fernanda dos Santos 

 

 

 

Impacto de polimorfismos de genes do 

metabolismo do folato e do microRNA  

hsa-mir-149 no risco para cardiopatias 

congênitas em indivíduos com síndrome de Down

 
 
 
 

São José do Rio Preto 
2016 



 
 

Mariana Fernanda dos Santos 
 

Impacto de polimorfismos de genes do 

metabolismo do folato e do microRNA  

hsa-mir-149 no risco para cardiopatias 

congênitas em indivíduos com síndrome de Down 

 
 

Dissertação apresentada à Faculdade de 

Medicina de São José do Rio Preto para 

obtenção do Título de Mestre no Curso de Pós-

Graduação em Ciências da Saúde. Eixo 

Temático: Medicina e Ciências Correlatas. 

 
 
 

Orientadora: Profª. Drª. Érika Cristina Pavarino 

Coorientadora: Profª. Drª. Joice Matos Biselli Périco 

 

São José do Rio Preto 

2016



 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Santos, Mariana Fernanda 
    Impacto de polimorfismos de genes do metabolismo do folato e do 
microRNA hsa-mir-149 no risco para cardiopatias congênitas em indivíduos 
com síndrome de Down/ Mariana Fernanda dos Santos 
São José do Rio Preto, 2016.  
80 p. 

 
Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina de São José do Rio 
Preto – FAMERP 
Eixo Temático: Medicina e Ciências Correlatas  

Orientadora: Profa. Dra. Érika Cristina Pavarino 
Coorientadora: Profª. Drª. Joice Matos Biselli Périco 
 
1. Síndrome de Down; 2. Polimorfismo genético; 3. Ácido fólico. 



 

 
 

Mariana Fernanda dos Santos 

 

Impacto de polimorfismos de genes do 

metabolismo do folato e do microRNA  

hsa-mir-149 no risco para cardiopatias 

congênitas em indivíduos com síndrome de Down 

 

BANCA EXAMINADORA 

DISSERTAÇÃO PARA OBTENÇÃO DO 
TÍTULO DE MESTRE 

 

Presidente e Orientadora: Érika Cristina Pavarino 

1º Examinador: Lilian Castiglioni 

2º Examinador: Ana Lívia Silva Galbiatti Dias 

1º Suplente: Patrícia Matos Biselli Chicote 

2º Suplente: Anelise Russo 

 

São José do Rio Preto, 2016. 



 

 
 

SUMÁRIO 

Dedicatória.............................................................................................................. i 

Agradecimentos...................................................................................................... ii 

Epígrafe................................................................................................................... v 

Lista de Figuras....................................................................................................... vi 

Lista de Tabelas e Quadros..................................................................................... viii 

Lista de Abreviaturas e Símbolos........................................................................... xii 

Resumo.................................................................................................................... xiv 

Abstract................................................................................................................... xvi 

1. Introdução........................................................................................................... 01 

1.1 Defeitos cardíacos congênitos na síndrome de Down e o 

metabolismo do folato............................................................................................. 02 

1.1.2 Controle da expressão do gene MTHFR por microRNA (miRNA)... 08 

1.2 Objetivos................................................................................................ 12 

2. Casuística e Métodos.......................................................................................... 13 

2.1 Casuística.............................................................................................. 14 

2.2 Métodos................................................................................................. 14 

2.2.1 Coleta e extração de DNA das amostras de sangue periférico........ 14 

2.2.2. Quantificação do DNA genômico................................................... 16 

2.2.3. Análise molecular........................................................................... 16 

2.2.4. Análise Estatística........................................................................... 22 

3. Resultados........................................................................................................... 23 

3. 1 Resultados Clínicos.............................................................................. 24 



 

 
 

 

 

3. 2 Resultados dos polimorfismos hsa-mir-149 rs2292832, MTHFR 

rs4846048 e MTHFR rs4846049............................................................................. 26 

3. 3 Resultados dos 17 polimorfismos como fatores de risco para 

cardiopatias congênitas........................................................................................... 36 

4. Discussão............................................................................................................ 42 

5. Conclusões.......................................................................................................... 52 

6. Referências Bibliográficas…….......................................................................... 54 

7. Apêndices............................................................................................................ 73 

8. Anexos................................................................................................................ 78 



____________________________________________________________Dedicatória i 

 
 

Dedicatória 

 
Deus e a Virgem Maria: pelo constante cuidado, amor e proteção em todos os 

momentos. Por iluminarem e abençoarem meu caminho, permitindo-me discernimento 

para enfrentar as dificuldades.  

 

Aos meus pais Marcia e Nivaldo: por nunca medirem esforços e amor dedicados à 

minha vida, para alcançar meus objetivos e realizar os meus sonhos. Por me ensinar 

que o amor e a família são os bens mais necessários e preciosos. Vocês são meus 

grandes exemplos e os maiores participantes dessa conquista. Minha imensa gratidão 

vai além do sentimento, pois vós cumpristes o dom divino e emprestaram-me seu amor 

para que pudesse existir. Amo vocês! 

  

À minha irmã Isabella: por fazer parte da minha vida, pela admiração, incentivo e 

amizade em todos os momentos. Por você procuro ser melhor a cada dia e continuar a 

ser o exemplo de dedicação e esforço por ti admirado. Amo você! 

  

Ao meu namorado Fernando: que com amor torna os meus dias mais alegres. Que 

sempre me incentiva a continuar na realização dos meus sonhos. Obrigada, pelo seu 

apoio, paciência e companheirismo. 

 

Aos meus avós Maria Aparecida, Antônio e Maria Nadir: por cuidarem de mim com 

muito amor e vibrarem a cada conquista. Amo vocês!  

 

Aos meus tios, tias e primos: pelo incentivo, apoio e companhia diária. Vocês são 

muito especiais na minha vida! 

 
 



_______________________________________________________Agradecimentos ii 
 

 
 

Agradecimentos 
 

Deus e a Virgem Maria 

Pelo dom da vida, por guiar e abençoar cada passo desse desafio. Por me amparar e 

interceder em todos os momentos da minha vida. 

 

Profª. Drª Érika Cristina Pavarino  

Pela oportunidade a mim concedida, apoio, conhecimento compartilhado no 

desenvolvimento deste trabalho e exemplo profissional.  

 

Profª. Drª Joice Matos Biselli Périco 

Todo o meu agradecimento pela ajuda, apoio, paciência e disponibilidade no decorrer 

deste trabalho. 

 

Profª. Drª Eny Maria Goloni Bertollo 

Pela oportunidade concedida no laboratório e convívio diário. 

 

Profª. Drª Lilian Castiglioni e Profª. Drª Ana Lívia Silva Galbiatti Dias 

Pela disponibilidade e colaboração. 

 

Meus pais, Marcia e Nivaldo e minha irmã Isabella  

Pelo amor, cuidado, carinho e orações dedicadas a mim. Minha eterna gratidão por 

renunciarem aos seus sonhos para que realizasse os meus. Por me incentivar a 

prosseguir na jornada, mostrando que esse caminho deve ser seguido sem medo, 

independente dos obstáculos.  Obrigada por simplesmente existirem, sem vocês nada 

tem sentido! 

 

Meu namorado Fernando 

Pelo companheirismo ao longo dos meus dias. Obrigada por sua compreensão e 

respeito ao meu trabalho, incentivando-me sempre a realizar minhas conquistas. 

 

 



_______________________________________________________Agradecimentos iii 
 

 
 

Minha família  

Pelo importante carinho, cuidado, afeto e essencial incentivo.  

 

Profª. Drª Márcia Maria Urbanin Castanhole Nunes e Profª. Drª Patrícia Matos 

Biselli Chicote 

Pelo apoio, por partilharem suas experiências, conhecimentos e preciosas sugestões 

durante a realização deste trabalho. 

 

Profº. Drº Moacir Fernandes Godoy 

Pela disponibilidade, auxílio e colaboração durante o decorrer do trabalho. 

 

Analice Andreoli 

Pela amizade e companheirismo desde o início. Você foi fundamental no decorrer desse 

trabalho, permitiu que os dias e as dificuldades tivessem o fardo mais leve. Obrigada 

por ser minha dupla, por toda parceria, paciência e auxílio. 

 

Marlon Fraga Mattos 

Pela amizade, companhia e auxílio constante. Obrigada por tornar os dias mais 

tranquilos e alegres. 

 

As minhas amigas Letícia, Mariana e Millena  

Que sempre me incentivaram e apoiaram a encarar este desafio. 

 

Enfermeiras, Mariana, Miriam e Liliam  

Pela disponibilidade, auxílio e paciência para as constantes coletas de amostras de 

pacientes. 

 

Funcionários e pós-graduandos da UPGEM 

Pela amizade, companheirismo e pelos momentos agradáveis, deixando os dias mais 

leves. 

 



_______________________________________________________Agradecimentos iv 
 

 
 

Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto (FAMERP) e a Fundação 

Faculdade Regional de Medicina (FUNFARME) / Hospital de Base  

Pelo suporte durante todo o desenvolvimento do trabalho 

 

Aos indivíduos com síndrome de Down e suas mães 

Pela grande colaboração e contribuição. 

 

Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde da FAMERP 

Pela oportunidade concedida e suporte necessário. 

 

CAPES (Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior) 

Pela concessão da bolsa de mestrado. 

 

FAPESP (Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo) 

Pelo apoio financeiro concedido à UPGEM em nome da Profª Dra. Érika Cristina 

Pavarino. 

 

CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico) 

Pelo apoio financeiro concedido. 

 

 

A todos aqueles que de alguma maneira contribuíram para o meu aprendizado, 

crescimento profissional, pessoal e na realização deste trabalho, meus sinceros 

agradecimentos e gratidão.



                                                                                                                            Epígrafe v  
                                                                                                                

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

“Não sou nada, sou apenas um instrumento, 

um pequeno lápis nas mãos do Senhor, com o 

qual ele escreve aquilo que deseja. Por mais 

imperfeitos que sejamos, Ele escreve 

magnificamente.” 

                                                       Santa Madre Teresa de Calcultá 



_______________________________________________________Lista de Figuras vi 
 

Lista de Figuras 

 

Figura 1. Metabolismo do folato e suas principais enzimas (Figura modificada 

segundo Coppedè, 2015). TC2 = Transcobalamina 2, DHFR = Dihidrofolato 

redutase, DHF = Dihidrofolato, THF = Tetrahidrofolato, SHMT = Serina 

hidoximetiltransferase, 5,10 MTHF = 5,10 Metilenotetrahidrofolato, MTHFR = 

Metilenotetrahidrofolato redutase, 5–MTHF = 5-Metiltetrahidrofolato, MTR = 

Metionina sintase, MTRR = Metionina sintase redutase, BHMT = Betaína-

homocisteína metiltransferase, SAM = S-adenosilmetionina, SAH = S-

adenosilhomocisteína, Hcy = Homocisteína,  CβS = Cistationina β-sintase, 

MTHFD1 = Metilenotetrahidrofolato desidrogenesase 1, 5,10–MetinilTHF = 

5,10-Metiniltetrahidrofolato, 10-formilTHF = 10-Formiltetrahidrofolato, RFC1 = 

Carregador de folato reduzido 1, B12 = Vitamina B12, B6 = Vitamina B6, CH3 = 

Grupo metil, dUMP = Deoxiuridina monofosfato, dTMP = Deoxitimidina 

monofosfato........................................................................................................... 11 

Figura 2. Discriminação alélica por PCR em tempo real do polimorfismo hsa-

mir-149 (rs2292832). O fluoróforo VIC (verde) foi utilizado para marcar as 

sondas que reconhecem os alelos selvagens e  o fluoróforo FAM (azul) as sondas 

que reconhecem os alelos polimórficos. Desse modo (A) representa o genótipo 

homozigoto selvagem CC, (B) genótipo heterozigoto CT e (C) genótipo 

homozigoto polimórfico TT.................................................................... 19 

Figura 3. Discriminação alélica por PCR em tempo real do polimorfismo 

MTHFR (rs4846048). O fluoróforo VIC (verde) foi utilizado para marcar as 

sondas que reconhecem os alelos selvagens e o fluoróforo FAM (azul) as sondas 

que reconhecem os alelos polimórficos. Desse modo (A) representa o genótipo 

homozigoto selvagem AA, (B) genótipo heterozigoto AG e (C) genótipo 

homozigoto polimórfico GG................................................................... 20 

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

MTHFR (rs4846049). O fluoróforo VIC (verde) foi utilizado para marcar as 

sondas que reconhecem  os alelos selvagens e o fluoróforo FAM (azul) as sondas 

que reconhecem os alelos polimórficos. Desse modo (A) representa o genótipo 

homozigoto selvagem GG, (B) genótipo heterozigoto GT e (C) genótipo 

 

 

 

 

 



_______________________________________________________Lista de Figuras vii 
 

 

homozigoto polimórfico TT................................................................................... 21 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



_____________________________________________Lista de Tabelas e Quadros viii 
 

 

Lista de Tabelas e Quadros 

Tabela 1. Variáveis clínico-epidemiológicas dos indivíduos com síndrome de 

Down....................................................................................................................... 25 

Tabela 2. Equilíbrio de Hardy-Weinberg dos polimorfismos hsa-mir-149 

rs2292832, MTHFR rs4846048 e MTHFR rs4846049, nos indivíduos com SD 

com cardiopatia congênita, independente do tipo de cardiopatia (caso), e com SD 

sem cardiopatia congênita (controle) e nas suas mães............................................. 26 

Tabela 3. Equilíbrio de Hardy-Weinberg dos polimorfismos hsa-mir-149 

rs2292832, MTHFR rs4846048 e MTHFR rs4846049, nos indivíduos com SD 

com cardiopatia congênita associada (caso), e com SD sem cardiopatia congênita 

(controle) e nas suas mães........................................................................................ 27 

Tabela 4. Equilíbrio de Hardy-Weinberg dos polimorfismos hsa-mir-149 

rs2292832, MTHFR rs4846048 e MTHFR rs4846049, nos indivíduos com SD 

com cardiopatia congênita isolada (caso), e com SD sem cardiopatia congênita 

(controle) e nas suas mães........................................................................................ 27 

Tabela 5. Análises de regressão logística múltipla envolvendo indivíduos com 

SD com cardiopatia congênita, independente do tipo de cardiopatia (caso) e com 

SD sem cardiopatia congênita (controle)................................................................. 28 

Tabela 6. Análises de regressão logística múltipla envolvendo indivíduos com 

SD com cardiopatia congênita associada (caso), e com SD sem cardiopatia 

congênita (controle).................................................................................................. 29 

Tabela 7. Análises de regressão logística múltipla envolvendo indivíduos com 

SD com cardiopatia congênita isolada (caso), e com SD sem cardiopatia 

congênita (controle).................................................................................................. 29 

Tabela 8. Haplótipos para os polimorfismos MTHFR rs4846048 e MTHFR 

rs4846049 nos indivíduos com SD com cardiopatia congênita, independente da 

cardiopatia (caso), e indivíduos com SD sem cardiopatia congênita (controle)...... 30 

Tabela 9. Haplótipos para os polimorfismos MTHFR rs4846048 e MTHFR 

rs4846049 nos indivíduos com SD com cardiopatia congênita associada (caso), e 

indivíduos com SD sem cardiopatia congênita (controle)........................................ 30 



_____________________________________________Lista de Tabelas e Quadros ix 
 

 

Tabela 10. Haplótipos para os polimorfismos MTHFR rs4846048 e MTHFR 

rs4846049 nos indivíduos com SD com cardiopatia congênita isolada (caso), e 

indivíduos com SD sem cardiopatia congênita (controle)........................................ 30 

Tabela 11. Análises de regressão logística múltipla envolvendo mães de 

indivíduos com SD com cardiopatia congênita, independente do tipo de 

cardiopatia (caso), e mães de indivíduos com SD sem cardiopatia congênita 

(controle)................................................................................................................... 31 

Tabela 12. Análises de regressão logística múltipla envolvendo mães de 

indivíduos com SD com cardiopatia congênita associada (caso), e mães de 

indivíduos com SD sem cardiopatia congênita (controle)........................................ 32 

Tabela 13. Análises de regressão logística múltipla envolvendo mães de 

indivíduos com SD com cardiopatia congênita isolada (caso), e mães de 

indivíduos com SD sem cardiopatia congênita (controle)........................................ 32 

Tabela 14. Haplótipos para os polimorfismos MTHFR rs4846048 e MTHFR 

rs4846049 nas mães de indivíduos com SD com cardiopatia congênita, 

independente do tipo de cardiopatia (caso), e mães de indivíduos com SD sem 

cardiopatia congênita (controle)............................................................................... 33 

Tabela 15. Haplótipos para os polimorfismos MTHFR rs4846048 e MTHFR 

rs4846049 nas mães de indivíduos com SD com cardiopatia congênita associada 

(caso), e mães de indivíduos com SD sem cardiopatia congênita (controle)........... 33 

Tabela 16. Haplótipos para os polimorfismos MTHFR rs4846048 e MTHFR 

rs4846049 nas mães de indivíduos com SD com cardiopatia congênita isolada 

(caso), e mães de indivíduos com SD sem cardiopatia congênita (controle)........... 33 

Tabela 17. Análises de combinação genotípica em indivíduos com SD com 

cardiopatia congênita, independente do tipo de cardiopatia (caso), e em 

indivíduos com SD e sem cardiopatia congênita (controle)..................................... 34 

Tabela 18. Análises de combinação genotípica em indivíduos com SD com 

cardiopatia congênita associada (caso), e em indivíduos com SD e sem 

cardiopatia congênita (controle)............................................................................... 34 

Tabela 19. Análises de combinação genotípica em indivíduos com SD com 

cardiopatia congênita isolada (caso), e em indivíduos com SD e sem cardiopatia 

congênita (controle).................................................................................................. 34 



_____________________________________________Lista de Tabelas e Quadros x 
 

 

Tabela 20. Análises de combinação genotípica em mães de indivíduos com SD 

com cardiopatia congênita, independente do tipo de cardiopatia (caso), e de 

indivíduos com SD e sem cardiopatia congênita (controle)..................................... 35 

Tabela 21. Análises de combinação genotípica em mães de indivíduos com SD 

com cardiopatia congênita associada (caso), e de indivíduos com SD e sem 

cardiopatia congênita (controle)............................................................................... 35 

Tabela 22. Análises de combinação genotípica em mães de indivíduos com SD 

com cardiopatia congênita isolada (caso), e de indivíduos com SD e sem 

cardiopatia congênita (controle)............................................................................... 35 

Tabela 23. Equilíbrio de Hardy-Weinberg dos 17 polimorfismos nos indivíduos 

com SD..................................................................................................................... 36 

Tabela 24. Distribuição dos 17 alelos polimórficos no grupo de indivíduos com 

SD com cardiopatia congênita, independente da cardiopatia (caso) e no grupo 

com indivíduos com SD sem cardiopatia congênita (controle)................................ 38 

Tabela 25. Análises de regressão logística múltipla envolvendo indivíduos com 

SD com cardiopatia congênita, independente do tipo de cardiopatia (caso), e de 

indivíduos com SD sem cardiopatia congênita (controle)........................................ 39 

Tabela 26. Haplótipos para os polimorfismos MTHFR C677T, MTHFR A1298C, 

MTHFR T1317C, MTHFR rs4846048 e MTHFR rs4846049 nos indivíduos com 

SD com cardiopatia congênita, independente da cardiopatia (caso), e de 

indivíduos com SD sem cardiopatia congênita (controle)........................................ 41 

Tabela 27. Haplótipos para os polimorfismos TC2 A67G e TC2 C776G nos 

indivíduos com SD com cardiopatia congênita, independente da cardiopatia 

(caso), e de indivíduos com SD sem cardiopatia congênita 

(controle)................................................................................................................. 41 

Tabela 28. Estudos sobre associação entre polimorfismos maternos em genes do 

metabolismo do folato e risco para DCC na prole sem síndrome genética............... 45 

Tabela 29. Estudos sobre associação entre polimorfismos em genes do  

metabolismo do folato e risco para DCC em indivíduos sem síndrome genética.. 46 

Quadro 1. Ensaios Taqman (Applied Biosystems®) para genotipagem dos 

polimorfismos por discriminação alélica por PCR em tempo real........................... 17 

Quadro 2. Reação e ciclagem do polimorfismo hsa-mir-149 (rs2292832)............. 18 



_____________________________________________Lista de Tabelas e Quadros xi 
 

 

Quadro 3. Reação e ciclagem do polimorfismo MTHFR (rs4846048)................... 18 

Quadro 4. Reação e ciclagem do polimorfismo MTHFR (rs4846049)................... 18 

 



_________________________________________Lista de Abreviaturas e Símbolos xii 
 

 

Lista de Abreviaturas e Símbolos 

BHMT Betaína-homocisteína metiltransferase 

CAPES Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior 

CEP Comitê de Ética em Pesquisa 

CI 95% Intervalo de confiança 95% 

CIA Comunicação interatrial 

CIV Comunicação interventricular 

CNPq Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

CONEP Comissão Nacional de Ética em Pesquisa 

CßS Cistationina ß-sintase 

DCC Defeitos cardiacos congênitos 

DHF Dihidrofolato 

DHFR Dihidrofolato redutase 

DNA Ácido desoxirribonucleico 

DSAV Defeito do septo atrioventricular 

dTMP Deoxitimidina monofosfato 

dUMP Deoxiuridina monofosfato 

EDTA Ácido etilenodiamino tetra-acético 

FAMERP Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto 

FAPESP Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo 

10-formil-THF 10-Formiltetrahidrofolato 

HB Hospital de Base de São José do Rio Preto 

Hcy Homocisteína 

mL Mililitro 

5,10-MTHF 5,10-Metilenotetrahidrofolato 

5,10-MTHFR 5,10-Metilenotetrahidrofolato redutase 

5-MTHF 5-Metiltetrahidrofolato 

5,10-metinil-THF 5,10-Metiniltetrahidrofolato 

miRNA microRNA 

MTHFD1 Metilenotetrahidrofolato desidrogenesase 1 

MTHFR Metilenotetrahidrofolato redutase 

MTR Metionina sintase 



_________________________________________Lista de Abreviaturas e Símbolos xiii 
 

 

MTRR Metionina sintase redutase 

OD Densidade óptica 

OR Odds ratio 

PDA Persistência do ducto arterial 

pri-miRNA Transcrito primário 

RNA Ácido ribonucléico 

RNAm RNA mensageiro 

RFC1 Carregador de folato reduzido 1 

SAH S-adenosil-homocisteína 

SAM S-adenosilmetionina 

SD Síndrome de Down 

SHMT Serina hidroximetiltransferase 

SLC19A1 Carregador de folato reduzido 1 

SNP Polimorfismo de nucleotídeo único 

TC2 Transcobalamina II 

TCLE Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

THF Tetrahidrofolato 

TYMS Timidilato sintase 

UPGEM Unidade de Pesquisa em Genética e Biologia Molecular 

UTR 3’ Região 3’ não traduzida 

X2 Qui-quadrado 

 
 
 
 
 



_____________________________________________________________Resumo xiv 
 

 

Resumo 

Introdução: Defeitos cardíacos congênitos (DCC) estão presentes em 

aproximadamente 40 a 60% dos indivíduos com a síndrome de Down (SD) e 

representam a principal causa de morte nos primeiros anos de vida em indivíduos com a 

síndrome. Polimorfismos em genes maternos e fetais, que codificam enzimas 

envolvidas no metabolismo do folato, têm sido associados com o desenvolvimento de 

cardiopatias congênitas. Objetivos: Avaliar se a presença dos polimorfismos MTHFR 

rs4846048, MTHFR rs4846049, hsa-mir-149 rs2292832, MTHFR C677T, MTHFR 

A1298C, MTHFR T1317C, MTR A2756G, MTRR A66G, SLC19A1 A80G, TC2 A67G, 

TC2 C776G, CßS 844ins68, CßS T833C, MTHFD1 G1958A, BHMT G742A, DHFR del 

19 pb, SHMT C1420T em indivíduos com SD está associada com a ocorrência de DCC 

nesses indivíduos. Também foi avaliada a associação entre os polimorfismos genéticos 

maternos MTHFR rs4846048, MTHFR rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832 e a 

presença de DCC na prole com SD. Casuística e Método: Este estudo incluiu 139 

indivíduos (80 indivíduos com SD e DCC e 59 indivíduos controles com SD, sem 

cardiopatia congênita). A análise molecular dos polimorfismos MTHFR rs4846048, 

MTHFR rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832 foi realizada pelo método discriminação 

alélica por meio de reação em cadeia da polimerase em tempo real. Os dados da 

genotipagem dos polimorfismos MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTHFR T1317C, 

MTR A2756G, MTRR A66G, SLC19A1 A80G, TC2 A67G, TC2 C776G, CßS 844ins68, 

CßS T833C, MTHFD1 G1958A, BHMT G742A, DHFR del 19 pb, SHMT C1420T 

foram obtidos de banco de dados de trabalhos previamente publicados pelo grupo de 

pesquisa e utilizados para avaliar o risco para a ocorrência de DCC no presente estudo. 

Análises de regressão logística múltipla foram realizadas para avaliar o risco de DCC na 



_____________________________________________________________Resumo xv 
 

 

presença dos 17 polimorfismos nos modelos genéticos dominante e recessivo. A 

mediana do número de alelos mutantes entre os grupos foi avaliada pelo teste de Mann-

Whitney. Análise de combinação genotípica foi realizada para os polimorfismos 

MTHFR rs4846048, MTHFR rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832, utilizando o teste 

exato de Fisher, no modelo dominante. Resultados: As análises de regressão logística 

múltipla, envolvendo os indivíduos com SD, não evidenciaram associação entre os 17 

polimorfismos e o risco para DCC. A mediana do número de alelos polimórficos 

também não diferiu entre os indivíduos com SD com e sem DCC. Por outro lado, os 

genótipos maternos hsa-mir-149 rs2292832 CT ou TT foram associados ao risco 

reduzido para cardiopatia isolada na prole com SD (OR = 0,31; IC 95% = 0,13-0,72; P 

= 0,0063). A análise das combinações genotípicas dos polimorfismos MTHFR 

rs4846048, MTHFR rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832, nos indivíduos com SD e nas 

suas mães, não mostrou associação entre as diferentes combinações e o risco para 

cardiopatia congênita. Conclusões: Na casuística avaliada não há evidências de 

associação entre os polimorfismos analisados em indivíduos com SD e a ocorrência de 

DCC; entretanto um menor risco de cardiopatia congênita isolada para os indivíduos 

com SD é observado na presença dos genótipos maternos hsa-mir-149 rs2292832 CT ou 

TT. 

 

Palavras-chave: 1. Síndrome de Down 2. Polimorfismo genético 3. Ácido fólico.  
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Abstract 

Introduction: Congenital heart defects (CHD) are present in approximately 40 to 60% 

of individuals with Down syndrome (DS). It is the leading cause of death in the first 

years of life in individuals with the syndrome. Polymorphisms in maternal and fetal 

genes encoding enzymes involved in folate metabolism have been associated with the 

development of congenital heart defects. Objectives: To assess if the presence of 

polymorphism (MTHFR rs4846048, MTHFR rs4846049, hsa-mir-149 rs2292832, 

MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTHFR T1317C, MTR A2756G, MTRR A66G, 

SLC19A1 A80G, TC2 A67G, TC2 C776G, CßS 844ins68, CßS T833C, MTHFD1 

G1958A, BHMT G742A, DHFR del 19 pb, and SHMT C1420T)  in individuals with DS 

is associated with the occurrence of CHD in these individuals. We also evaluated the 

association between maternal genetic polymorphisms MTHFR rs4846048, MTHFR 

rs4846049 and hsa-mir-149 rs2292832, and the presence of CHD in offspring with DS. 

Methods: This study included 139 individuals (80 individuals with DS and CHD, and 

59 control subjects with DS without congenital heart disease). Molecular analysis of 

MTHFR rs4846048, MTHFR rs4846049 and hsa-mir-149 rs2292832 was carried out by 

real time polymerase chain reaction allelic discrimination. Genotyping data of MTHFR 

C677T, MTHFR A1298C, MTHFR T1317C, MTR A2756G, MTRR A66G, SLC19A1 

A80G, TC2 A67G, TC2 C776G, CßS 844ins68, CßS T833C, MTHFD1 G1958A, BHMT 

G742A, DHFR del 19 pb, and SHMT C1420T were obtained from database of previous 

studies of the research group and also used to assess the risk for the occurrence of CHD 

in this study. Multiple logistic regression analyzes were performed to assess the risk of 

CHD in the presence of 17 polymorphisms in dominant and recessive genetic models. 

The median number of mutant alleles between groups was assessed by the Mann-
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Whitney test. Genotypic combination analysis was performed for the polymorphisms 

MTHFR rs4846048, MTHFR rs4846049, and hsa-mir-149 rs2292832, using Fisher's 

exact test, dominant model. Results: Multiple logistic regression analysis involving 

individuals with DS showed no association between 17 polymorphisms and the risk for 

CHD. The median number of polymorphic alleles did not differ among individuals with 

DS with and without CHD. On the other hand, the maternal genotypes hsa-mir-149 

rs2292832 CT or TT were associated with reduced risk for isolated heart disease in the 

offspring (OR = 0,31; 95% CI = 0,13 to 0,72; P = 0,0063). The analysis of genotypic 

combinations of MTHFR rs4846048, MTHFR rs4846049, and hsa-mir-149 rs2292832 in 

individuals with DS, and their mothers showed no association between the different 

combinations and the risk for congenital heart disease. Conclusions: There is no 

evidence of association between the polymorphisms analyzed in individuals with DS 

and the occurrence of CHD. However, a lower risk of isolated congenital heart disease 

for individuals with DS is observed in the presence of maternal genotypes hsa-mir-149 

rs2292832 CT or TT. 

 

Key words: 1. Down syndrome 2. Genetic Polymorphism 3.  Folic acid. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

A síndrome de Down (SD), com incidência aproximada de um em 660 

nativivos(1) é a alteração cromossômica humana mais frequente. Em 95% dos casos, os 

indivíduos acometidos apresentam trissomia livre ou simples, decorrente de não 

disjunção cromossômica durante a meiose materna(2). Em menor frequência são 

observadas as translocações cromossômicas (4%), geralmente entre os cromossomos 14 

e 21 e o mosaicismo (1%), representado por populações de células com 46 e 47 

cromossomos no mesmo indivíduo(1,3,4,5).  

Os indivíduos apresentam comprometimento intelectual e, frequentemente, perfil 

facial achatado, braquicefalia, fissura palpebral oblíqua, ponte nasal achatada, 

comissuras bucais voltadas para baixo, occipital achatado, pescoço curto, micrognatia, 

prega palmar única, braquidactilia e prega epicântica(6). Dentre as caraterísticas clínicas 

observam-se defeitos cardíacos congênitos (DCC)(7), problemas oftalmológicos, perda 

auditiva, obstrução das vias aéreas superiores(8,9,10), disfunção da tireóide(11,12), 

malformações gastrointestinais e geniturinárias(13)  e anomalias periodontais(14,15). 

Outros aspectos clínicos relevantes da SD são manifestação precoce da doença de 

Alzheimer(16), deficiência imunológica(17) e risco aumentado para acidente cérebro 

vascular(18) e para leucemias específicas(19,20).  

 

1.1 Defeitos cardíacos congênitos na síndrome de Down e o metabolismo do 

folato 

   Os DCC são malformações causadas por um desenvolvimento cardiovascular 

anormal durante o período fetal e estão presentes em 40-60% dos indivíduos com SD, 

que exibem principalmente comunicação interatrial (CIA), persistência do ducto arterial 
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(PDA), comunicação interventricular (CIV), defeito do septo atrioventricular (DSAV), 

insuficiência valvar e Tetralogia de Fallot(7,21,22,23). 

A etiologia dos DCC é multifatorial e estudos têm mostrado um efeito benéfico 

da suplementação materna de ácido fólico na redução de cardiopatias na prole(24). 

Embora não se conheça o mecanismo biológico específico da associação entre a 

deficiência de ácido fólico e risco de cardiopatia congênita, estudos in vitro 

demonstraram que o metabolismo anormal do folato/homocisteína (Hcy) afeta a 

formação e migração de células da crista neural(25,26) que participam da septação do 

coração primitivo(27), contribuindo assim para os defeitos conotruncais(28) e defeitos de 

septação conoventricular(29,30).  

O efeito benéfico da suplementação de ácido fólico durante a gestação para a 

prevenção de DCC pode ser explicado pelo efeito desta vitamina no crescimento das 

células neuroectodérmicas, as quais são precursoras das células da crista neural 

cardíaca, durante o desenvolvimento embrionário. Experimento in vitro mostrou que a 

adição de ácido fólico, em cultura proveniente da região do tubo neural cardíaco de 

embriões de galinha, estimula a proliferação das células neuroepiteliais no período 

embrionário do fechamento desta estrutura(25).   

Outro estudo in vitro demonstrou que a deficiência de ácido fólico pode resultar 

no aumento da apoptose celular durante o desenvolvimento cardíaco.  Neste estudo 

Tang et al. (2004)(29) observaram maior concentração de células apoptóticas no tronco 

arterioso e septo interventricular da região conotruncal em cardiomiócitos de embriões 

de camundongo knockout para o gene Folbp1, cuja proteína é mediadora de transporte 

de ácido fólico, e sugeriram que a inativação desse gene pode resultar em deficiência 

geral de ácido fólico e susceptibilidade para defeitos cardíacos.  
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O ácido fólico também conhecido como ácido pteroilglutâmico, é uma vitamina 

do complexo B, de fonte exógena e hidrossolúvel. É responsável por uma série de 

atividades: síntese de purinas e pirimidinas, metabolismo de aminoácidos e metilação 

do ácido desoxirribonucleico (DNA). Esta última é essencial nos processos de 

desenvolvimento celular e expressão gênica(31)
. Assim, é possível que o folato possa 

exercer um efeito de proteção para DCC por fornecer um balanço entre metilação e 

síntese de DNA, pois a cardiogênese é uma fase embrionária na qual a rápida 

proliferação celular e a síntese DNA livre de erros são críticas(32)
. A ação da enzima 

metilenotetrahidrofolato desidrogenesase 1 (MTHFD1), envolvida no metabolismo do 

folato, fornece substrato a biossíntese de purinas e embriões de camundongos com 

deficiência da atividade dessa enzima apresentam  risco aumentado de DCC, 

principalmente defeitos de septo ventricular(33). 

O metabolismo do ácido fólico envolve várias reações enzimáticas (Figura 1). 

Após ingestão, esta vitamina é transportada pela enzima carreadora de folato reduzido 1 

(SLC19A1, RFC1) presente nas membranas celulares intestinais para o interior da 

célula.  A proteína SLC19A1 é responsável pelo transporte de folato reduzido 5-

metiltetrahidrofolato (5-MTHF) para o interior das células, enquanto a enzima 

transcobalamina II (TC2) transporta a vitamina B12. Estas enzimas merecem destaque 

no metabolismo do folato/Hcy, pois são importantes para a manutenção da 

disponibilidade de folato e vitamina B12 no interior das células(34,35,36,37). 

O substrato 5-MTHF fornece grupos metil para remetilação da Hcy em 

metionina(36,38). Esse processo de remetilação é catalisado pela enzima metionina sintase 

(MTR) que necessita de vitamina B12 como cofator, para originar o S-

adenosilmetionina (SAM). A enzima MTR se mantém ativa pela ação de outra enzima, 
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a metionina sintase redutase (MTRR). Seguindo o metabolismo, uma reação de 

desmetilação originará a S-adenosil-homocisteína (SAH) com posterior liberação de 

Hcy(36). 

Em uma via alternativa de remetilação da Hcy, a enzima Betaína-homocisteína 

metiltransferase (BHMT) catalisa a transformação da Hcy em metionina usando o 

aminoácido betaína como doador de grupo metil(39,40). A Hcy pode também ser 

catalisada em cistationina e, posteriormente, em cisteína em uma via denominada de 

transulfuração, pela ação da enzima Cistationina β-sintase (CβS), dependente de 

vitamina B6, codificada por um gene presente no cromossomo 21(41,42).   

A via do folato também é essencial para a síntese purinas e pirimidinas. O 

tetrahidrofolato (THF) proveniente do processo de remetilação catalisado pela enzima 

MTR, sob a ação da enzima Serina hidroximetiltransferase (SHMT) transforma-se em 

5,10 metilenotetrahidrofolato (5,10-MTHF)(43,44,45). O THF pode também sofrer ação 

sequencial pela enzima trifuncional MTHFD1, que o converte em 10-

formiltetrahidrofolato (10-formil-THF), substrato essencial para a síntese de novo de 

purinas e pirimidinas(46,47) e,  em seguida, em 5,10-metiniltetrahidrofolato (5,10-metinil-

THF) e em 5,10-MTHF(48). 

O substrato 5,10-MTHF pela ação da enzima timidilato sintase (TYMS)(49,50) é 

convertido em dihidrofolato (DHF) e, posteriormente, em THF pela ação da enzima 

Dihidrofolato redutase (DHFR). A enzima TYMS também converte a deoxiuridina 

monofosfato (dUMP) em deoxitimidina monofosfato (dTMP) para síntese de 

pirimidina(51). Além disso, o 5,10-MTHF, pela ação da enzima 5,10 

metilenotetrahidrofolato redutase (5,10-MTHFR) é convertido em 5-MTHF, a principal 

forma circulante de folato(52). 



_______________________________________________________Introdução 6 
 

 

Polimorfismos em genes que codificam as enzimas da via do folato podem 

reduzir a atividade dessas enzimas e resultar em alterações neste metabolismo(37). 

Assim, embora estudos epidemiológicos mostrem que a suplementação materna com 

ácido fólico pode reduzir o risco de cardiopatia congênita(53,54,55,56), o impacto da 

ingestão de ácido fólico durante a gestação pode ser modificado por polimorfismos, em 

genes maternos e fetais, que codificam enzimas envolvidas no metabolismo do 

folato(57). 

 Estudos caso-controle têm investigado o efeito destes polimorfismos como 

possíveis fatores de risco para DCC e mostram uma associação entre genótipos 

polimórficos maternos e aumento do risco para cardiopatia na prole não 

sindrômica(28,58,59,60,61,62), embora existam resultados controversos(63,64). Outros achados 

significantes de associação entre defeitos conotruncais e genótipos polimórficos 

materno MTHFR C677T, CBS 844ins68 e TYMS 1494del6, observados nos estudos de 

Lupo et al. (2010)(30) e (2011)(65), perderam a significância estatística após correção para 

múltiplo testes. 

Além disso, polimorfismos funcionais da via do folato aumentam o risco 

materno para prole com DCC em associação ao estilo de vida. No estudo de Hobbs et 

al. (2010)(37), por exemplo, o aumento de risco para DCC na prole não sindrômica foi 

observado na presença da combinação do polimorfismo TC2 C776G aos hábitos 

tabagista e etilista materno. Além disso, estes autores mostraram que gestantes obesas 

com uma ou duas cópias do alelo A do polimorfismo BHMT G742A apresentam um 

risco aumentado de 1,8 vezes para prole com DCC comparado a mulheres com peso 

normal e portadoras do genótipo BHMT 742GG. 
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A análise em crianças não sindrômicas também mostra genótipos suscetíveis 

para cardiopatias congênitas(59,61,66,67). Wang et al. (2013)(68) analisaram 160 crianças 

com DCC e 188 crianças sem cardiopatias e observaram que os genótipos polimórficos 

combinados (MTHFD1 G1958A, MTHFR C677T e MTR A2756G) e (MTHFD 

G1958A, MTR A2756G e SLC19A1 G80A) podem aumentar o risco de DCC, enquanto 

os genótipos AA, GG e (AG+GG) do polimorfismo DHFR-c595+59del19 são 

protetores para DCC.  Um efeito protetor para DCC também foi observado para o alelo 

MTHFR 1298C nos estudos de Hobbs et al. (2006)(32) e Goldmuntz et al. (2008)(69) e 

nenhuma associação entre variantes funcionais da via do folato e DCC foi observada  

em outros estudos(63,70,71,72). 

Estudos que analisaram o efeito de polimorfismos do metabolismo do folato no 

desenvolvimento de DCC em SD são escassos. Um estudo na população brasileira 

mostrou que a presença do alelo T materno do polimorfismo MTHFR C677T aumentou 

o risco de DCC em 2,07 vezes na prole com SD. Este risco foi acentuado em mães que 

não fizeram uso de ácido fólico no período pré-concepcional(73). 

Avaliando vários polimorfismos do gene SLC19A1, Locke et al. (2010)(74) 

observaram, em população americana, uma maior proporção de alelos polimórficos em 

indivíduos com SD e DSAV em comparação com aqueles com SD sem DCC. Além 

disso, uma maior transmissão do alelo materno MTHFR 1298A para a prole com defeito 

do septoatrioventricular (DSAV) foi observada em relação aos controles sem 

cardiopatia. Por outro lado, um estudo realizado na Croácia, em indivíduos com SD e 

suas mães, não encontrou associação dos polimorfismos MTHFR C677T e A1298C com 

a presença de DCC(21).  
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1.1.2 Controle da expressão do gene MTHFR por microRNA (miRNA) 

É estimado que cerca de 30-90% dos genes humanos sejam regulados por 

microRNAs (miRNAs)(75,76). Muitos miRNAs atuam em combinação para regular os 

mesmos genes-alvo e esses genes não são restritos a uma categoria funcional particular 

ou via biológica, mas estão envolvidos em uma grande variedade de processos 

biológicos(77,78).   

Os miRNA são pequenas moléculas de ácidos ribonucleicos (RNAs) não-

codificantes envolvidas na regulação gênica pós-transcricional. São expressos como 

longos transcritos primários (pri-miRNA)(79) e processados no núcleo, dando origem aos 

pré-microRNAs(80). Os pré-microRNAs são exportados para o citoplasma(81), onde são 

processados em microRNAs maduros(82). Uma das fitas do microRNA maduro é 

selecionada para integrar o complexo de silenciamento induzido por RNA (complexo 

RISC), que guiará a repressão da tradução do RNA mensageiro (RNAm) alvo e 

consequente  por meio do pareamento entre o microRNA maduro e o RNAm 

alvo(75,83,84,85). 

 É sabido que a expressão do gene MTHFR é controlada pela ação de 

miRNAs(86,87). Estudo de Wu et al. (2013)(88) mostrou que o RNAm do gene MTHFR é 

alvo do hsa-mir-149. Um polimorfismo na região UTR 3’ do gene MTHFR, rs4846049 

(G→T), parece alterar a ligação entre seu RNAm e o hsa-mir-149, uma vez que foi 

observada uma diminuição significante na expressão da proteína MTHFR em 

indivíduos homozigotos para o alelo T em relação aos indivíduos homozigotos para o 

alelo G.  Os autores sugerem um mecanismo potencialmente patogênico de regulação 

gênica pós-transcricional por miRNA para o gene MTHFR,  modificado por um SNP. 
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Além disso, o alelo T do polimorfismo MTHFR rs4846049 (G→T) foi associado com 

risco aumentado para doenças coronarianas(88). O alelo T desta variante também foi 

associada à paralisia cerebral combinada com deficiência mental(87). 

Outro polimorfismo do gene MTHFR (rs4846048 A→G), também localizado na 

região UTR 3’, a 463 pares de base upstream a um sítio putativo de sinal de 

poliadenilação(89) também mostrou-se uma variante funcional, uma vez que foi 

associado à perda de massa corporal magra e ao índice de massa corpórea(90). Estes 

autores sugerem que o gene MTHFR pode atuar na variação de massa corporal magra 

por meio da regulação da atividade mitocondrial e apoptose das células musculares(90).  

A análise de haplótipos de seis polimorfismos do gene MTHFR, incluindo os 

polimorfismos rs4846049 e rs4846048, também mostrou que as combinações 

haplotípicas GGT/ TGGT/ TGAG (rs1476413, rs4846048, rs4846049/ rs1801133, 

rs1476413, rs4846048, rs4846049/ rs1801133, rs1476413, rs4846048, rs4846049) 

foram associadas à idade de início da menopausa(91). 

Evidências de polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) na região gênica UTR 

3’, afetando as funções de diversos miRNAs (mir-155, mir-219, mir-124-1, mir-149),  

foram anteriormente descritas em doença cardiovascular e câncer(92,93).  

Além dos polimorfismos gênicos que podem alterar a ligação entre o miRNA e 

seu alvo, SNPs em miRNAs maduros e/ou em suas moléculas precursoras podem alterar 

sua expressão e/ou maturação e também modificar suas interações com seus genes alvos 

com consequências patogênicas(93). O alelo T do polimorfismo rs2292832 (C®T), 

localizado na região precursora do hsa-mir-149, em combinação com os alelos hsa-mir-

146aG/-196a2C/-499G, foi significantemente associado com a ocorrência de acidente 

vascular cerebral isquêmico. Efeitos combinados entre polimorfismos de miRNA (mir-
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146aG/-149T/-196a2C/-499G) e concentrações de Hcy e folato também foram 

observados em pacientes com acidente vascular cerebral(94). Outros estudos associaram 

o polimorfismo hsa-mir-149 (rs2292832 C®T) à modulação de alguns tipos de 

câncer(95,96).  

Considerando-se a importância do metabolismo do folato para o 

desenvolvimento cardíaco e o impacto da ocorrência cardiopatias congênitas em 

indivíduos com SD, o estudo de variantes genéticas funcionais que modulam esse 

metabolismo mostra-se relevante.  
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Figura 1. Metabolismo do folato e suas principais enzimas (Figura modificada segundo 

Coppedè, 2015). TC2 = Transcobalamina 2, DHFR = Dihidrofolato redutase, DHF = 

Dihidrofolato, THF = Tetrahidrofolato, SHMT = Serina hidoximetiltransferase, 5,10 

MTHF = 5,10 Metilenotetrahidrofolato, MTHFR = Metilenotetrahidrofolato redutase, 

5–MTHF = 5-Metiltetrahidrofolato, MTR = Metionina sintase, MTRR = Metionina 

sintase redutase, BHMT = Betaína-homocisteína metiltransferase, SAM = S-

adenosilmetionina, SAH = S-adenosilhomocisteína, Hcy = Homocisteína,  CβS = 

Cistationina β-sintase, MTHFD1 = Metilenotetrahidrofolato desidrogenesase 1, 5,10–

MetinilTHF = 5,10-Metiniltetrahidrofolato, 10-formilTHF = 10-Formiltetrahidrofolato, 

RFC1 = Carregador de folato reduzido 1, B12 = Vitamina B12, B6 = Vitamina B6, CH3 = 

Grupo metil, dUMP = Deoxiuridina monofosfato, dTMP = Deoxitimidina monofosfato. 
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1.2 OBJETIVOS 

Com base nos dados descritos, este estudo teve como objetivos: 

 

1. Investigar se a presença dos polimorfismos MTHFR C677T, MTHFR A1298C, 

MTHFR T1371C, MTR A2756G, SLC19A1 A80G, MTRR A66G, TC2 C776G, TC2 

A67G, CßS 844ins68, CßS T833C, BHMT G742A, MTHFD1 G1958A, DHFR del 19 

pb, SHMT C1420T,  MTHFR rs4846049, MTHFR rs4846048 e hsa-mir-149 rs2292832 

em indivíduos com trissomia livre do 21 está associada com a ocorrência de cardiopatia 

congênita. 

 

2. Avaliar a associação entre os polimorfismos genéticos MTHFR rs4846049, MTHFR 

rs4846048 e hsa-mir-149 rs2292832, tanto maternos quanto em indivíduos com SD, e a 

presença de defeitos cardíacos congênitos nos indivíduos com SD. 
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2. CASUÍSTICAS E MÉTODOS 
 

2.1 Casuística 

Seguindo as 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 529.830 (Anexo 1), CAAE nº 25712013.0.0000.5415. Foram 

incluídos no estudo 139 indivíduos com trissomia livre do cromossomo 21, confirmado 

por exame do cariótipo (indivíduos com translocação ou mosaicismo não foram 

incluídos).  O grupo caso foi composto por 80 indivíduos com DCC (52 com cardiopatia 

isolada e 28 com cardiopatia associada) e o grupo controle composto por 59 indivíduos 

sem cardiopatia congênita. Também foram incluídas 131 mães dos indivíduos com SD 

(75 mães de indivíduos com cardiopatia congênita e 56 mães de indivíduos sem 

cardiopatia). Os participantes do estudo foram provenientes do Serviço Ambulatorial de 

Genética e Pediatria do Hospital de Base de São José do Rio Preto (HB), hospital-escola 

vinculado à FAMERP. As informações sobre as cardiopatias congênitas foram obtidas 

em prontuários médicos e revisadas com o auxílio de um médico cardiologista.  

 

2.2. MÉTODOS 

2.2.1. Coleta e extração de DNA das amostras de sangue periférico 

Após o convite, esclarecimento da pesquisa e assinatura do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelo responsável legal (Apêndices 1 e 2), 

amostras de sangue periférico de 81 indivíduos com SD e de 79  mães de indivíduos 

com SD foram coletadas em tubos contendo o anticoagulante ácido etilenodiamino 

tetra-acético (EDTA), para posterior extração de DNA por meio da técnica de Extração 
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Salina ou “salting-out”
(97). Uma amostra de sangue (1mL) foi transferida para um tubo 

de microcentrífuga de 1,5 mL estéril, centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos em 

temperatura ambiente (25°C). Foi preparado o tampão 1 [10x] (100 mM Tris-HCl pH8, 

100 mM KCl, 100 mM MgCl2.6H2O, 20 mM EDTA pH8). O plasma foi descartado e ao 

sedimento foram adicionados 900 µL de Tampão 1x contendo Triton (5 ml do tampão 1 

[10x] e 45 ml solução de triton 2,75%). O material foi homogeneizado  utilizando o 

vórtex por 40 segundos e centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos em temperatura 

ambiente (25°C). O sobrenadante foi descartado e ao sedimento foi adicionado 1 mL de 

tampão 1 [1x], que foi homogeneizado  utilizando o vórtex por 40 segundos e 

centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente (25°C). Esta etapa foi 

repetida três vezes. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi suspendido com 

200µL de tampão 2 [1x] (10 mM Tris-HCl ph8, 10 mM KCl, 10 mM MgCl2.6H2O, 2 

mM EDTA pH8, 0,4 M NaCl) e homogeneizado no vórtex. Foram adicionados 20 µL 

de solução de SDS 10% e o material foi homogeneizado com auxílio de uma pipeta e 

incubado em banho-maria a 56°C por 15 minutos. Posteriormente, foram adicionados 

100 µL de NaCl 5M,  homogeneizado no vórtex e centrifugado a 12000 rpm por 5 

minutos a 25°C. O sobrenadante foi transferido para um tubo de microcentrífuga de 1,5 

mL estéril e o precipitado, descartado. Ao sobrenadante foi adicionado 1 mL de etanol 

absoluto gelado e o microtubo foi invertido várias vezes, vagarosamente, para 

precipitação do DNA. A amostra foi mantida no freezer (-20°C) overnight para auxiliar 

na precipitação. Posteriormente, foi centrifugada a 12000 rpm por 5 minutos a 25°C e o 

etanol absoluto foi removido, cuidadosamente, por inversão. Ao precipitado foi 

adicionado 1 mL de etanol 70% gelado, que foi homogeneizado no vórtex e 

centrifugado a 12000 rpm por 5 minutos a 25°C. Esta etapa foi repetida mais uma vez. 
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O etanol 70% foi removido por inversão e o tubo ficou invertido sobre papel absorvente 

para completa evaporação do etanol. O DNA foi, então, ressuspendido em 100 µL de 

tampão TE (1 M Tris-HCl pH8, 0,5 M EDTA) e a solução de DNA foi armazenada a -

20°C. 

Cinquenta e oito amostras de DNA do grupo de indivíduos com SD e 52 de mães 

de indivíduos com SD, previamente coletadas e armazenadas na Unidade de Pesquisa 

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

Ética em Pesquisa - CONEP (Parecer n° 2400/2004) foram também incluídas neste 

estudo (Anexo 2). 

 

2.2.2. Quantificação do DNA genômico 

 As amostras foram submetidas à leitura da concentração e avaliação do grau de 

pureza no espectrofotômetro NanoDrop ND-1000 UV-Vis (Uniscience®). A 

quantificação do DNA genômico é determinada pela absorbância do comprimento de 

onda de 260nm e o valor da concentração é dado em ng/mL. O grau de pureza é 

determinado por meio do cálculo de densidade óptica (OD) a 260 e 280nm; onde a 

amostra é considerada pura quando a relação OD260/OD280 é igual a 1,8. Após a 

leitura, a concentração das amostras de DNA genômico foi ajustada para 50ng/mL. 

 

2.2.3. Análise molecular 

A genotipagem dos polimorfismos hsa-mir-149 (rs2292832), MTHFR rs4846049 

e MTHFR rs4846048 foi realizada nos 139 indivíduos com SD e em 131 mães dos 

indivíduos com SD. As amostras de DNA foram genotipadas pela técnica de 

discriminação alélica por PCR em tempo real utilizando-se os ensaios comerciais 
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TaqMan® SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems®), segundo instruções do 

fabricante. As reações foram submetidas ao equipamento StepOne Plus (Applied 

Biosystems®). O quadro 1 apresenta a identificação dos ensaios específicos e os 

quadros 2, 3 e 4 apresentam as reações e ciclagem de amplificação para cada 

polimorfismo. As Figuras 2, 3 e 4 mostram os padrões de genotipagem dos 

polimorfismos hsa-mir-149 (rs2292832), MTHFR (rs4846048) e MTHFR (rs4846049), 

respectivamente. 

Dos 139 indivíduos com trissomia livre, um subgrupo de 58 indivíduos foi 

previamente genotipado pelo nosso grupo de pesquisa para os polimorfismos MTHFR 

C677T, MTHFR A1298C, MTHFR T1371C, MTR A2756G, SLC19A1 A80G, MTRR 

A66G, TC2 C776G, TC2 A67G, CßS 844ins68, CßS T833C, BHMT G742A, MTHFD1 

G1958A, DHFR del 19 pb, SHMT C1420T(98,99,100,101). No presente estudo, esses dados 

de genotipagem foram utilizados para avaliar o risco para DCC. 

 

Quadro 1. Ensaios Taqman (Applied Biosystems®) para genotipagem dos 

polimorfismos por discriminação alélica por PCR em tempo real. 

Polimorfismo (rs*) Substituição Taqman Assay ID 

hsa-mir-149 rs2292832  C®T C__11533078_1_ 

MTHFR rs4846048 A®G C__1766946_10 

MTHFR rs4846049 G®T  C__27968106_10  

*www. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/ 
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Quadro 2. Reação e ciclagem do polimorfismo hsa-mir-149 (rs2292832). 

Real Time 
H2O 1,30µL 
Master Mix (2x) 2,50µL 
Assay (40x) 0,20µL 
DNA (10 ng/ µL) 1,50µL 
Ciclagem 
95°C-----10 minutos 
95°C-----15 segundos                 45 ciclos 
60°C-----01 minuto 

 

Quadro 3. Reação e ciclagem do polimorfismo MTHFR (rs4846048). 

Real Time 
H2O 1,35µL 
Master Mix (2x) 2,50µL 
Assay (40x) 0,15µL 
DNA (10 ng/ µL) 1,00µL 
Ciclagem 
95°C-----10 minutos 
95°C-----15 segundos                 40 ciclos 
60°C-----01 minuto 

 

Quadro 4. Reação e ciclagem do polimorfismo MTHFR (rs4846049). 

Real Time 
H2O 1,30µL 
Master Mix (2x) 2,50µL 
Assay (40x) 0,20µL 
DNA (10 ng/ µL) 1,50µL 
Ciclagem 
95°C-----10 minutos 
95°C-----15 segundos                 45 ciclos 
60°C-----01 minuto 
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Figura 2. Discriminação alélica por PCR em tempo real do polimorfismo hsa-mir-149 

(rs2292832). O fluoróforo VIC (verde) foi utilizado para marcar as sondas que 

reconhecem os alelos selvagens e  o fluoróforo FAM (azul) as sondas que reconhecem 
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os alelos polimórficos. Desse modo (A) representa o genótipo homozigoto selvagem 

CC, (B) genótipo heterozigoto CT e (C) genótipo homozigoto polimórfico TT.  

 

 

Figura 3. Discriminação alélica por PCR em tempo real do polimorfismo MTHFR 

(rs4846048). O fluoróforo VIC (verde) foi utilizado para marcar as sondas que 
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reconhecem os alelos selvagens e o fluoróforo FAM (azul) as sondas que reconhecem 

os alelos polimórficos. Desse modo (A) representa o genótipo homozigoto selvagem 

AA, (B) genótipo heterozigoto AG e (C) genótipo homozigoto polimórfico GG.  
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Figura 4. Discriminação alélica por PCR em tempo real do polimorfismo MTHFR 

(rs4846049). O fluoróforo VIC (verde) foi utilizado para marcar as sondas que 

reconhecem  os alelos selvagens e o fluoróforo FAM (azul) as sondas que reconhecem 

os alelos polimórficos. Desse modo (A) representa o genótipo homozigoto selvagem 

GG, (B) genótipo heterozigoto GT e (C) genótipo homozigoto polimórfico TT.  

 

2.2.4. Análise Estatística 

O programa Bioestat foi utilizado para avaliar a concordância das frequências 

genotípicas com o Equilíbrio de Hardy-Weinberg, pelo teste Qui-quadrado (1 grau de 

liberdade), e para a análise de haplótipos dos polimorfismos MTHFR C677T, MTHFR 

A1298C, MTHFR T1317C, MTHFR rs4846048 e rs4846049; TC2 A67G e TC2 C776G. 

Para as outras análises utilizou-se o programa Stats Direct v. 2.7.2. Valores de p <0,05 

foram considerados estatisticamente significantes. 

Teste de regressão logística múltipla foi utilizado para a análise dos 

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

utilizando-se dois modelos genéticos: dominante (homozigoto polimórfico + 

heterozigoto versus homozigoto selvagem) e recessivo (homozigoto polimórfico versus 

heterozigoto + homozigoto selvagem). O teste exato de Fisher (modelo dominante) foi 

utilizado para avaliar os genótipos combinados desses três polimorfismos considerando-

se o genótipo combinado MTHFR rs4846048 AA / MTHFR rs4846049 GG / hsa-mir-

149 rs2292832 CC como referência (triplo homozigoto selvagem). Estas análises 

também foram realizadas separando os casos em cardiopatias isoladas ou associadas. 

A mediana do número de alelos mutantes entre os grupos dos 17 polimorfismos 

foi avaliada pelo teste de Mann-Whitney pelo programa StatsDirect. Análises de 

regressão logística múltipla também foram realizadas para avaliar o risco de DCC 

desses 17 polimorfismos nos modelos genéticos dominante e recessivo. 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3. RESULTADOS 
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3. RESULTADOS 
 

3. 1 Resultados Clínicos 
 

As variáveis clínico-epidemiológicas dos 139 indivíduos com trissomia livre do 

cromossomo 21estão apresentadas na Tabela 1. A idade ao diagnóstico de cardiopatia 

mostrou-se precoce, pois pelo menos 70,0% dos pacientes foram diagnosticados nos 

primeiros seis meses de idade. As cardiopatias isoladas apresentaram maior incidência 

(65,0%), enquanto as associadas foram observadas em 35,0% dos indivíduos com 

cardiopatia. No grupo de cardiopatia isolada foi observada uma alta prevalência de CIA 

(42,3%) e no grupo de cardiopatia associada a maior prevalência foi de DSAV + PDA 

(28,5%) e CIA + PDA (28,5%).  
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Tabela 1. Variáveis clínico-epidemiológicas dos indivíduos com síndrome de Down (n 

= 139). 

Variáveis N % 

Sexo   

Feminino 65 46,7 

Masculino 74 53,3 

Cardiopatia   

Presença 80 57,5 

Ausência 59 42,5 

Idade ao diagnóstico   

0-6 meses 56 70,0 

7-12 meses 09 11,3 

13-18 meses 03 3,7 

≥ 19 meses 09 11,3 

Ignorado* 03 3,7 

Tipo de cardiopatia   

Associada 28 35,0 

Isolada 52 65,0 

* Ausência de informação no prontuário médico. 
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3. 2 Resultados dos polimorfismos hsa-mir-149 rs2292832, MTHFR 

rs4846048 e MTHFR rs4846049 

As frequências genotípicas do polimorfismo hsa-mir-149 rs2292832 no grupo 

controle de indivíduos SD e de mães apresentou-se em desequilíbrio de Hardy-

Weinberg, bem como o polimorfismo  MTHFR rs4846049 no grupo controle de mães. 

No grupo caso de indivíduos com SD com cardiopatia congênita, independente do tipo 

de cardiopatia e no subgrupo de cardiopatia associada foi observado desequilíbrio para o 

polimorfismo hsa-mir-149 (rs2292832). No grupo caso de mães este polimorfismo (hsa-

mir-149 rs2292832) também apresentou-se em desequilíbrio nos grupos de cardiopatia 

congênita, independente do tipo de cardiopatia e no subgrupo de cardiopatia isolada. Os 

resultados da concordância das frequências genotípicas com o Equilíbrio de Hardy-

Weinberg estão apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4. 

 

Tabela 2. Equilíbrio de Hardy-Weinberg dos polimorfismos hsa-mir-149 rs2292832, 

MTHFR rs4846048 e MTHFR rs4846049, nos indivíduos com SD com cardiopatia 

congênita, independente do tipo de cardiopatia (caso), e com SD sem cardiopatia 

congênita (controle) e nas suas mães. 

 Indivíduos com SD  

X2            Valor de P 

Mães  

      X2        Valor de P  

hsa-mir-149 rs229283     
Caso 6,27 0,012 24,60 < 0,0001 

Controle 16,83 < 0,0001 14,36 0,0002 
MTHFR rs4846048     

Caso 0,18 0,67 1,34 0,24 
Controle 0,50 0,47 3,67 0,055 

MTHFR rs4846049     
Caso 1,91 0,16 0,02 0,86 

Controle 0,0003 0,98 6,91 0,008 
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Tabela 3. Equilíbrio de Hardy-Weinberg dos polimorfismos hsa-mir-149 rs2292832, 

MTHFR rs4846048 e MTHFR rs4846049, nos indivíduos com SD com cardiopatia 

congênita associada (caso), e com SD sem cardiopatia congênita (controle) e nas suas 

mães. 

 Indivíduos com SD  

X2            Valor de P 

Mães  

      X2        Valor de P  

hsa-mir-149 rs229283     
Caso 3,99 0,045 2,00 0,15 

Controle 16,83 < 0,0001 14,36 0,0002 
MTHFR rs4846048     

Caso 0,73 0,39 0,51 0,47 
Controle 0,50 0,47 3,67 0,055 

MTHFR rs4846049     
Caso 0,31 0,57 1,39 0,23 

Controle 0,0003 0,98 6,91 0,008 
 

 

Tabela 4. Equilíbrio de Hardy-Weinberg dos polimorfismos hsa-mir-149 rs2292832, 

MTHFR rs4846048 e MTHFR rs4846049, nos indivíduos com SD com cardiopatia 

congênita isolada (caso), e com SD sem cardiopatia congênita (controle) e nas suas 

mães. 

 Indivíduos com SD 

X2            Valor de P 

Mães 

      X2        Valor de P  

hsa-mir-149 rs229283     
Caso 2,29 0,12 28,02 < 0,0001 

Controle 16,83 < 0,0001 14,36 0,0002 
MTHFR rs4846048     

Caso 0,13 0,71 0,75 0,38 
Controle 0,50 0,47 3,67 0,055 

MTHFR rs4846049     
Caso 1,86 0,17 0,52 0,46 

Controle 0,0003 0,98 6,91 0,008 
 

As análises de regressão logística múltipla dos polimorfismos MTHFR 

rs4846048, MTHFR rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832 envolvendo os indivíduos com 

SD não evidenciaram associação entre os polimorfismos e o risco para cardiopatia 

congênita tanto quando considerados todos os indivíduos, independente do tipo de 
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cardiopatia (Tabela 5), como quando analisados separadamente os indivíduos com 

cardiopatia associada ou isolada (Tabelas 6 e 7). Da mesma forma, não houve 

associação entre os haplótipos para MTHFR rs4846048 e MTHFR rs4846049 e o risco 

para cardiopatias congênitas (Tabelas 8, 9 e 10).  

 

Tabela 5. Análises de regressão logística múltipla envolvendo indivíduos com SD com 

cardiopatia congênita, independente do tipo de cardiopatia (caso) e com SD sem 

cardiopatia congênita (controle).  

Polimorfismo Modelo Genótipo 
Controle 

N (%) 
Caso 

N (%) 
OR 

(95% CI) 
P 

hsa-mir-149  
rs2292832 

Dominante C/C 
C/T–T/T 

34 (57,6%) 
25 (42,4%) 

43 (54,4%) 
36 (45,6%) 

1,17  
(0,58-2,32) 

0,65 

Recessivo C/C–C/T 
T/T 

46 (78,0%) 
13 (22,0%) 

67 (84,8%) 
12 (15,2%) 

0,61  
(0.25-1,48) 

0,27 

       

MTHFR  
rs4846048 

Dominante A/A 
A/G–G/G 

27 (45,7%) 
32 (54,3%) 

40 (50,0%) 
40 (50,0%) 

0,71  
(0,32-1,58) 

0,41 

Recessivo A/A–A/G 
G/G 

51 (86,4%) 
08 (13,6%) 

72 (90,0%) 
08 (10,0%) 

0,87  
(0,27-2,77) 

0,81 

       

MTHFR  
rs4846049 

Dominante G/G 
G/T–T/T 

22 (37,3%) 
37 (62,7%) 

29 (36,3%) 
51 (63,7%) 

1,30 
(0,57-2,97) 

0,52 

Recessivo G/G–G/T 
T/T 

50 (84,7%) 
09 (15,3%) 

72 (90,0%) 
08 (10,0%) 

0,63  
(0,20-1,96) 

0,43 
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Tabela 6. Análises de regressão logística múltipla envolvendo indivíduos com SD com 

cardiopatia congênita associada (caso), e com SD sem cardiopatia congênita (controle).  

Polimorfismo Modelo Genótipo 
Controle 

N (%) 
Caso 

N (%) 
OR 

(95% CI) 
P 

hsa-mir-149  
rs2292832 

Dominante C/C 
C/T–T/T 

34 (57,6%) 
25 (42,4%) 

14 (50,0%) 
14 (50,0%) 

1,35 
(0,54-3,34) 

0,51 

Recessivo C/C–C/T 
T/T 

46 (78,0%) 
13 (22,0%) 

22 (78,6%) 
06 (21,4%) 

0,94 
(0,31-2,83) 

0,92 

       

MTHFR  
rs4846048 

Dominante A/A 
A/G–G/G 

27 (45,7%) 
32 (54,3%) 

12 (42,8%) 
16 (57,2%) 

0,98 
(0,33-2,89) 

0,97 

Recessivo A/A–A/G 
G/G 

51 (86,4%) 
08 (13,6%) 

23 (82,2%) 
05 (17,8%) 

1,58 
(0,39-6,36) 

0,51 

       

MTHFR  
rs4846049 

Dominante G/G 
G/T–T/T 

22 (37,3%) 
37 (62,7%) 

09 (32,2%) 
19 (67,8%) 

1,25 
(0,40-3,89) 

0,69 

Recessivo G/G–G/T 
T/T 

50 (84,7%) 
09 (15,3%) 

24 (85,7%) 
04 (14,3%) 

0,74 
(0,17-3,16) 

0,68 

 

Tabela 7. Análises de regressão logística múltipla envolvendo indivíduos com SD com 

cardiopatia congênita isolada (caso), e com SD sem cardiopatia congênita (controle).  

Polimorfismo Modelo Genótipo 
Controle 

N (%) 
Caso 

N (%) 
OR 

(95% CI) 
P 

hsa-mir-149  
rs2292832 

Dominante C/C 
C/T–T/T 

34 (57,6%) 
25 (42,4%) 

29 (56,9%) 
22 (43,1%) 

1,08 
(0,49-2,36) 

0,83 

Recessivo C/C–C/T 
T/T 

46 (78,0%) 
13 (22,0%) 

45 (88,3%) 
06 (11,7%) 

0,44 
(0,15-1,28) 

0,13 

       

MTHFR  
rs4846048 

Dominante A/A 
A/G–G/G 

27 (45,7%) 
32 (54,3%) 

28 (53,9%) 
24 (46,1%) 

0,56 
(0,22-1,45) 

0,23 

Recessivo A/A–A/G 
G/G 

51 (86,4%) 
08 (13,6%) 

49 (94,3%) 
03 (05,7%) 

0,48 
(0,11-2,11) 

0,33 

       

MTHFR  
rs4846049 

Dominante G/G 
G/T–T/T 

22 (37,3%) 
37 (62,7%) 

20 (38,4%) 
32 (61,6%) 

1,43 
(0,53-3,85) 

0,47 

Recessivo G/G–G/T 
T/T 

50 (84,7%) 
09 (15,3%) 

48 (92,3%) 
04 (07,7%) 

0,52 
(0,13-1,96) 

0,33 
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Tabela 8. Haplótipos para os polimorfismos MTHFR rs4846048 e MTHFR rs4846049 

nos indivíduos com SD com cardiopatia congênita, independente da cardiopatia (caso), 

e indivíduos com SD sem cardiopatia congênita (controle). 

Haplótipos MTHFR Caso Controle X2 Valor de P 

rs4846048 / rs4846049     

A/G 0,546 0,547 0,0 0,99 
G/T 0,215 0,276 1,37 0,24 
A/T 0,154 0,114 0,90 0,34 
G/G 0,085 0,063 0,46 0,49 

 

Tabela 9. Haplótipos para os polimorfismos MTHFR rs4846048 e MTHFR rs4846049 

nos indivíduos com SD com cardiopatia congênita associada (caso), e indivíduos com 

SD sem cardiopatia congênita (controle). 

Haplótipos MTHFR Caso Controle X2 Valor de P 

rs4846048 / rs4846049     

A/G 0,474 0,549 0,86 0,35 
G/T 0,267 0,277 0,02 0,88 
A/T 0,147 0,112 0,42 0,51 
G/G 0,112 0,062 1,38 0,24 

 

Tabela 10. Haplótipos para os polimorfismos MTHFR rs4846048 e MTHFR rs4846049 

nos indivíduos com SD com cardiopatia congênita isolada (caso), e indivíduos com SD 

sem cardiopatia congênita (controle). 

Haplótipos MTHFR Caso Controle X2 Valor de P 

rs4846048 / rs4846049     

A/G 0,590 0,549 0,36 0,54 
G/T 0,188 0,278 2,46 0,11 
A/T 0,155 0,112 0,90 0,34 
G/G 0,067 0,061 0,03 0,85 

 

A análise dos polimorfismos MTHFR rs4846048, MTHFR rs4846049 e hsa-mir-

149 rs2292832 envolvendo as mães de indivíduos com SD com e sem cardiopatias 

mostrou os que genótipos maternos hsa-mir-149 rs2292832 CT/TT foram associados ao 

risco reduzido para cardiopatia isolada na prole com SD (OR = 0,31; IC 95% = 0,13-

0,72; P = 0,0063). Os resultados das análises de regressão logística nas mães dos 
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indivíduos com SD estão apresentados nas Tabelas 11, 12 e 13. Não houve associação 

entre os haplótipos para MTHFR rs4846048 e MTHFR rs4846049 e o risco materno 

para cardiopatias congênitas na prole com SD (Tabelas 14, 15 e 16). 

 

Tabela 11. Análises de regressão logística múltipla envolvendo mães de indivíduos 

com SD com cardiopatia congênita, independente do tipo de cardiopatia (caso), e mães 

de indivíduos com SD sem cardiopatia congênita (controle).  

Polimorfismo Modelo Genótipo 
Controle 

N (%) 
Caso 

N (%) 
OR 

(95% CI) 
P 

hsa-mir-149  
rs2292832 

Dominante C/C 
C/T–T/T 

26 (47,3%) 
29 (52,7%) 

46 (63,9%) 
26 (36,1%) 

0,49 
(0,24-1,01) 

0,05 

Recessivo C/C–C/T 
T/T 

39 (70,9%) 
16 (29,1%) 

58 (80,6%) 
14 (19,4%) 

0,55 
(0,23-1,29) 

0,17 

       

MTHFR  
rs4846048 

Dominante A/A 
A/G–G/G 

28 (50,0%) 
28 (50,0%) 

43 (57,4%) 
32 (42,6%) 

0,78 
(0,35-1,75) 

0,56 

Recessivo A/A–A/G 
G/G 

55 (98,2%) 
01 (01,8%) 

68 (90,7%) 
07 (09,3%) 

2,02 (0,16-
24,89) 

0,58 

       

MTHFR  
rs4846049 

Dominante G/G 
G/T–T/T 

23 (41,1%) 
33 (58,9%) 

33 (44,0%) 
42 (56,0%) 

0,96 
(0,43-2,15) 

0,93 

Recessivo G/G–G/T 
T/T 

55 (98,2%) 
01 (01,8%) 

66 (88,0%) 
09 (12,0%) 

5,71 (0,50-
64,05) 

0,15 
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Tabela 12. Análises de regressão logística múltipla envolvendo mães de indivíduos 

com SD com cardiopatia congênita associada (caso), e mães de indivíduos com SD sem 

cardiopatia congênita (controle). 

Polimorfismo Modelo Genótipo 
Controle 

N (%) 
Caso 

N (%) 
OR 

(95% CI) 
P 

hsa-mir-149  
rs2292832 

Dominante C/C 
C/T–T/T 

26 (47,3%) 
29 (52,7%) 

11 (45,9%) 
13 (54,1%) 

1,06 
(0,40-2,79) 

0,89 

Recessivo C/C–C/T 
T/T 

39 (70,9%) 
16 (29,1%) 

19 (79,1%) 
05 (20,9%) 

0,55 
(0,15-1,93) 

0,35 

       

MTHFR  
rs4846048 

Dominante A/A 
A/G–G/G 

28 (50,0%) 
28 (50,0%) 

13 (52,0%) 
12 (48,0%) 

1,15 
(0,39-3,39) 

0,79 

Recessivo A/A–A/G 
G/G 

55 (98,2%) 
01 (01,8%) 

22 (88,0%) 
03 (12,0%) 

1,65 (0,08-
32,41) 

0,74 

       

MTHFR  
rs4846049 

Dominante G/G 
G/T–T/T 

23 (41,1%) 
33 (58,9%) 

11 (44,0%) 
14 (56,0%) 

0,79 
(0,26-2,35) 

0,68 

Recessivo G/G–G/T 
T/T 

55 (98,2%) 
01 (01,8%) 

20 (80,0%) 
05 (20,0%) 

12,40(0,96-
159,13) 

0,05 

 

Tabela 13. Análises de regressão logística múltipla envolvendo mães de indivíduos 

com SD com cardiopatia congênita isolada (caso), e mães de indivíduos com SD sem 

cardiopatia congênita (controle). 

Polimorfismo Modelo Genótipo 
Controle 

N (%) 
Caso 

N (%) 
OR 

(95% CI) 
P 

hsa-mir-149  
rs2292832 

Dominante C/C 
C/T–T/T 

26 (47,3%) 
29 (52,7%) 

35 (72,9%) 
13 (27,1%) 

0,31 
(0,13-0,72) 

0,006 

Recessivo C/C–C/T 
T/T 

39 (70,9%) 
16 (29,1%) 

39 (81,3%) 
09 (18,7%) 

0,51 
(0,19-1,33) 

0,17 

       

MTHFR  
rs4846048 

Dominante A/A 
A/G–G/G 

28 (50,0%) 
28 (50,0%) 

30 (60,0%) 
20 (40,0%) 

0,58 
(0,23-1,45) 

0,24 

Recessivo A/A–A/G 
G/G 

55 (98,2%) 
01 (01,8%) 

46 (92,0%) 
04 (08,0%) 

2,66 (0,09-
72,38) 

0,56 

       

MTHFR  
rs4846049 

Dominante G/G 
G/T–T/T 

23 (41,1%) 
33 (58,9%) 

22 (44,0%) 
28 (56,0%) 

1,15 
(0,46-2,86) 

0,75 

Recessivo G/G–G/T 
T/T 

55 (98,2%) 
01 (01,8%) 

46 (92,0%) 
04 (08,0%) 

2,66 (0,09-
72,38) 

0,56 
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Tabela 14. Haplótipos para os polimorfismos MTHFR rs4846048 e MTHFR rs4846049 

nas mães de indivíduos com SD com cardiopatia congênita, independente do tipo de 

cardiopatia (caso), e mães de indivíduos com SD sem cardiopatia congênita (controle). 

Haplótipos MTHFR Caso Controle X2 Valor de P 

rs4846048 / rs4846049     

A/G 0,594 0,640 0,57 0,45 
G/T 0,194 0,202 0,02 0,86 
A/T 0,146 0,101 1,16 0,28 
G/G 0,066 0,057 0,09 0,75 

 

Tabela 15. Haplótipos para os polimorfismos MTHFR rs4846048 e MTHFR rs4846049 

nas mães de indivíduos com SD com cardiopatia congênita associada (caso), e mães de 

indivíduos com SD sem cardiopatia congênita (controle). 

Haplótipos MTHFR Caso Controle X2 Valor de P 

rs4846048 / rs4846049     

A/G 0,535 0,640 1,59 0,20 
G/T 0,215 0,203 0,03 0,85 
A/T 0,165 0,101 1,33 0,24 
G/G 0,085 0,056 0,46 0,49 

 

Tabela 16. Haplótipos para os polimorfismos MTHFR rs4846048 e MTHFR rs4846049 

nas mães de indivíduos com SD com cardiopatia congênita isolada (caso), e mães de 

indivíduos com SD sem cardiopatia congênita (controle). 

Haplótipos MTHFR Caso Controle X2 Valor de P 

rs4846048 / rs4846049     

A/G 0,625 0,642 0,07 0,79 
G/T 0,185 0,205 0,13 0,71 
A/T 0,135 0,099 0,68 0,40 
G/G 0,055 0,054 0,001 0,97 

 

A análise das combinações genotípicas dos polimorfismos MTHFR rs4846048, 

MTHFR rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832, nos indivíduos com SD e nas suas mães 

não mostrou associação entre as diferentes combinações e o risco para cardiopatia 

congênita, independente da cardiopatia, bem como cardiopatia associada e isolada 

(Tabelas 17 a 22). 
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Tabela 17. Análises de combinação genotípica em indivíduos com SD com cardiopatia 

congênita, independente do tipo de cardiopatia (caso), e em indivíduos com SD e sem 

cardiopatia congênita (controle). 

Combinação genotípica Grupos P 
hsa-mir-149 rs2292832 - MTHFR rs484604 - MTHFR rs4846049 Controle Caso 
CC - AA - GG  10 09 Referência 
CC - AA - GT/TT  16 22 0,32 
CC - AG/GG - GG 06 19 0,72 
CC - AG/GG - GT/TT 19 33 1,00 
CT/TT - AA - GG 19 22 0,88 
CT/TT - AA - GT/TT  07 19 0,18 
CT/TT - AG/GG - GG 03 19 0,28 
CT/TT - AG/GG - GT/TT 19 29 1,00 
 

Tabela 18. Análises de combinação genotípica em indivíduos com SD com cardiopatia 

congênita associada (caso), e em indivíduos com SD e sem cardiopatia congênita 

(controle). 

Combinação genotípica Grupos P 
hsa-mir-149 rs2292832 - MTHFR rs484604 - MTHFR rs4846049 Controle Caso 
CC - AA - GG  10 03 Referência 
CC - AA - GT/TT  07 16 0,67 
CC - AG/GG - GG 05 13 0,35 
CC - AG/GG - GT/TT 07 26 1,00 
CT/TT - AA - GG 05 20 1,00 
CT/TT - AA - GT/TT  04 13 0,19 
CT/TT - AG/GG - GG 01 13 0,57 
CT/TT - AG/GG - GT/TT 11 24 0,66 
 

Tabela 19. Análises de combinação genotípica em indivíduos com SD com cardiopatia 

congênita isolada (caso), e em indivíduos com SD e sem cardiopatia congênita 

(controle). 

Combinação genotípica Grupos P 
hsa-mir-149 rs2292832 - MTHFR rs484604 - MTHFR rs4846049 Controle Caso 
CC - AA - GG  10 06 Referência 
CC - AA - GT/TT  15 16 0,37 
CC - AG/GG - GG 03 16 1,00 
CC - AG/GG - GT/TT 16 29 0,87 
CT/TT - AA - GG 16 20 0,68 
CT/TT - AA - GT/TT  04 16 0,43 
CT/TT - AG/GG - GG 02 16 0,36 
CT/TT - AG/GG - GT/TT 13 24 1,00 
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Tabela 20. Análises de combinação genotípica em mães de indivíduos com SD com 

cardiopatia congênita, independente do tipo de cardiopatia (caso), e de indivíduos com 

SD e sem cardiopatia congênita (controle). 

Combinação genotípica Grupos P 
hsa-mir-149 rs2292832 - MTHFR rs484604 - MTHFR rs4846049 Controle Caso 
CC - AA - GG  09 12 Referência 
CC - AA - GT/TT  12 24 0,28 
CC - AG/GG - GG 09 21 0,94 
CC - AG/GG - GT/TT 20 28 1,00 
CT/TT - AA - GG 18 25 1,00 
CT/TT - AA - GT/TT  10 21 0,30 
CT/TT - AG/GG - GG 03 21 0,86 
CT/TT - AG/GG - GT/TT 20 21 0,64 
 
Tabela 21. Análises de combinação genotípica em mães de indivíduos com SD com 

cardiopatia congênita associada (caso), e de indivíduos com SD e sem cardiopatia 

congênita (controle). 

Combinação genotípica Grupos P 
hsa-mir-149 rs2292832 - MTHFR rs484604 - MTHFR rs4846049 Controle Caso 
CC - AA - GG  09 02 Referência 
CC - AA - GT/TT  06 12 0,23 
CC - AG/GG - GG 04 12 0,73 
CC - AG/GG - GT/TT 05 20 1,00 
CT/TT - AA - GG 08 18 0,45 
CT/TT - AA - GT/TT  02 16 0,71 
CT/TT - AG/GG - GG 03 11 1,00 
CT/TT - AG/GG - GT/TT 08 20 0,59 
 
Tabela 22. Análises de combinação genotípica em mães de indivíduos com SD com 

cardiopatia congênita isolada (caso), e de indivíduos com SD e sem cardiopatia 

congênita (controle). 

Combinação genotípica Grupos P 
hsa-mir-149 rs2292832 - MTHFR rs484604 - MTHFR rs4846049 Controle Caso 
CC - AA - GG  09 10 Referência 
CC - AA - GT/TT  11 19 0,49 
CC - AG/GG - GG 07 19 1,00 
CC - AG/GG - GT/TT 19 24 1,00 
CT/TT - AA - GG 16 19 0,85 
CT/TT - AA - GT/TT  10 21 0,30 
CT/TT - AG/GG - GG 02 19 0,52 
CT/TT - AG/GG - GT/TT 13 20 0,14 
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3. 3 Resultados dos 17 polimorfismos como fatores de risco para 

cardiopatias congênitas 

As frequências genotípicas dos polimorfismos MTRR A66G, SLC19A1 A80G, 

BHMT G742A e hsa-mir-149 (rs2292832) apresentaram-se em desequilíbrio de Hardy-

Weinberg no grupo caso.  No grupo controle foi observado desequilíbrio para o 

polimorfismo hsa-mir-149 (rs2292832) (p<0,05). Os resultados da concordância das 

frequências genotípicas com o Equilíbrio de Hardy-Weinberg estão apresentados na 

Tabela 23.  

 

Tabela 23. Equilíbrio de Hardy-Weinberg dos 17 polimorfismos nos indivíduos com 

SD. 

 Indivíduos com SD 

              X2                                       Valor de P  

MTHFR C677T   
Caso 0,02 0,87 

Controle 0.80 0,37 
MTHFR A1298C   

Caso 0,60 0,43 
Controle 0,0003 0,98 

MTHFR T1317C   
Caso 0,27 0,59 

Controle 0,05 0,82 
MTR A2756G   

Caso 0,003 0,95 
Controle 0,89 0,34 

MTRR A66G   
Caso 4,07 0,043 

Controle 0,03 0,85 
SLC19A1 A80G   

Caso 5,26 0,021 
Controle 1,83 0,17 

TC2 A67G   
Caso 0,52 0,46 

Controle 1,97 0,16 
TC2 C776G   

Caso 0,66 0,42 
Controle 0,31 0,57 
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CBS 844ins68   
Caso 1,08 0,29 

Controle 0,01 0,91 
CBS T833C   

Caso 1,08 0,29 
Controle 0,01 0,91 

MTHFD1 G1958A   
Caso 1,46 0,22 

Controle 0,31 0,57 
BHMT G742A   

Caso 5,81 0,016 
Controle 2,22 0,13 

DHFR del 19pb   
Caso 1,33 0,24 

Controle 0,01 0,91 
SHMT C1420T   

Caso 1,08 0,29 
Controle 0,43 0,51 

hsa-mir-149 rs2292832   
Caso 6,38 0,011 

Controle 6,02 0,014 
MTHFR rs4846048   

Caso 1,03 0,31 
Controle 0,80 0,37 

MTHFR rs4846049   
Caso 0,74 0,74 

Controle 0,13 0,71 
 

 

A mediana do número de alelos polimórficos não diferiu entre os indivíduos 

com SD com cardiopatia congênita, independente da cardiopatia (caso), e os indivíduos 

com SD sem cardiopatia congênita (controle) (P = 0.19). O número de alelos 

polimórficos nos grupos caso e controle estão apresentados na Tabela 24. 
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Tabela 24. Distribuição dos 17 alelos polimórficos no grupo de indivíduos com SD 

com cardiopatia congênita, independente da cardiopatia (caso) e no grupo com 

indivíduos com SD sem cardiopatia congênita (controle). 

Número alelos polimórficos Caso n (%) Controle n (%) 

0 0 0 

1 0 0 

2 0 0 

3 0 0 

4 0 2 (10,5%) 

5 0  0 

6 3 (8,8%) 2 (10,5%) 

7 1 (3,0%) 3 (15,8%) 

8 9 (26,4%) 3 (15,8%) 

9 4 (11,7%) 2 (10,5%) 

10 7 (20,6%) 3 (15,8%) 

11 3 (8,8%) 0 

12 3 (8,8%) 0 

13 1 (3,0%) 2 (10,5%) 

14 0 1 (5,3%) 

15 0 0 

16 1 (3,0%) 1 (5,3%) 

17 2 (5,9%) 0 

 

As análises de regressão logística múltipla envolvendo os indivíduos com SD 

não evidenciaram associação entre os 17 polimorfismos e o risco para cardiopatia 

congênita (Tabela 25). Também não houve associação entre os haplótipos do gene 

MTHFR C677T / A1298C / T1317C / rs4846048 / rs4846049 e do gene TC2 A67G /  

C776G e o risco para cardiopatias congênitas (Tabelas 26, 27).  
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Tabela 25. Análises de regressão logística múltipla envolvendo indivíduos com SD 

com cardiopatia congênita, independente do tipo de cardiopatia (caso), e de indivíduos 

com SD sem cardiopatia congênita (controle).  

Polimorfismo Modelo Genótipo 
Controle 

N (%) 
Caso 

N (%) 
OR 

(95% CI) 
P 

MTHFR 
C677T 

Dominante C/C 
C/T–T/T 

06 (30,0%) 
14 (70,0%) 

18 (47,3%) 
20 (52,7%) 

0,57 
(0,10-3,24) 

0,53 

Recessivo C/C–C/T 
T/T 

14 (70,0%) 
06 (30,0%) 

34 (89,4%) 
04 (10,6%) 

0,32 
(0,07-1,41) 

0,13 

       

MTHFR 
A1298C 

Dominante A/A 
A/C–C/C 

12 (60,0%) 
08 (40,0%) 

23 (60,6%) 
15 (39,4%) 

0,001 (4,86 E-

12-477052,7) 
0,51 

Recessivo A/A–A/C 
C/C 

19 (95,0%) 
01 (05,0%) 

35 (92,1%) 
03 (07,9%) 

9439,9 (3,29 E-

34-2,70 E+41) 
0,83 

       

MTHFR 
T1317C 

Dominante T/T 
T/C–C/C 

18   (90,0%) 
02   (10,0%) 

32   (84,2%) 
06   (15,8%) 

0,002 (4,98 E-

12-834526,9) 
0,54 

Recessivo T/T–T/C 
C/C 

20 (100,0%) 
00   (00,0%) 

38 (100,0%) 
00   (00,0%) 

--- 
--- 

       

MTR 
A2756G 

Dominante A/A 
A/G–G/G 

13  (65,0%) 
07  (35,0%) 

27 (71,0%) 
11 (29,0%) 

0,35 
(0,05-2,24) 

0,27 

Recessivo A/A–A/G 
G/G 

20 (100,0%) 
00   (00,0%) 

32 (84,2%) 
06 (15,8%) 

141939,6 (4,89 
E-11-4,12 E+20) 

0,51 

       

MTRR 
A66G 

Dominante A/A 
A/G–G/G 

07 (35,0%) 
13 (65,0%) 

15 (39,4%) 
23 (60,6%) 

1,26 
(0,26-6,11) 

0,76 

Recessivo A/A–A/G 
G/G 

17 (85,0%) 
03 (15,0%) 

32 (84,2%) 
06 (15,8%) 

2,98 
(0.,16-55,2) 

0,46 

       

SLC19A1 
A80G 

Dominante A/A 
A/G–G/G 

04 (20,0%) 
16 (80,0%) 

05 (13,1%) 
33 (86.9%) 

1,85 
(0,19-17,8) 

0,59 

Recessivo A/A–A/G 
G/G 

17 (85,0%) 
03 (15,0%) 

31 (81,6%) 
07 (18,4%) 

2,73 
(0.36-20.3) 

0,32 

       

TC2 
A67G 

Dominante A/A 
A/G–G/G 

16 (80,0%) 
04 (20,0%) 

30 (78,9%) 
08 (21,1%) 

3,00 
(0,31-29,0) 

0,34 

Recessivo A/A–A/G 
G/G 

19 (95,0%) 
01 (05,0%) 

37 (97,3%) 
01 (02,7%) 

1523,7 (5,83 E-

35-3,98 E+40) 
0,86 

       

TC2 
C776G 

Dominante C/C 
C/G–G/G 

06 (30,0%) 
14 (70,0%) 

16 (42,1%) 
22 (57,9%) 

0,65 
(0,07-5,66) 

0,70 

Recessivo C/C–C/G 
G/G 

17 (85,0%) 
03 (15,0%) 

35 (92,1%) 
03 (07,9%) 

0,28 
(0,04-2,02) 

0,21 
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CBS 
844ins68 

Dominante S/S 
S/M–M/M 

19 (95,0%) 
01 (05,0%) 

27 (71,1%) 
11 (28,9%) 

2,76 
(0,94-2,08) 

0,06 

 Recessivo S/S –S/M 
M/M 

20 (100,0%) 
00   (00,0%) 

38 (100,0%) 
00   (00,0%) 

--- 
--- 

       

CBS 
T833C 

Dominante T/T 
T/C–C/C 

19   (95,0%) 
01   (05,0%) 

27   (71,1%) 
11   (28,9%) 

2,76 
(0,94-2,08) 

0,06 

Recessivo T/T–T/C 
C/C 

20 (100,0%) 
00   (00,0%) 

38 (100,0%) 
00   (00,0%) 

---- 
--- 

       

MTHFD1 
G1958A 

Dominante G/G 
G/A–A/A 

06 (30,0%) 
14 (70,0%) 

14 (36,8%) 
24 (63,2%) 

0,73 
(0,11-4,80) 

0,75 

Recessivo G/G–G/A 
A/A 

17 (85,0%) 
03 (15,0%) 

29 (76,3%) 
09 (23,7%) 

1462,6 
(0,000007-

318750765790
,5) 

0,45 

       

BHMT 
G742A 

Dominante G/G 
G/A–A/A 

10   (50,0%) 
10   (50,0%) 

21 (55,2%) 
17 (44,8%) 

0,51 
(0,08-3,25) 

0,48 

Recessivo G/G–G/A 
A/A 

20 (100,0%) 
00   (00,0%) 

31 (81,6%) 
07 (18,4%) 

610,7 
(8,33 E-9-
44797431024
030,2) 

0,61 

       

DHFR 
del 19 pb 

Dominante I/I 
I/D–D/D 

06 (33,3%) 
12 (66,7%) 

08 (21,6%) 
29 (78,4%) 

2,21 
(0,32-15,38) 

0,41 

Recessivo I/I–I/D 
D/D 

15 (83,3%) 
03 (16,7%) 

30 (81,1%) 
07 (18,9%) 

1,06 
(0,21-5,23) 

0,93 

       

SHMT 
C1420T 

Dominante C/C 
C/T–T/T 

09 (47,3%) 
10 (52,7%) 

15 (39,4%) 
23 (60,6%) 

0,58 
(0,09-3,50) 

0,55 

Recessivo C/C–C/T 
T/T 

18 (94,8%) 
01 (05,2%) 

35 (92,1%) 
03 (07,9%) 

0,16 
(0,002-10,11) 

0,38 

       

hsa-mir-149 
rs2292832 

Dominante C/C 
C/T–T/T 

13 (68,4%) 
06 (31,6%) 

20 (58,8%) 
14 (41,2%) 

1,60 
(0,46-5,49) 

0,45 

Recessivo C/C–C/T 
T/T 

16 (84,2%) 
03 (15,8%) 

28 (82,4%) 
06 (17,6%) 

6,57 
(0,25-168,3) 

0,25 

       

MTHFR 
rs4846048 

Dominante A/A 
A/G–G/G 

12 (60,0%) 
08 (40,0%) 

21 (55,2%) 
17 (44,8%) 

1,28 
(0,18-8,77) 

0,79 

Recessivo A/A–A/G 
G/G 

18 (90,0%) 
02 (10,0%) 

37 (97,3%) 
01 (02,7%) 

0,25 
(0,005-13,00) 

0,49 
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MTHFR 
rs4846049 

Dominante G/G 
G/T–T/T 

10 (52,7%) 
09 (47,3%) 

18 (48,7%) 
19 (51,3%) 

466,5 
(0,000002-

144394430148
,0) 

0,53 

 Recessivo G/G–G/T 
T/T 

18 (94,8%) 
01 (05,2%) 

33 (89,2%) 
04 (10,8%) 

1,43 E-7 (5,97 
E-46-3,40 E+31) 

0,72 

 

Tabela 26. Haplótipos para os polimorfismos MTHFR C677T, MTHFR A1298C, 

MTHFR T1317C, MTHFR rs4846048 e MTHFR rs4846049 nos indivíduos com SD 

com cardiopatia congênita, independente da cardiopatia (caso), e de indivíduos com SD 

sem cardiopatia congênita (controle). 

Haplótipos MTHFR Caso Controle X2 P 

C677T / A1298C / T1317C / rs4846048/ rs4846049     

T/A/T/A/G 0,315 0,440 1,71 0,19 
C/A/T/A/G 0,302 0,156 2,82 0,09 
C/C/T/A/T 0,141 0,115 0,14 0,70 
C/C/T/G/T 0,081 0,067 0,06 0,79 
C/A/T/G/G 0,058 0,109 0,95 0,32 
C/A/C/G/T 0,081 0,053 0,30 0,58 
C/C/T/A/G 0,014 0,026 0,23 0,62 
T/C/T/G/T 0,008 0,029 0,69 0,40 

 

Tabela 27. Haplótipos para os polimorfismos TC2 A67G e TC2 C776G nos indivíduos 

com SD com cardiopatia congênita, independente da cardiopatia (caso), e de indivíduos 

com SD sem cardiopatia congênita (controle). 

Haplótipos TC2 Caso Controle X2 Valor de P 

A67G / C776G     

A/C 0,605 0,524 0,70 0,40 
A/G 0,277 0,351 0,68 0,40 
G/C 0,066 0,051 0,10 0,74 
G/G 0,052 0,074 0,22 0,63 
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4. DISCUSSÃO 

Sabe-se que os indivíduos com SD apresentam alta prevalência de DCC, que 

resultam no aumento de mortalidade nos primeiros anos de vida(21,102,103) assim a 

avaliação cardíaca logo após o nascimento é de grande importância. Neste estudo, a 

maioria das crianças foi diagnosticada precocemente com malformações cardíacas, 

indicando uma avaliação cardíaca adequada e precoce. O exame de ecocardiograma, 

ferramenta indispensável de avaliação não invasiva nos indivíduos com DCC(104), é 

realizado de rotina para os indivíduos com SD do ambulatório do Hospital de Base de 

São José do Rio Preto, assim aqueles que passaram pelo Serviço de Cardiologia do HB, 

realizaram o exame.  

Após a avaliação cardíaca, 57,5% dos indivíduos com SD foram diagnosticados 

com DCC isolado ou associado. Este resultado está de acordo com a literatura, que 

mostra alta prevalência de cardiopatias congênitas em indivíduos com SD(22,23,105). A 

alta prevalência de CIA e a baixa prevalência de tetralogia de Fallot encontradas nos 

pacientes do presente estudo também são características observadas em outros estudos 

nos indivíduos com SD(21,22,106). No nosso estudo observamos maior prevalência de 

DCC isolado, os quais apresentaram as seguintes frequências: CIA (42,3%), DSAV 

(23,1%), CIV (15,4%), PDA (13,5%), pentalogia de fallot (3,8%) e tetralogia de fallot 

(1,9%). Esses dados corroboram com outros estudos que também avaliaram DCC em 

indivíduos com SD e observaram as seguintes frequências CIA (24-36%), DSAV (19-

36%), CIV (14-27%), PDA (5-7%) e tetralogia de fallot (7%)(21,22,106).  

 No grupo de DCC associado, observamos as seguintes frequências CIA + PDA 

e DSAV + PDA (28,5%), CIA + CIV (14,8%), DSAV + tetralogia de fallot e CIA + 

CIV + PDA (7,1%) e CIA + estenose da artéria pulmonar, DSAV + estenose da artéria 

pulmonar, DSAV + tetralogia de fallot + PDA e CIV + PDA (3,5%). Estas frequências 
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também corroboraram com os dados observados em outro estudo CIA + CIV + PDA 

(15%), CIA + CIV (14%), CIV + PDA (8%) e CIA + PDA (7%)(22). 

A análise da associação entre os polimorfismos localizados na região UTR 3´do 

gene MTHFR (A®G rs4846048 e G®T rs4846049), avaliados em indivíduos com SD 

e suas mães, não mostrou associação com o risco para DCC. Também não foi observada 

associação entre DCC e os outros 14 polimorfismos envolvidos na via do folato 

(MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTHFR T1371C, MTR A2756G, SLC19A1 A80G, 

MTRR A66G, TC2 C776G, TC2 A67G, CßS 844ins68, CßS T833C, BHMT G742A, 

MTHFD1 G1958A, DHFR del 19 pb, SHMT C1420T) avaliados apenas nos indivíduos 

com SD.  

Vários estudos que avaliam polimorfismos genéticos da via metabólica do folato 

em indivíduos sem síndrome genética e/ou em suas mães têm mostrado associação 

destas variantes com a presença de cardiopatia congênita (Tabelas 28, 29). Por outro 

lado, outros estudos não encontraram associação entre genótipos polimórficos maternos 

da via do folato e o risco para DCC na prole não sindrômica(63,64,107,108,109). Também há 

estudos em crianças sem síndrome genética que não observaram associação entre 

polimorfismos da via do folato e o risco para DCC(63,70,71,72). Além disso, um efeito 

protetor para DCC foi observado para o alelo MTHFR1298C em indivíduos sem 

síndrome genética nos estudo de Hobbs et al. (2006)(32). 
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A escassez de estudos caso-controle que avaliam a influência de polimorfismos 

genéticos da via metabólica do folato no risco para DCC na SD dificulta uma análise 

mais crítica dos resultados. Dentre os estudos existentes, os resultados também são 

divergentes; é possível que as discrepâncias observadas possam estar associadas a 

fatores geográficos e nutricionais de cada região, além de características genéticas da 

população. Predisposição para doenças e frequências alélicas são variáveis entre as 

populações como um resultado de deriva genética e adaptação a fatores seletivos 

locais(117). 

Corroborando com os nossos resultados, um estudo realizado na população 

croata também não observou associação entre DCC e a presença dos polimorfismos 

MTHFR C677T e A1298C em indivíduos com SD e nas suas mães(21). Por outro lado, 

estudo realizado no Brasil por Brandalize et al. (2009)(73)  mostrou um risco aumentado 

de 2,07 vezes de DCC na prole com SD para mães portadoras do alelo T do 

polimorfismo MTHFR C677T. Além disso, naquelas que não utilizaram ácido fólico no 

período pré-concepcional, o risco de prole com DCC foi ainda maior (probabilidade 

maior que 2,26 vezes).  

Outro estudo realizado nos Estados Unidos mostrou que indivíduos com SD com 

DSAV apresentaram um aumento significativo na proporção de alelos polimórficos 

compartilhados do gene SLC19A1 em relação ao esperado; neste estudo foram avaliados 

vários polimorfismos deste gene. Além disso, esses autores observaram que as mães 

desses indivíduos com SD e DSAV apresentam maior probabilidade de transmitir o 

alelo A do polimorfismo MTHFR A1298C aos seus filhos do que aquelas mães de 

indivíduos com SD sem cardiopatia e sugerem que as alterações da via do folato pode 

contribuir para a incidência de DSAV nos indivíduos com SD(74).   
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Embora nossos resultados não confirmem a associação entre alterações no 

metabolismo do folato e desenvolvimento de DCC, a casuística reduzida foi uma das 

limitações do presente estudo, uma vez que estudos de associação requerem 

amostragem mais ampla. De fato, o cálculo do poder estatístico do presente estudo foi 

de 65% e, por isso é possível que estudos adicionais com casuísticas maiores possam 

esclarecer melhor a influência desses polimorfismos no risco para DCC.  

Outra limitação é que não foi realizada no presente estudo a dosagem de 

metabólitos da via folato como, por exemplo, a Hcy. É sabidamente conhecido que a 

hiperhomocisteinemia é um fator de risco independente para doenças 

cardiovasculares(118,119). Além disso, a hiperhomocisteinemia no período 

periconcepcional aumenta em 3 a 4 vezes o risco de DCC na prole(120). Concentrações 

elevadas de Hcy leva ao acúmulo de SAH(121) e o aumento deste substrato, SAH, resulta 

na inibição das metiltransferases celulares, que durante a organogênese pode alterar a 

expressão gênica, diferenciação celular e apoptose(122,123), contribuindo assim para o 

desenvolvimento de DCC(124). 

A influência do metabolismo anormal do folato no desenvolvimento de DCC 

também é observada em estudos com biomarcadores de metilação. Concentrações 

elevadas de Hcy total, de SAH e menor razão SAM:SAH, um indicador de 

hipometilação, foram significantemente associadas com um risco aumentado de ter uma 

criança com doença cardíaca congênita não sindrômica(124) e, mais especificamente, 

com doença cardíaca congênita e SD(125). Elevadas concentrações de biomarcadores de 

hipometilação (SAH elevada e baixa razão de SAM:SAH) também foram observadas 

em crianças com doença cardíaca congênita e SD no estudo de Obermann et al. 

(2011)(126).  Assim, considerando que o embrião tenha sido exposto ao estado de 
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hipometilação global materna, o estado de hipometilação global nas crianças pode ser 

explicado por hereditariedade e adaptações intrauterinas com consequências para 

desenvolvimento cardíaco(127).  

No presente estudo também foi analisado o polimorfismo rs2292832 (C®T) do 

hsa-mir-149 e nossos resultados mostraram um menor risco de DCC para os indivíduos 

com SD na presença dos genótipos maternos hsa-mir-149 rs2292832 CT/TT. O 

polimorfismo hsa-mir-149 rs2292832 está localizado no pré-miRNA 149, portanto, 

pode interferir na biogênese, processamento e expressão do micro-RNA maduro e, 

consequentemente, alterar a ação desse miRNA em genes alvos(128,129,130). 

O papel dos miRNAs na modulação do metabolismo do folato (ou do carbono1) 

não está totalmente esclarecido(131). Estudos sugerem que o folato influencia a expressão 

de miRNAs, uma vez que células linfoblastóides humanas cultivadas sob condições de 

deficiência de folato apresentam mudanças significativas na expressão de 24 

miRNAs(132). Usando métodos de predição computacional de genes-alvo de miRNAs e 

análises estatísticas baseadas em Monte-Carlo(131), foram identificados dois miRNAs 

candidatos a  principais reguladores (miR-22 e miR-125) e dois miRNAs candidatos a 

principais co-reguladores (miR-344-5p/484 e miR-488) de um número significante de 

genes envolvidos no metabolismo do carbono 1, com potencial influência na expressão 

gênica. Além disso, foram identificados 15 SNPs localizados em sítios alvo preditos de 

miRNAs em genes envolvidos no metabolismo do carbono 1 e associações significantes 

entre dois SNPs e vários metabólitos envolvidos nessa via foram descritas(131).  

É sabido que o hsa-mir-149 controla a expressão do gene MTHFR envolvido no 

metabolismo do folato(88,133); assim é possível que o polimorfismo rs2292832 na região 
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precursora do hsa-mir-149 possa alterar sua biogênese e interferir de forma direta e/ou 

indireta no metabolismo do folato, com consequências para o desenvolvimento de DCC.  

Pelo nosso conhecimento, estudos que avaliam o polimorfismo hsa-mir-149 

rs2292832 na SD são ausentes e há apenas um estudo, realizado na população chinesa, 

que avalia o papel desse polimorfismo no risco para DCC em indivíduos não 

sindrômicos.  Neste estudo, os autores avaliaram 1324 indivíduos com DCC 

esporádicos e 1783 indivíduos sem a patologia e não observaram associação entre o 

polimorfismo hsa-mir-149 rs2292832 e cardiopatia congênita(134). Nesse estudo foram 

avaliados também outros três polimorfismos em pré-miRNA (hsa-mir-146a rs2910164, 

hsa-mir-196a2 rs11614913, hsa-mir-499 rs3746444) e os autores mostraram que 

indivíduos com o genótipo CC hsa-mir-196a2 rs11614913 apresentam um risco 

aumentado de 1,48 vezes para DCC comparado àqueles com genótipos CT ou TT. Além 

disso, este genótipo foi associado com a expressão elevada do miR-196a maduro em 

amostras de tecidos cardíacos obtidas de cirurgia de indivíduos com DCC.  

A maioria dos estudos que analisa o impacto do polimorfismo hsa-mir-149 

rs2292832 é realizado em cânceres e outras patologias(135,136,137). O estudo de Hu et al. 

(2008)(129) avaliou o  hsa-mir-149 rs2292832 , além de outros três polimorfismos (hsa-

mir-146a rs2910164, hsa-mir-196a2 rs11614913, hsa-mir-499 rs3746444) em pré-

miRNAs e mostrou que os indivíduos com câncer de pulmão com genótipo TT hsa-mir-

149  rs2292832 e com genótipo CC hsa-mir-196a2 rs11614913 apresentam um pior 

prognóstico e uma menor sobrevida. Ainda sugerem que o genótipo CC rs11614913 

possa estar associado a uma elevada expressão do hsa-mir-196a2 maduro. Também 

observaram que o polimorfismo hsa-mir-196a2 rs11614913 pode interferir na ligação 

do hsa-mir196a2-3p maduro no RNA alvo, podendo ser utilizado como biomarcador no 
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prognóstico para câncer de pulmão. Outro estudo em câncer de pulmão que também 

avaliou os mesmos polimorfismos em pré-miRNAs associou os genótipos CC/CT hsa-

mir-149 rs2292832 e TT/CT hsa-mir-196a2 rs11614913 a um prognóstico favorável e 

maior sobrevida quando comparados com os genótipos TT rs2292832e CC 

rs11614913(138).  

O polimorfismo hsa-mir-149 rs2292832 (genótipo TT e o alelo T), além de 

outros três em pré-miRNA (hsa-mir-146a rs2910164, hsa-mir-196a2 rs11614913, hsa-

mir-499 rs3746444), foram associados com redução do risco para a asma na população 

chinesa (139).  

Devido à escassez de estudos com indivíduos com SD e os polimorfismos 

analisados no risco para cardiopatias congênitas, novos estudos incluindo um maior 

número de participantes devem ser realizados. 
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5.  CONCLUSÕES 
 
 
1. A presença dos polimorfismos MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTHFR T1371C, 

MTR A2756G, SLC19A1 A80G, MTRR A66G, TC2 C776G, TC2 A67G, CßS 844ins68, 

CßS T833C, BHMT G742A, MTHFD1 G1958A, DHFR del 19 pb, SHMT C1420T,  

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

indivíduos com SD avaliada, não está associada com a ocorrência de DCC nesses 

indivíduos. Assim, novos estudos, incluindo um maior número de participantes, devem 

ser realizados para melhor compreensão do impacto destes polimorfismos na ocorrência 

de DCC nos indivíduos com a SD. 

 

2. Os genótipos maternos hsa-mir-149 rs2292832 CT ou TT estão associados ao risco 

reduzido para cardiopatia isolada na prole com SD na população estudada, evidenciando 

um papel do metabolismo do folato na ocorrência de DCC. 
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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 Científicas em Seres Humanos – Resolução n.º 466/12 – CNS) 

 

I. Dados de identificação do sujeito da pesquisa e responsável legal:  

§ Grupo:                                       Caso (  )                             Controle (  ) 
§ Código:  
§ Prontuário: 

§ Nome do sujeito da pesquisa: 

§ Data de nascimento:       Sexo:   

§ Nome do responsável legal:  

§ Grau de parentesco: 

§ Endereço:                                                                                    

               Bairro:                                                       Cidade:                                                                 

               CEP:                                                         Telefone: 

§ Cardiopatia Congênita? (    ) Sim       (     ) Não      Tipo: 

§ Faz acompanhamento pela Cardiologia do hospital?  (      ) Sim    (      ) Não 

 

II. Dados sobre a pesquisa científica/pesquisador: 

§ Título do Projeto: Impacto de polimorfismos do gene MTHFR e do microRNA hsa- miR-149 no 

risco para cardiopatias congênitas em indivíduos com síndrome de Down 

§ Pesquisador Responsável: Érika Cristina Pavarino 

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

§ Cargo/Função: Professor Adjunto           

§ Instituição: Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto - FAMERP 

§ Endereço: Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416                                                                 

Bairro: Vila São Pedro 

CEP: 15090-000                                  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: 
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§ Objetivo da pesquisa: Avaliar a associação entre os polimorfismos genéticos MTHFR rs4846049, MTHFR 

rs4846048 e hsa-miR-149 rs2292832 e a presença de defeitos cardíacos congênitos em indivíduos com síndrome de 

Down e investigar o impacto desses polimorfismos na expressão do RNAm e da proteína do gene MTHFR. 

§ Método empregado para colheita de material biológico (sangue periférico): O sangue 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. 

§ Benefícios que poderão ser obtidos: Este estudo é importante, pois contribuirá para o conhecimento dos 

fatores de risco para cardiopatias congênitas em indivíduos com síndrome de Down. 

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

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/responsável legal está livre para, a qualquer momento, deixar de participar da 

pesquisa e não precisa apresentar justificativas para isso. 

§ O sujeito da pesquisa/responsável 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 da pesquisa/responsável legal 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. 

§ Caso necessário, o sujeito da pesquisa será convocado para uma nova coleta de sangue periférico para 

avaliação da expressão do RNAm e da proteína do gene MTHFR. 

 

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 ________________,_______. 

 

 

_____________________________                                   _____________________________ 

             Responsável legal                                                                 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. 

 

________________________ 
     Responsável pela coleta 
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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. 
•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. 
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•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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