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A Síndrome de Down (SD) é causada pela presença de três cópias do cromossomo 21 e ocorre em 95% dos
casos como um modelo de não-disjunção cromossômica, geralmente durante a meiose materna. Estudos
indicam que alterações no metabolismo do folato, e pode levar à hipometilação do DNA e à não-disjunção
cromossômica. Nesse sentido, polimorfismos genéticos que alteram enzimas envolvidas neste metabolismo
como as enzimas Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) e Metionina sintase redutase (MTRR), podem
aumentar o risco de não-disjunção cromossômica e, conseqüentemente, da SD. O objetivo deste estudo foi
investigar os polimorfismos MTHFR C677T e A1298C e o polimorfismo MTRR A66G como fatores de risco
maternos para a SD. Foram avaliadas 50 mães de indivíduos com SD, portadores de trissomia livre do
cromossomo 21, e 30 mães de indivíduos sem a síndrome. A análise molecular dos polimorfismos MTRR
A66G e MTHFR C677T foi realizada pela técnica de PCR-RFLP. O polimorfismo MTHFR A1298C foi investigado
por meio da técnica de PCR alelo-específico. As freqüências dos alelos polimórficos MTHFR 677T e 1298C
foram, respectivamente, de 0,31 e 0,27 no grupo caso e 0,38 e 0,35 no grupo controle. A freqüência do alelo
MTRR 66G foi de 0,59 e 0,47 nos grupos caso e controle, respectivamente. Desse modo, não houve diferença
nas freqüências alélicas dos polimorfismos entre os grupos. Não houve também diferença significativa na
distribuição genotípica entre os grupos. Neste estudo não foi possível estabelecer uma correlação entre os
polimorfismos C677T e A1298C do gene MTHFR e A66G do gene MTRR e o risco materno para a síndrome
de Down.
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Down syndrome (DS) is caused by the presence of three copies of chromosome 21. It occurs in 95% of the
cases as a model of chromosomal nondisjunction generally during maternal meiosis. Studies suggested that
abnormal folate metabolism  may  lead to DNA hypomethylation and nondisjunction. In this respect, genetic
polymorphisms that alters enzymes involved in this metabolism, such as Methylenetetrahydrofolate reductase
(MTHFR) e Methionine syntase reductase (MTRR), may increase the risk of chromosomal nondisjuction
and, consequently, of the DS. The aim of this study was to investigate the MTHFR C677T and A1298C
polymorphisms, and the MTRR A66G polymorphism as a maternal risk factor for DS. Fifty mothers of
individuals with confirmed full trisomy 21, and 30 control mothers were evaluated. Molecular analysis of
MTRR A66G and MTHFR C677T polymorphisms was performed by PCR-RFLP. The MTHFR A1298C
polymorphism was evaluated using allele-specific PCR method. The frequencies of polymorphic alleles
MTHFR 677T e 1298C were 0.31 and 0.27 in the case group and 0.38 and 0.35 in the control group. The
frequency of MTRR 66G allele was 0.59 e 0.47 in the case and control groups, respectively. Thus, there have
not been differences in allelic frequencies of polymorphisms between the groups. It was not observed
significant difference in genotypic distribution between the groups. In this study, it was not possible to
establish a correlation between MTHFR C677T and A1298C gene polymorphisms and between the A66G
polymorphism in MTRR gene and maternal risk for DS.
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Introdução
A síndrome de Down (SD) pode ser causada por três tipos
fundamentais de alterações cromossômicas: trissomia livre,
translocação e mosaicismo1. A trissomia livre, responsável por
aproximadamente 95% dos casos de SD, é resultante de erros
durante a segregação cromossômica, na maioria dos casos,
durante a meiose materna2.
Estudos indicam que a segregação cromossômica anormal pode
ser conseqüência do metabolismo anormal do folato3.
Polimorfismos em genes que codificam enzimas envolvidas no
metabolismo do folato, homocisteína e nas reações de metilação
celulares estão associados à etiologia da SD, uma vez que
participam da regulação de S-adenosilmetionina (SAM), o maior
doador intracelular de grupos metil para reações de metilação
do DNA, proteínas e lipídios. A hipometilação do DNA
centromérico pode levar a erros na segregação cromossômica
durante a divisão celular.3 Desse modo, o risco materno para SD
relacionado ao metabolismo anormal do folato pode ser
explicado, em parte, por polimorfismos de genes que participam
desse metabolismo, como os genes Metilenotetrahidrofolato
redutase (MTHFR) e Metionina sintase redutase (MTRR)4–10.
A enzima MTHFR atua na regulação das reações de metilação
celulares, catalisando a conversão do 5,10
metilenotetrahidrofolato para 5-metiltetrahidrofolato, a principal
forma circulante de folato, que é exigida para a remetilação da
homocisteína para metionina. Essa reação é importante para a
síntese de SAM, o maior doador de metil intracelular para reações
de metilação celulares. Um aumento nos níveis de homocisteína
e uma diminuição da proporção de SAM e S-
adenosilhomocisteína (SAH), decorrente de alterações no gene
MTHFR, são associados à hipometilação do DNA. Assim, a
hipometilação do DNA como resultado do metabolismo anormal
do folato poderia aumentar a probabilidade de não-disjunção
cromossômica4. Dois polimorfismos comuns identificados no
gene MTHFR, a substituição de citosina para timina no
nucleotídeo 677 (C677T) e de adenina para citosina no
nucleotídeo 1298 (A1298C), resultam em diminuição da atividade
da enzima produzida, interferindo neste metabolismo11,12.
O gene MTRR apresenta-se polimórfico no nucleotídeo 66 com
substituição de adenina por guanina (A66G), levando à
substituição de isoleucina para metionina na proteína
produzida13–15. A enzima MTRR é responsável pela manutenção
do estado ativo da enzima Metionina Sintase (MTR). A enzima
MTR catalisa a remetilação da homocisteína para metionina por
reações em que a metilcob(III)alamina atua como um doador
intermediário de metil. Nessa reação, a transferência do grupo
metil da metilcob(III)alamina resulta na formação de
cob(I)alamina altamente reativa, a qual torna-se oxidada em
cob(II)alamina, resultando na inativação da enzima MTR16.
Assim, a enzima MTRR desempenha um papel importante na
determinação da quantidade de metionina disponível para as
reações de metilação celulares.
Baseado nas evidências de que o metabolismo anormal do folato
pode levar à hipometilação do DNA e conseqüente segregação
anormal, este estudo investigou os polimorfismos C677T e
A1298C do gene MTHFR e o polimorfismo A66G do gene MTRR
como fatores de risco maternos para a SD.

Casuística e Método
De acordo com Normas Regulamentares de Pesquisa em Seres
Humanos, Resolução 196/96 do Ministério da Saúde, este
estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto/SP, CEP –
FAMERP e pela Comissão Nacional em Pesquisa de Brasília/DF
– CONEP.
Foram incluídas neste estudo 50 mães de pacientes com SD
portadores de trissomia livre do cromossomo 21 (grupo caso) e
30 mães com filhos sem SD (grupo controle). A média de idade
materna do grupo caso foi 31,3 ± 8 anos, e do grupo controle de
28 ± 6 anos. Em relação à etnia, as freqüências foram de 40%
caucasóides e 60% não-caucasóides para grupo caso e 56,7%
caucasóides e 43,3% não-caucasóides para o grupo controle
(P= 0,1704). A classificação em etnias foi feita de acordo com
Arruda et al. 17 que considera caucasóides os indivíduos sem
miscigenação conhecida nas três gerações antecedentes ao
indivíduo de estudo. O grupo de não-caucasóides é composto
por indivíduos classificados como negros, pardos ou orientais.
Para Análise molecular, o DNA foi extraído a partir de leucócitos
do sangue periférico, segundo Abdel Rahman et al.18. A
investigação dos polimorfismos MTHFR C677T e MTRR A66G
foi realizada por meio da técnica de PCR-RFLP (Polymerase Chain
Reaction – Restriction Fragment Lenght Polymorphism),
utilizando-se as enzimas Hinf I 19 e Nde I 20, respectivamente,
para reconhecimento dos sítios polimórficos. A análise do
polimorfismo MTHFR A1298C foi realizada pela técnica de PCR
alelo-específico a partir de modificações da metodologia descrita
por Ranjith et al.21. Os produtos de PCR foram submetidos à
eletroforese em gel de poliacrilamida 6% (MTHFR C677T e
A1298C) e gel de agarose 2,5% (MTRR A66G).
A análise estatística foi realizada utilizando-se o teste do qui-
quadrado, com nível de significância < 0,05.

Resultados
O alelo polimórfico MTHFR 677T apresentou freqüência de 0,31
e 0,38, e o alelo MTHFR 1298C de 0,27 e 0,35 nos grupos caso e
controle, respectivamente. A freqüência do alelo MTRR 66G foi
de e 0,49 no grupo caso e 0,46 no grupo controle. Desse modo,
não houve diferença nas freqüências alélicas dos polimorfismos
estudados entre os grupos (P=0,743 para MTRR 66; P=0,389
para MTHFR 677; P=0,291 para MTHFR 1298). A distribuição
genotípica para os polimorfismos MTHFR e MTRR está
apresentada na Tabela 1. Não houve diferença significativa na
distribuição genotípica para os polimorfismos entre os grupos
(P = 0,497 para MTHFR C677T; P = 0,484 para MTHFR A1298C;
P = 0,442 para MTRR A66G). A análise dos genótipos
combinados para os três genes também não revelou diferença
estatisticamente significativamente (P = 0,613) entre os grupos.

Discussão
São muitos os fatores de risco já estudados para tentar explicar
a etiologia da não-disjunção cromossômica que resulta na
trissomia livre do cromossomo 21 e, conseqüentemente, na SD.
O metabolismo anormal do folato tem sido mais recentemente
investigado, e estudos apontam para o papel de polimorfismos
em alguns genes, tais como MTHFR, MTRR, Metionina sintase
(MTR) e Cistationina beta-sintase (CBS) como fatores de risco
para a SD2-10, 23, 24, 25. Tais estudos foram realizados em populações
de diferentes áreas geográficas, produzindo resultados
distintos.
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As divergências nos dados obtidos podem ser explicadas por
diferenças na condição nutricional e pelas características
genéticas das populações estudadas26, uma vez que o impacto
metabólico de polimorfismos em genes que atuam no
metabolismo do folato pode ser neutralizado pela alta ingestão
de folato7,13,27,28.
O polimorfismo C677T no gene MTHFR já foi identificado como
fator de risco para a SD em diversos estudos4,9,10,25. Entretanto,
essa relação não está bem estabelecida, uma vez que outros
estudos não evidenciam tal associação 8,24,26,27. Além disso, o
polimorfismo MTHFR C677T não foi associado à não-disjunção
de outros cromossomos (2, 7, 10, 13, 14, 15, 16, 18 e 22) no
estudo de Hassold e colaboradores28, que mostrou associação
significativa somente para a trissomia do 18.
O alelo polimórfico MTHFR 1298C apresentou freqüência
significativamente elevada em mães de indivíduos com SD em
uma amostra da Índia, em relação ao grupo controle10. A
comparação de proporções dos heterozigotos para ambas as
alterações no gene MTHFR (C677T e A1298C) em relação às
outras combinações de alelos também revelou uma freqüência
significativa do heterozigoto composto (677CT/1298AC) em
mães de SD em relação ao grupo controle25, o que não foi
observado em nosso estudo. Uma possível explicação para
nossos achados é o tamanho da casuística, pois estima-se que
aproximadamente 15 a 20% da população é duplamente
heterozigota (677CT / 1298AC)29, dificultando a detecção de
diferenças nas freqüências dos alelos polimórficos entre os
grupos.
Alguns autores relataram a freqüência elevada do polimorfismo
66G do gene MTRR em mães de pacientes com SD em relação
ao grupo controle5,7,8, enquanto outros não. 6,9 Embora o estudo
de da Silva et al.9 realizado na população brasileira, não tenha
demonstrado diferença na freqüência alélica para o polimorfismo
MTRR A66G, este polimorfismo foi associado ao risco aumentado
para a SD quando combinado a alelos polimórficos de outros
genes envolvidos no metabolismo do folato. Essa associação
também foi observada em população não brasileira8.
Em nosso estudo, não foi observada relação entre os
polimorfismos dos genes MTHFR e MTRR e o risco para a SD,
uma vez que houve semelhança nas freqüências alélicas e
genotípicas entre os grupos (caso e controle). Uma possível
explicação para nossos achados é a casuística reduzida; assim,
a realização da genotipagem destes polimorfismos em casuística
maior poderá proporcionar uma melhor compreensão de seu
papel na etiologia da SD.
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Tabela 1 – Distribuição genotípica dos polimorfismos MTHFR C677T e
A1298C e MTRR A66G entre os grupos de ma~es caso (n=50) e
controle (n=30).

MTHFR C677T
CC
CT
TT

MTHFR A1298C
AA
AC
CC

MTRR A66G
AA
AG
GG

21    42

Mães caso Mães controle

26    52

3       6
25    50
22    44

Nº % Nº %

11    36,7

13    43,3

4    13,3
15      50

4     13,3

5     16,7

3      6

9     18
33    66
8     16

23     76,7
2      6,7

13    43,3
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