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RESUMO

Os Transtornos do Espectro Autista (TEA) formam um grupo heterogêneo de transtornos do 

desenvolvimento caracterizado pelo prejuízo na interação social e comunicação, e por padrões 

restritos de comportamentos e interesses. Entre os fatores genéticos apontados como de risco, 

estão genes polimórficos envolvidos no metabolismo do ácido fólico. O folato é uma vitamina 

do  complexo  B  que  desempenha  um  papel  importante  no  desenvolvimento  neurológico, 

agindo como co-fator na manutenção e reparo do genoma, regulação da expressão gênica, 

metabolismo  de  aminoácidos,  formação  da  mielina  e  síntese  de  neurotransmissores.  O 

objetivo  deste  estudo  é  investigar  os  polimorfismos  MTR  A2756G,  MTRR A66G,  CBS 

844ins68 e RFC-1 A80G, envolvidos no metabolismo do folato, e a suscetibilidade para os 

TEA em uma amostra do sul do Brasil. A análise caso-controle envolveu 152 pacientes com 

diagnóstico prévio de TEA idiopático, avaliadas clinicamente e diagnosticadas de acordo com 

os  critérios  do  DSM-IV-TR  (American  Psychiatric  Association,  2000)  e/ou  CARS 

(Childhood Autism Rating Scale), e um total de 148 controles. A genotipagem foi realizada 

através  de  PCR,  seguida  de  clivagem  com  enzima  de  restrição  específica  e  posterior 

visualização dos fragmentos em gel de poliacrilamida ou agarose. Freqüências alélicas foram 

estimadas por contagem direta e as freqüências genotípicas, com exceção daquelas estimadas 

para MTRR A66G, estão em equilíbrio de Hardy-Weinberg. A freqüência do alelo 66G do 

MTRR (53% em casos e 36% em controles), bem como o genótipo homozigoto GG (20% em 

casos  e  6%  em  controles),  foram  significativamente  maiores  nos  indivíduos  com  TEA 

(P=0,0002; P=0,00005). Quando comparados os genótipos GG  vs.  AA+AG, observa-se um 

risco 3,85 vezes maior para os indivíduos portadores do genótipo homozigoto GG (95% IC: 

1,45-10,79;  P=0,0023).  Para  os  demais  polimorfismos,  não  foram  observadas  diferenças 

significativas  entre  caso  e  controle.  Nosso  estudo indica  que  o  alelo  G do polimorfismo 

MTRR A66G representa  um fator de risco para desenvolvimento de TEA. Esse resultado 

sugere  que  indivíduos  portadores  do  alelo  G,  associado  a  menor  atividade  da  enzima 

metionina sintase redutase (codificada pelo gene MTRR), poderiam apresentar um prejuízo 

nas  reações  de  metilação  necessárias  para  o  neurodesenvolvimento  embriológico  normal, 

apresentando assim um maior risco para o desenvolvimento de TEA.



“FINDINGS”

Os  Transtornos  do  Espectro  Autista  (TEA),  que  incluem  o  transtorno  autista, 

transtorno de Asperger e transtorno global do desenvolvimento não especificado (TGD-NE), 

formam um grupo heterogêneo de transtornos do desenvolvimento caracterizado pelo prejuízo 

na interação social e comunicação, e por padrões restritos de comportamentos e interesses [1]. 

A prevalência na população é de 60 em 10.000 (0.6%), sendo mais freqüente em meninos, 

com  proporção  sexual  de  4  meninos  para  cada  menina  afetada  [2].  Sua  etiologia  ainda 

continua sob debate [3]. São apontados como possíveis fatores de risco genes envolvidos no 

desenvolvimento  fetal,  bem  como  fatores  ambientais  presentes  no  período  do 

neurodesenvolvimento  de  indivíduos  geneticamente  suscetíveis  [4,  5].  Entre  os  fatores 

genéticos cogitados, estão os genes polimórficos que participam da metabolização do ácido 

fólico.

O ácido fólico é uma vitamina do complexo B presente  em frutas e vegetais,  que 

desempenha um papel importante no desenvolvimento neurológico, agindo como co-fator na 

manutenção  e  reparo  do  genoma,  regulação  da  expressão  gênica,  metabolismo  de 

aminoácidos, formação da mielina e síntese de neurotransmissores [6]. Entre esses processos 

encontra-se  o  ciclo  metabólico  da  metionina/homocisteína,  também  chamado  Ciclo  da 

Metionina (Figura 1), no qual o ácido fólico obtido da dieta é convertido para sua forma ativa 

(tetrahidrofolato).  O  produto  desta  reação  são  grupos  metil  utilizados  para  a  síntese  de 

metionina  [7].  Em indivíduos  autistas,  constatou-se que  os  níveis  séricos  dos  metabólitos 

envolvidos no ciclo da metionina encontram-se alterados, indicando um possível déficit na 

capacidade de metilação do DNA [8, 9]. Diversos trabalhos anteriores implicam variações na 

rota metabólica do folato na etiologia dos TEA [10, 11, 12].

Várias  enzimas  que  atuam  no  ciclo  metabólico  da  metionina/homocisteína  são 

codificadas por genes polimórficos, sendo o gene MTHFR o mais investigado em estudos de 

associação com TEA [13]. No entanto, outros genes que codificam enzimas importantes dessa 

rota são pouco estudados (Figura 1). Os genes MTR, MTRR e RFC-1 possuem polimorfismos 

de nucleotídeo simples que provocam trocas de aminoácidos nas proteínas: MTR A2756G 

(GenBank:rs1805087),  MTRR  A66G  (GenBank:rs1801394),  RFC-1  A80G 

(GenBank:rs1051266),  respectivamente  [14].  O  gene  CBS,  por  sua  vez,  possui  um 

polimorfismo  de  inserção/deleção  de  68  pares  de  bases  que  cria  um  sítio  de  splicing  

alternativo [15, 16]. Tais variações genéticas estão associadas a aumento do risco de defeitos 

de  tubo  neural  e  outras  malformações  congênitas  [17,  18,  19,  20,  21,  22].  Devido  ao 



importante papel do ciclo metabólico da metionina para o neurodesenvolvimento fetal [23, 24, 

25],  variações  nos  genes  que  compõem  essa  rota  configuram-se  como  fatores  de  risco 

genéticos para a TEA [26, 12].

O objetivo deste  trabalho  é  investigar  a  associação  entre  TEA e os  polimorfismos 

MTR A2756G, MTRR A66G, CBS 844ins68 e RFC-1 A80G em uma amostra  do sul do 

Brasil,  através  de  um  estudo  caso-controle.  Para  isso,  os  pacientes  (grupo  caso)  foram 

contatados no Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA) ou outras instituições médicas ou 

educacionais do estado do Rio Grande do Sul.

 Foram incluídas crianças acima de três anos de idade com diagnóstico de TEA. Os 

diagnósticos  foram confirmados  por  profissionais  treinados  e  estavam de  acordo  com os 

critérios estabelecidos pelo DSM-IV-TR [1], e/ou o Childhood Autism Rating Scale (CARS) 

[27] em sua versão brasileira [28]. Os critérios de exclusão utilizados foram idade menor do 

que três anos, diagnóstico de neurofibromatose, esclerose tuberosa, Síndrome do X Frágil, 

Síndrome de Rett, anomalias cromossômicas, paralisia cerebral, rubéola fetal, toxoplasmose 

ou  outras  condições  possivelmente  associadas  a  danos  neurológicos.  O  objetivo  destes 

critérios foi obter uma amostra de casos TEA idiopáticos.

O grupo caso foi composto por 152 pacientes com TEA idiopático no grupo caso, 

sendo 118 (77.6%) meninos, com média de idade de 10,4 (± 5,14). Cinquenta e oito pacientes 

(38,1%) apresentavam transtorno autista, 15 (9,8%) transtorno de Asperger e 79 (52%) TGD-

NE.  O grupo controle  compreendeu  um total  de  148 crianças  saudáveis,  (57% meninos) 

selecionados de maneira aleatória durante a realização de exames laboratoriais de rotina no 

HCPA. Os grupos caso e controle foram predominantemente eurodescendentes (92% e 93%, 

respectivamente). Esse estudo foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa do HCPA (nº 

05-451)  e  todos  os  participantes  ou  representantes  legais  assinaram  um  termo  de 

consentimento.

Amostras de sangue obtidas dos pacientes e controles foram utilizadas para extração 

de DNA por método de precipitação salina [29]. A análise dos polimorfismos MTR A2756G, 

MTRR A66G, CBS 844ins68 e RFC A80G foi realizada pela técnica de reação em cadeia da 

polimerase (PCR), utilizando primers e procedimentos específicos, previamente descritos [30, 

31, 17, 32]. Para os polimorfismos MTRR A66G e MTR A2756G não foi possível obter os 

genótipos de 48 indivíduos do grupo controle.

O teste qui-quadrado foi utilizado para comparar as freqüências alélicas e genotípicas 

entre os grupos caso e controle e testar desvios do equilíbrio Hardy-Weinberg (H-W). Para o 

polimorfismo MTRR A66G, o odds ratio (OR) e intervalo de confiança de 95% (IC) foram 



calculados para medir o possível efeito do alelo G e do genótipo GG, uma vez que esse alelo 

está relacionado a uma atividade enzimática reduzida [33, 34] além de ser o alelo de risco 

associado previamente com defeitos de tubo neural [17, 18, 20]. As análises foram realizadas 

com o auxílio do programa EpiInfo software, versão 3.5.1 (2008).

As freqüências alélicas e genotípicas correspondentes aos polimorfismos estudados no 

grupo caso e controle são mostradas na Tabela 1. Com exceção das freqüências estimadas 

para o polimorfismo MTRR A66G (P<0,001 em casos e P<0,01 em controles), a distribuição 

das  freqüências  genotípicas  para  todos  os  outros  polimorfismos  analisados  estava  em 

equilíbrio de H-W. A genotipagem para o polimorfismo MTRR A66G foi repetida para 50% 

da  amostra  total  e  nenhum  erro  foi  encontrado.  Outros  estudos  também  apresentaram 

desequilíbrio de H-W para o polimorfismo MTRR A66G [35, 36]. Aléssio e cols [36] realizou 

a  técnica  SSPC  (Single  Strand  Conformation  Polymorphism)  para  confirmação  da 

genotipagem  obtida  através  de  clivagem  enzimática  em  uma  amostra  de  220  crianças 

brasileiras, não havendo discordância entre os resultados. Zijno e cols [37] e Mohammad e 

cols [10], por sua vez, encontraram frequências genotípicas em equilíbrio de H-W para esse 

polimorfismo. Todos esses estudos utilizaram a mesma metodologia empregada no presente 

trabalho, sugerindo que o desequilíbrio H-W atribuído a esse polimorfismo provavelmente 

não decorre de erros de genotipagem.

Nossos resultados mostram que tanto a freqüência do alelo G como do genótipo GG 

foram  significativamente  maiores  nos  pacientes  com  TEA  (P=0,0002  e  P=0,0005, 

respectivamente) (Tabela1). O alelo G foi associado com risco 1,98 vezes maior para TEA 

(95% IC:1,35-2,91)(Tabela1). O genótipo GG, cuja freqüência foi de 20% nos casos e 6% nos 

controles, foi associado a um risco de 3,85 vezes para TEA (95% IC:1,45-10,79; P=0,0023)

(dados não mostrados). Não foram observadas diferenças significativas entre caso e controle 

para os demais polimorfismos analisados. 

Esse resultado está  de acordo com trabalhos  anteriores  que sugerem alterações  no 

metabolismo  do  ácido  fólico  como  mecanismo  na  etiologia  dos  TEA  (Tabela  2).  O 

polimorfismo MTRR A66G foi investigado previamente em estudos de associação com TEA 

[38,  39,  10,  12].  James  e  cols  [38]  e  Mohammad  e  cols  [10]  encontraram  resultados 

contraditórios,  indicando  diferentes  alelos  com  efeito  protetor  para  autismo  (Tabela  2), 

enquanto Adams [39] e James [12] não encontraram associação entre o polimorfismo MTRR 

A66G e TEA.

A enzima metionina sintase redutase (MTRR) catalisa a conversão da forma inativa da 

metionina sintase (MTR) para sua forma ativa (Figura 1). Segundo Olteanu e cols [33] a 



proteína  MTRR codificada  pela  variante  alélica  G exibe  atividade  4  vezes  menor  que  a 

proteína selvagem  in vivo.  Logo, pela redução do nível de MTR ativa, a proteína variante 

pode estar relacionada com a disponibilidade de SAM, o doador universal de grupos metil 

para  reações  de  metilação  do  DNA,  proteínas  e  neurotransmissores  [40],  levando  à 

hipometilação do DNA.  Botto e cols [41] encontraram níveis elevados de homocisteína em 

indivíduos portadores do alelo  G do polimorfismo MTRR A66G, indicando um efeito  de 

déficit de metilação dose dependente relacionado a esse alelo. Nossos resultados sugerem que 

indivíduos portadores do alelo G poderiam apresentar um prejuízo nas reações de metilação 

necessárias para o neurodesenvolvimento embriológico normal, aumentando o risco pré-natal 

para o desenvolvimento de TEA.  

Considerados  como  um  grupo  de  transtornos  de  etiologia  multifatorial,  os  TEA 

teoricamente  seriam  condicionados  por  uma  interação  complexa  entre  diversos  fatores 

genéticos  e ambientais  de risco [42].  Todos esses fatores de risco,  entretanto,  apresentam 

efeitos  baixos  quando avaliados  individualmente  [43].  Dessa  forma,  a  principal  limitação 

desse estudo se refere ao baixo tamanho amostral, o que não permitiu, por exemplo, análises 

de interação entre os fatores genéticos e outras variáveis ambientais disponíveis (dados não 

mostrados).  Por  outro  lado,  foi  possível  detectar  um  efeito  importante  do  polimorfismo 

MTRR A66G nessa população do sul do Brasil,  o que aponta a importância da replicação 

desse resultado em estudos de maior tamanho amostral. Por fim, estudos correlacionando o 

polimorfismo MTRR A66G com marcadores  bioquímicos  (como SAM e SAH) poderiam 

auxiliar  a  esclarecer  possíveis  prejuízos  nas  reações  de  metilação  em  indivíduos  TEA 

portadores do alelo G.
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LEGENDA DA FIGURA

FIGURA  1:  Representação  esquemática  do  ciclo  metabólico  da  metionina/homocisteína. 

Metilenotetrahidrofolato  redutase  (MTHFR)  catalisa  a  conversão  de  5,10-

metilenotetrahidrofolato  (5,10-CH2-THF)  para  a  forma  circulante  do  folato,  o  5-

metiltetrahidrofolato  (5-CH3-THF).  O  grupo  metil  do  5-CH3-THF  é  transferido  para  a 

homocisteína  para  gerar  metionina,  via  reação  dependente  de  vitamina  B12 da  enzima 

metionina  sintase  (MS).  MS  torna-se  inativa  com  a  oxidação  da  vitamina  B12,  sendo 

necessária atuação da enzima metionina sintase redutase (MTRR), que mantém o co-fator B12 

em estado reduzido, recuperando a atividade da MS. Em seguida, metionina é convertida a s-

adenosilmetionina (SAM), o principal doador de grupos metil para metiltransferases celulares. 

Após a transferência do grupo metil, SAM é convertido a s-adenosilhomocisteína (SAH), o 

qual é metabolizado a homocisteína. A homocisteína pode ser retirada permanentemente deste 

ciclo  através  da  conversão  irreversível  a  cistationina,  catalisada  pela  enzima  cistationa-β-

sintase em reação dependente de vitamina B6. A forma circulante do folato é transportada do 

plasma para o interior da célula através da proteína de membrana chamada transportador de 

folato reduzido (RFC) (Adaptado de James e cols [38]).
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Tabela 1 – Distribuição das frequências alélicas e genotípicas referentes aos polimorfismos nos genes 

MTR, MTRR, CBS e RFC-1 e valor P correspondente à análise caso-controle. 

Frequências genotípicas (%) Valor P1 Frequências alélicas Valor P1

MTR A2756G AA AG GG A G

Caso (N=152) 92 (60) 56 (37) 4 (3) 0,39 0,79 0,21 0,48

Controle (N=100) 67 (67) 29 (29) 4 (4) 0,81 0,19

MTRR A66G AA AG GG A G

Caso (N=152) 20 (13) 102 (67) 30 (20) 0,00005 0,47 0,53 0,00022

Controle (N=100) 33 (33) 61 (61) 6 (6) 0,64 0,36

CBS 844ins68 Ins -/- Ins -/+ Ins +/+ Ins - Ins +

Caso (N=152) 129 (85) 23 (15) 0 (0) 0,25 0,92 0,08 0,82

Controle (N=148) 128 (86) 19 (13) 1 (0,6) 0,93 0,07

RFC-1 A80G AA AG GG A G

Caso (N=152) 29 (19) 84 (55) 39 (26) 0,55 0,47 0,53 0,55

Controle (N=148) 29 (20) 73 (49) 46 (31) 0,44 0,56

1- Valores P referentes a teste qui-quadrado
2 – Odds ratio 1,98 (95% IC: 1,35-2,91)



Tabela 2: Trabalhos publicados que investigaram genes envolvidos no metabolismo do ácido fólico em indivíduos com autismo ou TEA.

Estudo Local Tipo n Polimorfismos
Genótipo 
associado

P ou OR (IC)
Alelo 

associado
P ou OR (IC)

Boris e cols [44] EUA Caso-controle 168 TEA
5389 controles 
(populacional)

MTHFR C677T TT 
CT

<0,0001
< 0,0001

T <0.0001

James e cols [38] EUA Caso-controle 358 autistas
205 controles

MTHFR C677T
RFC1 A80G

MTRR A66G

CC + CT
GA + GG

GA 
GG
GG 

(protetor)

1,38 (0,96-1,98)
2,3 (1,4-3,4)

2,26 (1,37-3,7)
1,96 (1,15-3,3)

0,61 (0,36-1,03)

-
G

G (protetor)

NS
 1,36 (1,04–1,7)

0,78 (0,6-1,02)

Adams e cols [39] Austrália Caso-controle 17 autistas
16 controles

MTHFR C677T
RFC1 A80G
MTRR A66G
MTR A2756G

-
-
-
-

NS
NS
NS
NS

-
-
-
-

NS
NS
NS
NS

Mohammad e cols [10] Índia Caso-controle 138 autistas
138 controles

MTHFR C677T
MTRR A66G
MTR A2756G

TT
AA 

(protetor)
-

<0.0001
<0.01

NS

T
A (protetor)

-

<0.0005
<0.02

NS

Pasça e cols [11] Romênia Caso-controle 39 TEA
80 controles MTHFR C677T - NS - NS

James e cols [12] EUA Caso-controle 528 mães de 
autistas

566 mães controle

RFC1 A80G
MTHFR C677T

MTHFR 
A1298C

MTRR A66G

GG
-
-
-

0.036
NS
NS
NS

G
-
-
-

0.056
NS
NS
NS

529 autistas
566 controles

RFC1 A80G
MTHFR C677T

MTHFR 
A1298C

MTRR A66G

AG
-
-
-

0.047
NS
NS
NS

-
-
-
-

NS
NS
NS
NS

Santos e cols [45] Brasil Caso-controle 151 TEA
100 controles

MTHFR C677T - NS - NS




