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RESUMO

Os transtornos do espectro do autismo (TEA) constituem um grupo de transtornos do
neurodesenvolvimento com incidéncia crescente. Alteragdes citocinarias podem afetar a integridade
do sistema nervoso central, contribuindo para neuroinflamacdo e sintomas comportamentais em
pacientes com TEA. Polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) podem levar a distirbios
imunoldgicos como esse. Portanto, o objetivo do presente estudo foi realizar uma revisao sistematica
e meta-analise para determinar se os SNPs de citocinas sao mais comuns em individuos com TEA.
Uma busca sistematica em sete bases de dados foi realizada em 19 de setembro de 2023. Odds ratios
(ORs) foram usados na meta-analise para testar a associagdo entre cada SNP e TEA. Seis estudos
foram incluidos. Quatro citocinas foram investigadas: interleucina-1 (IL-1), IL-6, fator de crescimento
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transformador beta (TGF-fB) e interferon-y (IFN-y). Embora alguns estudos isoladamente tenham
associado variantes genotipicas e alélicas ao TEA, os resultados combinados dos estudos nao foram
estatisticamente significativos na meta-analise. Nossa revisao sistematica destaca lacunas importantes
e inspira novos estudos para investigar associagdes significativas entre variagdes genéticas em
diferentes citocinas e o desenvolvimento de TEA.

Palavras-chave: Transtorno autistico. Polimorfismos de nucleotideo TtUnico. Sintomas
comportamentais. IL-1. IL-6. TGF. IFN-y.

RESUMO GRAFICO
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¢ Individually, they associated genotypic and allelic variants with ASD.
¢ In the meta-analysis, the associations were not significant.
¢ Missing: broad investigations into the association between cytokine SNPs and ASD.
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1 INTRODUCAO

O transtorno do espectro autista (TEA) ¢ um grupo de transtornos do neurodesenvolvimento
caracterizados por prejuizos na interagdo social, comunicacdo e padrdes estereotipados de
comportamento e interesses1. A incidéncia tem aumentado significativamente nos ultimos anos2. Pelo
menos uma em cada cem criangas em todo o mundo tem autismo3.

E um distarbio multifatorial com etiologia associada a fatores genéticos, epigenéticos e
ambientais, como condi¢des parentais e fatores intrauterinos e perinatais. Centenas de genes estdo
envolvidos no TEA, resultando em um espectro com diferentes fenotipos, incluindo déficits sociais e
de linguagem, juntamente com varios subfenotipos associados4.

Disturbios imunologicos, especialmente déficits de desenvolvimento neuroldgico, parecem ser
proeminentes na patogénese do TEA, especialmente nos déficits de desenvolvimento neurologico5. As
citocinas podem alterar a integridade funcional e estrutural do sistema nervoso central (SNC),
contribuindo para a neuroinflamagao e influenciando o comportamento6. Niveis alterados de citocinas,
como interleucina-1 (IL-1), IL-2, IL-6, fator de necrose tumoral-o (TNF-a), TNF-f e interferon-y
(IFN-y), foram encontrados em individuos com autismo7.

A IL-1B, uma importante citocina pro-inflamatdria, ¢ expressa durante os estagios iniciais
cruciais do desenvolvimento. No entanto, o aumento dos niveis de IL-6 em criangas autistas esta
positivamente correlacionado com a gravidade do autismo, anormalidades comportamentais e aumento
da producao de IL-68. IL-6 e IFN-y estdo relacionados ao neurodesenvolvimento. Niveis reduzidos
contribuem para o desenvolvimento fisioldgico normal, enquanto niveis elevados estdo associados a
processos neuroinflamatérios que podem causar anormalidades neurais9. O fator de crescimento
transformador beta (TGF-B) ¢ considerado um regulador crucial do desenvolvimento do SNC. No
entanto, estudos sugerem que hd uma diminui¢do dos niveis de TGF-B1 no soro de pacientes com
autismo10,11. Niveis mais baixos estdo associados a piores sintomas comportamentais11.

Compreender os fatores que aumentam a suscetibilidade ao TEA e seu desenvolvimento pode
melhorar a qualidade de vida e o tratamento dos pacientes2. Portanto, polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) em genes de citocinas podem modificar a transcricdo genética e a secrecdo de
citocinas12, influenciando assim os sintomas comportamentais de pacientes com TEA. Estudos que
avaliam alteragdes genéticas em pacientes com TEA analisam SNPs. No entanto, a relagdo entre SNPs
do gene da citocina e o autismo nao ¢ claral3. Portanto, o objetivo do presente estudo foi realizar uma
revisdo sistematica e meta-analise para determinar se os SNPs de citocinas sdo mais comuns em

individuos com TEA.
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2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo consiste em uma revisdo sistematica e meta-analise realizada e relatada
seguindo a declaracio Meta-analysis Of Observational Studies in Epidemiology (MOOSE)' e as
diretrizes Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-analyses (PRISMA)15.

2.1 PERGUNTA DA PESQUISA E CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

A questao norteadora da pesquisa foi "Os polimorfismos de citocinas inflamatérias sao mais
frequentes em criangas com TEA?" Para responder a essa pergunta, foram selecionados estudos de
caso-controle que avaliaram a presenc¢a de polimorfismos em individuos neurotipicos (grupo controle)
e em individuos com TEA (grupo). Foram excluidos desta revisao estudos de base familiar, editoriais,
comentarios e opinides, artigos de reflexdo, projetos, relatorios técnicos, revisdes e artigos que nao

responderam a pergunta.

2.2 ESTRATEGIA DE PESQUISA DE DADOS

Uma pesquisa sistematica nas bases de dados Embase, PubMed, Web of Science, Scopus,
Science Direct e Google Scholar foi realizada para identificar todas as publicacdes relevantes sem
restricdes de idioma. A estratégia de busca foi estruturada com os seguintes termos: (Interleucina OR
Quimiocinas) AND ("Transtorno Autista" OU Autismo OU TEA) E ("Polimorfismo de Nucleotideo

Unico" OU Polimorfismo OU variante OU gene variante).

2.3 SELECAO DOS ESTUDOS

Dois revisores (MAO e RRS) examinaram independentemente os resultados da pesquisa e
identificaram estudos potencialmente relevantes com base nos titulos e resumos dos artigos. Os artigos
selecionados foram lidos na integra, e apenas os relevantes, consistentes com os critérios de
elegibilidade, foram incluidos em nosso estudo. Quaisquer discordancias foram resolvidas apds
discussdao com um terceiro revisor (PLS). As listas de referéncias dos estudos recuperados foram

consultadas para identificar estudos adicionais relevantes.

2.4 EXTRACAO DE DADOS

A extracao dos dados dos manuscritos foi realizada de acordo com os critérios de elegibilidade,
e os dados extraidos foram registrados em planilha. De cada artigo foram extraidas as seguintes
informagdes: nome do(s) autor(es), ano de publicacdo, numero total de sujeitos (casos/controles), pais
onde a pesquisa foi realizada e citocinas e SNPs. As contagens de genotipos e alelos para

casos/controles, juntamente com os valores de p, sdo listadas.

\
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2.5 AVALIACAO DA QUALIDADE

A Escala de Newcastle-Ottawa (NOS)'® foi utilizada para avaliar a qualidade metodolégica
dos estudos selecionados. Dois revisores independentes (MAO e RSS) realizaram a avaliagdo da
validade. Todas as discrepancias foram resolvidas por discussdo entre os dois revisores. A escala NOS
baseia-se em trés perspetivas: selecao dos grupos de estudo (méximo de uma estrela por cada coluna),
comparabilidade dos grupos (méximo de duas estrelas) e exposi¢do (maximo de uma estrela por cada
coluna). Os estudos que receberam pontuagdo igual ou superior a 6 foram considerados de alta

qualidade e incluidos na revisao.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram extraidos de artigos em texto completo em tabelas estruturadas contendo todas
as variaveis descritivas e desfechos relevantes. Informagdes como autor, pais € ano de estudo; numero
de casos, controles e polimorfismos estudados; e o valor de OR e p de cada grupo foi coletado.

Odds ratios (ORs) foram usados na meta-analise para testar a associagdo entre cada SNP e
transtorno do espectro do autismo em estudos de caso-controle; intervalos de confianga de 95% foram
incluidos e valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Cinco modelos
genéticos para cada SNP correspondentes aos modos de heranga dominante, recessivo, homozigoto,
heterozigoto e alélico foram investigados. A heterogeneidade foi avaliada por meio da estatistica Q de
Cochran baseada no qui-quadrado e do indice 12. Quando foi detectada alta heterogeneidade (p < 0,1
para o teste Q ou 12 > 50%), o modelo de efeitos aleatorios foi empregado para metandlise; caso
contrario, um modelo de efeitos fixos foi aplicado.

A andlise de sensibilidade foi realizada excluindo estudos individuais das salas de cirurgia
agrupadas e recalculando a significancia estatistica para avaliar a estabilidade dos achados e verificar
se os tamanhos finais dos efeitos combinados foram afetados por uma tnica publicagdo. O teste qui-
quadrado de Pearson foi aplicado para examinar o equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) no grupo
controle saudavel. O EHW foi alcangado se p > 0,05. Para todas as analises, foi utilizado o software

Review Manager versao 5.3 (Cochrane Collaboration, Copenhagen).

3 RESULTADOS
3.1 SELECAO DOS ESTUDOS

A busca rendeu 10.352 registros potencialmente relevantes. Destes, 748 foram recuperados do
Embase, 127 do PubMed, 4.921 do Science Direct, 4.304 do Scopus, 152 do Web of Science e os 100
melhores do Google Scholar. Além disso, um artigo foi recuperado de uma referéncia. Apos a analise

dos titulos e resumos, 17 textos completos foram avaliados quanto a elegibilidade e 6 (seis)**!"2°
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foram incluidos na revisao. O fluxograma do processo de selecao dos estudos e os motivos especificos

de exclusao estao detalhados na Figura 1.

Figura 1: Fluxograma do processo de busca e triagem bibliografica.
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Os estudos selecionados foram publicados entre 2015 e 2022. Dois estudos foram realizados
no Iraquel8,20, um na China2, Egito8, Ira19 e um na Turquial7. As populacdes do estudo variaram
entre 7419 e 3502 participantes. Estudos avaliaram polimorfismos em IL-1$2,8,17, IL-62,17, [FN-y20

e TGF-B118,19. A Tabela 1 resume as caracteristicas dos estudos incluidos na revisdo sistematica. A

Tabela 2 mostra suas frequéncias genotipicas e alélicas.
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Tabela 1. Caracteristicas dos estudos incluidos.

Estudo (Ano) Pais Casos Controle Citocina Polimorfismos estudados
Han et al (2021) China 98 252 IL-1B 16944
Han et al (2021) China 98 252 IL-6 1800796

Kaleel et al (2020) Iraque 94 100 IFN-y 2430561
Khakzad et al (2015) Ird 39 35 TGF-B1 1982073
Khakzad et al (2015) Ird 39 35 TGF-B1 1800471

Saad et al (2020) Egito 80 60 IL-1B 16944

Saad et al (2020) Egito 80 60 IL-1B 1143627

Smail et al (2020) Iraque 40 40 TGF-B1 1982073

Smail et al (2020) Iraque 40 40 TGF-B1 1800471

Uyanik et al (2022) Turquia 65 62 IL-1B 1143634

Uyanik et al (2022) Turquia 95 84 IL-6 1800796

Tabela 2. Frequéncias genotipicas e alélicas presentes nos estudos.

Estudar Casos Controle HWE valor p
16944
Han et al A AG GG | Um G AA AG GG | Um G
A
28 51 19 | 107 89 67 140 45 | 274 | 230 0.0575
Saad et al TT TC CcC T C TT TC CcC T C
4 45 31 56 104 11 31 18 88 32 0.7124
1982073 TT TC CcC T C TT TC CcC T C
Khakzad et | 20 13 6 53 25 11 17 7 39 31 0.9259
al
Smail etal | 11 25 4 47 33 13 21 6 47 33 0.5989
1800796
Han et al C CG GG | C G CcC CG GG | C G
C
48 43 7 139 57 116 118 18 | 350 | 154 0.1008
C CG GG | C G CcC CG GG | C G
C
Uyanik etal | 56 36 3 148 42 61 21 2 143 | 25 0.941
1800471 G GC CC| G C GG GC CC| G C
G
Khakzad et | 27 11 1 65 13 30 4 1 64 6 0.1091
al
Smail etal | 32 6 2 70 10 16 18 6 50 30 0.8003
2430561
Kaleeletal | TT | OBRIGA | AA | T Um | TT | OBRIGA | AA| T Um
DA DA
19 3 72 22 75 15 52 33 67 85 0.4543
1143627 C CT TT C T CcC CT TT C T
C
Saad et al 20 35 25 84 76 14 27 19 66 54 0.4679
1143634 C CT TT C T CcC CT TT C T
C
Uyanik etal | 30 34 1 94 36 37 18 7 92 32 0.0569
3.1.11L-1p

Polimorfismos em IL-1f foram investigados nos SNPs rs16944, rs1143627 e rs1143634. Saad
et al. analisou o SNP rs16944 para IL-1B-511 e detectou frequéncias significativamente mais altas de

variantes genotipicas homozigoticas (CC), heterozigotas (TC) e alelo (C) no grupo TEA do que no
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grupo controle (OR: 2,36, IC 95%: 1,06-5,18; OR: 2,04, IC 95%: 1,06-38; p = 0,039,
respectivamente)®. Em contraste, Han et al. niio relataram diferencas significativas nas frequéncias
genotipicas e alélicas dos polimorfismos entre os grupos TEA e controle (p > 0,05).

No caso do polimorfismo rs1143634 investigado por Uyanik et al., o genotipo variante TT e o
alelo T ndo foram associados ao TEA (p > 0,05), mas os portadores de TC foram associados a um risco
aumentado de desenvolver TEA (OR: 2,330, IC 95%: 1,104-4,918; p = 0,02)!”. Por outro lado, quando
rs1143627 foi analisado para IL-18-31C/T, Saad et al. ndo relataram diferenca significativa entre os

grupos, nem para alelos nem para genotipos (p > 0,05)8.

3.1.2 IL-6

O polimorfismo de IL-6 foi investigado no SNP rs1800796 em dois estudos2,17. O primeiro
estudo nao revelou diferencas significativas nas frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo IL-
6-572C/G entre os grupos TEA e DT2. Em contraste, outro estudo associou portadores de GC a um
risco aumentado de desenvolver TEA (OR: 1,867, IC 95%: 0,976-3,573; p = 0,05). No entanto, os
autores também ndo relataram diferenca significativa entre os grupos caso e controle para os alelos e

outros gendtipos17.

3.1.3TGF-p
Dois estudos18,19 investigaram dois polimorfismos TGF-3, os SNPs rs1982073 e rs1800471.

Ambos os estudos nao detectaram associacao significativa entre gendtipos ou alelos e TEA (p >0,05)
quando o rs1982073 foi analisado. No entanto, quando analisado o rs1800471, os estudos apresentaram
resultados diferentes. Enquanto um19 nao diferiu significativamente, outro18 destacou uma frequéncia
significativamente maior do alelo G no grupo de pacientes do que no grupo controle (OR: 4,200, IC
95%: 1,882-9,372; p = 0,0003) e uma associacgao significativa no modelo recessivo (GG vs. GC/CC:
OR: 6,00, IC 95%: 2,206—-16,32; p = 0,0003).

3.1.4 IFN-y
rs2430561 de IFN-y +874A/T foi analisado em apenas um estudo20. Os autores relataram um

maior numero de alelos T (p = 0,00) no grupo controle e um maior numero de gendtipos AA no grupo
TEA. No entanto, o trabalho ndo apresentou analises estatisticas do genoétipo, dificultando a inferéncia

de significancia.

3.2 QUALIDADE DOS ESTUDOS
Conforme ilustrado na Tabela 3, todos os estudos incluidos nesta revisdo sistematica tiveram

boa qualidade metodologica geral, com escores da NOS variando de 6 a 7.
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Tabela 3: Risco de viés dos estudos incluidos na revisdo sistematica usando a escala de avaliagdo de qualidade de
Newcastle-Ottawa (NOS) para estudos de caso-controle.

Estudar Escolha Comparabilidade Exposi¢éo
1 2 3 4 1 1 2 3
Han et al P - %e %e Yo e
Kaleel et al e = At At PAG A DA - -
Khakzad et % - - e Seve ke Ve -
al
Saad et al N i - e Yoy % ¢ e -
Smail et al P - - ke Yo %4 e
Uyanik et al e e e e e Ve ¥ -

Selegdo: 1. Definicdo adequada de caso; 2. Representatividade dos casos; 3. Selecdo de controles; 4. Defini¢do de controles.
Comparabilidade: 1. Comparabilidade de casos e controlos com base na concepgdo ou analise. Exposicdo: 1. Verificagéo
da exposi¢do; 2. O mesmo método de apuragdo para casos e controles; 3; Taxa de ndo resposta.

3.3 METANALISE
3.3.1 Polimorfismo RS16944

No geral, dois estudos2,8 envolvendo 178 casos e 312 controles saudaveis foram considerados
elegiveis para inclusdo na andlise quantitativa da associacdo entre o SNP rs16944 e o transtorno do
espectro autista. O OR combinado nao revelou associacdes significativas entre o SNP rs16944 ¢ os
transtornos do espectro do autismo em todos os modelos de genoétipo, incluindo o modelo dominante
(OR 0,87, IC 95% 0,56-1,36, P = 0,86), modelo recessivo (OR 0,56, IC 95% 0,12-2,54, P = 0,02),
modelo alélico (OR 0,45, IC 95% 0,09-2,25, P=<00001), modelo homozigoto (OR 0,5, IC 95% 0,11-
2,27, P=0,04) e modelo heterozigoto (OR 1,68, IC 95% 0,38-7,38, P =0,03). As analises dos grupos
de gendtipos recessivos e heterozigotos revelaram um grau moderado de heterogeneidade (12 82%; 12

80%, respectivamente) (Figura 2).

Figura 2: Odds ratios agrupados e intervalos de confianga de 95% para a associacao entre o rs16944 e o desenvolvimento
de TEA.

a)
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Experimental Control

b)

Odds Ratio

Odds Ratio

Study or Subgroup  Events Total Ewvents Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
4.1.1 Homozygous

Saad 2020 4 35 11 29 192% 0.21 [0.06, 0.78]

Yu Ham 2021 28 a7 B7 112 291% 0.99[0.49,1.98)

Subtotal (95% Cl) 82 141 48.3% 0.50 [0.11, 2.27]

Total ewents 32 78

Heterogeneity: Tau®=0.92; Chi*= 431, df=1 (P =0.04}; F=77%
Testfor overall effect £=0.89 (P =0.37)

4.1.2 Heterozygous

Saad 2020 45 19 31 42 200% 3.88[1.16,13.69]
YU Ham 2021 51 74 140 207 31.7% 0.87 [0.51,1.50]
Subtotal (95% Cl) 128 249 51.7% 1.68 [0.38, 7.38]
Total events 96 171

Heterogeneity: Tau®= 082, Chi*=4.91 df=1 {PF=0.03) F= 80%
Testfor overall effect 2= 0.63 (P = 0.49)

S —-
-
-
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Testfor overall efrec_t: Z=017 (Pz_ 0.Em Favours [experimental] Favours [control]
Testfor subgroup differences: Chi*=1.25df=1 (P=026), F=201%
c)

Experimental Control 0Odds Ratio 0Odds Ratio
Stucy or Subgroup  Events  Total Events Total Weight M-H, Random, 95% Cl M-H, Random, 95% CI
Saad 2020 56 160 88 120 49.2% 02010012, 033 ——
U Harn 2021 107 198 274 &04  A0.8% 1.01[0.72,1.41]
Total (95% CI) 356 624 100.0% 0.45 [0.09, 2.25]
Total ewents 163 362
Heterageneity: Tau®=1.30; Chi®= 27.27, df=1 (F < 0.00001); F= 96% Iu.m 0?1 ] 150 100’

Testor overall effect =097 (F=0.33) Favours [experimental] Favours [contral]

(a) Modelos dominantes e recessivos. (b) Modelos homozigotos e heterozigotos. (¢) Modelo alélico.

3.3.2 Polimorfismo RS1800796

Dois estudos2,17 envolvendo 193 casos e€ 336 controles saudaveis foram considerados
elegiveis e incluidos para analise quantitativa da associagao entre o SNP rs1800796 da IL-6 e o TEA.
O OR combinado ndo revelou associacdo significativa entre o SNP rs1800796 e o risco de desenvolver
TEA em qualquer um dos modelos de gendtipo, incluindo o modelo dominante (OR 0,94, IC 95%
0,42-2,12; P = 0,78), recessivo (OR 0,39-1,65, P = 0,07), alélico (OR 0,85, IC 95% 0,49-1,45, P =
0,10), homozigoto (OR 0,95, IC 95% 0,41-2,18, P = 0,60) e heterozigoto (OR 0,98, IC 95% 0,42-2,26,
P = 0,85). As andlises dos grupos genoétipo recessivo e alelo revelaram um grau moderado de

heterogeneidade (12 70%; 12 64%, respectivamente) (Figura 3).
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Figura 3: Razdes de chances combinadas ¢ intervalos de confianga de 95% para a associagdo entre o rs1800796 e o
desenvolvimento de TEA.

a)
Case Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup  Events Total BEwvents Total Weight M-H, Random, 95% C| M-H, Random, 95% CI
1.2.1rs1800796 Dominant (CC+CGvs GG)
Liyanik 2022 92 95 a2 84 4.4% 0.75[012, 4.58] —
YU Ham 2021 91 4g 234 252 16.3% 1.00[0.40, 2.47] .
Subtotal (95% CI) 193 336 20.7% 094[042,2.12] =i
Total events 183 KAl
Heterogeneity, Tau®= 0.00; Chi®=0.08, df=1 (FP=0.78), F=0%
Testfor overall effect 7= 014 (F=0.59)
1.2.2 rs11800796 Recessive (CC vs CG+GG)
Uyanik 2022 a6 44 G 84 30E6% 0.54 [0.29,1.03] ——
Y Ham 2021 48 93 116 252 48E6% 1.13[0.71,1.80] J
Subtotal (95% CI) 193 336 79.3% 0.81[0.39, 1.65]
Total events 104 177
Heterogeneity: Tau®=0.19; Chi*=3.34,df=1 (P=0.07);, F=70%
Test for overall effect: Z= 059 (F = 0.55)
Total (95% CI) 386 672 100.0% 0.87 [0.59, 1.27] <
Total events 287 493
Heterogeneity: Tau?= 0.02; Chi*= 346, df= 3 (P=0.33); F=13% f t t |
Testfor overall effect Z= 073 (F=047) 0.0z 01 10 50
Testfor subaroup differences: Chif=0.08, df=1 (P =077 F=0%
b)
Case Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup  BEvents Total Events Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
1.1.1 Heterozyous (CG vs CC)
Uyanik 2022 36 34 il 23 10.0% 114018, 7.40] e
Y Ham 2021 43 50 118 136 395% 0.84 [0.37, 2.40] i
Subtotal (95% CI) 89 159  49.6% 0.98 [0.42, 2.26]
Total events T8 134
Heterogeneity: Tau*=0.00; Chi*=0.03, df=1 {F=0.88); F=0%
Test for overall effect: Z=0.06 (F = 0.95)
1.1.2 Homozygous (CC vs GG)
Liyanik; 2022 a6 549 1 63 10.5% 0.61 [0.10, 3.80] I
Y Ham 2021 48 54 116 134 3989% 1.06[0.42,271] f
Subtotal (95% CI) 114 197 50.4% 0.95[0.41, 2.18]
Total events 104 177
Heterageneity: Tau®= 0.00; Chi*=0.28, df=1 (P = 0.60);, *=0%
Testfor overall effect Z=012 (P =090
Total (95% CI) 203 356 100.0% 0.96 [0.53, 1.74] -
Total events 183 KAl
Heterogeneity: Tau®= 0.00; Chi®=0.32, df= 3 (P = 0.96); F= 0% f t t |
Testfor overall effect Z=013{P =090 o.02 o1 1 50
Testfor subaroup differences: Chi®= 0.00, df=1 (P = 0.96), F= 0%
c)
Case Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup  Events Total Ewvents Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
Llyanik 2022 145 1490 143 168 428% 0.62[0.36, 1.08]
YU Ham 2021 139 1496 3m0 &04 av1% 1.07 [0.749,1.594]
Total (95% CI) 386 672 100.0% 0.85 [0.49, 1.45]

Total events 287 493
Heterogeneity: Tau?= 0.10; Chif= 276, di=1 (P = 0.10); F= 4% =D " D=2 D=5
Testfor overall effect: Z= 061 (P =0.54) ’ ’ ’

—
o=
-
—
=

(a) Modelos dominantes e recessivos. (b) Modelos homozigotos e heterozigotos. (c) Modelo alélico.

3.3.3 Polimorfismos rs1982073 e rs1800471
Dois estudos18,19 envolvendo 79 casos e 75 controles sauddveis foram considerados elegiveis

e incluidos para analise quantitativa da associacdo entre polimorfismos de TGF-1 e TEA. Nao houve
associagdo significativa entre o SNP rs1982073 e os pacientes com TEA em nenhum dos modelos
analisados, incluindo o modelo dominante (OR 1,47, IC 95% 0,60-3,59, P = 0,88), modelo recessivo
(OR 1,35,1C 95% 0,47-3,85, P=0,12), modelo alélico (OR 1,55, IC 95% 0,97-2,50, P = 0.74), modelo
homozigoto (OR 1,70, IC 95% 0,63-4,56, P =0,61) e modelo heterozigoto (OR 0,78, IC 95% 0,24-2,
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53, P = 0,10). As analises dos grupos de genotipos recessivos e heterozigotos revelaram um grau

moderado de heterogeneidade (12 59%; 12 64%, respectivamente) (Figura 4).

Figura 4: Razdes de chances agrupadas e intervalos de confianga de 95% para a associagdo entre o rs1982073 e o
desenvolvimento de TEA.

a)
Case Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup  Events Total BEwvents Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
2.2.1 Dominant (TT+TC vs CC)
Khakzad 2014 33 34 28 35 MI% 1.38[0.41, 4.57] R
Smail 2020 36 40 34 40 16.0% 1.59[0.41,6132] e —
Subtotal (95% CI) 7o 75  36.2% 1.47 [0.60, 3.59] -
Total events 64 62
Heterogeneity: Tau?=0.00; Chi*=0.02, df=1 {F=0388), F=0%
Testfor overall effect: Z=0.84 (P=0.40)
2.2.2 Recessive (TT ws TC+CC)
Khakzad 2014 20 34 11 35 323% 2.30[0.89, 5.94] T
Smail 2020 11 40 13 0 3 E% 0.79[0.30, 2.08] —
Subtotal (95% CI) 79 75 63.8% 1.35[0.47, 3.85] -t
Total events H 24
Heterogeneity: Tau®=0.34, ChiF= 241 df=1 (P=012);, F=599%
Test for averall effect. Z2= 096 (P =0.93)
Total (95% CI) 158 150 100.0% 1.39[0.81, 2.39] -
Total events 100 ag
Heterogeneity: Taus= 0.00; Chi®= 2.46, df= 3 (P = 0.48); F=0% f t t {
Testfor averall effect Z2=1.20{FP=0.23) 0.01 01 o 100
Testfor subaroup differences: Chit=0.01, df=1 (P =091, F=0%
b)
Case Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup  Events Total BEwvents Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
2.1.1 Heterozyous (TCws TT)
Khakzad 2014 13 33 17 28 297% 0.42[0.148,1.18] — &
Smail 2020 25 36 il 34 1% 1.41[0.52,3.78] —
Subtotal (95% CI) 69 62 60.7% 0.78[0.24, 2.53] -
Total events 38 ]
Heterogeneity: Tau®= 0.46;, Chi®=2.74 df=1 (P=0.10);, F= G4%
Testfor overall effect Z=042 (P =067
2.1.2 Homozygous (TTvs CC)
Khakzad 2014 20 26 11 18 M5% 212 [0.57,7.90] B B E—
Smail 2020 11 14 13 19 17.8% 1.27 [0.28, 5.68] I e —
Subtotal (95% CI) 41 37 39.3% 1.70 [0.63, 4.56] i
Total events K3 24
Heterogeneity: Tau®=0.00; Chi®= 025, df=1 (P=061), F=0%
Testfor overall effect Z=1.04 (P =023
Total (95% CI) 110 99 100.0% 1.05[0.51,2.17] e
Total events 69 62
Heterogeneity: Tau?= 0.18; Chif=4.51, di= 3 (P = 0.21); F= 34% f t t |
Testfor overall effect: Z=0.14 (P =0.88) 0.01 0.1 o 10
Testfor subaroup differences: Chi®= 099, df=1 (P =032, F=0%
c)
Case Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup  Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
Khakzad 2014 a3 78 38 70 498% 1.69 [0.86, 3.28] -—
Smail 2020 47 70 47 80 Aal1% 1.43[0.74,2.80] —
Total (95% CI) 148 150 100.0% 1.55 [0.97, 2.50] =
Total events 100 86
Heterogeneity: Taus= 0.00; ChiF= 011, df=1 (P = 0.74); F= 0% =D ] D=2 D=5 é é 1D=

Testfor overall effect: Z=1.83 (P=0.07)

(a) Modelos dominantes e recessivos. (b) Modelos homozigotos e heterozigotos. (c) Modelo alélico.

Nossos resultados também nao revelaram associagdes significativas entre o SNP rs1800471 e
o risco de TEA em nenhum dos modelos genotipicos, incluindo o modelo dominante (OR 0,66, I1C
95% 0.04-9,94, P =0,0004), modelo recessivo (OR 0,40, IC 95% 0,09-1,66, P=0,51), modelo alélico
(OR 0,70, IC 95% 0,08-5,96, P = 0,001), modelo homozigoto (OR 0,30, IC 95% 0,05-1,72, P=0,26)
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e modelo heterozigoto (OR 1,32, IC 95% 0,27-6, 37, P = 0,57). As analises dos genétipos e grupos
alélicos dominantes revelaram um alto grau de heterogeneidade (12 92%; 12 91%, respectivamente)

(Figura 5).

Figura 5: Odds ratios agrupados e intervalos de confianga de 95% para a associagdo entre o rs1800471 e o desenvolvimento
de TEA.

a)

Case Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup Events Total Ewvents Total Weight M-H, Random, 95% CI| M-H, Random, 95% CI
3.1.1 Dominant (CC+CG wvs GG)
khakzad 20145 12 38 5 35 28.9% 267 [0.83, 8.59] B I —
Smail 2020 g 40 24 40 30.2% 0.17 [0.06, 0.45] —
Subtotal (95% CI) T9 TS5 59.2% 0.66 [0.04, 9.94] e ——
Total events 20 29

Heterogeneity: Taw®= 3.54, Chi®*=12.93, df=1 (P = 0.0004}; 7= 92%
Testfor overall effect: Z=0.30 {F = 0.76)

3.1.2 Recessive (CCws CG+GG)

Khakzad 2015 1 34 1 35 161% 0.89[0.05, 14.86]

Srmail 2020 2 40 G 40 247% 0.30 [0.08, 1.58] — &
Subtotal (95% CI) 7O 75  40.8% 0.40 [0.09, 1.66] -~
Total events 3 T

Heterogeneity: Taw®= 0.00; Chi*=0.44, df=1 (F= 051}, F= 0%
Testfor overall effect: Z=1.26 (F=0.21)

Total (95% CI) 158 150 100.0% 0.56 [0.12, 2.64] —ee
Total events 23 26
Heterogeneity: Taw*=1.80, Chi®=13.10, df= 3 {P = 0.004), F= 77% I + 1 1

Testfor overall effect Z=073 {(F=0.47) 0.0 o1 mn 100
Testfor subgroup differences: Chi*= 010, df=1 (P =0.759), F= 0%
b)
Experimental Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup Events Total BEvents Total Weight M-H, Random, 95% CIl M-H, Random, 95% CI
3.2.1 Heterozyous (CG ws CC)
Khakzad 2015 11 12 4 5 14.58% 275014, 5517]
Smail 2020 G 8 18 24 326% 1.00 [0.16, 6.35] . —
Subtotal (95% CI) 20 29 47.1% 1.32 [0.27, 6.37] ——eniiaee—
Tatal events 17 22
Heterogeneity: Tau®= 0.00; Chi*= 032, df=1 (P =057, F=0%
Testfor overall effect Z=035(FP=0.73)
3.2.2 Homozygous (CC vs GG)
kKhakzad 2015 1 28 1 3N 16.2% 1.11 [0.07, 18.64]
Srnail 2020 2 34 |5 22 367% 017 [0.03, 093] — &
Subtotal (95% CI) 62 53 52.9% 0.30 [0.05, 1.72] ——e -
Total events 3 T
Heterogeneity: Tau®=0.38; Chi®=1.27, df=1 (P =026, F=21%
Testfor owerall effect £2=1.35(P=0.18)
Total (95% Cl) 82 82 100.0% 0.61 [0.18, 2.03] i
Total events 20 249
Heterogeneity: Tau®= 0.27; Chi®= 3.63, df= 3 (P=030; F=17% I t 1 |
Testfor overall effect Z2=0.80 (P =0.42) 0.01 o1 n 100
Testfor subgroup differences: Chi*=1.51, df=1 (P =0.22), F=33.8%
c)
Experimental Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup  Events  Total BEvents Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
Khakzad 2015 13 78 G TO  48.9% 213 [0.76, 9.96] -—a—
Stmail 2020 10 a0 30 a0 51.1% 0.24[0.11, 053] —i—
Total (95% Cl) 158 150 100.0% 0.70 [0.08, 5.96] ——e i ———
Total events 23 36
Heterageneity Tau®= 218, Chi®=10.88, df=1 (P =0.0010) F=91% f f f {
yenerty ' : { ) .o 0 10 100

Testfor overall effect Z=033 (P=0.74)

(a) Modelos dominantes e recessivos. (b) Modelos homozigotos e heterozigotos. (c) Modelo alélico.

4 DISCUSSAO

Até onde sabemos, esta ¢ a primeira revisdo sistematica e meta-analise a examinar se 0s
polimorfismos de citocinas inflamatdrias sdo mais comuns em individuos com TEA. Nossos resultados
indicam que, embora alguns estudos tenham associado variantes genotipicas e alélicas ao TEA

isoladamente, os resultados combinados dos estudos ndo foram estatisticamente significativos na
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metanalise. Portanto, ndo ¢ possivel inferir se ha associagao entre os SNPs investigados ¢ o TEA.
Estudos que investigam essa questdo sdo escassos, € os polimorfismos de muitas citocinas
inflamatorias ainda ndo foram investigados. Consequentemente, esta revisdo destaca grandes lacunas
e pontos importantes que precisam ser explorados em pesquisas futuras.

As citocinas regulam o tipo e a magnitude da funcdo imunolégica, influenciando o
neurodesenvolvimento21-23. Essas moléculas requerem regulacdo adequada para manter um
equilibrio entre as respostas pré e anti-inflamatorias. Revisdes sistematicas recentes envolvendo
estudos 1724 e 3825 mostraram que os niveis das citocinas pro-inflamatorias IL-1p, IL-6 e IFN-y estao
aumentados em individuos com TEA, fornecendo evidéncias de ativagdao e desregulacao inata. Por
outro lado, outros estudos detectaram uma diminui¢do no nivel de TGF-B1, que tem atividade anti-
inflamatoria, em pacientes com autismo10,11,26-28.

Niveis aumentados das citocinas IL-1f e IL-6 estdo associados a piores escores
comportamentais29. Da mesma forma, niveis mais baixos de TGF-B1 tém sido associados a piores
sintomas comportamentaisll e a gravidade do autismo10,27,28. Esses achados sugerem que ha um
estado pro-inflamatorio continuo em pacientes com TEA, onde distirbios nas respostas imunes afetam
os comportamentos centrais. Um dos fatores que podem influenciar esses distirbios imunologicos € a
presenca de polimorfismos23,30.

Os SNPs sdo a forma mais comum de variagao genética no genoma humano e estdo se tornando
marcadores importantes no diagnoéstico clinico e na pesquisa genética 31, 32 . Dentre os polimorfismos
identificados nesta revisdo, rs1800796 de IL-6 pode alterar os niveis circulantes dessa citocina por
meio de interagdes complexas de acordo com o haplétipo33. Por outro lado, o polimorfismo rs2430561
do IFN-y est4 associado a uma diminui¢do na concentragdo de IFN-y20. Os polimorfismos de IL-1
116944, rs1143634 e rs1143627 que foram identificados na revisdo estdo associados ao aumento da
expressdo de citocinas34,35. Enquanto o rs16944 esta relacionado ao aumento da atividade
transcricional36, o rs1143627 estd associado a reducgdo da atividade do promotor, e o polimorfismo
rs1143627 aumenta a ligagdo ao fator de transcrigao37.

Assim, polimorfismos funcionais de genes de citocinas sdo considerados fatores de risco para
doenca de Alzheimer (IL-10 rs1800871)%, doenca de Parkinson (IL-6 rs1800795)%°, cancer gastrico
(TNF-0 151799724, 1L-8 152227532 e IL-10 rs1800872)* e transtorno bipolar (IL-1 rs1143627,
1516944, rs1143623 e rs12621220)*!. Apesar de sua importancia, os SNPs envolvem apenas um tinico
tipo de interagdo genética e ambiental, especialmente em distarbios complexos como o TEA. No
entanto, estudos que explorem essa associagdo com o autismo ainda sdo escassos, € novas pesquisas
podem contribuir para a compreensao do desenvolvimento desse transtorno.

A presente revisao revelou seis estudos que avaliaram sete SNPs de quatro citocinas diferentes.

Embora alguns desses estudos tenham revelado uma associacao entre variantes genotipicas € autismo,
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esta revisao ndo ¢ capaz de provar tal associagdo. A escassez de estudos e o baixo numero de
participantes contribuiram para um grau moderado a alto de heterogeneidade entre os estudos,
impossibilitando a obteng¢ao de resultados conclusivos sobre essa hipotese. Portanto, considerando que
as citocinas sdo importantes moduladores do comportamento e que os polimorfismos podem

influenciar sua expressao, novos estudos investigando essas associagdes devem ser realizados.

5 CONCLUSAO

Embora alguns estudos tenham associado variantes genotipicas e alélicas apenas ao TEA, os
resultados combinados desses estudos ndo foram estatisticamente significativos na meta-analise. Além
disso, poucos estudos realizaram essas investigagdes; portanto, mais estudos sdo necessarios para
validar os resultados aqui apresentados. Nossa revisdo sistematica destaca lacunas importantes e
inspira novos estudos envolvendo popula¢des maiores e diferentes grupos étnicos para investigar

associacgoes significativas entre variagdes genéticas em diferentes citocinas e o desenvolvimento de

TEA.
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