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RESUMO

VIANA SANTIN, Luan. IFNG+874/T>A (rs2430561) e sua relacao com a
toxoplasmose ocular: uma revisao sistematica e meta-analise. 2018. 33 f. Trabalho
de Conclusdo de Curso (Curso Superior de Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas),
Coordenagédo do Curso de Licenciatura em Ciéncias Biologicas, Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Santa Helena, 2018.

A compreensdo da variabilidade da resposta do hospedeiro a infecgdo da
toxoplasmose continua a ser um grande desafio. Fatores, tanto genéticos do
hospedeiro como ambientais, contribuem para essa variabilidade, conferindo
resisténcia ou suscetibilidade as respostas imunes. Polimorfismos genéticos
influenciam na acéo de células com um papel importante na regulagéo da resposta
imune e na defesa contra agentes infecciosos. Portanto, o objetivo do presente
trabalho foi realizar uma revisdo sistematica e meta-analise para avaliar a
associacdo entre variantes polimérficas de IFNG+874/T>A (rs2430561) e
toxoplasmose ocular. Foi realizado o levantamento de estudos de associagao
publicados até 18 de outubro de 2018, utilizando-se a base de dados em saude
PubMed, do NCBI (Cento Nacional de Informagdo em Biotecnologia, do inglés
National Center for Biotechnology Information). A busca foi realizada através da
combinagdo das seguintes palavras chave: (ocular toxoplasmosis OU
retinochoroiditis) E (polymorphism OU genetic polymorphism OU genetic variation
OU genetic variant OU variant) E (IFNg OU interferon gamma OU IFN gamma) e
(874 OU rs2430561), também sendo realizada busca manual. No total, quatro
estudos foram incluidos nesta revisdo, com tamanho amostral combinado de 568
individuos (141 casos e 427 controles). Nenhuma associagao foi encontrada entre
as variantes polimérficas estudadas e a toxoplasmose ocular (T vs A, valor X? foi de
21,17 com 3 graus de liberdade (df) e P = 0,0001, OR 0,67, IC 95% 0,30-1,51, o
teste para efeito global, valor de Z, foi de 0,96, Pvalor = 0,34); (AA vs TA+TT, valor
X? foi de 12,52 com df = 3 e P = 0,0006, OR 1,78, IC 95% 0,78-4,08, teste para
efeito global, valor de Z, foi de 1,36, Pvalor = 0,17); (TT vs TA+AA, valor X? foi de
15,27 com df = 3 e P = 0,002, OR 0,68, IC 95% 0,14-3,32, teste para efeito global,
valor de Z, foi de 0,48, Pvalor = 0,63); (TA vs TT+AA, valor X? foi de 6,28 com df=3 e
P =0,10, OR 0,81, IC 95% 0,45-1,46, teste para efeito global, valor de Z, foi de 0,69,
Pvalor = 0,49). A combinacdo dos dados presentes na literatura existente até o
presente momento nao sugere que exista associacdo entre o polimorfismo de
nucleotideo unico IFNG+874/T>A (rs2430561) e toxoplasmose ocular.

Palavras chave: Toxoplasmose ocular; Interferon gama +874; Polimorfismo de
unico nucleotideo.



ABSTRACT

VIANA SANTIN, Luan. IFNG+874/T>A (rs2430561) and its relation to ocular
toxoplasmosis: a systematic review and meta-analysis. 2018. 33 f. Trabalho de
Conclusdo de Curso (Curso Superior de Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas),
Coordenagédo do Curso de Licenciatura em Ciéncias Biologicas, Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Santa Helena, 2018

Understanding the variability of host response to toxoplasmosis infection remains a
major challenge. Genetic factors, both host and environmental, contribute to this
variability, conferring resistance or susceptibility to immune responses. Genetic
polymorphisms influence the action of cells with an important role in regulating the
immune response and in defense against infectious agents. Therefore, the objective
of the present study was to perform a systematic review and meta-analysis to
evaluate the association between polymorphic variants of IFNG+874/T>A
(rs2430561) and ocular toxoplasmosis. The association studies were published until
October 18, 2018, using the PubMed health database of NCBI (National Center for
Biotechnology Information). The search was performed by combining the following
keywords: (ocular toxoplasmosis OR retinochoroiditis) E (polymorphism OR genetic
variation OR genetic variant OR variant) AND (IFNg OR interferon gamma OR IFN
gamma) E (874 OR rs2430561), also being performed manual search. In total, four
studies were included in this review, with a combined sample size of 568 individuals
(141 cases and 427 controls). No association was found between the polymorphic
variants studied and ocular toxoplasmosis (T vs. A, X? value was 21.17 with 3
degrees of freedom (df) and P = 0.0001, OR 0.67, 95% CI 0,30-1.51, the overall
effect test, Z value, was 0.96, Pvalue = 0.34); (AA vs. TA + TT, X? value was 12.52
with df = 3 and P = 0.0006, OR 1.78, 95% CI 0.78-4.08, test for overall effect, Z
value, was 1.36, Pvalue = 0.17); (TT vs. TA + AA, X? value was 15.27 with df = 3 and
P = 0.002, OR 0.68, 95% CI 0.14-3.32, test for overall effect, Z value was 0.48,
Pvalue = 0.63); (TA vs. TT + AA, X? value was 6.28 with df = 3 and P = 0.10, OR
0.81, 95% CI 0.45-1.46, global effect test, Z value, was 0.69, Pvalue = 0.49). The
combination of data present in the literature to date does not suggest an association
between the single nucleotide polymorphism IFNG+874/T>A (rs2430561) and ocular
toxoplasmosis.

Keywords: Ocular Toxoplasmosis; Interferon gamma +874; Single nucleotide
polymorphism.
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1 INTRODUCAO

A toxoplasmose € uma zoonose ocasionada pelo Toxoplasma gondii, um
parasita intracelular obrigatorio, que possui extensa distribuicdo geografica e alta
prevaléncia sorolégica (MAROBIN et al., 2004). Os felinos s&o hospedeiros
definitivos do parasita e eliminam oocistos em suas fezes, contaminando o
ambiente; no solo, os oocistos passam por um processo de esporulagao e tornam-se
infectantes (DUBEY, 2009a).

Tem sido dado grande foco ao estudo do T. gondii e da toxoplasmose em
todo o mundo, principalmente devido ao fato de acometer individuos
imunossuprimidos (portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e
transplantados) (NEVES, 2005).

Em humanos, a infeccdo toxoplasmica pode ocorrer de forma adquirida ou
congénita. A forma congénita ocorre via transmissdo placentaria e apresenta
consequéncias extremamente graves com quadros principalmente neuroldgicos e
oculares ao feto. A forma adquirida geralmente € subclinica e assintomatica ou com
sintomas inespecificos, como os de um resfriado comum, mas pode se tornar
clinicamente evidente, principalmente em individuos imunossuprimidos. De 10% a
20% dos adultos infectados apresentam, na fase aguda da doenca, as seguintes
formas clinicas: linfoglandular, meningoencefalite, pneumonite, hepatite, miosite,
erupcao cutanea e toxoplasmose ocular. A toxoplasmose ocular, além de causar
alteragbes oculares diversas, também pode resultar em retinocoroidite, que é a
causa mais comum de uveite, que por sua vez pode resultar em graves sequelas,
como a perda completa da visdo (RATHINAM SR, 2007).

Analisando a resposta imune contra T. gondii em humanos, diversos estudos
tém indicado a agao de citocinas, dentre as quais destaca-se o papel do Interferon
gama (IFN-y) como o maior mediador da resisténcia frente a infecgao (SUZUKI et al.,
1988). Mutacdes em genes que codificam citocinas interferem na expressao dessas
moléculas e podem ter uma acao importante na regulagao da resposta inflamatoéria e
resisténcia ou susceptibilidade a infecgcbes. Polimorfismos de nucleotideo unico
(SNP) na regiao promotora de genes de citocinas ja se demonstraram associados ao
desenvolvimento da toxoplasmose ocular, sendo mais frequentemente estudado o
IFNG+874/T>A (rs2430561) (ABU et al., 2016; DE ALBUQUERQUE et al., 2009;
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NARANJO-GALVIS et al., 2018; NEVES et al., 2012). Entretanto, muitos resultados
destes estudos de associagdo sdo conflitantes ou inconsistentes, principalmente
devido aos tamanhos amostrais. A aplicacdo de um estudo metanalitico permitiria
sumarizar e analizar os dados destes trabalhos, aumentando o tamanho amostral e
fornecendo conclusées de forma mais ampla, as quais se pode atribuir um maior

grau de confiabilidade.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar uma revisido sistematica e meta-analise para avaliar a associacao

entre variantes polimoérficas de IFNG+874/T>A (rs2430561) e toxoplasmose ocular.

2.2 Objetivos especificos
e Efetuar um levantamento de artigos que abordam estudos de
associagao entre IFNG+874/T>A (rs2430561) e toxoplasmose ocular;
e Realizar uma revisao sistematica acerca dos artigos levantados;
e Avaliar a heterogeneidade dos efeitos de interesse (alelos e
gendtipos);
e Combinar os resultados provenientes dos diferentes estudos

selecionados e obter estimativas meta-analiticas

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Histérico da toxoplasmose

Em 1908, o T. gondii foi descrito pela primeira vez, quase que
concomitantemente, por Charles Nicole e Louis Manceaux, em células
mononucleares do figado e do bago de Ctenodactylus gundi (Rothmann, 1776), um
roedor do Norte da Africa. Nesse mesmo ano, no Brasil, Alfonso Splendore isolou o
mesmo parasita a partir de um coelho, cuja morte foi causada por paralisia
(HALONEN; WEISS, 2009).

O primeiro caso associado a infeccdo por T. gondii em humanos foi
apresentado por Janku, em Praga, em 1923, na retina de uma crianga com infeccao
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congénita, que apresentava hidrocefalia e microftalmia, cuja necropsia, em cortes do
globo ocular direito, evidenciou a presenga de parasitas na retina (TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000).

Entre os anos de 1937 e 1939, reconheceu-se o T. gondii como agente
causador de encefalomielite em humanos neonatos, e neste ultimo ano foram
determinados os sintomas classicos da toxoplasmose congénita em humanos:
retinocoroidite, hidrocefalia e encefalite seguida de calcificagdo cerebral (WOLF,
1939).

Nos anos de 1940, foi descrito, por Pinkerton e Weinman, o primeiro caso de
toxoplasmose adquirida num jovem. Em 1948, foi implementado, pelas méos de
Sabin e Feldman, o teste sorolégico mais especifico para toxoplasmose humana, o
“dyetest” (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000)

No entanto, o modo de transmissao do parasita era desconhecido até entao
e somente no ano de 1970, Frenkel (EUA) e Hutchison (Escdcia), descobriram que
os felinos eram os hospedeiros definitivos do parasita, e que humanos e outros
animais eram apenas hospedeiros intermediarios (DUBEY, 2009a). No mesmo ano,
a equipe de Frenkel, descreveu o ciclo de vida do T. gondii, bem como a fase sexual
do ciclo no interior do intestino delgado do gato. Por fim, entre 1981 e 1982, foram
descritos casos de toxoplasmose cerebral em pacientes infetados com o HIV
(TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

3.2 Etiologia da toxoplasmose

O agente da toxoplasmose € o Toxoplasma gondii, protozoario pertencente
ao filo Apicomplexa (NEVES, 2010).

A classificagao taxonémica segundo Dubey (2010) é:

Filo: Apicomplexa Levine, 1970

Classe: Sporozoasida Leukart, 1879

Subclasse: Coccidiasina Leukart, 1879

Ordem: Eimeriorina Leger, 1911

Familia: Toxoplasmatidae Biocca, 1956

Género: Toxoplasma Nicolle and Manceaux, 1909

Espécie: Toxoplasma gondii Current, 1990

Dentre as principais caracteristicas morfolégicas do T. gondii, destacam-se a

presenca de um complexo apical, composto por conoides, anel polar, microtubulos,
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roptrias e diferentes estruturas, como representados na Figura 1, que estéo
associadas tanto a motilidade como a entrada do parasita nas células hospedeiras
(NEVES, 2016).

Anel polar anterior
Microtibulos

Micronemas

Corpo denso

Complexo de Golgi

Micropila — —— ; Reticulo endoplasmatico

Nucleo

Corpo denso

Corpo denso
Mitocondria

Membrana
Membrana interna

Anel polar posterior

Figura 1 - Morfologia esquematica do Taquizoito de Toxoplasma gondii.
Fonte: De Souza et al., 2010

O parasita exibe uma morfologia multipla dependente do habitat, além das
formas infectantes que se apresentam de maneira diferenciada durante o ciclo
bioldgico, sendo: taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos (NEVES, 2010). Além disso,
possui ciclo de vida heteroxeno, sendo que todos os animais homeotérmicos ou
endotérmicos (mamiferos e aves) podem participar do ciclo como hospedeiros
intermediarios e os felinos sao seus hospedeiros definitivos (TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000).

O protozoario T. gondii € capaz de infectar e se replicar no interior das
células nucleadas de animais homeotérmicos, como aves e mamiferos, incluido os
primatas. Nos felinos, além das células nucleadas, também pode ser encontrado nos
diversos fluidos organicos (saliva, leite, esperma, liquido peritoneal). Naqueles nao
imunes, podem ser encontradas as formas do ciclo sexuado nas células do epitélio
intestinal, formas do ciclo assexuado em outros locais do hospedeiro e também
formas de resisténcia no meio exterior junto as fezes desses animais (NEVES,
2010).
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3.3 Epidemiologia e Transmissao do Toxoplasma gondii

Neves et al. (2016) afirmam que T. gondii € um protozoario de distribuigdo
geografica mundial, com alta prevaléncia sorologica. Nos Estados Unidos e na
Europa, cerca de 1/3 da populagédo adulta apresenta anticorpos contra o T. gondii,
indicativo da alta exposigdo dessas populagdes ao parasita (CANTON et al., 2015).
As diferentes taxas de infeccdo humana obtidas nos diversos paises do mundo,
devem-se a diferentes fatores como localizagdo geografica, condi¢des ambientais,
habitos culturais dos povos, principalmente os relacionados a alimentacgao, o tipo de
fauna e as condi¢gbes hidricas e sanitarias, além disso, climas quentes e umidos
demonstram maior prevaléncia da infecgdo do que em climas frios e secos (DUBEY,
2009a; SAMUDIO et al., 2015).

Em contrapartida, ha suspeitas que fatores relacionados a idade, sexo ou
etnia ndo interfiram na susceptibilidade do hospedeiro humano a infecgao, pois
nenhum grupo populacional tem demonstrado resisténcia ao parasita. Entretanto,
dados epidemiolégicos demonstram que as taxas de soroconversdo aumentam de
acordo com o aumento da faixa etaria. As altas taxas de prevaléncia também estao
associadas a presencga de gatos no domicilio (DUBEY, 2009b; DUBEY et al., 2006).

Foi relatado que o parasita infecta aproximadamente 13% a 50% da
populagdo mundial, onde aprevaléncia sorolégica varia de 10% a 80% em diferentes
paises e até dentro de um mesmo pais (PETERSEN; KIJLSTRA; STANFORD,
2012). No Brasil, cerca de 30% dos pacientes com doengas oculares sao
diagnoticadas com toxoplasmose ocular, com uma prevaléncia sorologica de 50% a
80% da populagéo adulta, tendo maiores valores encontrados nos estados do norte
e do sul (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003)

Estudos genéticos do parasita indicam que, para além das alteragdes
estruturais, as diversas fases de desenvolvimento do T. gondii sdo antigénicas e
bioquimicamente apropriadas aos seus referentes papéis na transmissao
(BOOTHROYD, 2009). O ciclo biolégico pode ser observado na Figura 2.

O ser humano adquire a infecgao por trés vias principais:

a) Ingestdo de oocistos presentes em agua, verduras mal lavadas, solo, ou
disseminada por baratas, moscas e outros insetos.

b) Ingestdo de cistos encontrados em carne crua ou malcozida,

especialmente do porco e do carneiro.
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c) Congénita ou transplacentaria: o risco da transmissdo uterina cresce de
14% no primeiro trimestre da gestagédo apds a infecgdo materna primaria, até 59%
no ultimo trimestre da gravidez (NEVES, 2016).

Fase endégena L1her§qao de
Fase enddgena (intestino delgado do gato) formas infectantes
Ciclo assexuado B %%
(6rgdos internos de humanos %k B o .
& outros mamiferos) Bradizoito, esporozoito

ou taquizoito

. ~ Fase assexuada
Carneiro ou roedor ™\

(HI) com cisto

Fase sexuada
B

Formagao de
macrogameta

Macrofago com

taquizoitos 4
6

Taquizoito ou %
bradizoito

ejawebosoiw sp cgdewod

42
o~ R/ 15
\\\ Oocisto -
-.\lmatum
' < .

Occisto Qocisto
c maduro imaturo
Transmissao fetal Meio exterior (solo)

esporognia

Figura 2 - Ciclo biolégico Toxoplasma gondiii.
Fonte: Neves, 2005

Formas de transmissdo mais raramente observadas estao relacionadas com
a ingestao de taquizoitos em leite cru de cabra, com toxoplasmose aguda, ingestao
de carne malpassada e agua contaminada. Outros casos mais raros, também
ocorrem por acidentes laboratoriais e transplantes de érgaos, em especial medula
ossea, coragao, rins e figado, ou por transfusées de sangue de individuos infectados
na fase proliferativa (DUBEY et al., 2006).

3.4 Patogénese da toxoplasmose

A patogenia na espécie humana parece estar ligada a alguns fatores

importantes, como cepa do parasita, resisténcia do hospedeiro e 0 modo pelo qual
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ele se infecta, e pode ser dividida em quatro formas clinicas: a) adquirida em
individuos imunocompetentes, onde usualmente se estabelece como sindrome, b)
doencga adquirida ou reativada em individuos imunossuprimidos, c¢) doenga ocular e
d) forma congénita (AMATO NETO, 1995).

Em humanos, o periodo de incubagéo varia de 10 a 23 dias apos a ingestéao
de carne malcozida, e de 5 a 20 dias apds ingestdo de oocistos. Apds a infecgéo, o
parasita pode causar uma ampla destruicdo de células devido a sua prépria acéo ou
pela reagado de hipersensibilidade exibida pelo hospedeiro (FRENKEL; DUBEY; NL,
1970).

O quadro clinico resultante de transmissdo transplacentaria é
frequentemente mais grave, enquanto a toxoplasmose adquirida apds o nascimento
pode apresentar uma evolugdo variavel. Em individuos imunossuprimidos,
principalmente os infectados pelo HIV ou com doencgas linfoproliferativas ou que
realizam quimioterapia ou que sofreram transplante de 6rgaos, os bradizoitos podem
ser liberados dos cistos, transformando-se em taquizoitas e causando o
reaparecimento da infecgdo toxoplasmica (LIESENFELD et al., 2001; MONTOYA,
2002).

A fisiopatologia da toxoplasmose ocular, especificamente, ainda nao esta
totalmente esclarecida, principalmente devido a dificuldade na obtencdo de amostras
humanas do estagio agudo da doenga, bem como devido a localizagdo anatémica
da infeccdo (DUKACZEWSKA; TEDESCO; LIESENFELD, 2015). Modelos
experimentais animais tém sido utilizados, mas as informagdes obtidas ainda sao
escassas. Entretanto sabe-se, por exemplo, que a Proteina de Choque Térmico 108
(HSP108), expressa em diversos eventos estressantes ao organismo, incluindo
infecgbes, esta associada ao desenvolvimento do sistema nervoso, especialmente a
retina, é intensamente afetada durante a infeccdo congénita pelo T. gondii (NASARE
et al.,, 2015). Nos casos de toxoplasmose adquirida, mondcitos infectados por T.
gondii se disseminam por diversos ¢6rgaos alvo, incluindo o globo ocular, onde

conseguem romper a barreira hemato-retinianae causar danos (SONG et al., 2017).

3.5 Imunologia e imunogenética do hospedeiro frente a infecgao pelo
Toxoplasma gondii
Na infecgao oral pelo T. gondii, a principal barreira fisica a ser ultrapassada
€ a mucosa de toda a extensao do trato gastrointestinal, entdo alastra-se para os
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tecidos mais profundos, ultrapassando inclusive barreiras bioldgicas internas, como
cerebral, placentaria e retiniana, no ultimo caso, causando a toxoplasmose ocular.
As barreiras fisicas agem como resposta inata, assim como as células fagociticas
(TIZARD, 2009).

Nos diversos tecidos do corpo, o protozoario T. gondii infecta e se replicar no
interior das células nucleadas. Assim que o numero de taquizoitos se torna
excessivo, a célula infectada se rompe e esses organismos intracelulares sao
liberados para invadir outras células. Os taquizoitos nao sao destruidos ao
adentrarem em monaocitos ou macrofagos, uma vez que podem bloquear a fusdo do
fagolisossomo. Com isso, taquizoitos de T. gondii podem crescer dentro das células
em um ambiente livre de anticorpos e enzimas lisossomais (TIZARD, 2009).

Os hospedeiros desencadeiam mecanismos inatos de defesa durante a fase
aguda de infecgdo, que irdo influenciar os mecanismos da resposta adaptativa.
Geralmente, a resposta imune celular do hospedeiro prevalece como resposta
adaptativa frente a infecgao por T. gondii, onde IFN-y e IL-12 se comportam como
citocinas chaves nesse processo (NEVES, 2016). Durante a infecgdo toxoplasmica
aguda, células natural killer (NK) e linfocitos T CD4" e CD8" s&o as principais fontes
de IFN-y, que por sua vez pode estimular outras células afim de ativar uma resposta
imunoldgica completa contra a infecgdo (HWANG; KHAN, 2015).

As respostas imunes mediadas por células e anticorpos atuam juntas na
eliminagdo do estagio de taquizoitos, porém taquizoitos de T. gondii podem se
transformar em cistos contendo bradizoitos, os quais parecem nao estimular a
resposta inflamatoria, sendo possivel que este estagio de cisto ndo venha a ser
reconhecido como estranho pelo sistema imunoldgico (TIZARD, 2009).

Nos pacientes portadores de toxoplasmose ocular, especificamente aqueles
com retinocoroidite severa, ¢é observada uma resposta imune celular
predominantemente T auxiliar do tipo 1 (T helper 1 ou Th1), que é majoritariamente
pré-inflamatéria. Isso sugere que a prépria resposta imunoldgica exacerbada (reagao
de hipersensibilidade) pode estar relacionada ao dano tecidual no globo ocular. A
citocina INF-y tém se apresentado importante, in vitro, tanto nos casos de resposta
imunoldgica exacerbada quanto na resposta imunoldgica regulada, sugerindo que as
respostas imunes celulares contra T. gondii no olho devem ser adequadamente
adaptadas (GARWEG; CANDOLFI, 2009)
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O T. gondii apresenta cepas de genotipos diferentes: tipo |, tipo Il e tipo Il
Estas linhagens compartiiham 98% da identidade genética, mas diferem quanto a
viruléncia e padrao epidemiolégico (DE MELO FERREIRA et al., 2006). Segundo
Schroder e Schumann (2005), além da linhagem do parasita, o gendtipo do
hospedeiro também influencia a morbidade da patologia. Genes que codificam
diversos componentes do sistema imunoloégico podem exibir polimorfismo em suas
regides codificadoras e reguladoras que afetam o nivel e tipo de expressao em
resposta aos estimulos, definindo a resposta imune do hospedeiro (VALLOCHI et al.,
2008).

Alguns estudos recentes evidenciaram a associacdo entre variantes
polimérficas e a suscetibilidade ou protecdo a toxoplasmose ocular. Polimorfismos
de nucleotideo unico (SNP) na regido promotora de genes de citocinas ja se
demonstraram associados ao desenvolvimento da toxoplasmose ocular, sendo mais
frequentemente estudado o IFNG+874/T>A (rs2430561) (ABU et al.,, 2016; DE
ALBUQUERQUE et al., 2009; NARANJO-GALVIS et al., 2018; NEVES et al., 2012).
Entretanto, muitos resultados destes estudos de associacdo sado conflitantes ou

inconsistentes, principalmente devido aos tamanhos amostrais.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Estratégia de busca na base de dados

Foi realizado o levantamento de estudos de associagdao entre
IFNG+874/T>A (rs2430561) e toxoplasmose ocular, publicados até 18 de outubro de
2018, utilizando-se a base de dados em saude PubMed, do NCBI (Centro Nacional
de Informacdo em Biotecnologia, do inglés National Center for Biotechnology
Information). A busca foi realizada através da combinacdo das seguintes palavras
chave: (ocular toxoplasmosis OU retinochoroiditis) E (polymorphism OU genetic
polymorphism OU genetic variation OU genetic variant OU variant) E (IFNg OU
interferon gamma OU IFN gamma) E (874 OU rs2430561). Por fim, também foi
realizada uma busca manual nas citagbes feitas nos artigos encontrados. O

processo de busca resultou na formagao da amostra primaria do estudo.
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4.2 Selecao dos estudos

A amostra primaria do estudo foi entdo examinada seguindo alguns critérios.
Os critérios de inclusdo usados foram os seguintes: 1) Estudo caso controle; 2)
Artigo completo ou Short Communication, originais e publicado em inglés; 3)
Frequéncias das variantes polimorficas disponiveis; 4) Metodologia adequada de
tipagem das variantes polimérficas; 5) Estudo conduzidos de acordo com a
declaracdo de Helsinque e/ou aprovado por Comité de Etica.

Foram excluidos artigos com as seguintes caracteristicas: 1) Estudos de
familia; 2) Estudos que envolveram individuos genéticamente relacionados; 3)

Estudos duplicados.

4.3 Extracao dos dados

Os artigos selecionados foram verificados e extraidos por dois
investigadores, de forma independente. Usando uma tabela padronizada, foram
extraidas as seguintes informag¢des: nome do primeiro autor, ano de publicagao, pais
onde foi realizado o estudo, etnia amostral, nUmero de casos e controles, média da
idade dos individuos, metodologia de tipagem das variantes polimorficas, verificagao
do Equilibrio de Hardy-Weinberg no grupo controle, frequéncias alélicas e
genotipicas nos subgrupos amostrais. Os desacordos foram resolvidos por

discusséao entre os investigadores, até o consenso ser alcangado.

4.4 Andlise estatistica

A meta-andlise foi realizada usando o Gerenciador de Revisdo Software
(RevMan) 5.3 (Copenhagen: The Nordic Cochrane Center, The Cochrane
Collaboration, 2014). A associagcado entre variantes polimoérficas de IFNG+874/T>A
(rs2430561) e toxoplasmose ocular foi estimada por meio de odds ratio ou razao de
chances (OR) e correspondentes intervalos de confianga (IC) de 95%, através da
comparagao das frequéncias das variantes polimorficas (alelos e gendtipos) entre
casos e controles.

Entretanto, antes de realizar a combinagcado estatistica (meta-analise), é
fundamental avaliar a heterogeneidade entre os artigos selecionados, o resultado
indicara se os efeitos de interesse sao idénticos ou ndo. A heterogeneidade entre os
estudos foi testada pelo teste Q de Cochran e teste /? de Higgins e Thompson
(HIGGINS et al., 2003). O teste /? permitiu verificar o grau de heterogeneidade,
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sendo, F° proximo a zero n&o heterogeinidade; proximo a 25%, baixa
heterogeneidade; proximo a 50%, heterogeneidade moderada; préximo a 75% alta
heterogeneidade (HIGGINS et al., 2003). A heterogeneidade foi considerada
significativa quando o valor de P foi menor que 0,05. Modelos de efeitos fixos
sdoadotados quando o valor de P foi maior que 0,05; caso contrario, sdo usados

modelos de efeitos aleatorios.

5 RESULTADOS

5.1 Levantamento bibliografico e caracteristicas dos estudos incluidos
Foi realizado o levantamento de estudos de associagdao entre
IFNG+874/T>A (rs2430561) e toxoplasmose ocular, e um total de quatro estudos
foram inicialmente encontrados, compondo a amostra primaria. Depois de revisando
por completo os artigos e aplicados os criterios de inclusdo e exclusdo, os mesmos
quatro estudos foram selecionados para esta meta-andlise. O fluxograma que
descreve o procedimento de selecao dos estudos e o numero de estudos obtido em

cada etapa é apresentado na Figura 3.

Base de Dados: PubMed
Palavras — chave: (ocular toxoplasmosis
OUretinochoroiditis) E (polymorphism
OUgeneticpolymorphism
OUgeneticvariationOUgeneticvariantOU
variant) E (IFNgOUinterferongamma
OUIFN gamma) E (874 OUrs2430561)

Resultado da busca (n = 4 artigos)

Aplicagao dos critérios de
Incluséo e Excluséo.

Selecionados (n = 4 artigos)

Figura 3 - Fluxograma dos procedimentos de escolha dos estudos.
Fonte: Autor, 2018
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Como mostrado na Tabela 1, os participantes do estudo eram africanos,

colombianos e brasileiros. O tamanho da amostra combinada foi de 568 individuos

(141 casos e 427controles). As frequéncias genotipicas nos grupos controle estavam

em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) em todos os estudos nos quais houve essa

verificagdo. Apenas um dos estudos incluidos na meta-analise nao verificou o EHW.
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5.2 Resultado da meta-analise

Como mostrado na Figura 4, a heterogeneidade para a comparagao alélica T
vs. A foi realizada para todos os estudos. O valor X? foi de 21,17 com 3 graus de
liberdade (df) e P = 0,0001, usando o modelo de efeito aleatério. O valor de /2, outro
indice de heterogeneidade, foi de 86%, sugerindo uma heterogeneidade alta, fato
qgue levou a escolha do modelo de efeito aleatério para sintetizar os dados. O OR
global para a comparacéo alélica foi de 0,67 (IC 95% 0,30-1,51) e o teste para efeito
global, valor de Z, foi de 0,96 (Pvalor = 0,34).

Caso Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup  Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
Ahu 2016 12 &l 174 230% 1.82(0.84, 3.87] T
Albuguergue 2009 FY I T 115 260 267% 0.60 [0.34, 1.06] —
Naranjo 2018 LT 140 232 261% 0.241(0.14,0.40] ——
Newes 2012 22 R0 71180 252% 0.89(0.49,1.63] ——
Total (95% CI) 282 846 100.0% 0.67 [0.30, 1.51] 4
Total events # kLY
Heterogeneity: Tau®= 0.68; Chi*= 2117, df =3 (F = 0.0001); F= 86% =IZI 0 IZI=1 110 1IZID=

Testforoverall effect 2= 096 (F = 0.34) Favours [casa] Favours [control]

Figura 4 - Gréfico Florest Plot da associagédo entre o IFNG+874/T>A (rs2430561) e toxoplasmose
ocular na comparagao genotipica T vs. A.

Fonte: Autor, 2018.

OR: odds ratio; IC: intervalo de confianga; df: graus de liberdade.

A Figura 5 apresenta a heterogeneidade para a comparacéo genotipica AA
vs. TA+TT para todos os estudos. O valor X2 foi de 12,52 com df=3 e P = 0,00086,
usando o modelo de efeito aleatério. O valor de [? foi de 76%, sugerindo uma
heterogeneidade alta, fato que direcionou a escolha do modelo de efeito aleatério
para sintetizar os dados. O OR global para a comparagao genotipica AA vs. TA+TT
foi de 1,78 (IC 95% 0,78—4,08) e o teste para efeito global, valor de Z, foi de 1,36
(Pvalor = 0,17).
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Caso Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup  Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% Cl M-H, Random, 95% Cl
Ahu 2016 030 B8 87 21E6% 046 [0.22 1.39) —
Albuguergue 2009 18 3 3134 184% 2621149 676] —
Maranjo 2018 447 23 16 26.3% 4220203 877 —
Newes 2012 14 30 M4 247% 1.44 [0.63 337 T
Total (95% CI) 141 427 100.0% 1.78[0.78, 4.08] -
Total events 73 156
Heterogeneity: Tau?= 0.54; Chi*=12.52, df = 3 (P = 0.00R); F= 76% IIJ 0 IZI=1 1ID 1DI:|=

Testfor overall effect Z=136(F=017) Favours [casa] Favours [control]

Figura 5 - Gréfico Florest Plot da associagédo entre o IFNG+874/T>A (rs2430561) e toxoplasmose
ocular na comparagao genotipica AA vs. TA+TT.

Fonte: Autor, 2018.

OR: odds ratio; IC: intervalo de confianga; df: graus de liberdade.

A heterogeneidade para a comparagao genotipica TT vs. TA+AA para todos
os estudos também foi analisada é apresentada na Figura 6. O valor X? foi de 15,27
com df=3 e P = 0,002, usando o modelo de efeito aleatério. O valor de /* foi de 80%,
sugerindo uma heterogeneidade alta, fato que levou a escolha do modelo de efeito
aleatdrio para sintetizar os dados. O OR global para a comparagao genotipica TT vs.
TA+AA foi de 0,68 (IC 95% 0,14-3,32) e o teste para efeito global, valor de Z, foi de
0,48 (Pvalor = 0,63).

Caso Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup  Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
Ahu 2016 2 a0 2087 MN1% .04 [0.41, 22.56] jf
Albuguergue 2009 30 12 134 26.0% 0.98 [0.26, 3.70]
Naranjo 2018 247 47 116 250% 007002028 — &
Newes 2012 B 30 19 40 27.9% 1.25(0.44, 3.58] T
Total (95% CI) 141 427 100.0% 0.68 [0.14, 3.32] i
Total events 13 7k
Heterogeneity: Tau®= 2.08; ChiF= 18,27, df= 3 (F = 0.002); F= 80% =I2I 0 IZI=1 110 1IZID=

Testforoverall effect Z=048 (F=063)

Favours [caso] Favours [contral]

Figura 6 - Grafico Florest Plot da associagao entre o IFNG+874/T>A (rs2430561)e toxoplasmose
ocular na comparacgao genotipica TT vs. TA+AA.

Fonte: Autor, 2018.

OR: odds ratio; IC: intervalo de confianga; df: graus de liberdade.

A heterogeneidade para a comparagdo genotipica TA vs. TT+AA é
mostrada na Figura 7. O valor X2 foi de 6,28 com df=3 e P = 0,10, usando o modelo

de efeito aleatério. O valor de /? foi de 52%, sugerindo uma heterogeneidade
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moderada, o que levou a escolha do modelo de efeito aleatério para sintetizar os
dados. O OR global para a comparagao genotipica TA vs. TT+AA foi de 0,81 (IC
95% 0,45—1,46) e o teste para efeito global, valor de Z, foi de 0,69 (Pvalor = 0,49).

Caso Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup  Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
Ahu 2016 g a0 17 87 209% 1.60(0.47, 3.54] T
Albuguergue 2009 168 34 81 134 2645% 0.4210.20,0.80] —
Maranjo 2018 P ¥ 46 116 28.1% 1.23[0.62, 2.44] —m—
Newes 2012 10 30 4140 235% 0.601(0.26,1.47) — &
Total (95% CI) 141 427 100.0% 0.81[0.45, 1.46] <
Total events ih] 195
Heterogeneity: Taw?=0.19; Chi*=6.28, df= 3 (P = 0.10); F= 52% IIJ 0 IZII1 150 1IZID=

Testfor overall effect 7= 069 (F=0.48) Favours [casa] Favours [control]

Figura 7 - Gréfico Florest Plot da associagédo entre o IFNG+874/T>A (rs2430561) e toxoplasmose
ocular na comparagao genotipica TA vs. TT+AA.

Fonte: Autor, 2018.

OR: odds ratio; IC: intervalo de confianga; df: graus de liberdade.

6 DISCUSSAO

Neste estudo foi realizada uma revisdo sistematica e meta-analise para
avaliar a associagao entre variantes polimérficas de IFNG+874/T>A (rs2430561) e
toxoplasmose ocular. A aplicacdo de estudos metanaliticos permitiu aumentar o
tamanho amostral e fornecer conclusées de forma mais ampla, as quais se pode
atribuir um maior grau de confiabilidade.

O IFN-y é uma citocina altamente conservada, com poucas variagdes
alélicas em seu gene, que esta localizado no cromossomo 12, em q14, ocupando
uma regiao de 5961pb e sendo composto por quatro éxons e trés introns. Varios
SNPs sado encontrados no gene IFNG, dentre os quais esta o +874/T>A, sendo os
gendtipos T/T, T/A e A/A associados a alta, intermediaria e baixa produgao de IFN-y,
respectivamente. O alelo T esta associado a alta secregao da citocina, enquanto o

alelo A esta associado a baixa secrecdo (PERREY et al., 1998).

Em 2009, de Albuquerque et al. demonstraram em uma populagao brasileira
a correlagcdo entre o polimorfismo IFNG+874/T>A e a toxoplasmose ocular. O
gendtipo AA apresentou frequéncia aumentada em individuos com alteragdes
oculares, sugerindo a associacdo do referido alelo com suscetibilidade ao
desenvolvimento da toxoplasmose ocular, sendo que os portadores deste gendtipo
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possuem 1,62 vezes maior chance de desenvolver a doeng¢a do que portadores dos
outros genétipos (DE ALBUQUERQUE et al., 2009). E importante salientar que os
autores nado verificaram se as frequencias genotipicas estavam em Equilibrio de

Hardy-Weinberg, o que compromete a confiabilidade dos resultados que obtiveram.

Os resultados obtidos por Naranjo-Galvis et al. (2018) s&o coerentes com
aqueles obsevados por Albuquerque et al. (2009), indicando o alelo A
significativamente associado ao desenvolvimento da toxoplasmose ocular em
colombianos, (NARANJO-GALVIS et al., 2018), conferindo 4,2 vezes maior chance
de desenvolvimento da doenga ao seu portador. Neste caso foi verificado se as

frequéncias genotipicas estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg.

E importante salientar que o alelo A e o gendtipo AA estdo associados a
baixa producdo de IFN-y, como ja mencionado (PERREY et al., 1998). O IFN-y é
produzido e secretado principalmente por linfocitos T e células NK e é
constitutivamente expresso em baixas quantidades. Diante de estimulos como
traumas, infecgdes, cancer e manifestacdes auto-imunes, maiores quantidades sao
produzidas, pois se trata de uma citocina pré-inflamatéria (BILLIAU; MATTHYS,
2009; MUHL; PFEILSCHIFTER, 2003). Uma secrecdo elevada seria, portanto,
essencial para combater a infecgdo por Toxoplasma gondii. Alteragdes no
mecanismo de acdo do IFN-y diminuem a resisténcia contra infecgoes,
principalmente quando estas sdo eliminadas por macréfagos ativados (BILLIAU;
MATTHYS, 2009; MUHL; PFEILSCHIFTER, 2003) o que explicaria a associa¢éo
encontrada por Albuquerque et al. (2009) e Naranjo-Galvis et al. (2018).

Apesar da coeréncia observada nesses dois estudos citados anteriormente e
da plausibilidade da explicagao biolégica apresentada, através das estimativas meta-
analiticas obtidas no presente trabalho, ndo foram observadas associagcbes
estatisticamente significativas entre alelos ou gendtipos e toxoplasmose ocular.
Outros dois estudos, realizados em populagdes distintas, demonstraram resultados
similares aos descritos no presente trabalho. Em 2016, Abu et al. verificaram as
fequencias alélicas e genotipicas para o polimorfismo IFNG+874/T>A e a
toxoplasmose ocular em individuos sul-africanos. Nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi encontrada entre casos e controles, entretanto os

resultados sugerem uma tendéncia do alelo T aumentar o risco para lesdes oculares
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1,8 vezes (ABU et al, 2016). Neves et al. (2012) também n&o encontraram
diferengas estatisticamente significativas entre as frequéncias alélicas e genotipicas
dos grupos caso e controle em uma populagdo brasileira. Todavia, apesar da
associagao nao confirmada, o alelo A foi mais frequentemente observado no grupo
de individuos doentes, conferindo 1,125 vezes mais chance de desenvolver a
doenca (NEVES et al., 2012).

Até o momento da redacdo deste trabalho, nenhuma meta-analise que
avaliasse a associagao entre variantes polimérficas de IFNG+874/T>A (rs2430561) e
toxoplasmose ocular foi encontrada, o que dificulta a comparacdo das estimativas
meta-analiticas com as obtidas por outros autores. Assim sendo, neste estudo,
realizamos uma metanalise envolvendo o polimorfismo IFNG+874/T>A (rs2430561)

e toxoplasmose ocular pela primeira vez.

E muito interessante dividir em subgrupos étnicos os estudos incluidos numa
meta-analise, para diminuir potenciais fontes de heterogeneidade amostal.
Entretanto, no presente trabalho foram incluindos apenas quatro estudos e, se
fossem distribuidos em subgrupos étnicos, a realizagdo da meta-analise ficaria
praticamente impossibiltada. Também teria sido interessante subdividir a amostra
combinada por género, entretanto, alguns dos trabalhos incluidos na meta-analise
nao apesentavam essa informacado. Além disso, a amostra combinada, obtida na
presente meta-analise, foi de 141 casos e 427 controles; esse numero de individuos

doentes ainda é pequeno para se obter resultados totalmente confiaveis.

E frequente, no meio cientifico, que editores e principalmente pesquisadores
tenham resisténcia em publicar estudos que nao apresentem associagdo entre o
polimorfismo e a doencga estudada. Isso faz com que estudos que apresentem
associagdao sejam mais frequentemente publicados. Para identificar tal viés de
publicacdo, sao elaborados graficos de dispersdao em funil (SOUSA, [s.d.]). Os
graficos obtidos para cada analise realizada no presente trabalho nao evidenciaram
viés de publicacao explicito, entretanto ndo apresentaram a distribuicido dos plots na
forma tradicional de funil, tendo em vista o numero reduzido de estudos incluidos na
analise. A inclusdo de estudos com amostras muito pequenas apresentam maior
chance de viés de publicagdo, pois a premissa dos graficos baseia-se no tamanho

amostral como o mais forte correlato do viés de publicacdo. Entretanto, no presente
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trabalho ndo foi observada assimetria na distribuigdo dos plots, sugerindo auséncia
de viés de publicagao.

Apesar das limitagdes deste trabalho, seus resultados poderdo ser uteis
futuramente, quando da realizagdo de novas meta-analises envolvendo
IFNG+874/T>A (rs2430561) e toxoplasmose ocular, a partir de também novos

estudos caso contoles somados aos existentes até o presente momento.

7 CONCLUSAO

A combinacdo dos dados presentes na literatura existente até o presente
momento ndo sugere que exista associagdo entre o polimorfismo de nucleotideo
unico IFNG+874/T>A (rs2430561) e toxoplasmose ocular.

8 CONSIDERAGOES FINAIS

A presente revisdo sistematica e meta-analise demonstrou que nao ha
diferengas estatisticamente significativas entre as frequéncias alélicas e genotipicas
para o polimorfismo IFNG+874/T>A (rs2430561) entre individuos acometidos por
toxoplasmose ocular e individuos saudaveis para essa enfermidade. A conclusao
apresentada é preliminar e necessita ser validada por futuros estudos de larga

escala em diferentes populagdes.
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