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RESUMO

Introducio: O Transtorno do Espectro Autista (TEA) ¢ um distirbio do neurodesenvolvimento
caracterizado por déficits na comunicagdo, interagdo social e comportamentos repetitivos, com
prevaléncia crescente nas ultimas décadas. Fatores genéticos, epigenéticos e inflamatorios,
como a desregulacdo do metabolismo do folato e aumento de citocinas pré-inflamatorias, estao
implicados em sua fisiopatologia. Objetivo: Este estudo avaliou a expressdao do gene MTHFR
¢ do marcador inflamatéorio TNF-a em criangas com TEA submetidas a tratamento
medicamentoso experimental. Metodologia: Foram conduzidos dois estudos clinicos
randomizados duplo-cegos com coleta de sangue de criangas com Transtorno do Espectro
Autista (GTEA1 e GTEA2) e um estudo transversal com células epiteliais da boca de criangas
tipicas (GTIPICOS). Os pacientes foram distribuidos em trés grupos GTEA 1 —n =20; GTEA
2 — n = 30; GTIPICOS — n = 4, sendo GTEA 1 ¢ GTEA 2 pacientes com tratamento
farmacologico. O RNA foi extraido pelo método Trizol, seguido de sintese de cDNA e PCR em
tempo real. Resultados e Discussao: Os pacientes do GTEAT1 tiveram reducao significativa do
TNF-a nos individuos tratados (teste t, p=0,0395); no GTEA 2 com relagdo a expressao relativa
do gene codificador da enzima MTHFR houve um aumento significativo na comparagao feita
entre tratados versus nao tratados versus placebo (ANOVA, p = 0,009), entre tratados versus
nao tratados (test-t, p = 0,0289) e placebo versus tratados (test-t, p = 0,065); ja entre placebo
versus nao tratados nao houve diferenga significativa na expressao relativa do gene (test-t, p =
0,7422) e arespeito do TNF-a a reducao da expressao relativa deste gene ocorreu somente entre
tratados versus placebo (test-t, p = 0,0241), sugerindo impacto positivo do tratamento sobre
processos metabolicos e inflamatérios. A analise das curvas de amplificacdo evidenciou
eficiéncia de 100% e alta linearidade gene MTHFR, alvo desta pesquisa. Os achados refor¢cam
a viabilidade do uso de células bucais no GTIPICOS como amostra nio invasiva para anélise
molecular e sugerem que a modulagao do metabolismo do folato pode estar associada a melhora
clinica em pacientes com TEA. Conclusao: Conclui-se que os resultados fornecem subsidios
relevantes para a compreensdo da base molecular do TEA e para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas personalizadas.

Descritores: Transtorno do Espectro Autista; Folato; MTHFR; TNF-a.



ABSTRACT

Introduction: Autism Spectrum Disorder (ASD) is a neurodevelopmental condition
characterized by deficits in communication, social interaction, and repetitive behaviors, with an
increasing prevalence over recent decades. Genetic, epigenetic, and inflammatory factors, such
as dysregulation of folate metabolism and elevated pro-inflammatory cytokines, are implicated
in its pathophysiology. Objective: This study evaluated the expression of the MTHFR gene and
the inflammatory marker TNF-o in children with ASD undergoing experimental
pharmacological treatment. Methodology: Two randomized double-blind clinical trials were
conducted with blood collection from children with Autism Spectrum Disorder (GTEA1 and
GTEA?2), along with a cross-sectional study using buccal epithelial cells from typically
developing children (GTYPICAL). Patients were distributed into three groups: GTEAIL (n =
20), GTEA2 (n = 30), and GTYPICAL (n = 4). GTEAl and GTEA2 comprised patients
receiving pharmacological treatment. RNA was extracted using the Trizol method, followed by
cDNA synthesis and real-time PCR. Results and Discussion: In GTEAI, a significant
reduction in TNF-a levels was observed in treated individuals (t-test, p = 0.0395). In GTEA2,
regarding the relative expression of the MTHFR gene, there was a significant increase when
comparing treated versus untreated versus placebo (ANOVA, p = 0.009), treated versus
untreated (t-test, p = 0.0289), and placebo versus treated (t-test, p = 0.065). No significant
difference was found between placebo versus untreated (t-test, p = 0.7422). Concerning TNF-
a, the reduction in relative expression was only observed between treated versus placebo (t-test,
p = 0.0241), suggesting a positive impact of treatment on metabolic and inflammatory
processes. Amplification curve analysis demonstrated 100% efficiency and high linearity for
the MTHFR gene, the target of this research. The findings support the feasibility of using buccal
cells in GTYPICAL as a non-invasive sample for molecular analysis and suggest that
modulation of folate metabolism may be associated with clinical improvement in patients with
ASD. Conclusion: The results provide relevant insights into the molecular basis of ASD and
contribute to the development of personalized therapeutic strategies.

Descriptors: Autism Spectrum Disorder; Folate; MTHFR; TNF-a.
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CAPITULO 1 - Desenvolvimento da pesquisa cientifica
1 INTRODUCAO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) ¢ uma condi¢ao no neurodesenvolvimento complexa,
caracterizada por dificuldades na comunicacdo social, comportamentos repetitivos (flapping) e
interesses restritos. A historia do TEA comegou com a descrigdo clinica de Leo Kanner em 1943, que
identificou comportamentos caracteristicos em um grupo de criangas. Paralelamente, Hans Asperger
descreveu um conjunto semelhante de comportamentos, que mais tarde seria reconhecido como parte
do espectro autista. A prevaléncia do TEA aumentou significativamente nas ultimas décadas, com
estimativas atuais do Centers for Disease Control and Prevention (CDC) indicando que cerca de um
em cada 31 criancas sdo afetadas. Esse aumento pode ser atribuido a melhores diagnésticos, maior
conscientizacao e potenciais fatores ambientais.

O folato, uma vitamina B essencial, desempenha um papel critico no desenvolvimento do
sistema nervoso central, particularmente durante a gestagdo. E necessério para a sintese de DNA e para
a metilagao da homocisteina em metionina, processos fundamentais para a divisao celular e a regulagao
da expressdao génica. O gene MTHFR (Metilenotetrahidrofolato Redutase) ¢ fator central nesse
metabolismo, e as mutagdes nas suas variantes C677T e A1298C podem reduzir a atividade enzimatica,
levando a acumulacao de homocisteina, uma condi¢do conhecida como homocisteinemia ¢ esta
alteracdo tem sido associada a varios disturbios neuroldgicos e cardiovasculares, e estudos indicam
uma possivel ligacao com o TEA.

A genética e a epigenética sdo fundamentais para entender a etiologia do TEA, enquanto a
genética se refere as variagdes na sequéncia de DNA que podem predispor individuos ao TEA, a
epigenética envolve modificacdes na expressdo génica sem alterar a sequéncia de DNA, comumente
influenciadas por fatores ambientais. Mudangas epigenéticas, como a metilagdo do DNA, podem ser
criticas no desenvolvimento do TEA e sdo influenciadas pelo estado nutricional, incluindo os niveis
de folato. Estudos recentes tém aprofundado a compreensdo do papel das citocinas e da desregulacdo
imune na patogénese do TEA. Estudos apontam que alteragdes nos perfis de citocinas contribuem para
processos de neuroinflamacdo e desregulacdo sinaptica, os quais estdo diretamente relacionados aos
sintomas comportamentais caracteristicos do transtorno. Em criancas com TEA, niveis alterados de
citocinas — em especial IL-6 e TNF-a — foram identificados como marcadores criticos de
anormalidades do sistema imune, capazes de comprometer tanto a sinalizacdo quanto o

desenvolvimento neuronal. Além disso, o desequilibrio entre citocinas pr6é e anti-inflamatorias,
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evidenciado pela redugdo significativa de IL-10, refor¢a a hipétese de que a regulagdo imune deficiente
desempenha um papel central na fisiopatologia do TEA.

Com a crescente prevaléncia do TEA, ha uma demanda urgente por estratégias eficazes de
prevencgao e tratamento, sendo assim, compreender os fatores etiologicos subjacentes pode melhorar a
qualidade de vida dos individuos afetados e suas familias, minimizando a carga sobre os sistemas de
saude publica e educacdo. A identificagdo de mutagdes no gene MTHFR e biomarcadores inflamatérios
como a TNF-a pode permitir diagnodsticos mais precoces € tratamentos personalizados, a exemplo
disto, a suplementagdao de folato, ajustada para necessidades individuais, pode oferecer uma
intervengdo nutricional preventiva eficaz, reduzindo os riscos associados ao TEA. Estudar as
interacdes entre genética, epigenética, o metabolismo do folato, a homocisteinemia e aspectos
inflamatérios decorrentes destas alteragdes sist€micas pode contribuir significativamente para a
compreensao dos mecanismos biologicos do TEA. Esta pesquisa pode revelar novos alvos terapéuticos
e biomarcadores, avancando o conhecimento cientifico e abrindo novas possibilidades para

intervengoes precoces e personalizadas.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Historia do Transtorno do Espectro Autista (TEA)

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) ¢ um distirbio do neurodesenvolvimento,
diagnosticado a partir da avaliagdo de comportamentos e disfungdes associados. Além disso, o autismo
caracteriza-se por um modo particular de processamento de informagdes e estimulos sensoriais (Hens,
2019). Afeta cerca de 1 a 2% ou mais da populacdo e, aproximadamente 31% dos pacientes com TEA
também apresentam deficiéncia intelectual, e 20-37% sofrem de epilepsia (Lai; Lombardo; Baron-
Cohens, 2014; Baio et al.; 2018; APA, 1994; Asato; Hardan, 2004). Segundo Yasuhara (2010), este
grupo de pacientes podem apresentar quadros epiléticos com frequéncia maior em criangas autistas,
bem como outras condigdes psiquiatricas, incluindo ansiedade, depressdo, défice de atencdo e
hiperatividade, distirbios do sono e problemas gastrointestinais (Valicenti-Mcdermott et al., 2006;
Richdale; Schreck, 2009; White et al., 2009).

Em 1925, Sukhareva publicou uma descri¢do clinica detalhada de seis meninos, com idades
entre 2 e 14 anos, que permaneceram aproximadamente dois anos em sua “escola-hospital” e
apresentavam sintomas compativeis com o que hoje ¢ reconhecido como Transtorno do Espectro
Autista (TEA). Esse estudo foi inicialmente divulgado no periddico russo Questions of Pedology and

Child Psychoneurology onde Sukhareva denominava o quadro como “psicopatias esquizoides” e,
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posteriormente, foi rebatizado por ela como “psicopatia autista” (Manouilenko; Bejerot, 2015;
SUkhareva, 1959; Sukhareva, 1925). De acordo com Posar e Visconti (2017), as observacdes precisas
de Sukhareva destacaram a relevancia das anormalidades sensoriais, aspecto que apenas recentemente
voltou a receber a devida atencao nas descrigdes do TEA, como evidenciado na atualizagao do Manual
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5).

Em meados de 1940, outras descri¢des do quadro clinico do autismo foram realizadas por Leo
Kanner e Hans Asperger. Em 1943, Kanner publicou o artigo intitulado “Os distirbios autisticos do
contato afetivo”, no qual descreveu um conjunto de casos caracterizados por uma acentuada
dificuldade, manifestada desde os primeiros anos de vida, em estabelecer interacdes sociais adequadas
e em responder de forma tipica a pessoas e situagdes do ambiente (Kanner, 1943, p. 243). Foram
descritas criangas que demonstravam interesse excessivo por partes de objetos ou por objetos em
movimento giratorio, de forma que esse comportamento impactava negativamente seu funcionamento
cognitivo. Kanner observou que essas caracteristicas, além de se manifestarem desde a infancia,
distinguiam-se claramente daquelas previamente descritas na esquizofrenia ou na psicose infantil
(Kanner, 1943; Rutter, 1978).

Em seu estudo de 1943, o autor identificou duas caracteristicas principais entre as criancas: 0s
termos aloneliness e sameness. O primeiro, traduzido como “solidao”, referia-se a um isolamento em
relagdo a0 mundo exterior; ja o segundo, “mesmice”, dizia respeito a um desejo obsessivo € ansioso
pela manutencao da uniformidade, refletindo a preferéncia por padroes fixos e repetitivos. Em relacao
as familias das criangas analisadas, Kanner (1943) destacou a presenca de tragos comuns, como
elevados niveis intelectual e sociocultural, além de certo distanciamento emocional nas relagdes
conjugais e entre pais e filhos. Ele também ressaltou caracteristicas de obsessividade no ambiente
familiar, levantando a hipotese de uma possivel relagdo causal entre esses aspectos € os
comportamentos observados nas criangas.

Paralelamente, em 1944, o psiquiatra vienense Hans Asperger, sem ter conhecimento do
trabalho de Kanner, publicou o artigo “Psicopatia Autistica na Infancia”, no qual descreveu um quadro
psicopatologico marcado principalmente por dificuldades na relagdo da crianca com o ambiente que a
circunda.

Tanto Kanner (1943) quanto Asperger (1944) identificaram, nas criangas que estudaram,
importantes dificuldades de ordem socioafetiva, bem como limitagdes no desenvolvimento das
habilidades de adaptacao social. Ambos ressaltaram a tendéncia ao isolamento social apresentada pelas
criancas. Contudo, as criancas descritas por Asperger distinguiam-se por apresentarem
comportamentos que as tornavam distraidas, excessivamente concentradas em si mesmas, alheias ao

ambiente e inseridas em um universo particular.
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Ao longo das décadas, a classificacdo desse transtorno evoluiu e, em 1978, Rutter propds uma
definicdo do autismo baseada em quatro critérios fundamentais: (1) atrasos e desvios nas interagdes
sociais, nao explicaveis apenas por retardo mental; (2) dificuldades de comunicagdo, também nao
decorrentes apenas de retardo mental associado; (3) comportamentos incomuns, como movimentos
estereotipados e maneirismos; e (4) inicio dos sintomas antes dos 30 meses de idade (Rutter, 1978;
Klin, 2006).

Os critérios que subsidiaram o diagndstico do autismo passaram por diversas mudangas ao
longo dos anos e foram descritos nos manuais de categorizagdo nosologica. Atualmente, os mais
conhecidos e utilizados sdo o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM) e a
Classificagdo Internacional de Doencas e Problemas Relacionados a Saude (CID), particularmente a
partir da década de 1980. Estes manuais apresentam diferencas nas nomenclaturas, caracteristicas e
codigos utilizados para fins de diagndstico, mas convergem nos pressupostos conceituais que
embasaram a classificacdo nosologica, hegemonicos no periodo em que foram publicados.

No DSM-5 (2014), o autismo foi incluido no grupo dos Transtornos do
Neurodesenvolvimento, dos quais fazem parte a Deficiéncia Intelectual (DI), o Transtorno de
Comunicagao (TC), o Transtorno de Déficit de Atencdo/Hiperatividade (TDAH), o Transtorno
Especifico da Aprendizagem (TA) e os Transtornos Motores (TM), e assim, ocorreu uma fusao dos
intragrupos transtorno autista, transtorno de Asperger e transtorno global do desenvolvimento.

Nivel 1 - leve (necessita de pouco suporte) e com suporte, pode ter dificuldade para se
comunicar, mas nao ¢ um limitante para interacdes sociais. Apresenta problemas de organizacao e
planejamento que impedem a independéncia.

Nivel 2 - moderado (necessita de suporte), mas com menor intensidade, no que cabe aos
transtornos de comunicacao e deficiéncia de linguagem.

Nivel 3 - grave (necessita de maior suporte/apoio), diz respeito aqueles que apresentam um
déficit considerado grave nas habilidades de comunicagdo verbais e ndo verbais, ou seja, ndo
conseguem se comunicar se nao houver suporte. Apresentam dificuldade nas intera¢des sociais e t€ém
cognicdo reduzida. Também possuem um perfil inflexivel de comportamento, manifestam
dificuldade de lidar com mudangas. Tendem ao isolamento social, se ndo estimulados (APA, 2013).

A incidéncia do Transtorno do Espectro Autista (TEA) tem apresentado um aumento
expressivo nas ultimas décadas. De acordo com estudos de Aratjo (2019), nos Estados Unidos, entre
2000 e 2002, a prevaléncia era de uma crianca diagnosticada com TEA a cada 150 criangas de 8 anos.
Ja entre 2010 e 2012, essa taxa subiu para uma em cada 68 criangas, e em 2014, para uma em cada
58 criangas. Embora a amplia¢do e o aprimoramento dos critérios diagnosticos contribuam de forma

significativa para esse crescimento, a incidéncia praticamente triplicou entre 2000 e 2014.
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Atualmente, segundo dados do Centers for Disease Control and Prevention (CDC), a prevaléncia do
TEA nos Estados Unidos ¢ de aproximadamente uma em cada 36 criangas, correspondendo a cerca
de 2,78% da populacdo infantil. Estudos mais recentes indicam numeros ainda maiores, com
prevaléncia estimada em uma em cada 31 criangas, ou 3,22%, evidenciando uma tendéncia continua
de aumento.

Embora a etiologia do TEA ainda seja objeto de intensos debates, diversos estudos indicam
que a origem do transtorno resulta de uma complexa interacao entre fatores genéticos e ambientais.
Pesquisas como as de Bailey (1995) e Sandin (2014) demonstraram que a incidéncia do TEA entre
gémeos monozigoticos ¢ significativamente maior do que entre gémeos dizigdticos, evidenciando o
papel relevante da carga genética. Ha indicios de que a genética do TEA envolva centenas ou até
milhares de genes, configurando multiplos padrdes de heranca. Entretanto, esses fatores genéticos
sofrem influéncia de aspectos ambientais, como idade avangada dos pais, uso de medicagdes durante
o pré-natal, prematuridade, baixo peso ao nascer e negligéncia nos cuidados com a crianga (Mandy,
2016).

O diagnostico diferencial do TEA deve considerar manifestacdes semelhantes em outras
condigdes, como deficiéncia intelectual, distarbios de linguagem, outras desordens do
neurodesenvolvimento, transtornos emocionais, doengas neurodegenerativas e epilepsias de inicio
precoce. Diante do aumento da prevaléncia e da complexidade do diagnéstico, ¢ fundamental o
investimento em estratégias de detec¢do precoce e em politicas publicas que favorecam o
acompanhamento interdisciplinar, visando ao melhor prognoéstico e a inclusdo efetiva das pessoas

com TEA na sociedade.

2.2 Fatores inflamatorios

O TEA se manifesta frequentemente com uma vasta gama de comorbidades, incluindo
condi¢des morfologicas (macrocefalia), fisiologicas (problemas gastrointestinais e/ou do sono) e
psiquiatricas (ansiedade). As causas mais comuns propostas para o TEA sdo perturbagdes fisiologicas
e metabolicas, envolvendo a imunidade, o stress oxidativo ¢ a disfuncao mitocondrial

O estresse oxidativo ¢ uma condigdo caracterizada pelo desequilibrio entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) e a capacidade do
organismo de neutralizar seus efeitos deletérios por meio de sistemas antioxidantes. Esse quadro pode
resultar de um aumento na geragdo de ROS/RNS, de uma sintese reduzida ou de uma disfuncao nos
mecanismos de defesa antioxidante, o que compromete a protecdo contra o ataque oxidativo as

biomoléculas. Além de provocarem danos, as espécies reativas desempenham papéis importantes em
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processos de defesa, desintoxicacdo, reagdes biossintéticas e sinalizacdo celular. No entanto, os danos
oxidativos induzidos pelos radicais livres estdo comprovadamente associados a ocorréncia, progressao
e gravidade de mais de cem doengas, incluindo Alzheimer, Huntington, Parkinson, autismo, esclerose
lateral amiotrofica, diabetes mellitus, enfermidades cardiovasculares e inflamatorias, enfisema,
catarata e diversos tipos de cancer (Lopez-Alarcona; Denicola, 2013; Sies, 1985).

No desenvolvimento fetal, os orgdos com rapido desenvolvimento sdo especialmente
suscetiveis as influéncias do estresse oxidativo e, o cérebro, por passar por intenso crescimento e
diferenciagdo durante o periodo fetal, destaca-se como um dos principais alvos desses fatores. Por essa
razdo, o ambiente intrauterino pode determinar a vulnerabilidade a transtornos do
neurodesenvolvimento. Rommel e colaboradores (2020) relataram uma associacdo entre estresse
oxidativo materno durante a gestacdo e o aumento de dificuldades sociais e comportamentais na prole
e, dados epidemiologicos e clinicos apontam que diversas condi¢cdes maternas durante a gravidez —
incluindo exposi¢ao a toxinas ambientais, uso de determinados medicamentos, obesidade, infecgdes,
alimentacao inadequada e altos niveis de estresse psicossocial — estdo relacionadas a um maior risco
de alteragcdes no neurodesenvolvimento da crianca. O ponto em comum entre essas condi¢des € a
capacidade de gerar alteragdes nos processos endocrinos, imunologicos/inflamatorios, metabolicos e
de estresse oxidativo no sistema materno-placentario-fetal (MPF), mediadores que podem alcangar o
feto tanto pela transferéncia transplacentaria direta quanto por efeitos indiretos sobre a fisiologia
placentaria.

O sistema nervoso apresenta elevada vulnerabilidade a lesdes induzidas pelo estresse oxidativo,
logo, a atividade neuronal especializada e a transmissdao sindptica dependem de membranas com
funcionamento adequado, sendo assim, os axdnios apresentam predisposicao a lesdes, principalmente
em regiodes periféricas em razao de fatores como a alta demanda energética cerebral e o consumo de
grandes quantidades de oxigénio, favorecendo a produgdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
(ROS), além disto, a abundancia de acidos graxos poli-insaturados, presente nas membranas neuronais,
tornam suscetiveis a peroxida¢do lipidica causada por radicais livres. Um dos principais
neurotransmissores, o glutamato, possui natureza excitotoxica que contribui para o estresse oxidativo,
sendo assim, a oxida¢do de neurotransmissores pode gerar espécies como O: € quinonas, que reduzem
os niveis de glutationa, um dos principais antioxidantes celulares (Manivasagam, et al; 2020).

Outro neurotransmissor de importancia € a serotonina que atua no cérebro regulando humor e
cognicdo, e no intestino controlando secre¢do, motilidade e percepc¢ao da dor. Sua produgdo depende
do triptofano obtido na dieta e, em pessoas com autismo, a sintese de serotonina no cérebro esta
reduzida devido a inflamagdo intestinal que leva a produgdo elevada de serotonina por células

enterocromafins e mastocitos, provocando alteragdes da motilidade intestinal, vasodilatagdo e aumento
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da permeabilidade vascular, assim, reforca a importancia da saide intestinal na regulagdo da serotonina
e no manejo dos sintomas do autismo. Além disto, a microbiota intestinal pode influenciar disfungdes
cerebrais por meio da modulagdo da resposta imune do hospedeiro, uma vez que micro-organismos
patogénicos estimulam a secre¢do de citocinas pro-inflamatoérias, como IL-1, IL-6 e IL-8, por células
epiteliais, dendriticas e macrofagos, desencadeando processos inflamatorios associados a disturbios
neuropsiquiatricos.

Estudos apontam niveis elevados de estresse oxidativo em individuos com Transtorno do
Espectro Autista (TEA) e até em seus pais, através de biomarcadores diretos de peroxidagao lipidica,
além disso, foram identificadas concentracdes aumentadas de préd-oxidantes, incluindo toxinas
orginicas e metais pesados como mercurio, chumbo e arsénio, que se acumulam nesses individuos.
Também se observam niveis elevados de citocinas e xantina oxidase, capazes de gerar radicais livres.
Infecgdes por certos virus e bactérias podem induzir a produgdo excessiva de 6xido nitrico no intestino,
que, ao alcangar o cérebro, pode causar lesdes. O aumento de nitritos em individuos com TEA esta
relacionado a danos crénicos no intestino € no sistema nervoso central. Estudos sugerem ainda que a
barreira hematoencefalica em pessoas com autismo apresenta maior permeabilidade, tornando o
cérebro mais vulneravel ao estresse oxidativo (Rose, ef al.; 2012; James, et al., 2010).

A presencga de marcadores inflamatorios impacta diretamente o metabolismo, com destaque
para o ciclo da metionina, cuja cascata bioquimica estad intimamente relacionada a reciclagem da
homocisteina (Hcy). Estudos experimentais demonstram que a Hcy pode induzir lesdes celulares e
moleculares por meio do estresse oxidativo, principalmente pela geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Outro mecanismo associado a toxicidade da Hcy envolve a interferéncia nos
processos epigenéticos de regulagdo génica, incluindo a metilagdo do DNA, as modificagdes de
histonas e a acdo de RN As nao codificantes Mais do que um simples biomarcador, a Hcy € considerada
um indicador relevante na prevencao de diversas doengas. Polimorfismos genéticos relacionados a sua
via metabolica estdo associados a um risco aumentado de trombose (Sirachainan et al., 2006), enquanto
niveis plasmaticos elevados de Hcy tém sido correlacionados a maior risco de distirbios neuroldgicos,
acidentes vasculares cerebrais e doencas cardiovasculares. Entretanto, a literatura permanece
controversa quanto aos niveis de Hcy em criangcas com Transtorno do Espectro Autista (TEA),
ressaltando a necessidade de investigagcdes adicionais nessa area. Lisboa et al. (2020) demonstraram
que criangas com o transtorno apresentaram niveis significativamente mais altos de Hcy em
comparagdo aos controles, sugerindo que esse desequilibrio metabdlico pode contribuir para alteragdes
epigenéticas e sinapticas associadas a fisiopatologia do autismo. Dessa forma, a Hcy se configura ndo
apenas como um biomarcador de risco, mas também como um ponto-chave de convergéncia entre

genética (polimorfismos da MTHFR), metabolismo e vulnerabilidade neurologica.



19

Nesta cascata bioquimica o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)) destaca-se como uma das
principais citocinas pré-inflamatoérias associadas ao autismo, sendo apontado em diferentes contextos
nos estudos recentes como niveis elevados de TNF-a no liquido cerebrospinal de individuos com TEA,
sugerindo sua participagdo na neuroinflamagdo, na ativagdo microglial e na disfun¢do da barreira
hematoencefalica, processos que podem contribuir para alteragdes sindpticas e comportamentais
caracteristicas do transtorno (Than et al., 2023). Complementarmente, Nadeem et al. (2022)
evidenciaram que células B de criancas com TEA apresentam aumento significativo da expressao de
TNF-a em relagdo a controles tipicos, reforcando a hipotese de um desequilibrio pro-inflamatorio
sistémico que envolve diferentes populagdes celulares do sistema imune. Desde modo, ha indicagao
de que a producdo exacerbada de TNF-a ndo apenas intensifica a inflamagao periférica e central, mas
também representa um potencial alvo terapéutico, considerando que sua modulagdo pode impactar

positivamente tanto a imunidade quanto a fun¢do neuroldgica em individuos com TEA.

2.3 A genética e a epigenética do TEA

Em muitas doengas genéticas complexas ha um desafio recorrente na investigagdo delas,
podendo denominar como “déficit de hereditariedade”, para elucidar essa lacuna, hipoteses sao
propostas para buscar a compreensao, incluindo a presenga de variantes genéticas ainda nao
completamente caracterizadas, interagdes entre diferentes genotipos, a ocorréncia de penetrancia
incompleta, modificacdes epigenéticas e a influéncia de interacdes entre fatores genéticos e ambientais
(Eichler et al., 2010; Génin, 2020; Winiowiecka-Kowalnik et al., 2020).

Atualmente, estima-se que as técnicas classicas de cariotipagem podem revelar aberragoes
cromossdmicas em aproximadamente 2-5% dos individuos com TEA (Devlin; Scherer, 2012; Liu;
Takumi, 2014). Grandes anormalidades cariotipicas sdo encontradas com mais frequéncia em casos de
TEA com caracteristicas dismorficas associadas, além disto, alteragdes cromossOmicas estruturais
foram relatadas em todos os cromossomas ¢ incluem delec¢des, duplicagdes, inversdes, translocagdes,
bem como cromossomas marcadores. A maioria das aberragdes estruturais € rara € o seu papel causal
no TEA ndo ¢ claro apesar de algumas serem frequentes (Castermans et al., 2004). A anomalia
cromossOmica mais detectada em 1-3% das criangas com TEA ¢ a duplicacdo 15q11q13 de origem
materna, com tamanho varidvel (Hogart ef al.; 2010). Muitos genes nesta regido cromossomica tém
funcdes essenciais no cérebro, tais como os receptores GAB, como: GABARS e GABAR3 (receptores
GABA), UBE3A e HERC2 (componentes do complexo proteassoma) e SNRPN (ribonucleoproteina
peptideo N), bem como CYFIP1 (a proteina de interagio FMRP) (Menold et al., 2001; Nishimura et

al.,2007; Bucan et al., 2009; Puffenberger et al., 2012). Outras anomalias cromossomicas identificadas
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em individuos com TEA incluem aneuploidias: 21 (sindrome de Down), X (sindrome de Turner,
sindrome de Klinefelter, sindrome XXX) e Y (sindrome XYY) (Devlin; Scherer, 2012). Apesar da
limitacdo de pequenas amostras disponiveis e da auséncia de amostras parentais, estudos de mutagdes
em mosaico em tecido cerebral post-mortem sugerem a presenca de mutagdes em mosaico prejudiciais
em alguns cérebros com autismo.

Os mecanismos de defesa do organismo dependem tanto de fatores hereditarios conservados
como das variagcdes que passam pelo crivo da selecdo natural e da deriva genética (Konopinski;
Fijarczyk; Biedrzycka, 2023). Quando combinados a diferentes ambientes, os patogenos exercem uma
forte pressao seletiva sobre seus hospedeiros. O combate entre o sistema imunologico dos hospedeiros
e os agentes patogénicos, em um contexto coevolutivo, permite a fixacao de alelos eficientes dentro
da populacdo, devido a selecdo positiva (Kosiol et al., 2008; Nielsen et al., 2008). Os padrdes
genomicos conservados podem ser biomarcadores de processos fisioldgicos necessarios ao sistema de
defesa de diversos organismos. Sendo assim, analisar genes relacionados ao sistema imunologico sao
opgOes promissoras para compreender a base gendmica dos processos evolutivos de intimeras
patologias humanas. A medicina evolutiva traz consigo abordagens da genética populacional e
investiga a satide sobre mudancas micro evolutivas passadas, atuais e futuras acerca da estrutura,

funcdo e das patologias humanas (Riihli; Henneberg, 2013).

2.4 Expressao da Enzima MTHFR e mutacoes

A enzima metilenotetrahidrofolato (MTHFR) tem papel importante no metabolismo do folato,
vitamina importante para o desenvolvimento embriondrio. A deficiéncia desta enzima e os elevados
niveis de homocisteina estdo associados ao desenvolvimento de doengas neurologicas. Quando o corpo
apresenta uma quantidade baixa de folato, pode ocorrer queda em um dos componentes importantes
para essas reacdes e isso pode levar ao acimulo do aminoédcido homocisteina (Nazki; Sameer; Ganaie,
2014)

O gene da enzima metilenotetra-hidrofolato redutase (MTHFR) pode apresentar a mutacao
c677t, essa mutagdo ¢ um polimorfismo que esta associado ao aumento da homocisteina, assim, os
autores afirmam que a ingestdo do metil-folato precisa ser elevada para que haja o desenvolvimento
adequado do sistema nervoso (Schmidt ef al, 2012).

Nos tecidos periféricos, a 5-metil-THF chega ao interior das células via um sistema de
transporte especifico, para isso perde o grupamento metil por cedé-lo a homocisteina para a sintese de
metionina. O folato fica retido dentro da célula a partir de reacdes de adi¢do de residuos de glutamato

a THF resultante, pela folipoliglutamato sintetase. O armazenamento do folato ¢ feito sob a forma de
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poliglutamato e a partir dai, somente poderdo sair da célula se retornarem a forma de derivados
monoglutamicos. Os estoques corporais variam de 5 a 10 mg, dos quais cerca de metade encontra-se
no figado (2,7 a 15,6 mcg/g de tecido) (Vazquez; Canals; Arija, 2018).

O folato funciona como coenzima em diversas reagdes envolvendo transferéncia de carbonos
(radicais metilicos), incluindo sintese de purina e timidilato, metabolismo de diversos aminoacidos
(especialmente serina e homocisteina, em ac¢do conjunta com a cobalamina e o acido ascorbico),
metilacdo de aminas biogénicas e sintese proteica da metionina (Gogou; Kolios, 2020; Li et al., 2018;
Tan et al., 2020). O 5-metil-THF atua como doador do grupo metil na conversao da homocisteina em
metionina, em reacao catalisada pela metionina sintetase, enzima que também necessita da cobalamina
para sua atividade. Em seguida, a metionina ¢ metabolizada para a sintese de S-adenosilmetionina
(SAM), o principal doador de grupo metil na maioria das reagdes bioquimicas. Fendmenos como:
sintese de creatina, fosfatidilcolina, mielina, metilagdo do DNA e de neurotransmissores, necessitam

da SAM como doador do grupo metil (Li ef al., 2018) (Figura 1).

Figura 1 - Metabolismo de MTHFR: ciclo do folato, ciclo da metionina, trans-ulfuragdo e hiper-
homocisteinemia. Fonte: autoria propria.

Mohammad et al. (2016) examinaram a utilidade clinica dos polimorfismos genéticos
envolvidos na via do folato na previsao do risco de disturbios do espectro do autismo (TEA) e abordou
as inconsisténcias na associagdo de MTHFR C677T e hiper-homocisteinemia com TEA. Neste estudo,

foi desenvolvido um modelo de sistema de rede neural artificial (ANN) a partir dos dados de 138
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criangas autistas e 138 ndo-autistas, usando os polimorfismos: GCPII C1561T, SHMT1 C1420T,
MTHFR C677T, MTR A2756G ¢ MTRR A66G, para explorar preditores de risco de autismo e
determinantes genéticos da homocisteina. Meta-analises foram realizadas em 1361 criancas com TEA
e 6591 criangas ndo-autistas para explorar a associagdo de MTHFR C677T e homocisteina com o risco
de TEA. Os resultados desta pesquisa identificaram que polimorfismos genéticos da via do folato

foram preditores moderados de risco de autismo.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
3.1.1 Estudar a expressao do gene metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) em criangas

com Transtorno do Espectro Autista (TEA) ap6s um tratamento medicamentoso.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcancar o objetivo geral, foram determinados os seguintes objetivos especificos:

3.2.1 Determinar primers para estudo de expressao génica da MTHFR em pacientes com TEA.

3.2.2 Comparar os perfis de expressao leucocitarios da enzima MTHFR em grupos de pacientes
TEA no pré e pds-tratamento.

3.2.3 Avaliar a expressao leucocitaria da citocina inflamatoria TNF-o em grupos de pacientes
TEA no pré e pds-tratamento.

3.2.4 Avaliar a viabilidade do gene em células escamosas da boca.

3.2.5 Elaborar artigo de revisdo integrativa a respeito da influéncia do polimorfismo genético

do gene MTHFR.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de estudo, local e aspectos éticos.

O estudo foi conduzido na Faculdade de Medicina (FAMED) da Universidade Federal do Mato
Grosso do Sul e no Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian (HUMAP), contemplando
diferentes delineamentos de pesquisa. Inicialmente foi realizado um estudo clinico duplo-cego
randomizado com a coleta de amostras biologicas de sangue de pacientes com TEA. Posteriormente

foi desenvolvido um segundo estudo clinico duplo-cego randomizado, também utilizando sangue
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como material biologico, também de pacientes com TEA. Por fim foi conduzido um estudo transversal,
com coleta de células escamosas da boca (CEB) de pacientes tipicos, ou seja, sem diagnosticos de
TEA. A andlise molecular de todas as amostras foi realizada em 2025, no Laboratorio de Patologia
Molecular da FAMED (Tabela 1).

O armazenamento das amostras seguiu os critérios delineados no protocolo de biorrepositdrio
da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, conforme especificado na Resolugdo n°® 240, de 18
de setembro de 2017 (Anexo A).

Tabela 1 — Delineamento da pesquisa.

Tipo de Niamero
Intervencio
material amostral *CAAE
Medicamentosa
bioldgico (n)
Sangue Sim n=20 21878619.7.0000.0021
Sangue Sim n=40 21878619.7.0000.0021
**CEB Nao n=4 83180424.8.0000.0021

* Certificado de Apresentacio de Apreciagio Etica.
** Células epiteliais da boca.

4.2 Selecao da Populacao

Foram selecionados pacientes com Transtorno do Espectro Autista (TEA), ja com diagndstico,
realizados por psicologo, psiquiatra ou neuropediatra, sem comorbidades, exceto TDAH (Transtorno
de Déficit de Atencao e Hiperatividade); e criangas com desenvolvimento tipico, ou seja, sem
diagnostico de TEA ou outras condigdes neuropsiquiatricas.

A participagdo no estudo foi condicionada a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) por um dos pais ou responsavel legal (Anexo B). Além disso, criangas com idade
acima de 7 anos expressaram sua concordancia mediante a assinatura do Termo de Assentimento Livre
e Esclarecido (TALE) (Anexos C). Apenas as criangas que possuiam capacidade cognitiva e
compreensdao suficiente para assimilar as informagdes relacionadas a pesquisa puderam assinar o
TALE. Nos casos em que a crianca ndo tivesse essa capacidade, a participagdo foi autorizada

exclusivamente por meio do TCLE assinado pelo responsavel legal.

4.2.1 Divisao de grupos experimentais

Os participantes foram agrupados de acordo com o tipo de interven¢ao medicamentosa utilizada,

a qual difere entre os grupos. O composto medicamentoso do grupo dois com TEA est4 sob patente da
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equipe de pesquisa conforme documento anexado (Anexo D). A distribui¢do dos grupos ocorreu da
seguinte forma:

Grupo um com TEA (GTEA 1) — 20 criancas com diagnostico de transtorno do espectro
autista (TEA), com idades entre 2 anos ¢ 3 meses € 5 anos ¢ 5 meses, em uso de uma substancia
medicamentosa. O tempo de uso do medicamento foi de 120 dias e os pacientes foram divididos em
grupos: tratados (n=10) e placebo (n=10).

Grupo dois com TEA (GTEA 2) — 30 criangas com TEA, com idades entre 2 anos e 14 anos
incompletos, em uso de um composto farmacologico contendo trés substancias. O tempo de uso do
medicamento foi de 90 dias e os pacientes foram divididos em grupos: ndo tratados (n=10), tratados
(n=10) e placebo (n=10).

Grupo controle sem TEA (GTIPICOS) — 4 criangas com desenvolvimento tipico, com idades

entre 2 anos e 14 anos incompletos, sem uso de medicacao.

4.2.2 Critérios de inclusao e exclusio

Nos grupos com diagnostico de transtorno do espectro autista (TEA), foram incluidas apenas
criancas que nao faziam uso de medicamentos controlados anteriormente. Criangas em
acompanhamento terapéutico com psicologos, fonoaudidlogos ou profissionais especializados em
Anadlise do Comportamento Aplicado (ABA) foram elegiveis, desde que estivessem dentro da faixa
etaria previamente definida.

Nao foram incluidas no grupo TEA criangas pertencentes a populagdes indigenas ou
quilombolas, aquelas cujo diagndstico de TEA nao estivesse claramente estabelecido ou que
apresentassem historico de convulsoes.

No grupo controle (GTIPICOS), foram incluidas exclusivamente criangas com
desenvolvimento tipico, sem diagnostico de TEA ou qualquer outra comorbidade potencialmente
associada a distirbios de comportamento, infecgdes ou condi¢des clinicas que justificassem sua

exclusdo, desde que estivessem na faixa etaria previamente determinada.

4.3 Procedimentos de coleta de material

O sangue foi coletado pela equipe do laboratorio de andlises clinicas do HUMAP utilizando
tubo com heparina conservado em RNAlater®. A coleta de CEB foi realizada pela equipe de pesquisa
raspando o interior de cada bochecha, utilizando um abaixador de lingua pediétrico esterilizado e
conservado em RNAlater®. Ambos os materiais foram acondicionados em freezer -20°C até o

momento do processamento.
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4.4 Procedimentos de biologia molecular

4.4.1 Extraciao do RNA total do sangue

Na realizagdo de extragdo de RNA total, foram utilizados cerca de 500 ul de sangue total
heparinizado, previamente estabilizado em RNAlater® e obtido individualmente de cada individuo.
Apo6s o descongelamento, aliquotas de 1,5 ml foram submetidas a centrifugagao a 700 g, durante 15
minutos, em centrifuga refrigerada (3K30 Sigma®), a fim de concentrar o pellet celular.
Posteriormente, a extragdo do RNA total foi realizada com o reagente Stat-60®, conforme instrugdes
do fabricante. O RNA obtido foi ressuspenso em 100 pl de dgua livre de RNAse tratada com DEPC,
sendo quantificado por espectrofotometria a 260 nm no equipamento NanoDrop® 2000
(ThermoScientific) a partir de aliquotas de 2 pl.

Na sequéncia, aliquotas do RNA total foram tratadas com DNAse I (TURBO DNA-free kit,
Ambion Inc., Foster, CA, EUA) para remocao de residuos de DNA genomico. Na sequéncia, procedeu-
se a extracdo com duas vezes o volume de fenol tamponado em Tris-EDTA 1 M, pH 4,2, seguida de
precipitagdo com 50% (v/v) de isopropanol (200 proof). O pellet de RNA tratado foi lavado com 700
uL de etanol ultrapuro e ressuspenso em 25 pul de agua DEPC. Apds esse processamento, as amostras
foram novamente quantificadas por leitura espectrofotométrica em O.D. = 260 nm, sendo entdo

utilizadas nas reagdes subsequentes de RT-PCR.

4.4.2 Extracdo do RNA total de CEB

O RNA total foi extraido utilizando o reagente Trizol, conforme o protocolo fornecido pelo
fabricante. Para isso, as amostras de sangue em RNAlater® foram descongeladas e submetidas a
centrifugacdo de 700g/15 min./4°C. Resumidamente, o RNA total resultante foi ressuspenso em 50 pl
de dgua de RNase free do tipo DEPC, e aliquotas de 2 pl foram quantificadas por meio de leitura a 260
nm em um espectrofotometro NanoDropTM One (Thermo ScientificTM Spectrophotometer).
Aliquotas de RNA total foram armazenadas a -20°C para subsequente uso na transcrig¢do reversa (RT)

e seguido de PCR quantitativo em tempo real (QPCR) (Anexo E).

4.4.2 Transcri¢ao reversa (RT)

A RT para sintese de cDNA (DNA complementar) de fita simples foi realizada a partir de 500

ng de RNA total em volume final de reacdo de 26,7 pl por amostra. Resumidamente, 16 pl de amostras
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de RNA foram pré-incubadas a 70°C por 10 minutos, com 10 pmol de cada primer reverso, especifico
para os genes alvos em estudo, juntamente com 10 pmol de primer oligo dT18 (/nvitrogen), seguido
de armazenamento em gelo num volume de 19 ul. Em seguida 5,2 pl de tampao RT 5x (KCI 50 mM,
Tris-HCI1 20 mM, pH 8,4), foram acrescentados a solu¢do de RNA total contendo os primers reversos
e adicionados 2 pl de ANTP mix, (10 mM de cada). Para a reagdo de RT foram acrescentadas 0,5 ul de
Transcritase Reversa (100 U), em um volume final de 26,7 pul que foram incubados a 45°C por 1 hora.
A reacdo foi terminada a 4°C e utilizada imediatamente para PCR quantitativo em tempo real (qPCR).
Todos os reagentes foram provenientes da /nvitrogen™ (SuperScript™ First-Strand Synthesis System

for RT-qPCR) (Anexo E).

4.4.3 PCR quantitativo em tempo real (qPCR) para CEB

As amostras de cDNA resultantes da RT foram utilizadas na qPCR, realizada no equipamento
QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR System, utilizando-se o protocolo de reacao descrito pelo SYBR
Green PCR Master Mix Kit (/nvitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). As amostras foram
utilizadas para a constru¢dao de curva-padrao em quadruplicatas, aplicadas em placas de 384 pogos
(ABI PRISM® 384-Well Optical Reaction Plate with Barcode, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA4), em volume final de 10 pl para cada reacao. Aliquotas de 3,0 ul de cDNA, em diferentes
dilui¢des (1, 107!, 102,10 e 10*), foram pipetadas em cada canaleta da placa, adicionando-se,
posteriormente, 7uLL de sybr Mix (5 uL do SYBR Green PCR Master Mix Kit; 2 uL de primers [senso
e anti-senso; 0,5 pmol cada]). A placa foi selada com adesivo optico (4Bl PRISM® Optical Adhesive
Covers, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). As reagdes de PCR em tempo real
ocorreram no seguinte ciclo termal: [estagio 1] um ciclo de 50°C/2 min.; [estagio 2] um ciclo a 95°C/10
min.; [estagio 3] 40 ciclos de 95°C/15 s, seguidos de curva de dissociagdo a partir de 60°C para analise

da especificidade dos fragmentos alvos amplificados (amplicons).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacio dos primers e avaliacido a viabilidade do gene em células epiteliais da boca.

Utilizando o banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), foi
selecionado o gene MTHFR e, dentro das informagdes relacionadas, optou-se por RNAs RefSeq,
escolhendo a sequéncia de mRNA linear de 6.801 pb, com uma regido coding DNA sequence (CDS)
que se estende de 117 a 1841, a partir dessas informagdes, foi possivel determinar a regido alvo

(EMBRAPA, 2015). Informagdes do gene alvo e as sequéncias obtidas pelo GenBank (Anexo E).
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Inicialmente, por meio da ferramenta de design PRIMER-BLAST do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), a regido do coding DNA sequence (CDS) foi inserida para
encontrar um primer especifico. O amplicon para a regido codificadora foi determinado baseado na
posicdo 677 do gene em que pode ocorrer a mutagdo Single Nucleotide Polymorphism (SNP) tendo
um impacto funcional na regido codificante denominado missense, ou seja, a troca da base nitrogenada
citosina por timina, alterando a producdo do aminoacido alanina por valina, sendo assim, foram
desenhados os primers forwad (FOR) e reverse (REV), especifico e gendmico, além disto, o primer
S26 foi utilizado como normalizador durante a qPCR (tabela 1).

Tabela 2 — Iniciadores para MTHFR, TNF-a e S26.

Tamanho Amplicon
Iniciadores Sequéncia de primer 5°-3’
(pb)
(F) CTG TCC CGC CTT CCT CCT 18 nt
HSC677T 68
(R) TGG GAG AGA CAC GAA GGA 18 nt
S (F) TGT GCT TCC CAA GCT GTATGT GAA 24 nt
HSS26 75
(R) CGATTC CTGACTACTTTG CTG TG 23 nt
HSTNFa (F) CCA GGG ACCTCT CTC TAATCA 21nt 95
(R) CTT TGC TAC AAC ATG GGC TAC 21nt

Fonte: Dados da pesquisa

HSC677T: abreviacao para o iniciador referente ao gene MTHFR.

Apos a degradagdo do acido ribonucleico (RNA), procedeu-se a quantificagdo das amostras de
células epiteliais da boca (CEB) provenientes dos pacientes controle (GTIPICOS). As densidades
opticas (OD) foram medidas em comprimento de onda de 260 nm, método utilizado para a
determinagdo de acidos nucleicos conforme descrito por Sambrook et al. (1989). Os resultados
confirmaram a presen¢a de RNA e permitiram o calculo das concentragdes finais, que variaram de 1,64
a 2,09 pg/ul, correspondendo a uma quantidade total entre 14,4 e 18,5 pg em um volume de 250 pl.
Esses valores estdo de acordo com o esperado para amostras contendo 500 pl de RNA latter e raspado
celular. Além disso, os dados confirmam que essa metodologia de coleta ndo invasiva foi capaz de
fornecer rendimentos superiores a 30 pg de RNA total, quantidade adequada e vidvel para a etapa
subsequente de PCR.O RNA extraido via método Trizol apresentou qualidade e quantidade adequadas
para analises de PCR quantitativo em tempo real, apos transcri¢do reversa. O armazenamento imediato
das amostras em estabilizador de RNA foi essencial para preservar sua integridade, tais amostras foram

processadas cerca de um més ap0s a coleta. Os resultados indicam que o uso de CEB ¢ promissor para
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estudos gendomicos ampliados, contribuindo para a elucidagdo dos mecanismos moleculares associados
ao gene MTHEFR e ao Transtorno do Espectro Autista (TEA).

Para verificar a observagao de amostras de RNA extraidas de células epiteliais bucais (CEB),
foi realizada a técnica de RT-qPCR utilizando primers especificos para a enzima humana MTHFR,
direcionado ao amplicon-alvo de 68 bp. As figuras 2 ¢ 3 apresentam as curvas de interferéncia e
dissociagdo geradas, evidenciando a linearidade da amplificagdo e uma eficiéncia de 100% para todos
os alvos, além da especificidade dos primers e amplicons. Esses resultados permitiram confirmar tanto
a orientacao dos primers quanto a expressao do gene MTHFR nas cé€lulas epiteliais bucais. Além disso,
os dados obtidos destacam a qualidade adequada dos procedimentos de pipetagem, diluicao e
sensibilidade analitica. Assim, os resultados demonstram nao apenas a padronizacdo da técnica, mas
também a sua aplicabilidade para analises posteriores com as demais amostras, incluindo estudos

gendmicos potenciais.

Melt Curve Plot
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Figura 2 — Curva de desnaturagdo (Melt Curve) derivada da analise de qPCR, representando a primeira
derivada da fluorescéncia em funcao da temperatura (-d(Rn)/dT). Observa-se um pico principal em
aproximadamente 72—75 °C, indicando a amplifica¢ao especifica do alvo. Picos secundarios de menor
intensidade sugerem a presenca de produtos inespecificos ou formacao de dimeros de primers.

Os resultados encontrados revelaram um perfil tipico de amplificagdo linear nas dilui¢des de 1,
107, 102, 107 e 10* ng, utilizando o corante SYBR Green em funcdo do nimero de ciclos (Ct). As
Figuras 2 e 3 apresentam uma curva de concentragdo gerada para a enzima MTHFR, incluindo os
quatro pontos de diluicdo especifica. A curva exibiu alta linearidade, evidenciada por um elevado
coeficiente de determinacgdo (R? = 0,94). A eficiéncia da ocorréncia de RT-qPCR foi calculada como
100%, utilizando a pesquisa E=10""/declive | = [(t-1/textlinclinagio}} g ()~ 1/ declive,

Esses valores de eficiéncia e linearidade destacam a robustez do método para quantificacdo
absoluta das amostras, utilizando o controle interno na RT-qPCR, conforme sugerido por Pfaffl (2003).

As figuras também demonstram que os valores de Ct coletados foram consistentes, refletindo uma

relag@o logaritmica clara entre as diluigdes e os pontos da curva padrdo, com boa separagao entre eles.
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Esses resultados sdo fundamentais para permitir a quantificacdo absoluta em amostras de RNA
provenientes de células epiteliais da boca (CEB). Além disso, os dados confirmam que a expressao

relativa de cada amostra € mensuravel com alta confiabilidade.

Standard Curve

Figura 3 - Curva padrdo (Standard Curve) obtida por qPCR, relacionando o ciclo limiar (Ct) com a
quantidade inicial de molde (escala logaritmica). A regressao linear demonstra a relagdo inversa entre Ct e
quantidade, utilizada para calcular a eficiéncia de amplificagdo e validar a precisdo do ensaio.

Amplification Plot
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Figura 4 - Curva padrao (Amplification Plot) obtida por qPCR, representando a variacdo da fluorescéncia
normalizada (ARn) em fun¢ao do niimero de ciclos. A linha de limiar (threshold, em vermelho) define o ponto
de deteccdo do sinal acima do ruido de fundo, permitindo a determinagdo dos valores de ciclo limiar (Ct) para
cada amostra. As curvas coloridas representam as diferentes amostras ou replicatas analisadas.

O diagndstico de Transtorno do Espectro Autista (TEA) ainda ¢ considerado
predominantemente clinico, sendo o padrao-ouro baseado na avaliagdo comportamental € no histérico
do paciente. No entanto, as diretrizes atuais destacam a importancia crescente da avaliagdo genética
como complemento ao diagndstico, uma vez que esta abordagem permite identificar a etiologia do
distiirbio em aproximadamente 15% a 30% dos casos (Schaefer; Mendelsohn, 2013).

Neste estudo, a andlise da viabilidade do uso de células epiteliais bucais (CEB) como amostra
ndo invasiva para obtencdo de RNA total, por meio de raspagens de mucosa oral foi validada para a
expressao da enzima MTHFR como visto pelas quantidades de RNA analisadas por meio de

espectrofotometria nas curvas de expressdo relativa (figuras 2 e 3), como retratado em outros
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trabalhos, demonstrou-se que a obtencdo de RNA total a partir de CEB foi viavel (Balaniuc et al, 2025;
Messias et al, 2024), fornecendo quantidades adequadas para analises quantitativas por qPCR. Além
disso, identificaram diferencas na expressao basal de genes especificos — como ACVR1, TNF-a, por
ter como alvo do estudo a doenca fibrodisplasia ossificante progressiva (FOP) (Messias, ef al.; 2024).
Em sintese, este estudo confirma que as CEB podem ser utilizadas como um material bioldgico
acessivel, seguro e eficiente para investigar a expressao de genes relacionados ao TEA destacando o
MTHFR e TNF-o.

De acordo com o parecer da Sociedade Brasileira de Genética Médica e Genomica (2018), o
diagnostico genético no TEA desempenha um papel crucial, auxiliando na identificagdo de causas
subjacentes. Essa investigacdo genética ¢ essencial ndo apenas para orientar instrugdes especificas,
mas também para o direcionamento do acompanhamento clinico e do aconselhamento genético. Além
disso, permite a elaboracdo de estratégias personalizadas para o manejo do paciente e para o suporte

aos familiares, promovendo uma abordagem mais integrada e eficiente no cuidado ao TEA.

5.2 Comparacao dos perfis de expressio do MTHFR no sangue

Do total de 30 pacientes do GTEA 2, 26 pacientes foram avaliados neste experimento, sendo
oito pertencentes ao grupo nao tratado, oito ao grupo tratado e dez ao grupo placebo, foi inicialmente
realizado um teste ANOVA para comparar os trés grupos experimentais - tratados versus nao tratados
versus placebo, o qual revelou diferenca estatisticamente significativa na expressao relativa (p =
0,009). Em seguida, por meio do teste t, verificou-se diferenca significativa entre os ndo tratados versus
tratados (p = 0,0289). Por fim, a comparagdo entre os grupos tratados versus placebo também
apresentou diferencga significativa na expressao relativa do gene (p = 0,0065), confirmada pelo teste t
(figura 4). O nimero amostral ficou reduzido por causa de falhas de leitura do equipamento, que

eventualmente podem acontecer.

mRNA Relative expression

Figura 5 — Expressdo relativa do mRNA, em cada grupo experimental € momento de analise. *Diferenca
significativa em relacdo ao grupo ndo tratado (n=10) e tratado(n=10) (t-student, p<0,0289). **Diferenca
significativa em relacdo ao grupo tratado e placebo (t-student, p<0,0065).
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As andlises realizadas por qPCR apresentaram curvas de amplificagdo consistentes para a
expressao relativa tanto dos genes da citocina TNF-a quanto do gene da enzima MTHFR. Para garantir
a comparabilidade e a padronizacdo dos resultados, foi utilizado o gene S26 como normalizador,
devido a sua expressdo estavel. Esse procedimento possibilitou corrigir variagdes inerentes a
quantidade inicial de RNA, a eficiéncia da extracdo e a sintese de cDNA, assegurando maior

confiabilidade e reprodutibilidade dos dados obtidos (Figura 5).
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Figura 6 — Curvas de amplificagdo representativa da expressdo do S26 (n=28), TNF-a (n=28) e
metilenotetrahidrofolato (MTHFR) (n=28), respectivamente da esquerda para direita, através de PCR em tempo
real.

Recentemente tem sido desenvolvidas pesquisas no laboratorio em relagao ao transtorno do
espectro autista cujos resultados tém demonstrado melhoras nos aspectos clinicos ap6s o uso de
formulagdes para tratamento do TEA como foi o caso deste trabalho, através do composto
farmacologico HAAM, proveniente de flavonoide, vitamina hidrossoluvel e forma ativa do folato. De
acordo com Maldonado (2020) o uso de um tnico composto de flavonoide demonstrou melhorias mais
significativas nos seguintes aspectos: aumento do contato visual, avancos na comunicacdo verbal
(incluindo amplia¢do do vocabulério e maior intengdo comunicativa), melhora na linguagem receptiva
e na intera¢do social, uso mais funcional de objetos e brinquedos, aprimoramento das percepg¢des visual
e auditiva, e melhor uso do corpo, com redug¢do de estereotipias. Além disso, foram observadas
melhorias no comportamento, como a diminuigdo de crises de birra, agressividade direcionada a si ou
a outros (auto e heteroagressividade), aumento da imitagdo motora, reducdo da hipersensibilidade
sensorial, melhora na qualidade do sono e redugdo dos niveis de ansiedade.

Esta melhora clinica pode ser associada através dos resultados obtidos nos experimentos
realizados com GTEA?2 entre pacientes tratados versus ndo tratados (p = 0,0289) bem como entre

pacientes tratados versus placebo (p = 0,0065), uma vez que o gene metilenotetrahidrofolato redutase
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(MTHFR), atua na codificagdo da enzima fundamental para o metabolismo do folato, e teve um
aumento na expressao relativa génica nestes pacientes que fizeram uso do composto farmacologico.
Este aumento demonstra uma associagdo positiva visto que pacientes com TEA tendem a ter perfis
inflamatorios elevados que tendem a desencadear desregulagdo nos sintomas comportamentais
apresentados anteriormente.

Os resultados do grupo tratado versus placebo (p =0,0065) demonstraram que nao houve efeito
placebo, desta forma ¢é possivel validar a resposta fisioldgica ao tratamento, visto que, considerando
que qualquer melhora na condicdo de satde possui relevancia clinica para os pacientes, €
imprescindivel reconhecer tanto o efeito placebo — no ambito das investigacdes cientificas — quanto
a resposta placebo — no contexto da pratica clinica. Esse achado ¢ particularmente relevante, pois as
criancas medicadas nao tinham consciéncia a respeito do tratamento, o que exclui vieses relacionados
a expectativa de melhora. Assim, € possivel validar a resposta fisiologica ao tratamento, assegurando
que os beneficios relatados refletem mecanismos bioldgicos e ndo apenas efeitos psicossomaticos.
Embora seja imprescindivel reconhecer o impacto do efeito placebo no ambito das investigacdes
cientificas e da pratica clinica — ja que qualquer melhora na condicao de satde apresenta relevancia
para o paciente —, no contexto deste estudo a auséncia de tal efeito confere maior robustez aos
resultados, indicando que a intervengdo testada apresenta potencial terapéutico real e deve ser
considerada em futuras abordagens clinicas. Em ensaios clinicos controlados, Zhang e Doherty (2018)
demonstraram a diferenga entre o grupo que recebe a intervengao ativa e o grupo placebo corresponde
ao efeito especifico do tratamento, ou seja, ao seu beneficio liquido. No entanto, ao se considerar
unicamente essa diferenca, desconsidera-se a intensidade da resposta placebo e seus efeitos, os quais
também podem exercer influéncia significativa sobre os desfechos clinicos observados.

Sendo assim, o aumento da expressao relativa no MTHFR confirma um potencial beneficio do
composto HAAM, visto que estudos demonstraram os efeitos benéficos do uso de suplementos
nutricionais no tratamento de criangas com TEA. Como a vitamina B12 ¢ um cofator essencial para a
regeneragdo da metionina a partir da homocisteina, ela tem sido utilizada para melhorar a capacidade
de metilacao e o estado redox de criangas com TEA (Li ef al, 2018), além disto o composto flavonoide
com propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias e a sua forma metilada podem melhorar
significativamente a absor¢do de compostos bioativos de baixa solubilidade, como a nobiletina,
inclusive no cérebro. Essa capacidade de aumentar a biodisponibilidade de flavonoides potencialmente
neuroprotetores pode ter implicagdes futuras no tratamento de condi¢des neuroldgicas, incluindo TEA
(Iwashita et al, 2019).

Sae-Lee et al. (2018) demonstraram que o metabolismo do folato, regulado pela enzima

MTHFR, ¢ determinante para a disponibilidade de grupos metil necessarios as reagdes epigenéticas,



33

como a metilagdo do DNA. Deste modo, a suplementagdo combinada de acido folico e vitamina B12
foi capaz de aumentar a metilacdo global do DNA e reduzir a idade epigenética, efeito mais
pronunciado em mulheres portadoras do genotipo MTHFR 677CC, sugerindo uma interagdo genotipo-
nutriente relevante para a manutengdo epigenética. Por outro lado, os flavandis — subgrupo dos
flavonoides — apresentaram efeito oposto, atuando como moduladores negativos da atividade das
DNA metiltransferases e reduzindo a metilagdo em regides especificas do genoma.

Shaik e Gan (2014) destacam que polimorfismos no gene MTHFR, especialmente a variante
C677T, reduzem a atividade enzimadtica e resultam em hiper-homocisteinemia, condi¢do associada ao
aumento do estresse oxidativo. O acimulo de homocisteina favorece a producao de espécies reativas
de oxigénio (ROS), nesse contexto, o dcido ascorbico apresenta-se como um modulador importante,
devido a sua potente acdo antioxidante, neutralizando ROS e atenuando os efeitos nocivos da
homocisteina elevada. Dessa forma, os autores sugerem que a suplementacdo com vitamina C pode
exercer efeito protetor em individuos com variantes de MTHFR, atuando como estratégia coadjuvante

para minimizar os impactos da desregulacdo metabolica da homocisteina sobre o sistema nervoso.

5.3 Comparacao dos perfis de expressao da citocina inflamatéria TNF-a

Tendo em vista que o gene MTHFR estd diretamente associado com a sintese de folato no
organismo e, sabendo que os efeitos oxidativos tendem a gerar processos inflamatorios, ¢ de
importancia compreender os marcadores que expressam essa condicao, como as citocinas. Neste
estudo o marcador inflamatorio TNF-a ocorreu em duas etapas: - a primeira consistiu em analisar o
GTEAT1 (n = 20) e posteriormente o GTEA 2 (n = 28).

A finalidade da andlise realizada em GTEA 1 (tratado versus nao tratado) foi para verificar
primariamente a possivel redugdo da citocina inflamatoria sob efeito do flavonoide fitoterapico, desse
modo, o TNF-a apresentou redugdo na expressao relativa apds o tratamento com o flavonoide, este

resultado ¢ confirmado por meio da relacdo tratados versus ndo tratados (test-t, p = 0,0395) (Figura 5).

TNFa

mRNA Relative expression

Figura 7 - Expressdo relativa do mRNA, em cada grupo experimental e momento de analise (GTEA1).
*Diferenca significativa em relagdo ao grupo ndo tratado e tratado (t-student, p=0,0395).
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Maldonado (2020) sugere que ao se comparar a expressao do mRNA TNF-a entre grupo
tratamento comparado ao grupo placebo, ha menor expressao relativamente ao grupo tratamento, o
que corrobora a informacao acerca do potencial redugdo de inflamagao no organismo. Sendo assim,
esse unico composto flavonoide tem uma atuagdo na expressdo desta citocina, promovendo o
mecanismo anti-inflamatério e por consequéncia contribuindo com a melhora do paciente.

Com o intuito de dar sequéncia na investigacao o achado anterior do GTEA 1, foi repetido o
experimento com um numero amostral maior que compds 0 GTEA 2 — ndo tratado versus tratado
versus placebo, cujo tratamento foi realizado por meio de um composto farmacologico constituido
da triade de substancias flavonoide, vitamina hidrossoluivel e a forma ativa do folato. Para avaliar
os trés grupos foi realizado o teste one-way ANOVA para (p = 0,5579) que nao demonstrou um
resultado significativo, ja a comparacdo entre pacientes ndo tratados versus tratados foi feita por
meio do test-t ndo pareado com correcao de Welch (p = 0,187) apesar do valor de p ndo ser
significativo € possivel observar tendéncia significativa para o efeito da reducao sobre a expressao
da citocina; em contrapartida a analise entre os grupos tratados versus placebo com test-t com
corre¢ao de Welch (p = 0,0241) foi determinado um valor significativo demonstrando que houve
redugdo na expressao relativa do TNF-a; por fim o grupo ndo tratado versus placebo evidenciou
que nao teve significancia (p = 0,3671), logo, sugerindo que nao houve o resposta placebo entre os

pacientes (Figura 6).
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Figura 8 - Expressdo relativa do mRNA, em cada grupo experimental ¢ momento de analise. *Diferenca
significativa em relagdo ao grupo tratado e placebo (t-student com corre¢do de Welch, p<0,0241). NS = ndo
significativo (ndo tratado versus tratado t-student com corre¢ao de Welch, p =0,187; ndo tratado versus placebo,
p=0,3671).

Anastasescu et al (2023) afirmam que o TNF-alfa ndo atua de forma isolada, mas integra uma

complexa rede de citocinas que interagem dinamicamente na modulacdo do ambiente
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neuroinflamatoério associado ao transtorno do espectro autista (TEA). Essa citocina pré-inflamatdria
atua de forma sinérgica com outras, como a interleucina-1 beta (IL-1B) e a interleucina-6 (IL-6),
contribuindo para a amplificagdo das respostas inflamatdérias. Em conjunto, essas moléculas sio
capazes de influenciar a plasticidade sinaptica, modulando a expressio de receptores de
neurotransmissores e de proteinas sindpticas, o que pode resultar em alteragdes na forca das conexdes
sinapticas e na conectividade neural — aspectos frequentemente comprometidos no TEA. Além disto,
¢ muito importante a interagdo entre o TNF-a e citocinas anti-inflamatdrias, como a interleucina-10
(IL-10), para o equilibrio entre processos neuroinflamatorios e mecanismos de neuroprotecdo, que foi
demonstrado nos estudos de Maldonado (2020) onde, apds tratamento feito com flavonoide
fitoterapico ocorreu uma expressao relativa elevada da IL-10 e reducdo de TNF-a

As evidéncias deste estudo relacionadas ao fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) demonstram
consisténcia com outros achados, visto que, ao se tratar de faixa etdria ha relatos de niveis elevados
dessa citocina em criangas com transtorno do espectro autista (TEA) com menos de cinco anos,
especialmente naquelas com sintomas mais intensos ou comorbidades, como disturbios
gastrointestinais (ASHWOOD, 2023; ROSE et al., 2020). Trabalhos como os de Vargas et al. (2005) e
Li et al. (2009) identificaram correlacdes significativas entre os niveis aumentados de TNF-a ¢ a
gravidade clinica do TEA, sugerindo que essa elevagao, particularmente em criancgas mais jovens, pode
refletir uma resposta inflamatoria exacerbada durante fases criticas do neurodesenvolvimento,
contribuindo para o surgimento e a progressao dos sintomas da condi¢do. No entanto, resultados
contrarios também foram observados, por exemplo, Goines et al. (2013) nao encontraram diferengas
estatisticamente significativas na expressao relativa do TNF-a entre criangas com TEA e controles, o
que indica que o papel dessa citocina pode variar de acordo com o perfil da amostra ou subtipos
especificos do transtorno. As diferengas apresentadas podem ser atribuidas a diferentes métodos entre
os estudos, incluindo variagdes no tamanho amostral, no momento da coleta de dados ¢ nas
caracteristicas clinicas das populag¢des analisadas.

Contudo, em relagdo a expressao relativa do TNF-a quando nao se envolveu administragao ou
interven¢do medicamentosa como parte do protocolo de andlise, Guiducci et al. (2022) observaram
que, embora o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) seja um marcador relevante de inflamagao e tenha
sido incluido nas anélises, os resultados ndo evidenciaram uma associa¢do significativa entre seus
niveis. Além disso, o estudo reforca que as citocinas desempenham um papel essencial tanto na
resposta inflamatoria quanto nos processos de neurodesenvolvimento, especialmente no transtorno do
espectro autista (TEA). Corroborando com os estudos anteriores, outras citocininas demonstraram
alteracdes nos niveis em criancas com TEA, destacando-se a reducdo de citocinas pro-inflamatdrias

como IL-6 e IL-8. Também se evidenciou uma possivel deficiéncia na regulacdo anti-inflamatoria,
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particularmente por meio da diminui¢do dos niveis de IL-10, o que pode favorecer uma resposta
inflamatoria exacerbada e prolongada, com possiveis impactos no desenvolvimento cerebral. Nesse
sentido, embora o TNF-a tenha sido incluido no perfil imunolégico dos participantes, ndo se
verificaram alteragdes significativas nos seus niveis entre as criangas autistas avaliadas, sugerindo que
sua participacdo na patogénese do TEA pode ser mais complexa ou heterogénea, conforme apontado
também por Noori et al. (2024).

No GTEA 2, em que a populagdo abrange pacientes com faixa etaria maior, os resultados a
respeito as andlises direcionadas a comparagdo dos niveis de marcadores imunologicos periféricos,
com énfase em citocinas inflamatdrias, tendem a ter um perfil diferente em relagao as pacientes mais
novos do GTEA 1. O TNF-a exerce papel central na mediacao da resposta inflamatoria e na modulagao
do sistema imunologico e, no que se refere especificamente a relacao entre o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e o TEA em adolescentes, os resultados indicaram que individuos com autismo
apresentaram niveis significativamente elevados dessa citocina em comparacao ao grupo controle,
evidenciando um estado pro-inflamatoério (Ferencova et al., 2023). Sua elevagao no contexto do TEA
sugere que a ativagdo de vias inflamatorias possa estar relacionada as alteragdes neurologicas e
comportamentais caracteristicas da condi¢ao, fortalecendo a hipotese de que processos inflamatorios
sistémicos desempenham um papel contributivo na fisiopatologia do transtorno niveis aumentados de
TNF-a, liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com TEA em comparagdo com pacientes
controle, sugerindo uma correlagdo entre os niveis de citocinas no soro € no LCR que contribuem para

a fisiopatologia do TEA (Ferencova et al., 2023; Than et al, 2023).

CAPITULO 2 — Apresentacio do artigo de revisio integrativa

A apresentacdo do artigo cientifico submetido, desenvolvido no formato de revisdo integrativa,
tem como finalidade alcancar o objetivo especifico descrito na metodologia da pesquisa, atendendo
aos critérios estabelecidos pelo regulamento da pds-graduagdo. Este artigo foi elaborado a partir do
tema central da dissertacdo, que aborda a expressao da enzima MTHFR e suas implicagdes tanto em
pacientes com Transtorno do Espectro Autista (TEA) quanto em outros distirbios associados.

A construgdo do texto buscou integrar evidéncias cientificas recentes, permitindo uma analise
critica e abrangente sobre os possiveis impactos das altera¢des na atividade dessa enzima em diferentes
contextos clinicos, reforcando a relevancia do tema para a area da saude e para o avango do

conhecimento cientifico.



37

A influéncia do polimorfismo genético do gene MTHFR nos niveis de folato: revisio integrativa
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Resumo

As mutagdes genéticas, definidas como alteragdes permanentes na sequéncia do DNA, desempenham
papel essencial na evolugao biologica e na adaptacao dos organismos, mas também estdo associadas a
diversas doengas genéticas, incluindo o Transtorno do Espectro Autista (TEA). Esta revisao integrativa
examina os polimorfismos no gene metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), com foco nas
variantes 677 C>T (Ala222Val) e 1298 A>C (Glu429Ala) e sua influéncia nos niveis de folato e
homocisteina. Essas variantes reduzem a atividade enzimatica, resultando em hiper-homocisteinemia
e comprometimento do metabolismo do folato, o que estd associado a doencas cardiovasculares,
disturbios neurodegenerativos, diabetes, complicagdes reprodutivas e alteragdes no desenvolvimento
neurologico. A revisao utilizou as bases de dados PubMed e Biblioteca Virtual em Saude (BVS),
abrangendo artigos publicados em inglés entre 2016 e 2024 sobre polimorfismos do gene MTHFR e
suas implicagdes clinicas. Dos 81 estudos inicialmente identificados, 16 atenderam aos critérios de
inclusdo e foram analisados. Os achados destacam associacdes entre os polimorfismos do MTHFR e
condigdes como susceptibilidade ao cancer, infertilidade, modificagdes epigenéticas, TEA, depressao
e catarata relacionada a idade. Evidéncias emergentes sugerem que os efeitos desses polimorfismos
vao além das alteracdes em um unico gene, influenciando redes metabdlicas e epigenéticas mais
amplas. Esses resultados refor¢am a importancia clinica dos polimorfismos MTHFR como potenciais
biomarcadores para estratificagdo de risco e intervengdes personalizadas. Compreender os impactos
fenotipicos e o potencial terapéutico relacionados a via folato-homocisteina ¢ essencial para o avango

da medicina de precisdo e a melhoria dos desfechos em satde.
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Introduciao

Mutagdes genéticas sdo alteragdes permanentes na sequéncia de nucleotideos do DNA, que podem
ocorrer de forma espontidnea ou induzida por agentes mutagénicos. Essas alteracdes genOmicas
desempenham um papel central na evolugdo bioldgica, proporcionando a variabilidade genética
necessaria para a adaptacao e sobrevivéncia das espécies. No entanto, mutagdes também podem ser a
base de uma ampla gama de doengas genéticas e canceres, impactando profundamente a satide humana
e, comumente sdo detectadas variagdes nos genes chamados de polimorfismos. (' Polimorfismo
genético refere-se a ocorréncia de duas ou mais variantes (alelos) de um gene em uma populacao, onde
a frequéncia do alelo mais raro € superior a 1%. Essas variagdes genéticas sao responsaveis pela
diversidade fenotipica observada entre os individuos de uma espécie. Polimorfismos podem se
manifestar em diferentes formas, incluindo variagdes na sequéncia de nucleotideos, inser¢des, dele¢des
e duplicacdes de segmentos de DNA. @

O gene humano MTHFR esta localizado no cromossoma 1p36.3 com um comprimento total de 1.980
pb e em cada pessoa ha duas copias de determinados genes. Neste gene em questdo ha os possiveis
genotipos das variantes: 677 sao CC (homozigoto selvagem), CT (heterozigoto) e (homozigoto) TT. A
variante mais comum no gene MTHFR é chamada MTHFR 677 C > T. ® Outra mutagio genética
comum ¢ a variante MTHFR 1298 A > C, que ocorre na posicdo 1298 no gene, ou seja, na posi¢ao
1298 no gene a base nitrogenada de DNA esperada "A", adenina, ¢ substituida por "C", citosina. A
5,10-metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) ¢ uma enzima central no ciclo do folato,
desempenhando um papel critico no metabolismo de um carbono ao catalisar a conversao irreversivel
de 5,10-metilenotetrahidrofolato em S5-metiltetrahidrofolato, uma forma predominante de folato
circulante utilizado na remetilacio da homocisteina. As associagoes destas variagoes, C677T
(Ala222Val) e A1298C (Glu429Ala), estdo associadas a uma reducao na atividade enzimatica e as
modificagdes na distribuicdo intracelular de folato, com potenciais implicagdes clinicas
significativas.®

Individuos homozigotos para essas variantes exibem uma reducdo significativa na atividade da
MTHFR, o que pode comprometer a eficiéncia do ciclo do folato e aumentar os niveis de homocisteina
) ¢, tém sido associados a um risco aumentado de doengas cardiovasculares ), neurodegenerativas
™, diabetes ®, tumor @ e complicagdes na gravidez 1%, tornando-se um foco critico de pesquisa
biomédica 'V, Desse modo, explorar a diversidade e os impactos das mutagdes genéticas, delineando
0s mecanismos subjacentes a sua ocorréncia e as consequéncias fenotipicas resultantes sob a influéncia
do polimorfismo genético na expressao do gene MTHFR nos niveis de folato e suas consequéncias, ¢

0 que se objetiva nesta revisdo.
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Métodos

A elaboragdo desta revisdo integrativa se baseou nas seguintes etapas metodoldgicas: definicao da
pergunta e dos objetivos da revisdo, estabelecimento dos critérios de inclusdo e exclusdo dos artigos,
delimitagdo das informagdes a serem extraidas dos textos selecionados, e analise dos resultados
seguida de discussdo. A questdo central que guiou esta revisao foi: qual ¢ a influéncia dos

polimorfismos do gene MTHFR nos niveis de homocisteina?

Estratégia de pesquisa
Para a selegdo dos textos, foram utilizadas as seguintes bases de dados pubmed e BVS. O uso dessas
bases de dados visou minimizar os possiveis vieses no processo de elaboragdo da revisdo integrativa.
A presente busca foi realizada entre julho e setembro de 2024 por meio de acesso online,
adotando critérios de exclusdao que desconsideraram artigos de revisdo e trabalhos publicados em
outros idiomas, bem como outras mutagdes relacionadas ao gene. Foram incluidos, nesta revisao
integrativa, artigos publicados em inglés entre 2016 e 2024, com resumos disponiveis nas bases de
dados selecionados, que abordam os polimorfismos 677 C > T e 1298 A > C do gene
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR). Os descritores utilizados, conforme disponiveis no
DeCS/MeSH,  foram:  “folate AND  polymorphic  mutation”,  ‘“genetic =~ mutation

methylenetetrahydrofolate reductase AND autism OR schizophrenia OR central nervous system”.
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Resultados
Caracteristicas do estudo

A andlise dos artigos selecionados evidenciou diferentes abordagens em relacdo ao objetivo de investigar as associagdes dos polimorfismos
do gene MTHFR. As principais conexoes relacionadas incluem:
cancer, transtorno do espectro autista, fertilidade e gravidez, fatores nutricionais e epigenéticos, depressdo, acidente vascular cerebral e catarata
senil.
Foram encontrados como resultado 81 artigos cientificos, entre os quais 16 estavam de acordo com o objetivo do tema, na BVS foram encontrados
resultados duplicados, que ndao foram contabilizados. Para a coleta de dados dos artigos que foram incluidos na revisao integrativa, foi desenvolvido
um quadro sinoptico (tabela 1) com a sintese dos artigos que atenderam aos critérios de inclusao.
Os polimorfismos estudados foram o MTHFR 677 C > T (variavel mais comum), MTHFR 1298 A > C (outra variavel comum), ambos relacionados

a hiper-homocistenemia.

Table 1: Estudos sobre as consequéncias fenotipicas resultantes da influéncia do polimorfismo genético na expressao do gene MTHFR sobre os

niveis de homocisteina.

Cancer
Study Sample Size Association with polymorfism
‘ . ‘ MTHFR 677 C>T —risco de toxicidade relacionada
32 pacientes e 21,8% eram portadores do genotipo d tipo selvagem (CC), 46,9%
Chang et . . o ao metotrexato em doses elevadas em doentes com
eram portadores do genotipo variante heterozigético (CT) e 31,3% eram portadores ] )
al., (2020) linfoma difuso de grandes células B do sistema

do genotipo variante homozigoético (TT). o
nervoso central primario



Diakite et
al., (2023)

Elens

et

al., (2021)

Wu et
(2021)

al.,

100 participantes, apenas 5% apresentaram o polimorfismo 677 CT.

31 pacientes totais sendo 16,12% CC, 38,72% AC e 45,16% AA.

439 amostras, n = 389 com tumor e n = 50 controle.

41

MTHEFR 677 C>T — Risco de cancer de mama

MTHEFR 1298 A>C — associagdo do polimorfismo e
os niveis de biomarcadores neurotdxicos € o

desempenho cognitivo.

MTHFR (677 C>T e 1298 A>C) — carcinoma

hepatocelular

Autism spectrum disorder

Study

Sample Size

Association with polymorfism

Ismail

et

al., (2023)

Noa;
2 Golan,
(2019)

Orenbuch

3 et
(2019)

al.,

78 pacientes com autismo e 80 controles saudaveis, totalizando 158 participantes.

41 pacientes com TEA apresentaram serem portadores dos polimorfimos.

105 individuos os efeitos dos genotipos maternos (WT e MTHFR+/-) e dos filhotes
(WT e MTHFR+/-).

95 camundongos distribuidos em grupos que combinavam dieta (control diet - CD
e prenatal plus - PP) e gendtipo (wild-type - Wt e heterozygote - Het), sendo Wt-
Wt-CD (12 camundongos), Wt-Het-CD (13 camundongos), Het-Het-CD (10
camundongos), Wt-Het-PP (11 camundongos), Het-Het-PP (46 camundongos), Wt-
Het-PN (13 camundongos), Het-Het-PN (8 camundongos), e Wt-Het-PN (7

camundongos).

MTHFR 677 C>T — Pacientes com transtorno do
espectro autista.

MTHFR 677 C>T - desenvolvimento de
comportamentos associados ao transtorno do
espectro autista (TEA) em um modelo de

camundongo.

MTHEFR 677 C>T —risco de transtornos do espectro
autista (TEA).
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Fertility/pregnancy

Study

Sample Size

Association with polymorfism

Meénézo et 2.970 pacientes foram testados para as duas mutagdes: 1.588

al., (2021) mulher e 1262 homem.

Wu et
(2021)

al.,

439 amostras, n = 389 com tumor ¢ n = 50 controle.

MTHEFR (677 C > T e 1298 A > C) — infertilidade,

bem como os niveis de homocisteina.

MTHFR (677 C>T e 1298 A>C) — carcinoma

hepatocelular

Autism spectrum disorder

Study

Sample Size

Association with polymorfism

Ismail

et

al., (2023)

Noa;
2 Golan,
(2019)

Orenbuch

3 et
(2019)

al.,

78 pacientes com autismo e 80 controles saudaveis, totalizando 158 participantes.

41 pacientes com TEA apresentaram serem portadores dos polimorfimos.

105 individuos os efeitos dos genotipos maternos (WT e MTHFR+/-) e dos filhotes
(WT e MTHFR+/-).

95 camundongos distribuidos em grupos que combinavam dieta (control diet - CD
e prenatal plus - PP) e gendtipo (wild-type - Wt e heterozygote - Het), sendo Wt-
Wt-CD (12 camundongos), Wt-Het-CD (13 camundongos), Het-Het-CD (10
camundongos), Wt-Het-PP (11 camundongos), Het-Het-PP (46 camundongos), Wt-

MTHFR 677 C>T — Pacientes com transtorno do
espectro autista.

MTHFR 677 C>T - desenvolvimento de
comportamentos associados ao transtorno do
espectro autista (TEA) em um modelo de

camundongo.

MTHEFR 677 C>T —risco de transtornos do espectro
autista (TEA).



Het-PN (13 camundongos), Het-Het-PN (8 camundongos), ¢ Wt-Het-PN (7
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camundongos).
Fertility/pregnancy
Study Sample Size Association with polymorfism
. Ménézo et 2.970 pacientes foram testados para as duas mutagdes: 1.588 MTHFR (677 C >T e 1298 A > C) — infertilidade,
al., (2021) mulher e 1262 homem. bem como os niveis de homocisteina.
Ota o al. MTHFR 677 C>T — niveis de vitamina D, niveis de
2 (2020) 837 mulheres com perdas recorrentes de gravidez (RPL). homocisteina e citotoxicidade das células natural
killer (NK).
692 mulheres que estavam se submetendo a fertilizagdo in vitro (IVF) ou injecilo  MTHFR 677 C > T — gravidez em mulheres
3 2;602?) - intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) - transferéncia de embrides (ET) e submetidas a IVF/ICSI-ET com suplementacgao

que estavam recebendo suplementacao adequada de acido folico.

adequada de acido folico.

Nutritional and epigenetic factors

Study

Sample Size

Association with polymorfism

Amenyah

1 et
(2020)

al.,

Boskovic

2 et
(2024)

al.,

80 participantes, divididos em dois grupos: 39 participantes com o genotipo
MTHFR 677 TT e 41 participantes com o gendtipo CC. Durante a fase de
intervencgdo, todos os participantes foram submetidos a uma suplementagao de
riboflavina ou placebo por 16 semanas.

102 mulheres gravidas. As participantes foram selecionadas aleatoriamente entre
aquelas que estavam realizando exames de rotina na clinica de maternidade durante

o periodo de gestacdo entre 24 e 28 semanas.

MTHEFR 677 C > T — o impacto da riboflaviona na
metilacdo global do DNA em individuos com os

genotipos 677 CC e 677 TT.

MTHEFR (677 C>T e 1298 A>C) — relacionados aos
niveis de homocisteina, folato ¢ vitamina B12 em

mulheres gravidas.
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Depression

Study Sample Size Association with polymorfism

. 10 pacientes adolescentes que apresentaram depressao resistente ao tratamento. 80%

1 Partols et dos pacientes apresentaram uma mutagdo entre as variantes do gene MTHFR MTHFR 677 C>T — depressao resistente

al, (2019) avaliadas, com 50% apresentando a variante 1298 AC e 30% a variante 677 CT.

MTHEFR 677 C > T — sintese de nucleotideos e a

Tha et al. metilagdo do DNA, levando a uma baixa

2 (2016) 1 paciente com o polimorfismo 677 C>T. biodisponibilidade de folato e, consequentemente, a

um metabolismo prejudicado dos

neurotransmissores catecolaminérgicos.

Cerebral vascular accident

Study

Sample Size

Association with polymorfism

Li et al.,
(2023)

258 pacientes com hiper-homocisteinemia (HHcy), classificados em dois grupos: o
grupo "Eficaz" = redugdo satisfatoria nos niveis de homocisteina, e o grupo
"Invalido" = sem resposta adequada ao tratamento. 83,3% dos pacientes
apresentavam o gendtipo TT, enquanto no Grupo Eficaz, apenas 46,9% tinham esse

genotipo, com maior prevaléncia dos genotipos CC e CT.

MTHEFR 677 C>T - eficéacia do tratamento com acido
folico, vitamina B6 e B12 na redugao dos niveis de
homocisteina em pacientes com acidente vascular

cerebral (AVC) e hiper-homocisteinemia (HHcy).

Senile Cataract

Study

Sample Size

Association with polymorfism
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. | 1.309 individuos, sendo 663 pacientes com catarata senil no grupo de observagdo, MTHFR 677 C>T — catarata senil e niveis de
uo et al.,

(2023) que apresentou 153 = CC, 347 =CT, 163 = CT e 646 individuos saudaveis no grupo homocisteina (HCY), acido folico (FOL) e vitamina

de controle, sendo 104 = CC, 303 = CT e 239 =TT. B12 (VitB12),
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A reducio da expressio do MTHFR auxilia a defesa celular contra a segregacio
cromossdmica e a incorporacio inadequada de uracila no DNA induzidas pela deplecao

de folato

O estudo incluiu 389 pacientes com tumor e 50 pacientes do grupo controle, e foi estruturado
em grupos experimentais baseados em diferentes condi¢des nas células HepG2. O grupo de
Controle (WT) consistiu em células com expressao normal do MTHFR, enquanto o grupo de
Inibigdo do MTHFR (shMTHFR) foi criado utilizando um vetor lentiviral para silenciar a
expressao do gene MTHFR, com o clone sh77, que resultou em uma reducdao de 63% na
expressao do mRNA do MTHFR. Além disso, os grupos foram subdivididos conforme as
condigdes de folato: condigdes adequadas de folato e deplecao de folato, permitindo a analise
dos efeitos da inibicdo do MTHFR em diferentes niveis de folato no ambiente celular. Os
resultados do estudo indicam uma forte associacdo entre a expressdo do gene MTHFR, a
atividade enzimatica e o ciclo celular nas células HepG2, com destaque para os seguintes
achados: Associacao entre MTHFR e Ciclo Celular - Foi observada uma correlagdo inversa
significativa entre a expressdao do gene MTHFR e a acumulagdo de células na fase G2/M do
ciclo celular, com coeficiente de correlagao (r) de -0,81 e p < 0,0001. A expressao da proteina
MTHFR também apresentou correlagdo inversa com a acumulagao de células no G2/M (r = -
0,8; p=0,01), assim como a atividade enzimatica (r = -0,842; p = 0,005). Analise Estatistica -
A analise de variancia (ANOVA) de uma via revelou diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos (p < 0,05). A analise de correlagdo mostrou que a expressio do mRNA do
MTHEFR teve correlagdo positiva com a fase G1 (r = 0,86; p <0,0001) e negativa com G2/M (r
=-0,810; p < 0,0001). Deplecao de Folato - A deplegao de folato aumentou modestamente a
propor¢ao de células no G2/M nas células WT e Neg, mas nao nas células ssMTHFR, sugerindo
que a inibicdo do MTHFR pode modular a resposta das células ao estresse causado pela
deple¢do de folato. Esses resultados sdo cruciais para entender como a expressio do MTHFR

influencia o ciclo celular e a resposta das células HepG2 a condigdes de folato (),

Auséncia de associacio entre o polimorfismo C677T da metilenotetrahidrofolato redutase

e o risco de cancer de mama no Mali

O estudo recrutou 127 pacientes com cancer de mama, sendo a maioria (121 casos)

diagnosticada com carcinoma ductal invasivo (IDC) e para o grupo controle foram recrutadas
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160 mulheres que ndo apresentaram historico de cancer ou doencga cronica. A média de idade
das pacientes foi de 43,30 anos, enquanto os controles saudéveis tinham uma média de 41,2
anos. A analise da distribuicdo genotipica do polimorfismo C677T no gene MTHFR revelou
que, no grupo de pacientes com cancer de mama, 88,2% apresentaram o genotipo CC (wild
type), 11,0% o gendtipo CT (heterozigoto) e 0,8% o gendtipo TT (homozigoto mutante). No
grupo controle, as frequéncias foram semelhantes, com 90,6% para CC, 8,8% para CT e 0,6%
para TT. Essas propor¢des indicam uma distribuicdo genotipica predominantemente do tipo
selvagem em ambos os grupos. Apenas 5 pacientes (5%) apresentaram a variante T do
polimorfismo 677 C>7 do MTHFR, tanto entre as mulheres com cancer de mama quanto entre
os controles saudaveis. Essa frequéncia foi considerada muito baixa. Nao foi observada
correlagdo significativa entre o polimorfismo 677 C>7 do MTHEFR e as caracteristicas clinico

patologicas dos pacientes com cancer de mama (p > 0,05) 13,

Influéncia do polimorfismo MTHFR C677T na toxicidade relacionada ao uso de altas
doses de metotrexato em pacientes com linfoma difuso de grandes células B do sistema

nervoso central primario

Os participantes do estudo foram categorizados com base no gen6tipo do polimorfismo C677T
no gene da metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR). Essa divisao resultou em trés grupos
genotipicos: Genotipo Selvagem (CC), representando individuos com o padrao genético
considerado normal; Gendtipo Heterozigoto (CT), caracterizado por uma copia do alelo
selvagem (C) e uma do alelo variante (T); e Genotipo Homozigoto Variante (TT), composto por
individuos com duas copias do alelo variante (T). Os resultados demonstraram que o
polimorfismo MTHFR C677T esta associado a um aumento significativo nas toxicidades
relacionadas ao uso de altas doses de metotrexato. Pacientes com o genotipo homozigoto
variante (TT) apresentaram maior risco de nefrotoxicidade em relagdo aos genotipos selvagem
(CC) (OR 13.08; P = 0.002) e heterozigoto (CT) (OR 8.43; P < 0.001). O risco de
hepatotoxicidade também foi mais elevado no genotipo TT comparado ao CC (OR 9.33; P <
0.001). Para toxicidade hematoldgica, o gendtipo TT apresentou risco aumentado frente ao CC
(OR 3.09; P=0.024), mas sem diferencas significativas em rela¢do ao CT. Além disso, a anemia
foi mais prevalente no grupo TT, enquanto mucosite oral e diarreia ndo mostraram variagao
significativa entre os genotipos. Esses achados evidenciam o impacto clinico do gendtipo TT,
especialmente no aumento de nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e anemia. A administragao de

leucovorina, iniciada 24 horas apos a infusdo de MTX, mostrou-se eficaz na reducido da
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toxicidade. No total, os pacientes realizaram 148 ciclos de tratamento (média de 5 ciclos por
paciente), com atraso na depuragdo do MTX em 35,8% dos ciclos, fator potencialmente

implicado na toxicidade observada ).

Polimorfismos A1298C da metilenotetrahidrofolato redutase influenciam as sequelas na

vida adulta de sobreviventes de leucemia infantil tratados com quimioterapia

O estudo, 31 sobreviventes de leucemia infantil foram recrutados, e entre eles, as variantes do
polimorfismo MTHFR A1298C foram distribuidas da seguinte forma: gendtipo AA: 10
pacientes; genotipo AC: 15 pacientes; e genotipo CC: 6 pacientes. Os resultados apresentados
no artigo incluem vérias descobertas significativas relacionadas ao polimorfismo MTHFR 1298
A>C e seus efeitos em sobreviventes de leucemia infantil. Os niveis de biomarcadores do
liquido cefalorraquidiano (CSF) Tau e pTau foram significativamente influenciados pelo
genotipo MTHFR. Os portadores do gendtipo MTHFR 1298 CC apresentaram os niveis mais
altos de CSF Tau, enquanto os heterozigotos MTHFR 1298 A>C mostraram uma resposta
intermediaria. Os portadores do genotipo MTHFR 1298 AA apresentaram os niveis mais
baixos. A administrag¢ao de acido folinico reduziu os niveis elevados de CSF Tau em individuos
com o geno6tipo MTHFR 1298 CC, indicando que a suplementacdo pode atenuar a toxicidade
associada ao tratamento com metotrexato. O genotipo MTHFR teve uma correlagdo
significativa com o Quociente de Inteligéncia de Desempenho (PIQ) na idade adulta, sugerindo
que as variantes genéticas podem influenciar o desempenho cognitivo a longo prazo. O estudo
também encontrou associagdes entre o gendtipo MTHFR e medidas de conectividade cerebral,
como a conectividade entre a rede de modo padrao (DMN) e o giro temporal inferior (ITG),

além de medidas de anisotropia fracionada (FA) e indice de dispersdo de orientacdo (ODI) %),

Transtorno do Espectro Autista

Estudo da variante C677T do gene metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) em

criancas egipcias com Transtorno do Espectro Autista (TEA)

O estudo comparou dois grupos: Pacientes com TEA, composto por 78 individuos
diagnosticados com transtorno do espectro autista (média de idade de 4,6 anos; propor¢ao de
5:1 entre homens e mulheres), selecionados do Departamento de Genética Clinica, e Controles

Saudaveis, formado por 80 individuos saudaveis, pareados por idade e género com os pacientes



49

com TEA. A anélise focou na frequéncia dos gendtipos do polimorfismo MTHFR C677T para
investigar sua associagdo com o risco de autismo. A andlise revelou que 23,1% dos casos tinham
consanguinidade e 34,6% apresentavam historico familiar de doengas psiquiatricas. Os
gendtipos CT e TT do polimorfismo C677T do gene MTHFR foram encontrados em uma
frequéncia significativamente maior entre os pacientes com autismo em comparacdo com 0s
controles saudéaveis. Especificamente, 52,6% dos pacientes com autismo apresentaram o0s
genotipos CT + TT, em comparagdao com 25% dos controles. Os gen6tipos CT + TT foram mais
distribuidos entre pacientes com consanguinidade e histérico familiar de doencas psicologicas.
Além disso, uma maior distribui¢ao do gendtipo heterozigoto CT e do genotipo combinado CT
+ TT foi observada em pacientes com distirbios gastrointestinais e de sono. A analise de
regressdo linear ndo encontrou associagdo significativa entre os genotipos do MTHFR e a
severidade do comportamento autista, conforme avaliado pela Childhood Autism Rating Scale

(CARS) D,

A intervenc¢ao nutricional pré-natal reduz os indices de comportamentos semelhantes ao

autismo em camundongos com deficiéncia de MTHFR

O estudo examinou 95 camundongos distribuidos em grupos que combinavam dieta (control
diet - CD e prenatal plus - PP) e gendtipo (wild-type - Wt e heterozygote - Het), sendo Wt-Wt-
CD (12 camundongos), Wt-Het-CD (13 camundongos), Het-Het-CD (10 camundongos), Wt-
Het-PP (11 camundongos), Het-Het-PP (46 camundongos), Wt-Het-PN (13 camundongos),
Het-Het-PN (8 camundongos), ¢ Wt-Het-PN (7 camundongos). Essa organizagdo permitiu
avaliar como a interag@o entre gendtipo e dieta influencia nos comportamentos semelhantes ao
autismo. Resultados estatisticos apontaram uma associacao significativa entre a deficiéncia do
gene Mthft, a dieta e comportamentos sintomaticos. No Teste Qui-Quadrado, foi observada uma
variagdo significativa na frequéncia de camundongos sintomaticos entre os grupos (p < 0,001).
O Odds Ratio (OR) mostrou que a dieta enriquecida (PP) em descendentes de maes Mthfr+/—
reduziu o comportamento semelhante ao autismo em comparagao a dieta controle (CD) (OR =
0,18; IC 95%: 0,035-0,970), evidenciando um efeito protetor. Por fim, a ANOVA revelou
diferengas nos niveis de metionina no cortex cerebral entre os grupos (ANOVA Fi,ae =3.3;p <
0,02). Esses resultados destacam o papel critico da deficiéncia de Mthfr e da intervengao
nutricional na modulagdo de comportamentos semelhantes ao autismo, sugerindo que a dieta

enriquecida pode oferecer beneficios protetores significativos (19,
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Os genotipos maternos e da prole da metilenotetrahidrofolato redutase interagem em um
modelo murino para induzir comportamentos semelhantes ao Transtorno do Espectro

Autista (TEA)

O estudo investigou em um grupo de 105 individuos os efeitos dos gendtipos maternos (WT e
MTHFR+/-) e dos filhotes (WT e MTHFR+/—) em aspectos comportamentais ¢ do
desenvolvimento fisico, analisando interacdes genéticas e sexuais em modelos de
camundongos. Os grupos foram organizados em combinagdes genotipicas (WT:WT, HT:WT,
HT:HT) para explorar como essas variagdes influenciam comportamentos semelhantes ao
autismo. Em relagdo ao comportamento social, a duragao das interagdes sociais foi influenciada
significativamente por fatores como o sexo, genotipo materno e gen6tipo do filhote: Sexo -
F(1,27)=5.23, P=0.03; Genotipo materno - F(1,27) = 11.01, P = 0.003; Genétipo do filhote -
F(1,27) = 10.84, P = 0.003. Interagdes significativas foram observadas entre sexo e genotipo
materno (F(1,27)=7.72, P=0.01) e Sexo e genotipo do filhote (F(1,27) =5.07, P=0.033). Os
machos MTHFR+/— apresentaram maior interagdo social, enquanto as fémeas mostraram
comportamentos consistentes independentemente do genotipo. Sobre os indicadores de
ansiedade, como a exploragao do centro da arena aberta, revelaram que a frequéncia de entrada
no centro foi F(1,73) = 8.21, P=0.006 e a distancia percorrida no centro foi F(1,73) = 5.74, P
= 0.019. Fémeas MTHFR+/— apresentaram menor exploragdo no centro (F(1,35) = 5.54, P =
0.025), sugerindo maior ansiedade. No aspecto do desenvolvimento fisico, os filhotes de maes
MTHFR+/— mostraram atrasos significativos no desenvolvimento fisico (ex.: abertura de
palpebras, canal auditivo, crescimento de pelos e dentes), reforcando a associacdo entre
gendtipo materno e progressdo morfogenética. Especificamente sobre comportamentos
relacionados ao autismo, como déficits em memoria, ansiedade € comportamentos repetitivos
foram mais pronunciados em camundongos MTHFR+/—, especialmente influenciados pelo
gen6tipo materno. E nos testes sociais, como residente-intruso, mostraram diferencas
significativas no comportamento agressivo e interagdes sociais, apresentando agressdo social
F(1,32) =5.36, P=0.027. Os resultados destacam o impacto combinado do gendtipo materno
e do filhote, bem como do sexo, em parametros comportamentais e fisicos relacionados ao
autismo. Intervencdes que considerem essas interagdes genéticas podem ser promissoras para

compreender e mitigar caracteristicas associadas a transtornos do espectro autista 17,
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Fertilidade/gravidez

Polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) do gene MTHFR (metilenotetrahidrofolato
redutase: EC 1.5.1.20) e homocisteina em pacientes encaminhados para investigacio de

fertilidade

O estudo, que incluiu 2.614 pacientes, investigou os polimorfismos do gene MTHFR (677 C>T
e 1298 A>C) e sua relagdo com niveis de homocisteina, além de potenciais riscos a saude, como
infertilidade. Os participantes foram classificados com base no género, status genético e niveis
de homocisteina, revelando interagdes significativas entre esses fatores. Em relacdo a
prevaléncia de polimorfismo do MTHFR, apenas 15% da populagdo apresentou o genotipo
selvagem (tipo selvagem) para ambos os SNPs, mais de 40% dos pacientes eram homozigotos
para um SNP ou heterozigotos compostos. Entre os genotipos, 1.277 pacientes (49%)
apresentavam a variante 677 C>T, incluindo: 11,4% homozigotos para 677 TT, 19,4%
heterozigotos compostos para 677CT/1298AC; 24% heterozigotos para 677 CT/1298 AA;
19,3% heterozigotos para 677 CC/1298 AC. A respeito dos niveis de homocisteina 46,6% dos
pacientes tinham niveis elevados (>10 umoles/L), com maior prevaléncia entre homens (72,8%)
do que mulheres (23,5%); 9,9% apresentaram niveis criticos (>15 pumoles/L), associados
principalmente ao SNP 677 CT; 42,6% dos homozigotos 677 TT/1298 AA e 26,4% dos
heterozigotos compostos 677 CT/1298 AC apresentaram homocisteinemia elevada. A
homocisteinemia elevada e os polimorfismos MTHFR foram fortemente associados a
problemas de infertilidade, sugerindo implicagdes para a satde reprodutiva e geral. Os SNPs
mostraram maior impacto nos niveis de homocisteina em homens, indicando uma possivel

diferenca na expressio ou influéncia genética entre os sexos (8.

Efeitos do polimorfismo MTHFR C677T sobre a vitamina D, a homocisteina e a

citotoxicidade das células natural killer em mulheres com perdas gestacionais recorrentes

O estudo avaliou 837 mulheres com perdas recorrentes de gravidez (RPL), classificadas em
grupos genotipicos do polimorfismo MTHFR 677 C>T (CC, CT e TT). A pesquisa buscou
relacionar caracteristicas clinicas, bioquimicas e imunoldgicas com os genotipos, destacando
os niveis de homocisteina, vitamina D e a citotoxicidade das células natural killer (NK). A
frequéncia do gendtipo TT foi de 10,7%, similar & média da populacdo norte-americana

(11,9%). O gendtipo TT foi associado a um aumento significativo na probabilidade de hiper-
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homocisteinemia, conforme analise de regressdo logistica multivariada. Os niveis de
homocisteina (tHCY) e vitamina D (25(OH)VD) foram correlacionados (coeficiente de
Pearson), mas os valores especificos ndo foram detalhados. As comparagdes entre os grupos
genotipicos foram realizadas via ANOVA, seguida de correg¢do de Bonferroni. Apesar de indicar
diferengas significativas, os dados numéricos ndo foram fornecidos. Os resultados sugerem que
o polimorfismo MTHFR 677 C>T, especialmente o genotipo TT, estd relacionado a hiper-
homocisteinemia e pode impactar negativamente a fungao imunologica em mulheres com RPL.
Isso ressalta a importancia de investigar mecanismos bioquimicos e imunoldgicos na relagao

entre gendtipo e perdas gestacionais ),

Associacio do polimorfismo MTHFR 677C>T com os desfechos gestacionais em

receptoras de FIV/ICSI-ET com suplementaciao adequada de acido folico sintético

O estudo investigou a associagdo entre o polimorfismo MTHFR 677 C>T e os desfechos de
gravidez em 692 mulheres (22—49 anos, IMC: 16,02-32,66 kg/m?). As frequéncias genotipicas
foram: CC (45,66%), CT (32,66%) e TT (21,68%). Analises utilizando modelos aditivo,
dominante e recessivo nao demonstraram associagao significativa entre o polimorfismo e a taxa
ou os desfechos de gravidez, incluindo gravidez clinica (n=349), quimica (n=36) e partos
prematuros (n=273), mesmo apos ajustes para idade e IMC. Por outro lado, fatores
demograficos tiveram papel relevante: a idade mostrou forte influéncia negativa na taxa de
gravidez (OR = 0,91, IC 95% = 0,88-0,94, P < 0,001) e nos desfechos (OR = 0,92, IC 95% =
0,86-0,98, P=10,01), enquanto o IMC também apresentou impacto significativo nos desfechos
(OR = 0,95, IC 95% = 0,90-0,997, P = 0,04). Embora amplamente estudado em outros
contextos, o polimorfismo MTHFR 677 C>T nao demonstrou relevancia clinica em desfechos
de gravidez neste grupo, sugerindo que fatores como idade e IMC desempenham papel mais

determinante 1),

Fatores nutricionais e epigenéticos

A suplementacido com riboflavina altera a metilagcao global e génica especifica do DNA em

adultos com o genotipo MTHFR 677 TT

A suplementagdo de riboflavina demonstrou reduzir significativamente a metilagdo global do

DNA em individuos com o gen6tipo MTHFR 677 TT por meio da avaliacdo do impacto dessa
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suplementa¢do em 60 adultos com o referido genotipo, comparando-os a um grupo placebo. Os
resultados indicaram associa¢des relevantes entre o polimorfismo MTHFR 677 C>T, a
metilagdo do DNA e os niveis de homocisteina. Individuos com o genotipo TT apresentaram
metilacdo global do DNA (medida por LINE-1) 1,6% maior em comparagdo com o genotipo
CC (p =0,011). Foi detectada hipermetilagdo significativa na regido sul do gene MTHFR no
grupo TT, com um aumento de 4,85% (p < 0,001). Em contrapartida, as regides norte e a ilha
CpG nao mostraram diferengas significativas. Participantes com o gen6tipo TT apresentaram
niveis de homocisteina significativamente mais elevados (13,8 umol/L) em relacdo ao grupo
CC (10,6 umol/L, p = 0,002). A homocisteina ¢ reconhecida como um marcador critico para a
saude cardiovascular. O gendtipo MTHFR 677 C>T esté4 associado a alteracdes na metilagdo
global e regional do DNA, além de niveis aumentados de homocisteina. Essas caracteristicas
podem impactar a satde metabodlica e o risco cardiovascular, destacando o potencial da
suplementacdo de riboflavina como uma abordagem terapéutica personalizada para individuos

com o gendtipo TT 29,

Associacao do polimorfismo MTHFR, acido félico e vitamina B12 com os niveis séricos de

homocisteina em gestantes

O estudo incluiu 102 gestantes, com idades variando entre 19 e 43 anos. Desses participantes,
33 (32,4%) apresentaram niveis de homocisteina abaixo do valor de referéncia. A distribuigdo
dos genoétipos foi a seguinte: 43,1% wild type (CC), 47,1% heterozigotos (CT) e 9,8%
homozigotos (TT) para o polimorfismo 677 C>T; e 10,8% wild type (AA), 40,2% heterozigotos
(AC) e 49,0% homozigotos (CC) para o polimorfismo 1298 A>C. Surpreendentemente, ndo foi
observada uma associagdo significativa entre os polimorfismos do gene MTHFR e os niveis de
homocisteina sérica, o que pode ser atribuido ao efeito modulador da suplementagao de acido
folico e vitamina B12 nas gestantes, que pode atenuar os impactos das mutacdes genéticas.
Embora ndo tenha sido encontrada diferenga significativa nos niveis de homocisteina entre os
diferentes genotipos (P > 0,05), observou-se uma correlagdo negativa significativa entre os
niveis de homocisteina e as concentragdes de vitamina B12 (P = 0.003) e 4cido folico (P <
0.001) no gendtipo wild type de A1298C. Para os heterozigotos do polimorfismo 1298 A>C,
essa correlacdo foi ainda mais forte, sugerindo que a suplementacdo de 4cido folico e vitamina
B12 pode ser uma estratégia eficaz para controlar os niveis de homocisteina durante a gestagao,

beneficiando a saide materna e fetal @
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Depressao

Suplementa¢do com L-metilfolato associada a antidepressivos em adolescentes com

depressio resistente ao tratamento: uma série de casos

O estudo envolveu 10 adolescentes com uma média de idade de 14,4 anos, sendo 80% do sexo
feminino e 90% brancos. A maioria dos pacientes tinha em média trés diagndsticos psiquiatricos
comorbidos, sendo os mais comuns: transtorno de ansiedade generalizada (100%), transtorno
depressivo maior (80%) e transtorno de ansiedade social (20%). Todos os pacientes falharam
em trés tratamentos com medicamentos psicotrdpicos antes de iniciar o LM. Destes, 80% dos
pacientes apresentaram uma mutagdo entre as variantes do gene MTHFR avaliadas, com 50%
apresentando a variante 1298 AC e 30% a variante 677 CT, indicando atividade reduzida da
MTHFR. Apés a adigdo do LM ao tratamento, 80% dos pacientes mostraram melhora nos
sintomas de depressao, ansiedade e irritabilidade. A reducao média na pontuacao do PHQ-9 foi
de 8,5 pontos apds trés meses de tratamento, com 67,9% dos pacientes respondendo ao
tratamento (definido como uma reducdo de 50% ou mais na pontuacdo inicial do PHQ-9) e
45,7% alcancando remissdo (pontuagdo do PHQ-9 abaixo de 5) apos 90 dias. A qualidade de
vida dos pacientes também melhorou significativamente, com a propor¢ao de pacientes que
relataram que os sintomas depressivos tornavam a vida "muito ou extremamente dificil" para
funcionar, diminuindo de 50% para 13%. Mais de 90% dos pacientes relataram que tomaram
quase todas as doses de LM, indicando alta adesdo e satisfagdo com o tratamento. O LM foi
bem tolerado, e os pacientes iniciaram o tratamento em doses de 3,75 a 7,5 mg. Esses resultados
sugerem que o LM pode ser uma estratégia segura e eficaz para o manejo da depressao resistente

ao tratamento em adolescentes, especialmente aqueles com muta¢des no gene MTHFR ?2),

Eficacia da terapia adjuvante com L-metilfolato em uma doenca psiquidtrica complexa

com polimorfismo genético MTHFR C677T

O paciente com o polimorfismo MTHFR apresentou uma resposta positiva ao L-Metilfolato em
combinagdo com medicamentos psicotropicos, sugerindo um potencial beneficio dessa
abordagem em casos de depressdo resistente ao tratamento. O artigo menciona que o
polimorfismo MTHFR C677T esté associado a varias condigdes psiquiatricas, como depressao,
esquizofrenia e transtorno bipolar, e discute a possibilidade de que esse polimorfismo possa

afetar o metabolismo dos neurotransmissores. O estudo conclui que mais pesquisas sdao
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necessarias para avaliar a eficicia a longo prazo do L-Metilfolato em pacientes com esse
polimorfismo e para entender melhor a relag@o entre o polimorfismo MTHFR e as intervengdes

terapéuticas em condi¢des psiquiatricas complexas .

Acidente Vascular Cerebral

Associacio entre os polimorfismos do gene MTHFR C677T e a eficacia da terapia com

vitaminas na reducio dos niveis de homocisteina em pacientes com hiper-homocisteinemia

O estudo incluiu 320 pacientes com acidente vascular cerebral (AVC) e hiper-homocisteinemia
(HHcy), dos quais 258 (80,6%) atenderam aos critérios de inclusdo e exclusdo para andlise
final. Os pacientes foram divididos em dois grupos com base na resposta ao tratamento com
suplementos vitaminicos: Grupo Eficaz (162 pacientes, resposta satisfatoria com reducao dos
niveis de homocisteina) e Grupo Invalido (96 pacientes, sem resposta adequada apos um meés
de tratamento com acido folico, vitamina B6 ¢ methylcobalamin). A analise genética revelou
que a distribuicdo dos gendtipos MTHFR 677 C>T foi significativamente diferente entre os
grupos. No Grupo Invalido, 83,3% dos pacientes apresentavam o genétipo TT, enquanto no
Grupo Eficaz, apenas 46,9% tinham esse genotipo, com maior prevaléncia dos genotipos CC e
CT. A analise de regressao multivariada indicou que o alelo T do MTHFR C677T estava
independentemente associado a uma resposta insuficiente ao tratamento (OR = 1,327, p =
0,0015). O gendtipo TT foi particularmente associado a uma resposta inadequada, com OR de
1,645 (p = 0,017). Os resultados estatisticos foram significativos (p < 0,05), sugerindo que o
polimorfismo MTHFR C677T, especialmente o gendtipo TT, esta relacionado a uma resposta
subOtima ao tratamento com vitaminas em pacientes com AVC e HHcy, destacando a

importancia da genotipagem para personalizacdo terapéutica ¥,

Catarata Senil

Associacio do polimorfismo MTHFR C677T, homocisteina e vitaminas do complexo B

O estudo incluiu 1.309 participantes, divididos em dois grupos: 663 pacientes com cataratas
senis (Grupo de Observagdo) e 646 individuos saudéaveis (Grupo Controle). A distribui¢do por

sexo foi semelhante em ambos os grupos, com 47,1% de homens e 52,9% de mulheres no grupo

de observagao, e 47,7% de homens e 52,3% de mulheres no grupo controle. A faixa etaria variou
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de 50 a 93 anos, com médias de 68,7 anos no grupo de observacao e 68,2 anos no grupo controle.
A analise genotipica revelou diferengas significativas nas frequéncias dos genotipos MTHFR
677 C>T entre os grupos (p < 0,001 para TT e p = 0,049 para CT). O nivel de homocisteina foi
significativamente mais alto no grupo de observagao (p < 0,001), enquanto os niveis de folato,
vitamina B12 e vitamina B6 foram mais baixos (p < 0,001). A analise multivariada indicou que
a mutacdo no gene MTHFR e os niveis elevados de homocisteina estavam associados a
ocorréncia de cataratas senis, sugerindo que esses fatores podem ser preditores independentes
do risco da doenca. O teste de Qui-Quadrado mostrou diferencas significativas na distribuigao
genotipica entre os grupos (p < 0,001). Esses achados sugerem que os polimorfismos do gene
MTHEFR e os niveis de homocisteina desempenham um papel importante na patogénese das

cataratas senis >,

Discussao

Os resultados do presente estudo fornecem evidéncias robustas sobre a influéncia do
polimorfismo MTHFR 677 C>T na regulacdo epigenética, nos niveis de homocisteina e em
potenciais riscos metabodlicos. Além disso, os dados destacam o papel terapéutico da
suplementacdo de riboflavina e outras vitaminas, como acido félico e B12, no manejo dessas
alteragdes, com implicagdes importantes para estratégias personalizadas de saude.

A hipermetilagao global do DNA em individuos com o genotipo TT, incluindo um aumento
significativo na regido sul do gene MTHFR, refor¢a a associacdo entre o polimorfismo e
mudancas epigenéticas. Esses resultados sdo consistentes com a literatura, diminuindo que o
geno6tipo TT afeta o metabolismo do folato e a disponibilidade de cofatores para a metilacdo do
DNA. Por outro lado, a auséncia de diferencas significativas na regido norte e na ilha CpG
sugere que o impacto epigenético ¢ regionalmente especifico, possivelmente relacionado a
proximidade funcional dessas areas no contexto do metabolismo do folato @,

Os niveis elevados de homocisteina em individuos com o gendétipo TT (13,8 umol/L) reforcam
sua relevancia como marcador metabdlico e cardiovascular. Embora ndo tenham sido
observadas associacdes diretas entre os polimorfismos do MTHFR e os niveis de homocisteina
em gestantes suplementadas, um brilho negativo significativo entre homocisteina, vitamina B12
e acido folico confirma a eficacia dessas suplementagdes em mitigar o impacto genético. Em
especial, a suplementagdo parece ser crucial para grupos vulneraveis, como gestantes, onde

niveis equilibrados de homocisteina sio fundamentais para a satide materna e fetal V.
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Os resultados sobre a suplementacao de riboflavina sdo particularmente promissores. A redugao
significativa da metilacdo global do DNA em individuos com o genétipo TT sugere que a
riboflavina atua como chave moduladora do metabolismo do folato e da homocisteina. Este
achado corrobora a possibilidade de intervengdes direcionadas para individuos geneticamente
predispostos a desregulacdes metabolicas e epigenéticas, oferecendo uma abordagem
terapéutica personalizada ??. De forma semelhante, em gestantes, o 4cido folico e a vitamina
B12 mostraram-se eficazes em controlar os niveis de homocisteina, especialmente em
heterozigotos do polimorfismo 1298 A>C, onde a transparéncia foi mais acentuada . Esses
dados reforcam a importancia da suplementacdo periconcepcional na prevengdo de
complicagdes gestacionais associadas a hiper-homocisteinemia, como pré-eclampsia e restrigao
do crescimento fetal. Diante disto, a necessidade de abordagens personalizadas no manejo de
condigdes associadas aos polimorfismos MTHFR, com estratégias especificas de
suplementacdo vitaminica baseadas no perfil genotipico. A riboflavina surge como uma
alternativa inovadora para individuos homozigotos TT, enquanto o acido folico e a vitamina
B12 continuam sendo intervengdes extremamente recomendadas, especialmente em gestantes.
A epigenética e nutrigdo tem um papel muito relevante quando se trata da compreensao da
relacdo entre os polimorfismos do gene MTHFR e seus impactos sobre os niveis de
homocisteina e saude reprodutiva. Interacdes genéticas, bioquimicas e demograficas,
permitiram explorar implicagdes tanto no contexto da saude geral quanto na fertilidade. A
elevada prevaléncia de niveis de homocisteina (>10 umoles/L) observada em quase metade dos
pacientes reflete uma influéncia significativa dos polimorfismos MTHFR (677 C>T e 1298
A>C) sobre o metabolismo da homocisteina. Em particular, o gendtipo homozigoto TT foi
associado a um maior risco de hiper-homocisteinemia, conforme corroborado por estudos
prévios, reforcando a importancia da mutacdo 677 C>T como marcador genético de risco. A
diferen¢a de género identificada, com maior prevaléncia de niveis elevados em homens (72,8%
versus 23,5% em mulheres), sugere um potencial viés bioldgico ou hormonal na expressdao do
gene ou no metabolismo da homocisteina. Essa diferenca ¢ de grande relevancia, pois destaca
a necessidade de abordagens personalizadas no manejo clinico de condi¢des relacionadas ).

A hiper-homocisteinemia foi fortemente associada a infertilidade e as perdas gestacionais
recorrentes (RPL). O gendtipo TT, presente em 10,7% das mulheres com RPL, relatou uma
relacdo direta com a disfun¢do imunoldgica, incluindo niveis reduzidos de vitamina D e
aumento da citotoxicidade das células NK. Esses achados destacam o papel critico da interagao
entre fatores bioquimicos e imunoldgicos na manuten¢do da gestacdo, o que pode abrir novas

frentes para intervengdes terapéuticas, como a suplementacio de folato e vitamina B12 9. No
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entanto, no grupo de mulheres comprovados para desfechos de gravidez (n=692), os
polimorfismos do MTHFR nao demonstraram impacto significativo nos estagios clinicos, como
gravidez clinica ou partos prematuros. Esses resultados contrastam com outros estudos e
sugerem que fatores demograficos, como idade e indice de massa corporal (IMC),
desempenham papel mais determinante na fertilidade e nos resultados gestacionais. A idade
apresentou forte efeito negativo sobre as taxas de gravidez, e o IMC também influenciou os
niveis de evolucdo, reforcando a necessidade de considerar variaveis contextuais em estudos
genéticos 1),

Embora a associacao entre os polimorfismos MTHFR e niveis de homocisteina seja clara, sua
relevancia clinica nos estagios de gravidez permanece inconclusiva. Isso ressalta a importancia
de estudos que integrem dados genéticos, bioquimicos e ambientais para elucidar os
mecanismos subjacentes as condi¢des de satide. Estratégias clinicas voltadas a modulagdo dos
niveis de homocisteina, por meio de suplementacdo vitaminica ou intervengdes dietéticas,
podem beneficiar subgrupos especificos, como individuos com genétipos de alto risco (ex.: TT
e heterozigotos compostos).

Ao observar as associagdes do polimorfismo genético e o desenvolvimento neural durante a
gestacdo, ficam evidentes aspectos fundamentais da relagao entre os gendétipos do polimorfismo
MTHEFR 677 C>T e o transtorno do espectro autista (TEA), com implicagdes importantes tanto
para a compreensao dos mecanismos biologicos subjacentes quanto para abordagens
terapéuticas. A analise revelou que os genotipos CT e TT estdo significativamente mais
presentes em pacientes com TEA em compara¢ao com controles saudaveis, sugerindo uma
associagao potencial entre a variagao genética no gene MTHFR e o risco de desenvolver TEA.
Além disso, a correlagdo entre consanguinidade e historico familiar de doencgas psiquiatricas
com a maior prevaléncia dos gendtipos CT + TT reforca o papel de fatores genéticos no
desenvolvimento do TEA 7). Os resultados também destacaram que distiirbios gastrointestinais
e de sono sdo frequentemente observados em pacientes com os gendtipos CT + TT, sugerindo
uma relacdo entre alteracdes metabdlicas mediadas pela fungdo do MTHFR e os fenotipos
clinicos do TEA. Essa associacdo, no entanto, ndo foi acompanhada por uma influéncia
significativa dos genotipos do MTHFR na severidade do comportamento autista avaliada pela
escala CARS, indicando que fatores adicionais além da variacdo genética podem desempenhar
um papel mais determinante na gravidade dos sintomas.

Os estudos em modelos animais forneceram dados complementares que ampliam a
compreensdo do impacto do gene MTHFR no desenvolvimento de fendtipos semelhantes ao

autismo. Os experimentos com camundongos revelaram que a interagdo entre gendtipo e dieta
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exerce um papel critico na modulagdo de comportamentos relacionados ao TEA. A dieta
enriquecida, ao reduzir significativamente os comportamentos sintomaticos em camundongos
MTHFR+/—, sugere que intervencdes nutricionais podem oferecer beneficios protetores contra
o impacto da deficiéncia do gene MTHFR. As andlises comportamentais em camundongos
destacaram que o genétipo materno e do filhote, bem como o sexo, influenciam de forma
significativa os fendtipos sociais ¢ de ansiedade. Machos MTHFR+/— demonstraram maior
interacdo social, enquanto fémeas com o mesmo gendtipo apresentaram maior ansiedade,
reforgando a importincia das interagdes genéticas e sexuais. Além disso, atrasos no
desenvolvimento fisico observados em filhotes de maes MTHFR+/— indicam que a variagdo
genética pode impactar aspectos morfogenéticos, potencialmente contribuindo para as
manifestagdes comportamentais relacionadas ao TEA (7:19),

Os achados refor¢am a relevancia de fatores genéticos, metabolicos e ambientais, como a dieta,
na patogénese do TEA. Especificamente, a interagcdo entre genotipos do MTHFR, condi¢des
ambientais e historico genético familiar emerge como uma area promissora para investigacoes
futuras. A identificacdo de mecanismos que modulam esses fatores pode abrir caminhos para
intervengdes mais eficazes e individualizadas, considerando as especificidades genéticas e
ambientais de cada paciente. A prevaléncia de TEA observada entre os filhos cujas maes
tomaram vitaminas pré-natais no primeiro més de gravidez (14,1%) foi significativamente
menor do que entre aqueles cujas maes ndo tomaram (32,7%). Essa diferenca substancial indica
que a suplementacao com vitaminas pré-natais pode desempenhar um papel protetor, o que €
consistente com a literatura existente que sugere que o dacido foélico € crucial para o
desenvolvimento neurologico fetal. O acido folico é conhecido por sua fungdo na sintese de
DNA ¢ na divisdo celular, processos que sdao fundamentais durante as fases iniciais do
desenvolvimento fetal @®.

Sabendo que ha possibilidade de desencadear aspectos neurais negativos, como ansiedade, a
depressao também pode ter associacao com o polimorfismo, uma vez que estudos reforcam o
impacto clinico dos polimorfismos do gene MTHFR em diferentes contextos, como transtornos
psiquiatricos resistentes ao tratamento em adolescentes e resposta terapéutica em pacientes com
acidente vascular cerebral (AVC) e hiper-homocisteinemia (HHcy). Além disso, destaca-se a
relevancia da genotipagem na personalizacdo das abordagens terapéuticas. O estudo com
adolescentes mostrou uma alta prevaléncia de variantes genéticas do MTHFR entre os
participantes, com 80% apresentando lesdes associadas a redugdo da atividade enzimatica.
Essas descobertas corroboram a associagdo entre variantes do MTHFR e maior risco de

transtornos psiquidtricos, como depressio e ansiedade ??. A eficicia do tratamento com L-
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metilfolato (LM) em melhorar os sintomas de depressdo resistente ao tratamento ¢
particularmente relevante. A redu¢do média de 8,5 pontos no PHQ-9 e a alta taxa de resposta
ao tratamento (67,9%) demonstram o potencial do LM como uma intervencdo eficaz. A
capacidade do LM de contornar a etapa limitante imposta pela atividade reduzida da enzima
MTHEFR explica os resultados positivos observados, especialmente em pacientes com mutagoes
genéticas. A alta adesdo ao tratamento (90%) e a baixa incidéncia de efeitos adversos também
reforgam suas previsdes clinicas ?*. Esses resultados sugerem que a genotipagem do MTHFR
pode ser uma ferramenta util para identificar adolescentes que se beneficiam do LM,
particularmente aqueles com variantes como 1298 AC e 677 CT , facilitando um manejo mais
eficaz dos transtornos psiquiatricos resistentes.

No contexto de pacientes com AVC e HHcy, o gendtipo TT do polimorfismo MTHFR 677 C>T
foi identificado como um fator determinante para uma resposta subdtima ao tratamento com
acido folico, vitamina B6 e metilcobalamina. Uma analise de regressdo multivariada revelou
uma associacdo independente entre o alelo T e uma resposta insuficiente, com o gendtipo TT
apresentando maior resisténcia terapéutica (OR = 1,645, p = 0,017). Esses resultados sdo
consistentes com estudos que sugerem que a capacidade limitada do gen6tipo TT de metabolizar
folato contribui para a persisténcia da hiper-homocisteinemia, um fator de risco identificado
para AVC @9,

A presenca de multiplas deficiéncias nutricionais, especificamente em acidos graxos dmega-3,
homocisteina e vitamina D, esta fortemente associada a um aumento do risco de deméncia. O
hazard ratio de 1,50 para cada ponto adicional no indice de status nutricional sugere que mesmo
pequenas deficiéncias podem ter um impacto cumulativo significativo na satide cognitiva. Este
achado ¢ consistente com a literatura existente, que ja havia sugerido que a nutrigdo
desempenha um papel crucial na satide cerebral e no envelhecimento ?7). Pacientes com
concentracgdes de vitamina B-12 superiores a 303 pmol/L apresentaram melhor desempenho em
tarefas de aprendizado e reconhecimento em comparagdo com aqueles com concentragdes de
vitamina B-12 normais-baixas %

Logo, enfatizam a importancia da genotipagem do MTHFR como uma ferramenta de
estratificacdo para intervencdes terapéuticas mais precisas. Em adolescentes, a identificagdo
precoce de mutagdes pode direcionar o uso de LM como um complemento eficaz para
transtornos psiquidtricos resistentes. Em pacientes com AVC e HHcy, a genotipagem pode
orientar ajustes na suplementa¢do vitaminica ou a introducdo de estratégias alternativas, como
o uso de formas bioativas de vitaminas. Outro fator associado ao envelhecimento, deficiéncias

nutricionais € o polimorfismo ¢ a catarata senil, sendo destacados a relevancia de fatores
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genéticos e bioquimicos na patogénese das cataratas senis. A associacdo significativa entre os
polimorfismos do gene MTHFR (especialmente o genotipo 677 TT) e a ocorréncia de catarata
indica que alteragdes genéticas podem aumentar o risco da doenga. A maior frequéncia do
gendtipo TT no grupo de observagdo, comparado ao controle, sugere uma vulnerabilidade
genética relacionada a redugdo da atividade da enzima MTHFR, resultando no acimulo de
homocisteina. Os niveis elevados de homocisteina observados corroboram evidéncias de seu
papel como fator de risco em condi¢des associadas ao envelhecimento e estresse oxidativo.
Essa molécula pode causar danos as proteinas e células do cristalino, contribuindo para a
opacificagdo caracteristica das cataratas sensiveis. Além disso, foi identificada uma relagdo
entre altos niveis de homocisteina e baixas concentra¢des de folato, vitamina B12 e vitamina
B6, nutrientes essenciais no metabolismo da homocisteina, cujas deficiéncias podem aumentar
o risco de cataratas .

Uma analise multivariada mostrou que a mutacdo no gene MTHFR e os niveis elevados de
homocisteina sdo preditores independentes para o desenvolvimento da doenca. Esses achados
sugerem que o rastreamento genético e o0 monitoramento de biomarcadores podem ser uteis na
identificacdo de individuos em risco. Intervengdes, como suplementacdo de folato, vitamina
B12 e vitamina B6, podem oferecer estratégias promissoras para prevenir ou retardar a
progressao da catarata.

Os diferentes aspectos do gene MTHFR e suas implicagdes em condigdes clinicas e celulares,
conectam pontos comuns ¢ fazem contrapontos relevantes. O polimorfismo MTHEFR,
particularmente as variantes C677T e A1298C, desempenha um papel importante nas doengas
relacionadas ao metabolismo do folato, incluindo cancer, leucemia e toxicidade associada ao
tratamento com metotrexato. O estudo das células HepG2 demonstrou uma forte associagao
entre a expressdao do gene MTHFR e a dindmica do ciclo celular, evidenciando que a inibi¢dao
do MTHEFR impacta significativamente a acumulagao de células nas fases G2/M. A andlise dos
resultados indica uma correlagdo inversa entre a expressdo do MTHFR e a fase G2/M,
sugerindo que niveis elevados de MTHFR podem atuar na regulagdo do ciclo celular,
possivelmente modulando a resposta das células a condigdes de estresse, como a deplecao de
folato. Este achado corrobora a importancia do gene MTHFR na regulagdo do ciclo celular e
levanta a possibilidade de que alteragdes na expressdo deste gene possam contribuir para o
desenvolvimento de tumores, como observado no grupo de pacientes com cancer de mama (2.
Entretanto, a andlise do polimorfismo C677T no cancer de mama revelou uma distribui¢ao
genotipica predominantemente selvagem (CC), tanto no grupo de pacientes quanto no grupo

controle, com uma frequéncia muito baixa da variante T (homozigoto TT). Esses resultados,
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em contraste com a forte correlacdo entre o polimorfismo e a toxicidade do metotrexato,
sugerem que a variante T pode ndo ser um fator determinante no desenvolvimento do cancer de
mama, mas sim em efeitos adversos do tratamento quimioterapico. A auséncia de correlagio
significativa entre o polimorfismo MTHFR C677T e caracteristicas clinico-patologicas dos
pacientes com cancer de mama reforca a ideia de que a expressio do MTHFR pode ter um
impacto maior na resposta a tratamentos, como a quimioterapia, do que no desenvolvimento
primério da doenga ¥,

No contexto do tratamento de leucemia infantil, o polimorfismo MTHFR 1298 A>C também
mostrou associagdes significativas, especialmente no que se refere aos biomarcadores do
liquido cefalorraquidiano, como Tau e pTau, cujos niveis variaram conforme o genétipo.
Pacientes com o genotipo CC apresentaram niveis mais elevados de Tau, enquanto os
heterozigotos apresentaram valores intermedidrios. Isso sugere que variantes do MTHFR
podem estar relacionadas a toxicidade do metotrexato e ao impacto cognitivo a longo prazo,
dado que os niveis elevados de Tau estdo associados a danos neuronais. A administragao de
acido folinico foi eficaz em reduzir esses niveis elevados de Tau, o que indica que a
suplementacdo pode atenuar a toxicidade associada ao tratamento quimioterapico. Esses
achados reforcam a importancia do MTHFR como um alvo terapéutico, especialmente em
criancas submetidas a tratamentos agressivos, com implica¢des tanto para a saude imediata
quanto para o desenvolvimento cognitivo posterior 1%,

Por outro lado, o estudo sobre a toxicidade do metotrexato em pacientes com diferentes
genotipos do MTHFR destacou o risco aumentado de nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e
anemia entre os individuos com o gendtipo homozigoto TT. Isso demonstra um vinculo claro
entre variantes do MTHFR e a resposta adversa a tratamentos farmacologicos, como o
metotrexato, e sugere que a genotipagem pode ser uma ferramenta importante para personalizar
os tratamentos e minimizar os efeitos colaterais. O impacto da leucovorina na reducdo da
toxicidade, especialmente no grupo TT, também levanta a possibilidade de intervengdes clinicas
que possam melhorar a tolerancia ao tratamento em pacientes com este genotipo 19,

Em suma, os resultados desses estudos destacam a complexa interag@o entre o gene MTHFR,
as variantes genéticas especificas e a resposta dos pacientes a tratamentos terapéuticos,
especialmente no contexto do cancer e da leucemia. Embora o polimorfismo MTHFR ndo tenha
mostrado uma associac¢ao direta com o desenvolvimento de cancer de mama, suas variantes tém
um impacto claro na toxicidade associada ao tratamento, sugerindo que o MTHFR pode ser
mais relevante no contexto da resposta a terapias do que na etiologia de certos tipos de cancer.

Além disso, as variagdes genéticas do MTHFR, como as variantes 677C>T e 1298 A>C,
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desempenham um papel significativo na toxicidade e nos efeitos a longo prazo dos tratamentos,
como evidenciado pelos estudos em leucemia infantil e no cancer de mama, tornando-se um

alvo potencial para estratégias de tratamento personalizadas.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou, pela primeira vez, o efeito do tratamento em criancas
com Transtorno do Espectro Autista (TEA) sobre a modulagdo positiva da expressdo do gene
MTHFR. Os resultados também evidenciaram a sub-regulagdo do gene inflamatério TNF-o em
resposta a intervencdo medicamentosa. Ambos os tratamentos avaliados foram capazes de
modular a expressdo do gene MTHFR e reduzir a expressao da citocina pro-inflamatoria TNF-
a, indicando impacto positivo nos processos metabolicos e inflamatorios associados ao TEA.
Essa modulagdo molecular refletiu-se em melhora clinica relatada pelos familiares, incluindo
avangos na comunicacao, na interacao social e redu¢do de comportamentos estereotipados,
conforme registrado pelo grupo de pesquisa e pela médica responsavel.

Além disso, a validacdo do rt-PCR em amostras de tecido leucocitario e em células
epiteliais da mucosa bucal (CEB) confirmou a viabilidade do uso de células bucais como
alternativa nao invasiva e eficiente para andlises de expressdo génica, com rendimento
adequado de RNA e resultados consistentes em qPCR. O uso do gene S26 como normalizador
contribuiu para a robustez das analises, assegurando maior precisao nos dados obtidos.

Esses achados reforgam a importancia do metabolismo do folato na fisiopatologia do
TEA e abrem perspectivas para o desenvolvimento de estratégias terap€uticas personalizadas,
integrando modulagao epigenética e controle de processos inflamatorios como parte do manejo
clinico.

Por fim, este trabalho sugere a realizagdo de estudos futuros que avaliem as
concentracoes sanguineas de homocisteina em individuos com TEA, bem como pesquisas com
amostras maiores, a fim de consolidar evidéncias, avaliar a modulacao do gene em amostras
CEB em pacientes com TEA, explorar polimorfismos do MTHFR e orientar novas intervengdes

inovadoras voltadas para a melhoria da qualidade de vida de pacientes e suas familias.
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ANEXOS

Anexo A - Biorrepositorio

Regulamento ou Regimento de Biorrepositorio segundo a Resolugdo CNS N° 441, de 12 de maio
de 2011

Identificaciio do projeto de pesquisa: MODULACAO DA EXPRESSAO DO GENE DA
METILENOTETRAHIDROFOLATO REDUTASE (MTHFR) EM REPOSTA AO
TRATAMENTO CLINICO EM CRIANCAS COM TEA, nome do Pesquisador Responsével e
Corresponsavel (se houver): Melina Gomes Borges (Responsavel) e Dr. Durval Batista Palhares
(Corresponsavel), localizagao fisica (laboratorio/setor/departamento/instituicao): Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, Faculdade de Medicina, Departamento de Pediatria,
Laboratorio de Patologia Molecular da FAMED. CAAE: 83180424.8.0000.0021; CAAE:
21878619.7.0000.0021. Contato dos pesquisadores: melina.gomes@ufms.br,

dbpalhares@hotmail.com

1. Amostras bioldgicas: amostra 1: Raspado de mucosa oral; amostra 2: sangue venoso
periférico.
Procedimentos Operacionais: 1 - Coleta da amostra 1 (Raspado de mucosa oral):
Qualificado para esse fim ¢ uma amostra de células escamosas da boca que sera obtida através
da raspagem nao traumatica da mucosa da face interna da bochecha (lados direito e esquerdo),
utilizando-se técnica padronizada. Esse procedimento sera realizado pelo proprio pesquisador
e sua equipe no Laboratorio de Patologia Molecular da FAMED/UFMS. 2 - Processamento
da amostra 1 (Raspado de mucosa oral): Imediatamente apds ser obtido, o material do
raspado de mucosa oral serd acondicionado em Eppendorf estéril de 2 ml, devidamente
identificado, o qual tera a adigdo prévia de 0,5 ml de RNA Later, e em seguida sera congelado
a -20°C. As amostras de mucosa oral serao utilizadas para a extracao ¢ quantificagao do tRNA
(Acido Ribonucleico total) pela técnica de RT-qPCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase
Quantitativa com Transcritase Reversa). A extracdo e quantificacdo do rtRNA serdo
realizadas no Laboratorio de Patologia Molecular da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul. As amostras de mucosa oral de ~200 mg, obtidas de raspado
da bochecha, serdo colocadas em RNAlater™ Stabilization Solution, armazenadas em freezer
a -20°C por curto periodo (1 a 3 dias) e entdo submetidas a extracdo de RNA total pelo método
do TRIZOL, baseado no protocolo do fabricante, com algumas modificagdes.

Resumidamente, o tecido em RNA later sera centrifugado previamente a 700g/4°C/10 minutos
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(microcentrifuga refrigerada Eppendorf 5427 R de bancada); o estabilizador RNAlater™ sera
removido e substituido por 1 ml de Trizol, e o tecido sera triturado com esferas magnéticas
MagMAX, segundo protocolo do fabricante. O RNA total sera ressuspenso em 25 pl de agua
DEPC, quantificado a 260 nm em espectrofotometro Thermo Scientific™ NanoDrop™. As
aliquotas serdo armazenadas a -20°C para posterior processamento em RT-PCR. Exames de
Biologia Molecular (Marcadores de Inflamagdo e anti-inflamagdo) serdo realizados no
Laboratorio de Patologia Molecular da faculdade de medicina da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS). 3 - Armazenamento da amostra 1 (Raspado de mucosa
oral): As amostras que nao forem completamente processadas e utilizadas na obtengdo de
dados da pesquisa permanecerdo armazenadas no Freezer a — 20°C no Laboratorio de
Patologia Molecular da FAMED/UFMS, para possiveis estudos posteriores.

1 — Coleta da amostra 2 (sangue venoso periférico): Exames de Sangue (Marcador
Inflamatoério) sera realizado no Laboratdrio de Anélises Clinicas do HUMAP: homocisteina.
O sangue venoso sera coletado de uma das veias do antebrago (direito ou esquerdo) através
de puncao simples (técnica padronizada) realizada por um dos técnicos do Laboratério de
Analises Clinicas do HUMAP (fluxo ja acordado com aquele setor). No mesmo momento da
coleta de sangue para os exames listados acima, serd coletado 0,5 mL de sangue, que
imediatamente heparinizado, sera acondicionado num microtubo (Eppendorf) com
capacidade de 2,0 mL , ao qual sera adicionado 0,5 mL de um estabilizador do RNA (RNA
Later). O sangue adicionado neste microtubo com RNA Later, deverda ser bem
homogeneizado, e sera utilizado para determinar a expressao de alguns genes inflamatorios e
anti-inflamatorios pela técnica de RT-qPCR, a saber: A - Biomarcadores inflamatorios:
Interleucina 6. 2 - Processamento da amostra 2 (sangue venoso periférico): O
processamento ocorrera no Laboratdrio de Andlises Clinicas do HUMAP, sendo que para cada
exame sera aplicada a técnica padrdo utilizada naquele laboratério. 3 - Armazenamento da
amostra 2 (sangue venoso periférico): As amostras que ndo forem completamente
processadas e utilizadas na obtencdo de dados da pesquisa permanecerdo armazenadas no
Freezer a — 20°C no Laboratorio de Patologia Molecular da FAMED/UFMS, para possiveis

estudos posteriores.

Gerenciamento: O gerenciamento do material bioldgico humano armazenado em
Biorrepositorio serd de responsabilidade do pesquisador e atenderd as seguintes diretrizes: 1
— Seguranga: Sera garantida devido o laboratério de Patologia Molecular possuir senha em

sua porta de entrada, e somente o pesquisador responsavel e sua equipe possuem a senha. 2 -
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Condigdes de armazenamento: Serdo atendidas utilizando-se de técnicas que atendem as
melhores praticas padronizadas utilizadas em laboratorios de pesquisa clinica. 3 -
Fornecimento de energia continuo: Serd atendido devido a existéncia de NoBreaks acoplados
ao freezer — 20°C. 4 - Sistema de gerenciamento de informacgdes do laboratorio: Sera atendido
utilizando-se de planilhas eletronicas e fisicas onde serdo registrados todos os passos ¢ dados
da pesquisa. 5 - Verificacdo do Termo de Consentimento: Sera atendido pois os TCLE e TALE
serdo guardados no cofre pessoal do pesquisador cuja senha somente ele tem acesso. 6 -
Controle do tempo de armazenamento: Sera atendido obedecendo os protocolos de utilizagado
de materiais bioldgicos sob preservagdo térmica. 7 - Procedimentos de destruicdo: Sera
atendido pois o pesquisador e sua equipe pretendem destruir o material biolégico em
preservacao apds 5 anos, se nao for reutilizado. 8 - Custodia das amostras: Sera atendida com

procedimentos de seguranga e controle de

acesso ja descritos acima. Caso haja necessidade de entrar em contato para tratar sobre os
materiais acondicionados deverd comunicar via e-mail melina.gomes@ufms.br ou pelo

telefone (61)99955-5335.

Direitos dos participantes de pesquisa (O pesquisador reconhece e concorda com as diretivas

contidas nos itens 4.1 até 4.5):

1.1. O material bioldgico humano armazenado no Biorrepositorio é do participante da

pesquisa, permanecendo sua guarda sob a responsabilidade institucional,

1.2. O participante da pesquisa, ou seu representante legal, a qualquer tempo e sem
quaisquer 6nus ou prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e utilizagao do
material bioldgico armazenado no Biorrepositdrio, valendo a desisténcia a partir da

data de formalizagao desta;

1.3. A retirada do consentimento devera sera formalizada por manifestagdo, por escrito e
assinada, pelo participante da pesquisa ou seu representante legal, cabendo-lhe a

devolucdo das amostras existentes se este for seu desejo;

1.4. O participante da pesquisa devera ser informado sobre a perda ou destrui¢ao de suas
amostras biologicas, bem como sobre o encerramento do Biorrepositério, quando for

0 Caso; €

1.5. Impossibilidade de patenteamento ou a utilizagdo comercial de material biologico

humano armazenado no Biorrepositorio.
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2. Prazo de armazenamento das amostras (O pesquisador reconhece e concorda com as

diretivas contidas a seguir):

O prazo de armazenamento de material bioldgico humano em Biorrepositorio deve estar de
acordo com o cronograma da pesquisa correspondente e pode ser autorizado por até 10 (dez)
anos. Renovagdes da autoriza¢do de armazenamento sdo permitidas mediante solicitagdo do
pesquisador responsavel, ao Comité de Etica em Pesquisa da UFMS, acompanhada de
justificativa e relatorio das atividades de pesquisa desenvolvidas com o material durante o

periodo.

3. Destinacio das amostras ao final do periodo de realizacdo da pesquisa (O
pesquisador reconhece e concorda com as diretivas contidas a seguir): o material
biologico humano armazenado no Biorrepositorio sera transferido formalmente para outro
Biorrepositorio ou Biobanco, mediante aprova¢io do Comité de Etica em Pesquisa da UFMS
ou serd descartado, conforme normas vigentes de 6rgaos técnicos competentes, € de acordo
com o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), respeitando-se a

confidencialidade e a autonomia do participante da pesquisa.

4. Pesquisa envolvendo mais de uma instituicio (O pesquisador reconhece e
concorda com as diretivas contidas a seguir): deve haver acordo firmado entre as
institui¢des participantes, contemplando formas de operacionalizagdo, compartilhamento e
utilizacdo do material bioldogico humano armazenado no Biorrepositorio, inclusive a
possibilidade de dissolucao futura da parceria e a consequente partilha e destinacao dos dados
e materiais armazenados, conforme previsto no TCLE. E necessario explicitar o tipo ¢ a

quantidade dos materiais compartilhados, informando sua destinagao apds a utilizagao.

Biorrepositorio a ser utilizado por institui¢do estrangeira (O pesquisador reconhece e concorda

com as diretivas contidas a seguir):

4.1.  Deverao ser obedecidas as normas nacionais e internacionais para remessa de material
e serd apresentado o regulamento da instituicdo destinatdria (no exterior) para analise do

Sistema CEP/CONEP quanto ao atendimento dos requisitos da Resolugdo CNS N° 441/2011;

4.2. O pesquisador e a institui¢do brasileiros terdo direito ao acesso e a utilizagdo, em
pesquisas futuras, do material biolégico humano armazenado no exterior, nao
necessariamente das amostras depositadas pelo pesquisador, garantida, no minimo, a

proporcionalidade da participacdo;
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4.3. Garantia do direito de acesso e utilizacdo das amostras, informagdes associadas e
resultados incorporados ao banco, obtidos em pesquisas aprovadas pelo Sistema

CEP/CONEP;

4.4. Os direitos relativos ao material bioldgico humano armazenado no exterior ndo sio

considerados exclusivos de Estado ou instituigao;

4.5. A utilizagdo de amostras de brasileiros armazenadas no exterior somente podera se
realizar-se observado o artigo 5° da Resolugdo CNS N° 441/2011 e com a participagdo de

pesquisador e/ou instituicdo brasileira; e

4.6. Ainstitui¢do destinataria no exterior se compromete a respeitar a legislagdo brasileira,
em especial a veda¢do do patenteamento e da utilizacdo comercial de material biologico

humano.



Anexo B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Nome do voluntario:

Idade: anos.
Nome do responsavel:
R.G. CPF:
Grau de parentesco:

Seu(sua) filho(a) esté sendo convidado(a) para, sob sua responsabilidade,
participar do projeto de pesquisa: "Resposta das habilidades sociais, comportamentais e
comunicativas em pacientes com diagndstico de Transtorno do Espectro Autista (TEA)
com a utilizagdo de um bioflavanoide" (Hesperetin 7-O-rutinoside; nome fantasia: HSP),
coordenado por Durval Batista Palhares, médico pediatra e pesquisador da UFMS
(Universidade Federal de Mato Grosso do Sul), que pode ser contatado pelo celular n°
(67) 9998-21927, e-mail: dbpalhares@hotmail.com, ou no endereco profissional:
Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian, Av. Senador Filinto Muller, 355, Vila
Ipiranga, Campo Grande/MS. Este projeto foi previamente avaliado e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFMS que, em caso de recurso,
duvidas ou reclamacdes, pode ser contatado pelo telefone (67) 3345-7187, pelo e-mail:
cepconep.propp@ufms.br, ou diretamente no campus da UFMS, localizado na Av. Costa
e Silva, s/n — Prédio das Pré-Reitorias, 1° andar — sala do Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos-CEP, Campo Grande/MS.

Outros profissionais, como psicélogas, neuropediatra, farmacéutica e geneticista,
também participarao do estudo como pesquisadores. A pesquisa conta com dois grupos.
Durante 120 dias, um grupo recebera a medicagdo chamada de HSP, e o outro grupo
recebera uma capsula placebo, ou seja, sem efeito nenhum. O grupo do qual sua crianga
vai participar sera decidido por sorteio, assim, podemos garantir que a divisdo dos grupos
nao sera influenciada por caracteristicas fisicas, culturais ou sociais, da crianga ou de
seus familiares. Tanto vocé como o0 pesquisador s6 saberdo se estdo no grupo da
medicacédo ou do placebo no final do estudo. Mas, garantimos que ao final do estudo, o
grupo tratado com o placebo recebera a mesma quantidade da medicagéo, pelo mesmo
periodo (120 dias).

Para termos certeza de que durante a pesquisa a medicacdo ndo provocara

efeitos indesejados, sera preciso que a sua crianga participe com a doagéo de pequenas

Rubrica do responsével:
Rubrica do pesquisador:
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amostras de sangue para a realizag&o de alguns exames laboratoriais em duas ocasides:
antes da pesquisa, e apés 4 meses. A HSP € um composto natural, com importante efeito
anti-inflamatério. Por isso, a partir das amostras de sangue coletadas, também serdo
realizados estudos moleculares, quando serdo investigados os mMRNA (RNA
mensageiros) de genes normalmente envolvidos nos processos inflamatérios
desenvolvidos no organismo: Interleucina-6, procalcitonina, Interleucina-10 e TNF-alfa.
O que desejamos saber é se no TEA existe alguma alteracdo na expressdo desses
genes (maior ou menor expressao) antes e depois do tratamento, que possa explicar o
resultado esperado com o uso da HSP.

As coletas e analises do sangue seréo realizadas no laboratorio geral do Hospital
Universitario Maria Aparecida Pedrossian, mediante apresentagao da carteira do SUS e
registro de prontuario na instituicdo, bem como a solicitagdo dos exames, sem custo para
os participantes. No periodo da pesquisa, a crianga sera avaliada clinicamente pelo
pesquisador nas dependéncias ambulatoriais do mesmo hospital e, ainda, participara de
dois encontros com psicélogas habilitadas para a investigagdo de sintomas do TEA, na
Clinica Espago Intervengdo Comportamental, localizada na rua General Odorico
Quadros, numero 312, Centro, Campo Grande, MS. A medicag&o ou o placebo seréo
disponibilizados gratuitamente durante o tempo do estudo, ou seja, por 120 dias. Assim
também, as avaliagbes clinicas e psicolégicas serdo realizadas sem custos neste
periodo. Havendo necessidade de despesas financeiras por parte do participante
referentes a alguma das situagbes acima elas seréo ressarcidas pelo pesquisador,
mediante comprovagdo da despesa. Da mesma forma, eventuais danos
comprovadamente decorrentes da pesquisa seréo devidamente indenizados.

Nossa hipotese € de que a HSP pode melhorar a comunicagdo e os
relacionamentos sociais de criangas com TEA. Esta medicacdo habitualmente nao
apresenta efeitos colaterais, mas ao surgimento de qualquer desconforto, tais como dor
de cabecga, diarreia, dor abdominal ou qualquer outro sintoma indesejado durante a
pesquisa, a ingestéo das capsulas devera ser interrompida e o pesquisador responsavel
devera ser contatado para prestar os devidos cuidados.

Durante o periodo desta pesquisa, para atingirmos resultados fieis e verdadeiros,
solicitamos que a crianga néo inicie qualquer outro tipo de intervencéo terapéutica
diferente da HSP (medicamentos, dietas restritivas, tratamento psicolégico e outras
terapias) sem o conhecimento do pesquisador responsavel. Pedimos também que vocés

nao participem de outra pesquisa ao mesmo tempo. O ndo cumprimento desta condigéo

Rubrica do responsavel:
Rubrica do pesquisador:
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levara ao automético desligamento da pesquisa, sem penalizagdo alguma para o
tratamento que |he foi proposto. De qualquer maneira vocés podem desistir de participar
da nossa pesquisa a qualquer momento e solicitar o seu desligamento, sem qualquer
o6nus para ambas as partes.

Encerrado o tempo da pesquisa, depois de toda a coleta e analise dos dados,
vocés terdo acesso aos resultados gerais da pesquisa, bem como aos resultados
especificos de seu filho, se assim desejarem. Ndo serdo registrados imagem e/ou voz.
Pretendemos publicar os resultados em revista cientifica, mas garantimos total sigilo das
informacdes pessoais, de modo que nenhuma crianga possa ser identificada.
Ressaltamos que todos os dados coletados para esta pesquisa (informagdes pessoais,
resultados de exames e avaliagdes clinicas e psicologicas) serdo tratados com respeito
e usados apenas para interpretar o resultado do tratamento. Seréo de acesso exclusivo
para os profissionais diretamente envolvidos na pesquisa e ndo serdo disponibilizados
para terceiros, mesmo depois de encerrada a pesquisa.

Este termo sera preenchido e assinado em duas vias, ficando uma com o
pesquisador principal e outra com vocé, como responsavel legal.

Eu, ., RG n° '
declaro ter sido informado(a) e esclarecido(a), e concordo voluntariamente com a

participacdo do(a) menor no

projeto de pesquisa acima descrito.

Campo Grande de de

Assinatura do responsavel legal

Assinatura do pesquisador responsavel

Assinatura da testemunha

Rubrica do responsével:
Rubrica do pesquisador:
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) I_':'.'!i'-:l::-'-: 12 # F
LIFI S
Termo de Consentiments Livre ¢ Esclarecida (TCLE)
{Destinado aos responsaveds legais dos pacientes)

Home dio vohmtaria:
Tiata de nascimenia: { Tdade: mos, IS e,

Moms do responsavel legal:

B G (Rasp): CPF (Resp.):
{Gran de parentesco com o volmiario:

Enderero do responsivel lagal:

Telefoma 1-( ) ; Telefome 2= [ )
E-Mail-

PESQUISADORA RESPONSAVEL: MELINA GOMES BORGES.

A pesquiza tem comi objetive detemminar a prevaléncia da mmimacdo da enzinns MTHEFE. 677 &-T,
inferiecina-§ alevada, @ homocisteinemia em criancas com Trmsteme do Espectro Autista,

A pessoa pela qual ofa) senher(a) & responsave] esta sendo convidads a participar da pesquisa
intitulads “DETERMINACAO MOLECULAR DA PREVALENCIA DA ENZIMA MUTADA
MTHFRCSTTT, EXPRESSAD DA INTERLEUCTNA 6 E PERFIL DA HOMOCTSTEINEMIA EM UMA
POPULACAD DE CRISMCAS COM TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA E CRIANCAS
TIPICAS™

O coovite pam a participacio desse eshado se deve a0 fato da sua crianga ou pré-adolescente
{xssimale ao campo que condiz com a sa realidade);

[ ] ter sido diapmosticada com Tenstome do Especie Autista (TEA) e ter idads enire 2 & 14 anos
incompletos

[ ]ser wma crianca tipica, ou seja, nde pessuir diagnostics de Transtorno do Espectro Autista (TEA) e
ter idade emtre 2 & 14 anos inconmpletos.

Eobmica dofa) maponsiaval pelo participante:
Fuokbrica da pesqmisadora:
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A pamicipacio da crisncapré-adalescents ¢ VOLUNTARLA. Anres de decidir, & importants que a
Compreensao dos objedvos, dos procadimentos e seus dirsitos, como responsavel e do proprio partcipants.
Serdn zarantidas a confidencialidade e a privacidade das informag des prestadas pelo(a) participante & pelo
senhora) Qualguer dado que possa identificar o participante ou seu responsavel sera omitido ma
divulzacao dos resultados da pesquiza, e o material ser ammazenado em local segumo.

Confidenciabdade
s procedimentos adotados nesta pesquisa cbedecem 205 criterios da Stica em pesquiza com seres
hurnames & prevé a possibiidade de mdenizacio conforme a Faselucio n. 4652012 do Canselho Nacional
de Sainds. Wenhum dos procedimentos realizadas oferecem riscos a sua diznidade Todas as mformagdes
coletadas meste estudo sdo estritaments confidenciaiz, somente 3 pesquisadom & 2 aquipe de pesquisa
Dhurval Batista Palkares o Alwir Souza Martins, terdo conhecimento dos dados.

1. Esclarecimento dos termos tecnicos do objetive do estudo:

» Inferlencina-§ (IL-§): Substancia do sistema mmologice que combate mfecpdes & inflamacdes,
%2 VoCe estiver alto por mte tempo, pode causar mflamagcao cromica & ammentar o risco d= doencas
cardiacas, diabetes e problamas cerebrais.

» Homodstema: Substancia produzida quands o corpe digers protemas. Em excesso, pode
prejudicar o5 vasos sangunecs & sumentar o risco de doencas cardiacas. Em pessoas com autismo,
miveis elevados podem estar ligados a mmdancas po desemvolvimento neurologico.

s Homodsteinemia: Chando a bomocistema esta acima do pormel, o que pode ocomer por
dificuldade: o wse de vitaminas como BY e B2 Isso pods causar problemas no coragaa,
inflamagdes e ate afetar o carehro.

» Mnatagio da enzima MTHFR 677 C-T: Alteracdo genstica que pode dificultar o uso do acido
folico (vitamira BY) e a quebra da bomocisteina, causando anmeale no sangue.

» Engima: Protema que aceler processos qQUImEcos Do cofpo, tormando fincdes mais rapidas e
eficierres.

s Analize penomica de DNA- Estudo do material genstico complein de uma pessca pam identificar
ERNES, IIEa; 65 @ predisposicao a doancas.

» Analize de fragmento de ENA com geme especifice: Exame que verifica se um gene ssta "lirada”
ou "deslipade”.
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1. Procedimentos

Locais de referéncia:

- UFMS/FAMED: Universidade Federal do Mato Grosso do Sul | Faculdade de Medicina
- HUMAP: Hospital Universitirio Maria Aparecida Pedrossian

- LAC: Laboratérie de Anilises Climicas

As enmevistas ocomerdo no ambulatorio de pediamia do HUMAP & 25 coletas de celulas sscamosas
da boca (CEE) e sangue semdo realizadas po Labomtario de Analises Clinicas do Hospital Universitrio
Maria Aparecida Pedrossian LACHUMAPERSERH. ambos 05 procedimentos poderdo acomfacer nos
NIrnos Eahiting ou vesperting, com agendamento pravie, via contato telefinicn. Sara solicitado que sempre
0 responzavel legal dinfa) paciente permareca a tode momerto funto da cianca’adelsscents, durante as
realizacdes dos procedimentos. As coletas de sanmie @ cafulas da bocherha serde feitas apenas upm vesz.

ETAPAS:
+ Entrevista = Tempo de duracio: 30 a 40 mimwtes.
{O{a) responzavel pela crianca‘adolescents devera assinar este TCLE — Termo de Consentimerto
Livre Esclarecide, preencher uma ficha de anamrmese contendo dados gestacionais, dades clmicos
doia) paciente e, caso ofa) paciente seja portader do TEA devera preencher a ficha Maye
Clinic adaptada. O2) paciente com idade emire 7 anes & 14 apos mcoompletes devera assinar o
TALE - Terme de Assentiments Livre Esclarecido, desde que tenhs dareza e capaodade de
entendimenta.

+ Coleta de células escamosas da boca (CEB)- pam analise do gene MTHFR 677 O=T
- Tempo de duragio: 5 a 10 minutos,
- Paciente tipico e TEA
A coleta de raspado de células escamosas da boca (CEB) sera realizada pela equipe de pesquisa e
pesquisadom Esses materiais biologicos servirdo para estados de biologia molecular (Amalise
genomica de DNA) do gene MTHEER (Analize de fragments de BNA com gene especifico). O
estiado dastes hiverancadores & importants para aquisicie de povos conherimentos, publicacfes em
revistas de cunhe cientfico, orientacfes especificas a0 responsaveis legais dos padentes, e

» Coleta de saneme: pora anclise dos niveis de hamocisteins & dosagem de interlencra-5.
= Tempa de duracio: aprorimadamente 202 20 minwbes,
- Somente em pacients TEA

Buetrica dofa) msponsavel pelo participante:
Ruobrica da pesquisadora:
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A col=ta de sanpae sera realizads peles temicos em coleta do Labomtorio de Aralises Chinicas do
HIUMAD (pessoal treimado & qualificado pam esse fipe de colefa), e supervsionada pela
pesquizadera. Mao ke necessidade de jejm para rmalizacao deste exama.

3. Bisces

Chmamie a coleta de sangzoe, podem ocomer peguenes bematomas, dor on sansmamento oo kol da
puncao. P redusit esses risoss, o profissional sepuira tecnicas de sepurmCa, coms Mserr Cometarenie
2 agulka m veis, manter o material estavel & pressionar o lacal apos a caleta. Ja a coleta de saliva, sem
realizada com o uso de um abeimdor de Ime de madsi esterilizado (processo que elimirs fodos os
microrganismes, come bacterias, vins e fimpos), fazendn uma raspagem no interior das bochechas dos
dods lados (direito e esquerdo) e, come pode ter Hsoo de contarninacdo, sem fito o uso de materias pstereds
& temicas adequadas. Caso ocoma alpon problema, a equipe de pesquiza, prestara afendimento imediato
Eratmite no promo aendimende do HUMAR

4. Uso das Amestras Biologicas

Apenas 23 arelises descritas neste terme serdo realizades, ou seja. amalises de biclogia molecular
(anabse de fragmenty de BN A especifice e analise gentmica) por meio do material colbido de celulas
escamesas bocais e exames Iaborateriais do sangoe. As amostas biologicas s0 poderdo ser udlizadas
am pesquizas finmas, desde que previamends sejam aprovadas novamente pelo Sistema CERYConep,
portanto, mesmss que o material perrareca puardade oo biomepesitorio, nio poderio ser wilizados e,
para cada nova pesquisa, Serd NeressArio UM DoV projetd aprovado & 1m nove consentimento assinado
pelo participante o quando justficado, 2 oheeng Ao de dispensa do Termo pelo Comsté.

5. Armazenamento de dados

{0 marterial biologico dofz) pacienis podera ser arnererads no bisrepositono por aie 10 anes. Esfes
ficardo amrarenados no Brasil ddade de Canmpe Grande — MS, m Universidade Federal do Maio Grosso
do Sul. Os dados peneticos pemdos a partir dessa analize serdo amazenados oo PIOPrio AbORIDG0 qus as
aralises serdo feitas (Labaratorio de Patalosia Moleoalar), localizado na faculdade de medicina da UFMS.
Pam izs0, soliciamos sua anolizacio expressa sobre o Armazenamento desses dados. Por frver, mangue
un das eppdes abaixo.

[ ] Astorize o amezeremento dos meus dados geneticos no labomatorio de peinlogia moleoilar
[ ] NAD amterizo o ammazenaments dos meos dados penétices no bisoratéro de patologia melscalar

Bwbrica dofa) responsaval pelo participania:
Rubrica da pesquizadora-

87



6. Acesso acs Besnliadas

A pesquisadora responsavel parmmina o acesso a TODOS os resultados dos exames a0 sen medico
OU 2 VOCe, sempre que solicitade 'ou indicade, ou seja. 05 exames inchndos a serem dispondhilizades s30:
[1] exame d= sangue comstando os mvels de homocisteina; [2] exames de sangue contends a dosagem de
interleucira-§ (IL6); [3] o exames de biolosia malecular — [3.1] o resultado do perfl molecdar do
fragmento d= FMA: [3.2] o resultado da analise pendmica, caso seja realizada.

7. Direito de Befirada

A 3 participacan & velmearia e o{a) senhon(a) e sua crianca ‘adelsscente podem desistir a qualquer
ICIDEin, ST PIETI0 303 pricpanies. Caso deseje ISimr seu conseniimenio para 2 goarda das amosimas
binlogicas e dos dados genetices, essa solicitacao devera ser feita POR. ESCRITO E ASSINADA com
validads a pastir da data & commmicacto da decisio. Apes a retirada do consentimento, fodas as suas amostTas
biologicas serao DEVOLVIDAS OU DESTRUIDAS

8. Assistencia & Custos

Caso baja qualquer dano decorrents da pesquisa, o2) paciente tera direito 2 assistanda intepral &
Fratit pele tempo que for pecessane.

(Ova) senban(a) & sua cianca‘adolescents nao terdo nenbum Custo Com 05 procedimentos & examss
durante a realizacio do estudo, fodas as despesas tidss com a pesquisa serdo de responsabilidade do
pesquisader responsavel patrocinader

9. Acesso a Diados de Pronfmaris

Caso ssja mecessanio, salicitamos sua awtorizacso para acessar e utilizar os dados do prontuario
medico dofa) paciente. s0 mos permifid preencher o5 questionarios com mador precisie e
confiabilidade. as:egumndo a qualidade das infoomagtes coletadas para a pesquiza

[ ]Autorizo o acesso e utilizacio de dados do pronfuario medico doda) paciente.
[ ]NAD autorizo o acesso e wilizacio de dades do prontadric medico do(a) paciente.

O Comité Nacionsl de Etica em Pesquisa (CONEP) € um drzio que zaramts 2 sesimanca e o5
direitos das pessoas que participam de pesquizas cientificas no Brasil Ele amaliza e aprota estudos que
envolvem ser=s umanes, verificando sz as pesquizas estao de acordo com: as regras ticas & 52 oo colocam
05 participantes em risco. Alem disso, o CONEP zamnie que os participantes recebam todas as informagoes
necessarias antes de acestarem participer & que possam sair do estudo a qualquer momendo, SEm prejus.

Ewmimica dofa) maponsavel pelo participanio:
Rubrica da peaquisadora-
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Ou s2ja, 7ua fimgdo principal e proteger os voluntarios das pesquisas & garantr que os estudos sejam ftos
de forma etica & responsavel.

Em caso de divida sobre seus direftos 2iou questoes eticas de sua participacan D pesquisa, voCe
podera comfatar, d= maneirs independente

1. CONEP, endeveco: SETVN - Via W 5 Norte - Edifide PO700 - Quadra 701, Lotz D - 5° andar - Aza
Marte, CEP 70718-040, Brasilia (DF); Telafone (61) 3315-3877. Homrio de atendimentor (95 as 18k

2. Comite de Etica com Seres Humanos da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, po endereco Av.
Costa e Silva, 517 | Baimo Unjversitano, Campus da Universidade Federal d= Mato Grosso do Sul, predio
das Dré-Beitorias Hercules Mavmone 15 amdar CEP 70070000 Campe GrandaMS. e-mail
cepronep proppains br; telefone: 33457127 stendiments a0 pikilice: 07:30-11-30 no periods matsting
& das 13:30 a5 17-30 no penodo vesperting.

3. CEP— Conuité de Etica e Pesguisa com Seres Humanos Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(HUMAPF). Contato: (067) 3345-3078. Vila Pirntminga CEP-TR0B0-190. Campo Grands — MS.

4, Pesquisadora; e-mal: melirash?4hetrail com. Contate telefonico; (51) 90955-5335. Endersgo:
Travessa Mewton Cavalcand, casa 251, Aparobad, Canmpo Grands — M5, CEP: TO0005-T20.

Dieclang que fid informadala) sobre o5 objetves, procedipentes, dscos e benefickos dests estuda.
Concordo vohuiariaments em participar & autorize a coleta e utilizacao das amostras biologicas conforme
descritg neste documenta.

Campo Grande - M5, de de

Assinatora do pesquisador Assinatura do responsavel legal
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Anexo C — Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE)

= Wr

Termo de Aszentimento Livee Esclarecido (TALE)
{Texio sdapindo para a faira etdnia de 7 a ¥ amos)

Homs do voloxiioe:
Caia de s cometo: f i Idads: anos, IR
Noms: do responsénel legal:

R.G (Rasp ) CPF (Basp:
iGrem de parenbesco com o vohmbirio:

Endarsgo do respomsél legal:

Telefone 1:{ ) : Telefone 2: [ )
E-Bdail

PESQUISADORA RESPONSAVEL: MELINA GOMES BORGES.
i01a!

I nopze & Melina o en estedo na Unheruidade Federal do Mabo Grosse do Sul. En pesquise

wobre a saide das criancas & quare te comvidar pam participar do ewa esdo. Vecd & onims criangas
%erd0 Emito impostantes! Vamos aprendsr mais sobre criancas antsts. Vool mbs o que & aztame?
0 ambsme & nm jeito difersaie de ver @ ssotir o mendo.
Algumas criangas com Fatismo podem ser mais sansdveis
a soms, lzes oo togoes. Elas fambém podem wr
inferesses especials ou apmndsr de um jeito tonico. Cada
CIiAnGA & wipecizl @ tem wem proprio juito de ser!

lssimbe mmﬂlmm';!mm
Como funciona o pesguiza?
Se vood quiter participar, comverss Com Sels pais. Se acedtar, mangqoe we 3
[ ] Tenho wofizmo & teaho enire 7 & 14 2nos incomplebos.

[ ] Hio mnho sotivme & texho ente 7 @ 14 anos ncomplebes.

Fubrica doa) partcipante:

Rubrica da pesou|ssdona:




Aparticipagto ¢ VOLUNTAEIA. Tiso sigmifica que wood pods participar ouw oo, Se decidir participar,
von coidar do sem nome & ds mds o goe vock contar com segeTanca. Se tver davida pode pergemiar!

Vamos extender mais sobre o irabalko?

0 mome desa pesquisa & “DETERKMINA AD MOLECULAR DA FREVALENCIA DA
EWZIMA MUTADA MTHFRCSTTT, EXPRESSAO DA INTERLEUCIMA & E PERFIL DA
HOMOCISTEINEMIA FEM UMA POPULACAC DE CRIANCAS COM TREANSTOENO DO
ESPECTRO AUTISTA E CRIANCAS TIPTCAS™

Cueremos apreader mais sobre o sutizme. Pars isso, vames evmdar alpumas ceisas deo sen corpe.
Voo te explicar o que significa alrun: nome: difsceix:

* Imterlewcina-§ = Uma substizcia que auda o corpo 2 s proteger.

* Homorisieims = Vam de proteinas, como carme vermalha Fe grands geantidads, pods ndo
sar bom pam o coraciio o 0 cémshao.

* Muotscde da enrima M{THFE 677 C=T = o nosso corpe tem um codigos gee fazem fmde
fonciozar direits, mas s algam codigo twar com defeito, almueses taredss ndo vio fMmocionar
bam.

* Emnrima = mma feramentz para deiar ums atividade mais rapdda.

* DNA=oopomse codigo ¢ bem grands, paza seber e ssee codigo pods ester com problama,
#usa analise precisa wer faita.

Agors vou te contar snde & come mds isse vai acontecer:
* Todo sera fuito no Hosprml Unbrersitdrio Manis Aparecids Pedrossias (HUMAP)

Cuando vai acomitecer?
*  Ajs coletas podem sar fertas de memhd cw 3 rde, no boririo gee for melhor para wocd & A
familia
¢ Porselefome, combingi coms sem pai on sea mis wm borasio que fincions bam para tedos.

(uem precsa estar com vookY
* Egu pai ou sua mids (ou outo mesponsavel) preciza esiar com vocok o tempo todo duremie 2
smirevisia ¢ a5 coletes.

* As coletes de semgme @ ocdbmlas ds bochochs serdo fuitas spemas wma ver. Nio procisa e

Preccupar!
O gqoe vai acomtecer”

- Primgiro, vamos ter mma comverse simples pam coohecer [ 3 l.{_f\“l
vocd melhor. . 3

Rubrica dofa) partoipane:

Rubrica da pesou i sadorm:
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- Depois vaz sar a coletar celulaz da bochecha: Usaramos um

palite parecido com um de picold parz pegar algumas calalas
da sua bochechy. E rapido ¢ nic doi!

- E por akimo vamos coletar sangue, mas 30 5% for uma cianca
com autismoe.

- Para a colota de sange ndo procisa ter medo. Va sermapado o \
bem Tamgrzlo, sen pai ou @ mie estardo com 1ocs 0 tepo todo. o -
Tszo sers fito o Laboratsrio de Analise: Climica: do =L
HUMAP.

VAMOS VER MAIS DETALHFS DESSE QUEBRA-CABECA?

Soome b gt o

PASSO 1:

Entrevizta
Duragiio: 30 2 40 nxinutos
Quem participa? Paz oumis, ca
A pessca que cuida de vocéd (sua m3e o seu pai) vai preencher um forzmmlario ¢ vamos medir
su2 altuna, peso, batimeate do coragdo.

PASSO2:

Coleta de ceélulas escamoza da boca (CEB)
Duraglo: 5 a 10 mimutos

Quem participa? Criangas/pré-adolescentss tipicas o com TZA
Com o palite bmpo, vamoes passar dentro da boca 220 duxs bochechas para poder ver os codigos

do corpo.
RASSO 3.

Colets de zangue
Duragfio: 20 a 30 munutos
Quem participa? S0 cnancas/pré-adolescentes com TEA
Vai ser bem ponca a quaxntidade de sangee ¢ vad ajudar bastazte no nosse estudo.

Rubrica co(a) partopante:

Rubrica da prsquisadora.




Eiscos
Tudo vai wer com bastamte cuidade! (rmando tirar o sangue pode ficar roxinks ou inchade.
Oulas) snfermetms vie ajudar com o gque precisar.

E para pagar as cdbzlas da bochecha ndo wai desr! Vamos usar
materiais impos o tdcnicas segamas., com weo de mxdvcaras o boves. t \

Se acontecer algam problema, 2 squips de pewquise estard pronta
pare ajudar &, 58 precisar, voos vad e asndido no prooio atendimeado

B it s & il
E depoiz? O gque vai acomcecer”

D menltedos scdo entregess para wook @ 5605 pads, & sen diredto!

* Sgu material vai wer guardade em um local segune, chamado de biormepositorio, por pelo menos
1) anos &, 50 pode nsar e sems pads deimmem . Seu pad ou mis vl marar uwm X oo iem 5 de
Terme de Coossotimento Livee Esclarecide (T'CLE) para permitir ou ndo sse acessn.

¢ Vool pode muadar de ideia, se guiser sair da pesquisa, & » avisar seus pais!

g f

I:n-n-.i..-hd-...—

Azzizrimcia & Cusin:

5% aconbecer algum protlema por crma du petguisa, vecd vai ber yjuds, de praca, pelo tempo
gue precizar. Voo o sua familia plo precizam pagar mads palos exames @ procedimentos do sstudoe.

Agesze a0 proniudrio médico

Como wocd & manor de idade, seu pad cuw mie & quens decide s a pesguisadom pode olhar sesu
promtuaric médico. Se preciuar, seu pai ou mis ird marcar um ‘X oo item ¥ do Termo de
Conventimento Livre Esclarecido (TCLE) para permitir ou oo eawe acuisa.

Fubrica dofo) partoipahe:

Fubrica da peessouissdora:
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Cuem cwida da zeroramca das pesquizas?

O CONEP {Comite Nacioma] de Etica am Pesquisa) & nm mprupe de pessoas goe cuida pam goe

indas 2z pesquises feites com pesscas no Bmsil sejam segemas o justz. demiro dzs regras. E. se vock
mmdar de idaia. pode sair &y pesquise quando gQuisar, sem nenhmes problams

Tento com sgos pads, se vood thver dinddas sobme sems dimeitos na pesqnisa ou quiser mads
informaghe, pods falar com ofz):

1.

CONEP, mndarsgo: SRTVN - Via W 5 Worte - Edificio POTO - Quadm 701, Lot D - 5™
andar - Asa Mose, CEP 70719-040, Braslia {DF). Telafone: (61} 3313-3877. Horaro de
siendimnemte: (1%h 2 18h

Comitt de Efica com Seres Humanos 2 Universideds Fadural de Mato Grosso do Sul, no
smderego Ax. Costa e Silva, o/'n” | Baime Universitanio, Campas da Universidads Fedara] de
Mato Grosso die Sul, prédio dus Pré-Redtorias Harcules Maymone, 1° andar, CEP: TROTOR)0.
Campo Conde-3% . e-mail- cepronep proppEsfms. br; elafone: 3325-T167; sndimento an
piablico: 97:30-11:30 no periodo mateting o das 13:30 a5 17:30 no periodo wespertin.
CEF - Comiit de Etica em Pesguisa com Seres Humano: Univenidads Fedaml da Mabe
Grosso do Sul (HUBMAF). Comtato: (067) 3343-3076. Vila Pimtiminga.CEP: 790E0-150.
Campo Grande — ME.

- Pesguizadors: o-meil- molimagh?4ighotmailcom Conteio teleftinico: {61 #8855-533 1

Enderego: Travessa Mewion Cavalcant, casa 231, Amembai Campo Grands — M5, CEF
TR005-720.

Eun sniendi pama qoe wrve sefd peequize. comwo <l serd fodta, gqoais sdo os cuidados @ os

banaficion. Eu quere partcipar o dedxar que msens 2 minhas amostras, comso foi explicado neste
docamante.

Campo Gramde - M5, de de .

Azsinatars de perguizader Azzimafura dofa) participamce
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Anexo D — Composto farmacologico

‘ ol Ol 01102021 oo oRe0e
A NDUSTRIAL (I
INDUSTRIAL
20409161941109801

Pedido nacional de Invencé&o, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adic&o de Invencé&o e entrada na fase nacional do PCT

Nimero do Processo: BR 10 2021 0197510

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 3

Nome ou Razéo Social: MARIA JOSE MARTINS MALDONADO
Tipo de Pessoa: Pessoa Fisica
CPF/CNPJ: 35656239187
Macionalidade: Brasileira

Qualificagio Fisica: Dirigente, presidente e diretor de empresa industrial, comercial ou
prestadora de servigos
Enderego: RUA RUI BARBOSA 4112 CENTRO

Cidade: Campo Grande
Estado: MS
CEP: 79002-364
Pais: Brasil
Telefone:

Fax:
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ANEXO E - Procedimentos operacionais do laboratorio

Organizardo amostiras de sangue de 2020 a 2022

izl neid
1a COLETA 2a COLETA

AUt 574 AL WG

AT 7.7 AT G IS/

AUTOR 1 ALToG HC

AUTo4 24,4 AUTO4 313

EXPOLE 2 EXPERIMENTO 3 NT

AUTS 6 ALTE Mz NT  TRATADO NT PAC  TRATADOD

AUTDS 34 AUTOE 34T N 57,4

AUTOT =27 AUTOT 475 14 ' 57,7

AUTOS 521 AUTOE 735 " s =

AUt :|E Aos | 211 L] =i

a8 128 48,2

AUT1D |7 AUTID 373 . - 558

AUT11 41,7 AUT11 20 &8 154 575

AUTL2 49,7 AUTIZ HC T 8 E 7B 218 A15

AUT12 E] AUTIZ HC a4 B = .z

AUTLS 458 AT NG a = = "

108 FLAC

AUTIS 576 AUTIS WG

AUTIS L5 AUTIE =T 128 4B e

AT 43 ALTIT WG = 24,2

AUTLE e AUTIE I ] A & 24,2

AUT1S Er k] AUTIS  z&7 1=A - a5

AUTI0 75 AT 25 ¥ =
156 25,7

AT =11 ALTZY HC R o - — 507

AUTE2 T_T AT 166 158 B 215

AUTEZ 5 K AT HC =:|E 5.2

AUT 556 AT 176 as - 7.2

AT 519 AT e 1) ] A 7R TRATADO:

AUT2S S1E ATEE | 72 . - - o 5

AT =3 AUTET 120 K =B a5H E 21,1

AUTZE 45,8 AUTIE EL: ] A FE FER 18E 24

AT 24,3 AT HC =B 66

AUT 485 AT 345 A = E o 76
=1 ara

AT 47 AT 163 - - _— iy 25

auTaz =7 AUTE HC Zia — 1m35

AUTE2 e AUTZ HC e 345

AUT34 =13 AT 715 am 228

AUTE 517 AT 17.5 34

AUT3S 45,8 AUTEE P06 = =

AUTAT 4T B ARZ | =5 o

AUTaE 45,1 ATE TR aan

AUT3S  ECISA EXTRAR AUT 38 WG

AUT&0  ECISA EXTRAR AUT4D 373 08

MEDLA A AE

NC = NAD COLETADD
MT =nao tratado
FLAL = PLACEED
A= lacoieta

E= Zacoleta
amarelo = placehn
azul = irrtamento
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Anexo F - Informacgodes obtidas no GenBank

variant X9,

FASTA Graphics

Go to:

PREDICTED: Homo sapiens methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), transcript
mRNA

NCBI Reference Sequence: XM 054336707.1
XM 054336707 6801 bp mRNA linear PRI 05-0CT-2023

LOCUS

DEFINITION

ACCESSION

VERSION

DBLINK

KEYWORDS

SOURCE

ORGANISM

COMMENT

PREDICTED: Homo sapiens methylenetetrahydrofolate reductase
(MTHFR), transcript variant X9, mRNA.
XM 054336707

XM 054336707.1

BioProject: PRJINA807723

RefSeq.

Homo sapiens (human)

Homo sapiens

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo.

MODEL REFSEQ: This record is predicted by automated computational

analysis. This record is derived from a genomic sequence
(NC_060925) annotated using gene prediction method: Gnomon,
supported by mRNA and EST evidence.

Also see:

Documentation of NCBI's Annotation Process

##Genome-Annotation-Data-START##

Annotation Provider NCBI RefSeqg

Annotation Status Updated annotation

Annotation Name GCF_009914755.1-RS_2023 10

Annotation Pipeline NCBI eukaryotic genome annotation
pipeline

Annotation Software Version :: 10.2

Annotation Method Best-placed RefSeqg; Gnomon;
RefSeqgFE; cmsearch; tRNAscan-SE

Features Annotated Gene; mRNA; CDS; ncRNA



FEATURES

source

gene

CDs

Annotation Date :: 10/02/2023
##Genome-Annotation-Data-END##
Location/Qualifiers
1..6801
/organism="Homo sapiens"
/mol type="mRNA"
/isolate="CHM13"
/db_xref="taxon:9606"
/chromosome="1"
/sex="female"
/cell line="CHM13htert"
/tissue_ type="hydatidiform mole"
/note="haploid cell line"
1..6801
/gene="MTHFR"
/note="methylenetetrahydrofolate reductase; Derived by
automated computational analysis using gene prediction
method: Gnomon. Supporting evidence includes similarity
to: 2 mRNAs, 16 ESTs, 382 long SRA reads, 1 Protein, and
94% coverage of the annotated genomic feature by RNAseq
alignments, including 65 samples with support for all
annotated introns"
/db_xref="GeneID:4524"
/db_xref="HGNC:HGNC:7436"
/db_xref="MIM:607093"
117..1841
/gene="MTHFR"
/codon_start=1
/product="methylenetetrahydrofolate reductase (NADPH)
isoform X7"
/protein id="XP 054192682.1"
/db_xref="GeneID:4524"
/db_xref="HGNC:HGNC:7436"
/db_xref="MIM:607093"
/translation="MAAGGPLYIDVTWHPAGDPGSDKETSSMMIASTAVNYCGLETIL
HMTCCRQRLEEITGHLHKAKQLGLKNIMALRGDPIGDQWEEEEGGENYAVDLVKHIRS

EFGDYFDICVAGYPKGHPEAGSFEADLKHLKEKVSAGADFIITQLEFFEADTFFREVKA
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ORIGIN

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

aggcggcgat
gctgagggag
cagcaggtgg
acaaggagac
ccatcctgca
aagctaagca
agtgggaaga
gtgagtttgg
cagggagctt
tcatcatcac
ccgacatggg
cccttcggcea
ttgagccaat
gcctgtgcecca
accgcgagat
ggcgtcccct
ccatcttctg
tccctaacgg
acctcttcta
agctgaccag
accggaatgg
ccagcctgct
cacagcccaa
ggggctatgt
cacttctgca
agggtgaaaa
tccctgggceg

aggacgaggc

CTDMGITCPIVPGIFPIQGYHSLRQLVKLSKLEVPQEIKDVIEPIKDNDAAIRNYGIE
LAVSLCQELLASGLVPGLHFYTLNREMATTEVLKRLGMWTEDPRRPLPWALSAHPKRR
EEDVRPIFWASRPKSYIYRTQEWDEEFPNGRWGNSSSPAFGELKDYYLFYLKSKSPKEE
LLKMWGEELTSEASVFEVEVLYLSGEPNRNGHKVTCLPWNDEPLAAETSLLKEELLRV
NROQGILTINSQPNINGKPSSDPIVGWGPSGGYVFQKAYLEFFTSRETAEALLQVLKKY
ELRVNYHLVNVKGENITNAPELQPNAVTIWGIFPGREIIQPTVVDPVSFMEWKDEAFAL

WIERWGKLYEEESPSRTIIQYIHDNYFLVNLVDNDEFPLDNCLWQVVEDTLELLNRPTQ

NARETEAP"

tggaatctgg
ctgtcaatct
ccccecctcetac
ctcctccatg
catgacctgc
gctgggcctg
ggaggaggga
tgactacttt
tgaggctgac
gcagcttttc
catcacttgc
gcttgtgaag
caaagacaac
ggagcttctg
ggctaccaca
accctgggcect
ggcctccaga
ccgctgggge
cctgaagagc
tgaagcaagt
tcacaaagtg
gaaggaggag
catcaacggg
cttccagaag
agtgctgaag
catcaccaat
agagatcatc

ctttgccctg

tgacaagtgg
catctcaaga
atagacgtga
atgatcgcca
tgccgtcage
aagaacatca
ggcttcaact
gacatctgtg
ctgaagcact
tttgaggctg
cccatcgtcc
ctgtccaagc
gatgctgcca
gccagtggcet
gaggtgctga
ctcagcgccc
ccaaagagtt
aattcctctt
aagtccccca
gtctttgaag
acttgcctgce
ctgctgcggg
aagccgtcct
gcctacttag
aagtacgagc
gcccctgaac
cagcccaccg

tggattgagc

ttctcecectgg
aacaaacccc
cctggcaccc
gcaccgccgt
gcctggagga
tggcgctgceg
acgcagtgga
tggcaggtta
tgaaggagaa
acacattctt
ccgggatctt
tggaggtgcc
tccgcaacta
tggtgccagg
agcgcctggg
accccaagcg
acatctaccg
cccctgectt
aggaggagct
tctttgttct
cctggaacga
tgaaccgcca
ccgaccccat
agtttttcac
tccgggttaa
tgcagccgaa
tagtggatcc

ggtggggaaa

aattcttccc
ctacaggttt
agcaggtgac
gaactactgt
gatcacgggc
gggagaccca
cctggtgaag
ccccaaaggc
ggtgtctgcg
ccgctttgtg
tcccatccag
acaggagatc
tggcatcgag
cctccacttc
gatgtggact
ccgagaggaa
tacccaggag
tggggagctg
gctgaagatg
ttacctctcg
tgagcccctg
gggcatcctc
cgtgggctgg
ttcccgecgag
ttaccacctt
tgctgtcact
cgtcagcttc

gctgtatgag

tcctcgaact
gaccggatgg
cctggctcag
ggcctggaga
catctgcaca
ataggtgacc
cacatccgaa
caccccgaag
ggagccgatt
aaggcatgca
ggctaccact
aaggacgtga
ctggccgtga
tacaccctca
gaggacccca
gatgtacgtc
tgggacgagt
aaggactact
tggggggagg
ggagaaccaa
gcggctgaga
accatcaact
ggccccagcg
acagcggaag
gtcaatgtga
tggggcatct
atgttctgga

gaggagtccc
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1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

cgtcccgceac
atgacttccc
acaggcccac
gcgttggagc
cactctcctt
gactggagtg
tactctctgce
aggaccacag
cctcgaacca
cccgtgecagt
tgtggcaaag
gtgactgaag
cctggatggg
agccttgaga
ggggctcgtg
tcagaggcta
cagcccagct
tcceetegte
gccccagggce
agcagcctga
ggcctcactg
ctgaggagtg
cctggatgtg
tctatgagaa
cgcggtgctce
ggtcttgggce
ttcttaaagg
gtctgtgctg
tcecectetgece
atctgatggt
ggacccaggc
cgcaaactga
tccagcatcc
gcececgggge
aaggctggct
tcctgctgcet

caggcccatc

catcatccag
actggacaac
ccagaatgcg
cactcctgtc
cgtgtctctc
aggcttccag
tctagccagg
tgggtggcac
aggcagcctc
acaggcaaaa
tgctgtaccc
gggcacacca
cattgggctg
gaaaaagtgc
gccttececcect
agatgagatt
tcctggtgta
ctgtcccaga
ctgggggcag
tggccaaggg
gctggggcag
ggttttattg
tggggcatgg
caagtcacag
cggcggcttce
tactggcagc
cctggaacca
tgcctgctag
ccaagcagcc
gagctgggaa
cctccatggg
tggaccgggt
agcctgtgtg
tggcaagcag
gagtggaatg
gtaactgctg

tcaggtgcca

tacatccacg
tgcctctgge
agagaaacgg
ccgceccttect
ccaccccggce
gctcttcctg
agtctgtgct
ctcctgagaa
cagagccagc
cacgcaaggg
ttccacctcc
ctgccctgcece
acacctacca
cccttaaggg
tttgcctggce
tgccagcaca
tttttcaggt
ggttatctgce
tgactggcag
ggtggacgca
aggggcagcc
tccttcagag
ttcctteect
ctgcagctgg
ctgtccactc
tcctctectt
gggaggagag
agcaacccct
agccagtctt
gctgtactca
ctagtgtgag
gggcctggcece
ttctgtaatg
ggaaagctcc
cagggaagag
agccactcgce

ctccctgage

acaactactt
aggtggtgga
aggctccatg
cctccacagt
ctccactccc
gacctgagtc
cttttggtgg
ggcgaggaga
ctgggactcc
catcaggcac
tagaggtggg
tgcccactta
tgctgctttt
ttgaaggcag
tgtggaggcc
ggggccceecag
aggcccttgt
ctggcctggce
gtgcagatgg
attgtgggat
gctaggagag
ctcttcaagc
gggaaggcta
gccccatgcet
tcggggceccect
gggctcctgg
gaaatgctat
gtacccagct
gcctaggcca
gagcagagca
tggcagccat
tgagctgggg
gaactgaccc
acggtgcgeg
ggcagtacct
agtcgcagga

tttggggaca

cctggtcaac
agacacattg
accctgcgtc
gctgcttctc
ccacctgaca
ggccccacat
ggagcacttg
gtggttgttg
cagtgaactt
tggtggcatc
cagctgggcc
gccgtccatg
tggcacagtt
tctgaaccct
tgatgctgcc
atctgcctgg
cctgccagcet
tccccacgag
gctgtttcgt
gtcctcttta
actgaaagca
tgtcccectcet
agttcagttc
ctgccccaag
tggggcctgg
ctgccaggcg
tgttgtgggc
ccttttgtcc
aatgcacaag
aatgagggag
gcctcatgcece
ccacaaatca
cctccectga
gctgtggcac
gggaaaggac
tccgctgceca

gttggcagag

ctggtggaca
gagcttctca
ctgacgccct
ttgggaactc
atggcagcta
gggaacctag
cgtcctgcag
ccaactaagc
acacttggag
gtagaagaga
ccacctactt
gcaccagccc
gtctattctg
tgtgcttggt
ccgttcectg
gcctgtgcag
gccttectceca
tcacctgcaa
gtagtggaag
ctcccttect
gcagctagga
gtcatcactc
tgttttttat
cccccaacce
cttgctccag
ttggtgccac
tttctccggg
ccagggcccce
ctcagaatag
ggggcgctca
acaccttctt
aagcaagggc
aaacgaaggg
agacttctgg
ccacccatct
ccacgtctgce

aaggcctctt
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3901

3961

4021

4081

4141

4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

4921

4981

5041

5101

5161

5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

5641

5701

5761

5821

5881

5941

6001

6061

gtgctcacgc
cagagtgaaa
tgggcctgtc
tttgggttaa
accagggtcc
gccaggcacc
cgctgcaggt
ggcagagcca
agagggccca
gacccaccaa
tgggctttgce
cacaggggca
gcagggcaga
ggtgggtcca
ggtggaggaa
ctctccecgge
ttttctcaga
cataagaccg
ccctgcactt
cgttccceccett
cagctctgtg
tgaaccccat
gcaggacaca
tggggtgggc
gctatttctc
ctcggaagcc
tctccaaagg
cagcaccctg
ttatgggatc
gcaattgccc
ccatagcccc
taaaaaacaa
gggaggccaa
agtgagatcc
acgcctgtag
ttgaggctgce

cactgtctga

tcccececgecag
gggctatggce
ccccaaggtt
gtatgaggtg
gcaccagctg
tggcctgctg
acttcctcct
tgggcctggg
gctgtagcca
actgcacaca
aggctctggg
ggcctgggac
gggaatgttc
ggaaggcagc
ggtgctgagc
tgcctgeccecge
acagctgaaa
tgtcccaagg
cagacaccgt
ggcttcctcecce
gcctgtgtcece
gggcttggac
tcceggecte
ccataatagt
tccccactga
gtctgactcc
ggctgctggg
ggtgccattc
cttgtcttta
tgtaacttat
atatgtgtga
aaaccagcag
ggcaggtaga
catttctaca
tctcagctac
agtgagctgt

gaaCaaaaaa

tccccagecce
aagggggtgt
ttggagtcag
aaatgggaga
ctctgccceccect
ggaaccccgce
gatggccaag
cctgcecttttce
tggctcaggce
cagctcctct
ctcagggctg
ccagctactc
cctgcaccct
tgctcttagt
ttagccttgt
ccaaagagaa
cattccgaag
agctgatttc
ttgtccceceg
gtccacccag
agcagctgcg
ttcctggggce
ttccacccat
tagccctcag
aaacatttca
agagtctgag
gcatgtgtgce
ccagcgttta
ctgacaagaa
ctagaaagaa
attctgcaac
gtgtggtggce
tcgcttgagce
aaaaaaaaaa
tcaggtggct
gatcgcacca

cgactgaaaa

ttctgcettt
catctgagga
taggtccaag
tggtcagtgt
tgggcatcca
agcccgtgaa
agcatcgtga
caggatcctg
aagcccctca
taccgtagcc
gagtgcgctc
tgtccaggcce
ggaaagggga
gcccgectag
gccctgecce
atcacagggg
agggaatgga
caggcccctg
gggcaaggtc
gctgcactgc
ggtctgaagg
cccgctggga
tcccecatgt
tcagttcccg
aagctgagtt
ccccecggcta
ctgtggcaga
gtttctagag
tggaatagaa
aagaccctga
tagccaaggc
tcatggcgta
ccaggagttt
aaaaaaaaaa
gaggtgggag
ctgcactctg

aaaaaatcac

ctccceccgac
gtattaagaa
ggccatactt
ggagaggggt
cccagtgctg
gcagtgcctc
cccttcaggg
caggaacgag
gcccttgcecce
tccgtttatg
ttggtccctg
actgtggcca
gttgagtcac
gagttgagta
catctcccca
¢ggggcagga
tggggagaat
aggactggag
tccttactcet
agtgatggcg
aatagccaga
tttcttcgcet
ggctgaagac
gagcacagcc
acttgtctga
gtaccctata
aaagaggaga
gcctcagttt
atgtaaaagt
gactccagaa
tagttccttt
atgggcctgce
gagacaagcc
ttagccgggt
gatcgtttga
gcctgggega

cttagctttt

actgctgcac
tgcagattcc
ttgagagggg
gcacccactc
ccatgccact
gaggcaccgg
ccagaaggag
cactggccag
ccatcccttg
ggccttgcett
gtccctegte
gagctggaag
aagaggttaa
cagtgaggag
ggcctccagce
atgcaaagtg
ggtcaataca
accgcttcac
gagcccaggc
cgggaggcac
gaggagcacc
gctctagctg
attccaacaa
ctgggagggg
ggcctcatcc
gagagggggc
ccctggaatt
ctccatcagce
actctgaaaa
tctgctgttg
caattccatt
ccaatgcttt
ctggcaacat
gtggtggcac
gccctggagg
cagagtgaga

tctcttagaa
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6121

6181

6241

6301

6361

6421

6481

6541

6601

6661

6721

6781

tcttctctaa
atcttaggga
ccccagactg
tgctaggcta
ggagagggac
tctactttat
aaaaaaaact
aggtgggagg
ccgtctctac
ctactcagga
ctgagatcac

caaaaaaact

aatgtattct
cactacctca
ctgtgcagtg
tcaacctctt
tgaccgatgc
attttctgag
tggcctggeg
atcacttgag
taaaaataca
agctgaggcg

tcctectgett

tgacaaaaaa

ttgtggcatt
cctgccagta
tcattttttg
atcaccactt
ctttgggtag
gtttctgtaa
cggtggctca
ttcaggagtt
aaaattagcc
ggagaatcac
cagcctgggce

a

ctgaaatagg
tctttggggc
tgtttggttt
gttggtgtca
agagaattat
taagcatatt
cacctgtaat
cgagaccagc
aggcgtggtg
ttgaacccgg

aattgagcca

attcatgatg
tgtgtccttce
ggtggtggct
gaactaactg
gaaagaaatt
tcacttttcc
cccagcactt
ttgggcaata
gcgtgcactt
gaggcagagg

gactctgtct

atgcctgttg
aaggacatgt
tcttecceect
cttctggtct
ttggtatttt
aataagaaaa
tgggaagtcg
tggtgaaacc
gtagtcccag
ttgcagtgag

caaaaataaa

1

o

3
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cacttcttaaaggcctggaaccagggaggagaggaaatgctattgttgtgggctttctccggggtctgtgetgtgectgetag
agcaacccctgtacccagctceccttttgtccccagggeccecctecectetgeecccaagcageccageccagtecttgectaggecaaat
gcacaagctcagaatagatctgatggtgagctgggaagctgtactcagagcagagcaaatgagggagggggcgctcaggacce
aggccctccatgggctagtgtgagtggcagccatgectcatgeccacaccttettecgecaaactgatggaccgggtgggectgge
ctgagctggggccacaaatcaaagcaagggctccagcatccagectgtgtgttctgtaatggaactgacccecctececctgaaa
acgaaggggccccggggctggcaagcagggaaagctccacggtgecgeggectgtggcacagacttctggaaggectggectgagtg
gaatgcagggaagagggcagtacctgggaaaggacccacccatcttcctgectgetgtaactgectgageccactecgcagtecgecag
gatccgctgccaccacgtctgeccaggcecccatctcaggtgeccactcececctgagetttggggacagttggcagagaaggectettyg
tgctcacgctccccecgecagtceccccageccttectgectttectececececcgacactgectgecaccagagtgaaagggectatggcaagg
gggtgtcatctgaggagtattaagaatgcagattcctgggectgtccecccaaggttttggagtcagtaggtccaagggecata
cttttgagaggggtttgggttaagtatgaggtgaaatgggagatggtcagtgtggagaggggtgcacccactcaccagggtcc
gcaccagctgctctgccceccttgggcatccacccagtgctgeccatgecactgeccaggcacctggectgectgggaacceccgecage
ccgtgaagcagtgcctcgaggcaccggcgctgcaggtacttectecctgatggeccaagagcategtgacccttcagggeccagaa
ggagggcagagccatgggcctgggcectgecttttccaggatcctgcaggaacgagcactggccagagagggcccagectgtagece
atggctcaggcaagcccctcageccttgecccccatcececcttggacccaccaaactgcacacacagctectcecttaccgtagecte
cgtttatgggccttgctttgggctttgcaggctctgggctcagggectggagtgegectecttggtececectggtececctegteccacag
gggcaggcctgggacccagctactctgtccaggccactgtggccagagectggaaggcagggcagagggaatgttceccectgceacce
ctggaaaggggagttgagtcacaagaggttaaggtgggtccaggaaggcagctgctcttagtgecccgectaggagttgagtac
agtgaggagggtggaggaaggtgctgagcttagccttgtgccctgeccccatcteccccaggectceccagectecteccecggetgece
tgccgcccaaagagaaatcacaggggcggggcaggaatgcaaagtgttttctcagaacagectgaaacattccgaagagggaat
ggatggggagaatggtcaatacacataagaccgtgtcccaaggagctgatttccaggccecctgaggactggagaccgettecac
ccctgcacttcagacaccgtttgtccceccggggcaaggtectecttactectgageccaggecgtteccececttggettecteecgte
cacccaggctgcactgcagtgatggcgcgggaggcaccagctctgtggectgtgtccagcagectgecgggtctgaaggaatage
cagagaggagcacctgaaccccatgggcttggacttcecctggggeccecgectgggatttcecttegetgetctagetggcaggacac
atcccggcecctcttccacccatteccecccatgtggectgaagacattccaacaatggggtgggecccataatagttageecctcagte
agttcccggagcacagccctgggagggggctatttctectecccactgaaaacatttcaaagectgagttacttgtectgaggect
catccctcggaagccgtctgactccagagtctgagecccececggectagtacecctatagagagggggctectccaaaggggetgetyg
gggcatgtgtgcctgtggcagaaaagaggagaccctggaattcagcaccctgggtgccattcccagegtttagtttectagagg
cctcagtttctccatcagcttatgggatccttgtctttactgacaagaatggaatagaaatgtaaaagtactctgaaaagcaa
ttgccctgtaacttatctagaaagaaaagaccctgagactccagaatctgctgttgeccatagececccatatgtgtgaattectge
aactagccaaggctagttcctttcaattccatttaaaaaacaaaaaccagcaggtgtggtggctcatggcgtaatgggectge
ccaatgctttgggaggccaaggcaggtagatcgcttgagecccaggagtttgagacaagcecctggcaacatagtgagatcccat
ttctacaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaattagccgggtgtggtggcacacgcctgtagtctcagctactcaggtggctgaggtyg
ggaggatcgtttgagccctggaggttgaggctgcagtgagctgtgatcgcaccactgcactctggectgggcgacagagtgag
acactgtctgagaacaaaaaacgactgaaaaaaaaaatcaccttagctttttctcttagaatcttctctaaaatgtattcttt
gtggcattctgaaataggattcatgatgatgcctgttgatcttagggacactacctcacctgeccagtatctttggggectgtgt
ccttcaaggacatgtccccagactgctgtgcagtgtcattttttgtgtttggtttggtggtggecttecttecececcecttgetagge
tatcaacctcttatcaccacttgttggtgtcagaactaactgcttctggtctggagagggactgaccgatgectttgggtaga
gagaattatgaaagaaattttggtatttttctactttatattttctgaggtttctgtaataagcatatttcacttttccaata
agaaaaaaaaaaaacttggcctggcgcggtggctcacacctgtaatcccagcactttgggaagtcgaggtgggaggatcactt
gagttcaggagttcgagaccagcttgggcaatatggtgaaaccccgtctctactaaaaatacaaaaattagccaggecgtggtyg
gcgtgcacttgtagtcccagctactcaggaagctgaggcgggagaatcacttgaacccgggaggcagaggttgcagtgagetyg
agatcactcctctgcttcagecctgggcaattgagccagactctgtctcaaaaataaacaaaaaaacttgacaaaaaaa

AMPLICON DE 68 PB ALVO PARA PCR EM TEMPO REAL DA METHYLENETETRAHYDROFOLATE REDUCTASE

ctgtcccgecttcctectccacagtgetgettectettgggaactceccactectecttecgtgtectectecca

HSC677TFOR = 5'- CTG TCC CGC CTT CCT CCT -3'

HSC677TREV = 5'- TGG GAG AGA CAC GAA GGA -3'

atgg

121 ccccctetac

181

241

301

361

cagcaggtgg
acaaggagac
ccatcctgca

aagctaagca

agtgggaaga

ctcctccatg
catgacctgc
gctgggcctyg

ggaggaggga

atagacgtga
atgatcgcca
tgccgtcage
aagaacatca

ggcttcaact

cctggcaccc
gcaccgccgt
gcctggagga
tggcgctgcg

acgcagtgga

agcaggtgac
gaactactgt
gatcacgggc
gggagaccca

cctggtgaag

cctggctcag
ggcctggaga
catctgcaca
ataggtgacc

cacatccgaa



421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

gtgagtttgg
cagggagctt
tcatcatcac
ccgacatggg
cccttcggceca
ttgagccaat
gcctgtgcecca
accgcgagat
ggcgtcccecct
ccatcttctg
tccctaacgg
acctcttcta
agctgaccag
accggaatgg
ccagcctgct
cacagcccaa
ggggctatgt
cacttctgca
agggtgaaaa
tccectgggceg
aggacgaggc
cgtcccgcecac
atgacttccc

acaggcccac

tgactacttt
tgaggctgac
gcagcttttc
catcacttgc
gcttgtgaag
caaagacaac
ggagcttctg
ggctaccaca
accctgggcect
ggcctccaga
ccgctgggge
cctgaagagc
tgaagcaagt
tcacaaagtg
gaaggaggag
catcaacggg
cttccagaag
agtgctgaag
catcaccaat
agagatcatc
ctttgccctg
catcatccag
actggacaac

ccagaatgcg

gacatctgtg
ctgaagcact
tttgaggctg
cccatcgtcecc
ctgtccaagc
gatgctgcca
gccagtggct
gaggtgctga
ctcagcgccc
ccaaagagtt
aattcctcett
aagtccccca
gtctttgaag
acttgcctge
ctgctgcggg
aagccgtcct
gcctacttag
aagtacgagc
gcccctgaac
cagcccaccyg
tggattgagc
tacatccacg

tgcctctgge

agagaaacgg

tggcaggtta
tgaaggagaa
acacattctt
ccgggatctt
tggaggtgcc
tccgcaacta
tggtgccagg
agcgectggg
accccaagcg
acatctaccg
cccctgectt
aggaggagct
tctttgttct
cctggaacga
tgaaccgcca
ccgaccccat
agtttttcac
tccgggttaa
tgcagccgaa
tagtggatcc
ggtggggaaa
acaactactt
aggtggtgga

aggctccatg

ccccaaaggc
ggtgtctgeg
ccgctttgtg
tcccatccag
acaggagatc
tggcatcgag
cctccacttc
gatgtggact
ccgagaggaa
tacccaggag
tggggagctg
gctgaagatg
ttacctctcg
tgagcccctg
gggcatcctc
cgtgggctgg
ttccecgcgag
ttaccacctt
tgctgtcact
cgtcagcttc
gctgtatgag
cctggtcaac
agacacattg

a

caccccgaag
ggagccgatt
aaggcatgca
ggctaccact
aaggacgtga
ctggccgtga
tacaccctca
gaggacccca
gatgtacgtc
tgggacgagt
aaggactact
tggggggagg
ggagaaccaa
gcggctgaga
accatcaact
ggccccagcg
acagcggaag
gtcaatgtga
tggggcatct
atgttctgga
gaggagtccc
ctggtggaca

gagcttctca
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MAAGGPLYIDVTWHPAGDPGSDKETSSMMIASTAVNYCGLETILHMTCCRQRLEEITGHLHKAKQLGLKNIMALRGDPIGDQW
EEEEGGENYAVDLVKHIRSEFGDYFDICVAGY PKGHPEAGSFEADLKHLKEKVSAGADFIITQLFFEADTFFRFVKACTDMGI
TCPIVPGIFPIQGYHSLROQLVKLSKLEVPQEIKDVIEPIKDNDAAIRNYGIELAVSLCQELLASGLVPGLHFYTLNREMATTE
VLKRLGMWTEDPRRPLPWALSAHPKRREEDVRPIFWASRPKSYIYRTQEWDEFPNGRWGNSSSPAFGELKDYYLEFYLKSKSPK
EELLKMWGEELTSEASVFEVEVLYLSGEPNRNGHKVTCLPWNDEPLAAETSLLKEELLRVNRQGILTINSQPNINGKPSSDPI
VGWGPSGGYVFQKAYLEFFTSRETAEALLQVLKKYELRVNYHLVNVKGENITNAPELQPNAVTWGIFPGREITIQPTVVDPVSE

MEWKDEAFALWIERWGKLYEEESPSRTIIQYIHDNYFLVNLVDNDFPLDNCLWQVVEDTLELLNRPTONARETEAP

Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query

Sbijct

83

61

143

121

203

MAAGGPLYIDVTWHPAGDPGSDKETSSMMIASTAVNYCGLETILHMTCCRQRLEEITGHL 60
MAAGGPLYIDVTWHPAGDPGSDKETSSMMIASTAVNYCGLETILHMTCCRQRLEEITGHL
MAAGGPLYIDVTWHPAGDPGSDKETSSMMIASTAVNYCGLETILHMTCCRQRLEEITGHL 142
HKAKQLGLKNIMALRGDPIGDQWEEEEGGFNYAVDLVKHIRSEFGDYFDICVAGYPKGHP 120
HKAKQLGLKNIMALRGDPIGDOQWEEEEGGENYAVDLVKHIRSEFGDYFDICVAGYPKGHP
HKAKQLGLKNIMALRGDPIGDQWEEEEGGFNYAVDLVKHIRSEFGDYFDICVAGYPKGHP 202
EAGSFEADLKHLKEKVSAGADFIITQLFFEADTFFREVKACTDMGITCPIVPGIFPIQGY 180
EAGSFEADLKHLKEKVSAGADFIITQLFFEADTFFREVKACTDMGITCPIVPGIFPIQGY
EAGSFEADLKHLKEKVSAGADFIITQLFFEADTFFREVKACTDMGITCPIVPGIFPIQGY 262



Query 181 HSLRQLVKLSKLEVPQEIKDVIEPIKDNDAAIRNYGIELAVSLCQELLASGLVPGLHFYT
HSLRQLVKLSKLEVPQEIKDVIEPIKDNDAAIRNYGIELAVSLCQELLVSGLVPGLHFEYT
Sbjct 263 HSLRQOLVKLSKLEVPQEIKDVIEPIKDNDAAIRNYGIELAVSLCQELLASGLVPGLHFEYT
Query 241 LNREMATTEVLKRLGMWTEDPRRPLPWALSAHPKRREEDVRPIFWASRPKSYIYRTQEWD
LNREMATTEVLKRLGMWTEDPRRPLPWALSAHPKRREEDVRPIFWASRPKSYIYRTQEWD
Sbjct 323 LNREMATTEVLKRLGMWTEDPRRPLPWALSAHPKRREEDVRPIFWASRPKSYIYRTQEWD
Query 301 EFPNGRWGNSSSPAFGELKDYYLFYLKSKSPKEELLKMWGEELTSEASVFEVEVLYLSGE
EFPNGRWGNSSSPAFGELKDYYLFYLKSKSPKEELLKMWGEELTSEASVFEVEVLYLSGE
Sbjct 383 EFPNGRWGNSSSPAFGELKDYYLFYLKSKSPKEELLKMWGEELTSEASVFEVEVLYLSGE
Query 361 PNRNGHKVTCLPWNDEPLAAETSLLKEELLRVNRQGILTINSQPNINGKPSSDPIVGWGP
PNRNGHKVTCLPWNDEPLAAETSLLKEELLRVNRQGILTINSQPNINGKPSSDPIVGWGP
Sbjct 443 PNRNGHKVTCLPWNDEPLAAETSLLKEELLRVNRQGILTINSQPNINGKPSSDPIVGWGP
Query 421 SGGYVFQKAYLEFFTSRETAEALLQVLKKYELRVNYHLVNVKGENITNAPELQPNAVTWG
SGGYVFQKAYLEFFTSRETAEALLOQVLKKYELRVNYHLVNVKGENITNAPELQPNAVTWG
Sbjct 503 SGGYVFQKAYLEFFTSRETAEALLQVLKKYELRVNYHLVNVKGENITNAPELQPNAVTWG
Query 481 IFPGREIIQPTVVDPVSEMFWKDEAFALWIERWGKLYEEESPSRTIIQYIHDNYFLVNLV
IFPGREIIQPTVVDPVSEFMFWKDEAFALWIE+WGKLYEEESPSRTIIQYIHDNYFLVNLV
Sbjct 563 IFPGREIIQPTVVDPVSFMEFWKDEAFALWIEQWGKLYEEESPSRTIIQYIHDNYFLVNLV
Query 541 DNDFPLDNCLWQVVEDTLELLNRPTQNARETEAP 574
DNDFPLDNCLWQVVEDTLELLNRPTQONARETEAP
Sbjct 623 DNDFPLDNCLWQVVEDTLELLNRPTQNARETEAP 656

FRAGMENTO ALVO DE 226 PB PARA SEQUENCIAMENTO GENOMICO

240

322

300

382

360

442

420

502

480

562

540

622
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Tcggcagcttgtgaagctgtccaagctggaggtgccacaggagatcaaggacgtgattgagccaatcaaagacaacgatgectg
ccatccgcaactatggcatcgagctggccgtgagcctgtgccagga-tctggccagtggcttggtgccaggcctccacttc

tacaccctcaaccgcgagatggctaccacagaggtgctgaagcgectggggatgtggact

HSMTHFRGFOR

5°- TCG GCA GCT TGT GAA GCT GTC - 3~

HSMTHFRGREV

5'- AGT CCA CAT CCC CAG GCG CTT - 3°

Human DNA sequence from clone RP11-56N19 on chromosome 1, complete sequence

Sequence ID: AL953897.6Length: 102509Number of Matches: 1

Range 1:

81133 to 81358GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match

Alignment statistics for match #1

Score

408 bits(452)

Expect Identities Gaps Strand

3e-109 226/226(100%) 0/226(0%) Plus/Minus

Query 1 TCGGCAGCTTGTGAAGCTGTCCAAGCTGGAGGTGCCACAGGAGATCAAGGACGTGATTGA 60
Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrre e rrr e e e e e e e e

Sbjct 81358 TCGGCAGCTTGTGAAGCTGTCCAAGCTGGAGGTGCCACAGGAGATCAAGGACGTGATTGA 81299

Query 61 GCCAATCAARAGACAACGATGCTGCCATCCGCAACTATGGCATCGAGCTGGCCGTGAGCCT 120
Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrre e rr e e e e e e e e

Sbjct 81298 GCCAATCAAAGACAACGATGCTGCCATCCGCAACTATGGCATCGAGCTGGCCGTGAGCCT 81239

Query 121 GTGCCAGGAGCTTCTGGCCAGTGGCTTGGTGCCAGGCCTCCACTTCTACACCCTCAACCG 180



Sbjct 81238
Query 181

Sbijct 81178

GTGCCAGGAGCTTCTGGCCAGTGGCTTGGTGCCAGGCCTCCACTTCTACACCCTCAACCG 81179

CGAGATGGCTACCACAGAGGTGCTGAAGCGCCTGGGGATGTGGACT 226

Frrrrrrrrrrrr e
CGAGATGGCTACCACAGAGGTGCTGAAGCGCCTGGGGATGTGGACT 81133

methylenetetrahydrofolate reductase (NADPH) isoform X7 [Homo sapiens]
NCBI Reference Sequence: XP_054192682.1

Identical Pr
Go to:
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XP 054192682 574 aa linear PRI 26-AUG-2024
methylenetetrahydrofolate reductase (NADPH) isoform X7 [Homo
sapiens].

XP_ 054192682
XP_054192682.1
BioProject: PRJNA807723
REFSEQ: accession XM 054336707.1
RefSeq.
Homo sapiens (human)
Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo.
MODEL REFSEQ: This record is predicted by automated computational
analysis. This record is derived from a genomic sequence
(NC_060925) annotated using gene prediction method: Gnomon,
supported by mRNA and EST evidence.
Also see:

Documentation of NCBI's Annotation Process

##Genome-Annotation-Data- START##

Annotation Provider :: NCBI RefSeq

Annotation Status :: Updated annotation

Annotation Name :: GCF_009914755.1-RS_2024 08

Annotation Pipeline :: NCBI eukaryotic genome annotation
pipeline

Annotation Software Version :: 10.3

Annotation Method :: Best-placed RefSeq; Gnomon;
RefSeqFE; cmsearch; tRNAscan-SE

Features Annotated :: Gene; mRNA; CDS; ncRNA

Annotation Date 08/23/2024

##Genome-Annotation-Data- END##

COMPLETENESS: full length.
Location/Qualifiers
1..574
/organism="Homo sapiens"
/isolate="CHM13"
/db_xref="taxon:9606"
/chromosome="1"
/sex="female"
/cell_line="CHMI13htert"
/tissue type="hydatidiform mole"
/note="haploid cell line"
1..574
/product="methylenetetrahydrofolate reductase (NADPH)
isoform X7"
/calculated mol_wt=65209
1..544
/region name="MTHFR"
/note="Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR).
5,10-Methylenetetrahydrofolate is reduced to
5-methyltetrahydrofolate by methylenetetrahydrofolate
reductase, a cytoplasmic, NAD(P)-dependent enzyme.
5-methyltetrahydrofolate is utilized by methionine
synthase...; cl100246"
/db_xref="CDD:444783"
order(13,45,74..76,92..93,113,115,119,121,128,131,
134..135,144,146,239)
/site type="other"
/note="FAD binding site [chemical binding]"
/db_xref="CDD:238299"
1..574

107



ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541

maaggplyid
hkakglglkn
eagsfeadlk
hslrglvkls
Inremattev
efpngrwgns
pnrnghkvtc
sggyvigkay
ifpgreiigp
dndfpldncl

/gene="MTHFR"
/coded by="XM 054336707.1:117..1841"

/db_xref="GeneID:4524"

/db_xref="HGNC:HGNC:7436"
/db_xref="MIM:607093"

vtwhpagdpg
imalrgdpig
hlkekvsaga
klevpgeikd
lkrlgmwted
sspafgelkd
lpwndeplaa
lefftsreta
tvvdpvsfmf
wgvvedtlel

sdketssmmi
dgweeeeggf
dfiitglffe
viepikdnda
prrplpwals
yylfylksks
etsllkeell
eallgvlkky
wkdeafalwi
Inrptgnare

astavnycgl
nyavdlvkhi
adtffrfvka
airnygiela
ahpkrreedv
pkeellkmwg
rvnrggilti
elrvnyhlvn
erwgklyeee
tea

etilhmtccr
rsefgdyfdi
ctdmgitcpi
vslcgellas
rpifwasrpk
eeltseasvi
nsgpningkp
vkgenitnap
spsrtiiqgyi

grleeitghl
cvagypkghp
vpgifpiggy
glvpglhfyt
syiyrtgewd
evivlylsge
ssdpivgwgp
elgpnavtwg
hdnyflvnlv
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