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Resumo

Introducdo: O parasito Toxoplasma gondii infecta elevado percentual de individuos em
todo o mundo e os distdrbios resultantes da infeccdo contribuem para os agravos da
salde e podem acometer o desenvolvimento intelectual de criancas e adultos. Tem sido
proposto que o antigeno D (Rhg), uma glicoproteina que constitui a base bioquimica
sistema Rh mas que se encontra ausente no tecido nervoso, influencia a resposta motora
na presenca de infeccdo por T. gondii. Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar a
resposta motora e o tempo de reacdo a estimulos visuais na presenca e na auséncia de
infeccdo pelo parasito T.gondii em individuos com boa acuidade visual, Rh positivos e
Rh negativos. Métodos: foram analisados 212 individuos voluntérios, de ambos os
sexos, submetidos a exame de acuidade visual e teste de medicdo de tempo médio de
reacao a estimulos visuais (TMR) com o uso de um software especifico. As amostras de
sangue coletadas foram utilizadas na identificacdo dos fendtipos eritrocitarios Rh
(positivo e negativo) e dos anticorpos da classe 1gG, anti-T. gondii (presenca ou
auséncia). Os tempos médios de reacdo foram comparados de acordo com 0 sexo,
presenca (reagentes) e auséncia (ndo reagentes) de infeccédo e fenotipos eritrocitarios Rh
(positivo e negativo). O teste t para comparacdo das médias e os valores de Odds Ratio
(OR) e do intervalo de confianga a 95% foram calculados com o uso do software
GraphPad Instat (versdo 3.06). O valor p igual ou menor que 0,05 foi considerado
significante. Resultados: As diferencas entre as médias de idade de individuos
reagentes (n=134) e ndo reagentes (n=78) ao T. gondii foram consideradas
estatisticamente significante (54,1 + 18,7 vs 34,4 + 18,9; p=0,0001). O fendtipo Rh
positivo (n=189) esteve presente em 89% dos individuos, enquanto o Rh negativo

(n=23) em 11%. O TMR dos individuos reagentes para o T. gondii foi menor no sexo



masculino (0.672 + 0.303) que no feminino (0.819 + 0.270) (p=0,0036). Esta mesma
diferenca foi observada entre os ndo reagentes (0.475 + 0.140 vs 0.791 = 0.323),
respectivamente (p<0,0001). Homens infectados (0.658 + 0.282) apresentam TMR
maiores que homens ndo infectados (0.488 + 0.129) por T. gondii, ambos Rh positivo
(p=0,0004). Mulheres, infectadas ou ndo, ndo diferiram quanto ao TMR mesmo quando
comparadas pelo fenétipo Rh (positivo ou negativo). Conclus6es: Homens Rh positivos
infectados por T. gondii apresentam TMR maior que homens Rh positivos ndo
infectados. Mulheres infectadas ndo diferem quanto ao TMR em comparagdo a

mulheres ndo infectadas por T. gondii.

Descritores: Toxoplasma gondii; sistema Rh; tempo de reacdo a estimulos



Abstract

Introduction: The parasite Toxoplasma gondii infects a high percentage of individuals
worldwide and disturbances resulting from this infection contribute to the aggravations
of health conditions and may affect the intellectual development of children and adults.
It has been suggested that the D antigen (Rh0) a glycoprotein that is the biochemical
basis Rh but is absent in the nervous tissue, influence the motor response in the
presence of T. gondii infection. Objectives: This study aims to evaluate the motor
response and the reaction time for visual stimulus in the presence and in the absence of
infection by the parasite T. gondii in individuals with good visual acuity, Rh positive
and Rh negative. Methods: 212 volunteers from both sexes underwent visual acuity
testing and measurement of average response time to visual stimulus (ART) by using a
specific software. The collected blood samples were used to identify the erythrocyte RH
phenotypes (positive and negative) and antibodies of IgG class anti-T. gondii (presence
or absence). Average response times were compared according to sex, presence
(reagents) and absence (non-reagent) infection and erythrocyte Rh phenotypes (positive
and negative). The t test for comparison of average and the values of Odds Ratio (OR)
and 95% confidence interval were calculated using the GraphPad Instat (version 6.3)
software. The p-value equal to or less than 0.05 was considered significant. Results:
The differences between the average age of reagents individuals (n = 134) and non-
reagent (n = 38) to T. gondii were considered statistically significant (54.1 + 18.7 vs
34.4 + 18.9; p = 0.0001). The Rh phenotype positive (n = 189) was present in 89% of
individuals, while the Rh-negative (n = 23) in 11%. The ART of reagents individuals
for T. gondii was lower in males (0.672 + 0.303) than in females (0.819 £ 0.270) (p =
0.0036). This same difference was observed between the non-reagent (0.475 + 0.140 vs

0.791 £ 0.323), respectively (p <0.0001). Infected men (0.658 £ 0.282) had higher ART



Xi

than uninfected men (0.488 = 0.129) for T. gondii, both Rh positive (p = 0.0004).
Women, infected or not, did not differ for ART even when compared by phenotype
(positive or negative) Rh. Conclusions: Rh positive men infected with T. gondii have a
higher ART than uninfected Rh positive men. Infected women do not differ in ART

compared to women uninfected by T. gondii.

Keywords: Toxoplasma gondii; Rh system; reaction time to stimulus



1. Introducéo

A infeccdo por Toxoplasma gondii vem sendo associada a manifestagoes
neuroldgicas tais como agressividade, esquizofrenia e enxaqueca.:* Estudos realizados
com modelos murinos demonstram que a presenca deste parasito no tecido nervoso
pode afetar algumas funcdes neuroldgicas.®® Ha evidéncias de que este parasito
compromete o funcionamento cerebral, age sobre o comportamento, a personalidade e a

habilidade psicomotora, inclusive em humanos.®

Estudos encontraram evidéncias de que a atencdo e a aptiddo escolar, a
concentracdo e o tempo de reacdo a estimulos visuais estdo diminuidos nos individuos
infectados por T. gondii."® Os distdrbios resultantes da infeccdo por este parasito
contribuem para os agravos da saude e podem acometer o desenvolvimento intelectual
de criancas e adultos.®*) Além disso, elevam os riscos de acidentes de transito e
reduzem ou impedem a realizacdo de atividades que requerem habilidades

especificas.**?
1.1. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii, agente etiolégico da toxoplasmose, € um protozoario
oportunista, intracelular obrigatério que infecta elevado percentual de individuos em
todo 0 mundo.®** A infeccdo por este parasito acomete os humanos e animais
incluindo suinos, caprinos, aves, animais silvestres, cdes, gatos e a maioria dos
vertebrados  terrestres homeotérmicos. Reveste-se de grande importancia
epidemioldgica, clinica e econbmica uma vez que acarreta abortos e nascimento de fetos

mal formados tanto nos seres humanos como nos animais.™®

T. gondii possui trés formas infectantes em seu ciclo de vida: oocisto,

bradizoitos contidos em cistos e taquizoitos. O gato e outros felideos sdo 0s hospedeiros



definitivos e contribuem com a producéo e eliminagdo de oocistos (ovos) e perpetuagdo
do parasito. Ao ingerirem cistos presentes nos tecidos de suas presas (ratos e passaros)
contribuem com a reproducdo sexuada do T. gondii. Desta forma, eliminam pelas fezes
oocistos ndo esporulados por um periodo aproximado de quinze dias. As condi¢fes
ideais de temperatura, pressdo, oxigenacdo e umidade favorecem a esporulagdo dos

oocistos.®”

Nos humanos, a infeccdo por T. gondii se d& por transmissdo congénita ou pos-
natal.®® A forma congénita ocorre por via placentaria quando a mée apresenta infeccéo
aguda ou uma reativacao de infeccdes cronicas durante a gestacio.*® A forma pés-natal
se da principalmente pelo consumo de alimentos (frutas, legumes e carnes mal cozidas)
e é4gua contaminados.®®® Entretanto, h4 demonstracdes de que este parasito é
transmitido por meio da transfusdo de hemocomponentes,®?? transplantes de érgéos
sélidos e de medula 6ssea.®>**?® A figura 1 mostra o ciclo de transmissdo do parasito

T. gondii.
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Figura 1. Ciclo de transmissao do parasito Toxoplasma gondii.

A infeccdo por T. gondii é, na maioria dos casos, assintomatica nos individuos
imunocompetentes.®*?® Em casos de infeccBes agudas sintométicas ha parasitemia
demonstravel e os sintomas mais comuns sdo linfodenopatias, febre, fadiga, dores
musculares, dor de garganta e dor de cabeca.®>?®) Na maioria dos casos ndo é necessario
tratamento, ja que o sistema imunitario confere certo grau de protegcdo aos individuos

infectados. 62"

Um recente levantamento que abrangeu dados de diversos paises revelou que 0s
indices de infeccdo por este parasito variam de menos de 10% a mais de 60%,
dependendo do pais.®® No Brasil, os inquéritos soroepidemiolégicos realizados nos
Gltimos 12 anos revelaram indices de infecgdo variando de 40 a 75%.%%Y Uma recente

revisao sobre a toxoplasmose no Brasil revelou que a severidade desta doenca pode



estar associada & variabilidade genética dos isolados de humanos e animais.®? Nossos
recentes estudos demonstraram que aproximadamente dois tercos da populacdo da
regido noroeste do Estado de S&o Paulo apresentam anticorpos anti-T. gondii (IgM e/ou

IgG).(33’34)

O diagndstico da infeccdo por T. gondii é essencialmente sorolégico sendo
realizado por meio da deteccdo dos anticorpos especificos das classes IgM e 1gG. Os
anticorpos IgM sdo comuns na fase aguda enquanto que aqueles de classe IgG, estdo
presentes na fase crénica da doenca. Contudo, o diagndstico baseado no uso de métodos
moleculares encontrou evidéncias de parasitemia mesmo em individuos portadores de

infeccdo cronica. %
1.2. Sistema Rh

Rh é o nome de um dos 33 sistemas de grupos sanguineos identificados no
homem até 0 momento e permite a classificacdo do sangue em dois fendtipos distintos:
Rh positivo e Rh negativo. Individuos Rh positivos possuem o gene funcional RHD e
expressam uma glicoproteina de 416 aminoacidos nos eritrocitos, denominada antigeno
D(Rho). A auséncia deste gene, e consequentemente desta proteina, determina o
fendtipo Rh negativo. Aproximadamente 85% da populagdo sdo Rh positivo e 15%, Rh

negativos.®®

O gene RHD se expressa essencialmente no tecido hematopoiético e ndo ha
evidéncias de que sua expressdo ocorra nos demais tecidos, incluindo o cérebro.®”
Estudos realizados nos Gltimos anos demonstraram que o antigeno D(Rhg) exerce
importante papel fisiolégico, atuando como canal de aménia na membrana
eritrocitaria.®® A molécula de amonia (NH3) representa o produto final do catabolismo

das proteinas e por ser muito téxica, é removida do sangue periférico.®®



A importancia médica do sistema Rh resulta do fato de o mesmo ser de grande
interesse transfusional e por estar envolvido na génese da doenga hemolitica do feto e
do recém-nascido. Inimeras publicagdes demonstraram que o antigeno D(Rhg), por ser
altamente imunogénico, induz a produgéo de anticorpos anti-D(Rh) de classe IgG. Estes
anticorpos, além de serem responsaveis por reacdes hemoliticas transfusionais em
receptores de sangue Rh negativo transfundidos com sangue Rh positivo, atravessam a
placenta e provocam lise dos eritrdcitos fetais Rh positivos, mediada pelo sistema

Complemento e pelo sistema fagocitario mononuclear.©®

1.3. Influéncia da infeccdo por Toxoplasma gondii na atividade neuroldgica

e sua relacdo com o sistema Rh

A identificacdo de alteracfes nas fungdes cerebrais resultantes da infeccédo por T.
gondii é de extrema importancia para a compreensao da epidemiologia, do diagndstico e
da fisiopatologia da toxoplasmose, mesmo tendo-se em mente que ambos os eventos - a

infeccdo e a funcdo cerebral - sdo complexos e influenciados por mdltiplos fatores. ¢

Recentemente foi observado que a incidéncia de acidentes de trafego entre
motoristas militares Rh negativos infectados por T. gondii é maior que entre 0s Rh
positivos.®) Os autores acreditam que a presenca da molécula Rho(D) apresenta efeito
protetor para os individuos Rh positivo. Em um estudo anterior estes mesmos autores
relataram perda de concentracdo, memaria e menor capacidade neurologica nas pessoas

infectadas por este parasito.“?

Entretanto, sdo escassos estudos brasileiros correlacionando a a¢do conjunta do
sistema Rh e da infecgé@o por T. gondii e modificagGes nas fungdes cerebrais, como por
exemplo, o tempo de reagdo a estimulos visuais. Acredita-se que a expressdo dos

fenotipos do sistema Rh apresente alguma peculiaridade, proporcionando niveis



distintos de suscetibilidade que possam ser associados a variabilidade da resposta

motora a estimulos visuais.®**?

Recentemente foi observado que o feno6tipo Rh positivo desempenha importante
papel na associacdo entre a infec¢do por T. gondii com o desempenho psicomotor, a
personalidade e a inteligéncia.”) Estes autores argumentam, com base nas analises
estruturais e funcionais do antigeno D, que a atividade deste antigeno como canal de
amonia e possivelmente de CO, pode influenciar direta ou indiretamente a tenséo
parcial de oxigénio e o equilibrio de &gua em vérios tecidos inclusive o tecido cerebral.
Se assumirmos que a justificativa apresentada por Flegr e colaboradores (2013)“® esta
fundamentada em um raciocinio fisiologico, podemos especular que alteracbes na
concentracdo de CO2 e de oxigénio podem modular a sobrevivéncia do T. gondii nas
células nervosas e consequentemente afetar a cognicdo e as atividades

neuropsicomotoras, incluindo o tempo de reacdo a estimulos visuais.

Diante da complexidade implicita nas atividades neuropsicomotoras, nas
interacdes entre T. gondii e 0 ser humano e a auséncia de expressao do antigeno D no
tecido nervoso, o objetivo deste estudo foi avaliar a resposta motora e o tempo de reacéo
a estimulos visuais na presenca e na auséncia de infeccdo por este parasito em

individuos com boa acuidade visual, Rh positivos e Rh negativos.



2. Casuistica e Métodos
2.1. Aspectos Etnicos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Rio Preto - FAMERP (Parecer 050/2009 de 09/03/09) (Anexo ). Cada
participante, apds receber todas as informagdes sobre os objetivos do estudo e os
procedimentos médicos e laboratoriais realizados com suas amostras de sangue, assinou

o0 termo de consentimento livre e esclarecido. (Anexo II).
2.2. Composicao da casuistica

No periodo de Abril de 2009 a fevereiro de 2011 foram selecionados 167
pacientes, de ambos 0s sexos atendidos no Ambulatério de Oftalmologia do
Ambulatério de Especialidades Médicas (AME) de S&o José do Rio Preto, Estado de
Séo Paulo, Brasil. Pacientes menores de 18 anos, com baixa acuidade visual, com
quaisquer evidéncias de doencas oftalmoldgicas e com doencas neuroldgicas, foram
excluidos. Um grupo composto por 45 jovens integrantes do tiro de guerra na Cidade de
Mirassol também compés a casuistica de nosso estudo. Todos os 212 individuos foram

avaliados por um oftalmologista experiente para a certificacdo de boa acuidade visual.
2.3. Avaliacgdo ocular dos pacientes selecionados

A avaliagdo clinica ocular dos pacientes foi realizada por um profissional
experiente (FBF), por meio do exame de fundoscopia com o uso de oftalmoscopio

binocular indireto (Binocular Ophthalmoscope ID 10, Topcon Corporation).



2.4. Coleta de sangue

De cada paciente selecionado foram coletadas, por puncdo venosa, duas
amostras de sangue periférico, uma com e outra sem anticoagulante (EDTA). A amostra
com EDTA foi utilizada para a identificacdo dos fendtipos eritrocitarios Rh. As
amostras sem anticoagulante foram utilizadas para obtencdo do soro, o qual foi estocado
a -20° C até o momento de seu uso, na identificacdo dos anticorpos da classe I1gG, anti-

T. gondii.
2.5. Identificacdo dos fenotipos eritrocitarios Rh

A identificacdo dos fendtipos eritrocitarios Rh foi realizada pelo método de
hemaglutinacdo em tubos (prova direta), com o uso de soro anti-D (Rhg) e soro controle
Rh. Este método é universalmente aceito e o protocolo utilizado foi aquele
rotineiramente realizado no Laborat6rio de Imunogenética do Departamento de Biologia
Molecular da Faculdade de Medicina de So José do Rio Preto. Uma gota de suspensao
de hemécias a 5% em meio isotbnico foi adicionada a dois tubos devidamente
identificados, contendo respectivamente uma gota do soro anti-D (Rhg) e uma gota do
soro controle Rh, cada. Os tubos foram centrifugados a 1.500 rpm durante 1 minuto. Os
resultados foram marcados em graus de aglutinacéo (0, 1+, 2+, 3+ e 4+). A presenca de
aglutinacdo no tubo contendo o soro anti-D (Rhg) em conjunto com a auséncia de
aglutinagdo no tubo contendo o soro controle Rh definiu o fendtipo Rh positivo. A
auséncia de aglutinacdo em ambos os tubos permitiu a definicdo do fendtipo Rh

negativo.®® A figura 2 ilustra os resultados da fenotipagem eritrocitaria Rh.
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Figura2. llustracdo da fenotipagem eritrocitaria Rh pelo método de aglutinacdo em
tubos, com o uso dos anti-soros anti-D(Rhg) e Controle Rh (CRh). Em A observa-se o

resultado de uma fenotipagem eritrocitaria Rh positivo e em B, Rh negativo.

2.6. Identificacdo de anticorpos da classe 1gG anti-T. gondii

A presenca ou auséncia de anticorpos anti-T. gondii da classe 1gG foi
determinada pelo método imunoenziméatico (ELISA) de acordo com uso de Kits

comerciais (Diasorin, Italia) sequindo o protocolo do fabricante.

2.7. Medida do tempo médio de reacdo aos estimulos visuais

Os pacientes foram submetidos a um teste para determinar o tempo de reacao a
estimulos visuais, com a utilizacdo de um software desenvolvido especificamente para
esta finalidade. Apos acomodar-se de forma confortavel em uma sala reservada, sem
interferéncia de luz excessiva e ruidos, os pacientes receberam todas as instrucées sobre

a conducéo do teste.

Ap0s o aparecimento de um retdngulo amarelo no centro da tela do computador,

cada paciente acionou 0 mouse o0 mais rapido possivel, de acordo com sua percepgéo. O
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acionamento leva ao desaparecimento imediato do retdngulo, para repeticdo da
avaliagcdo. Este procedimento foi repetido 38 vezes em intervalos irregulares, dentro de
um tempo regular de quatro minutos. O tempo decorrido entre o aparecimento do

retdngulo amarelo e o acionamento pelo individuo, foi registrado em milissegundos.

Cada um destes valores foi transferido para uma planilha para posterior calculo
do tempo médio de reagdo aos estimulos visuais de cada paciente analisado. Os cinco
primeiros e os cinco ultimos valores do tempo de reacdo foram arbitrariamente
excluidos das analises. Esta estratégia foi adotada para se evitar possiveis vieses
resultantes da ndo adequada familiarizacdo do paciente com o teste ao seu inicio, bem
como o possivel cansago ao seu final. A figura 3 ilustra um individuo realizando o teste

para identificacdo do tempo médio de reacdo a estimulos visuais.

Figura 3. llustracdo da execucdo do teste de medida do tempo de reacdo a

estimulos visuais com software especifico.
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2.8. Analise estatistica

Os dados dos pacientes foram coletados e inseridos em uma planilha para
andlises. As varidveis anotadas foram: sexo, idade, fen6tipo Rh, presenga ou ndo de
infeccdo por T. gondii, tempo médio de reacdo aos estimulos visuais. Os valores
percentuais para sexo, fenétipo Rh e presenca ou ndo de infec¢do por T. gondii foram
obtidos por contagem direta e comparados entre os grupos. Os valores médios de idade
e do tempo de reacdo a estimulos visuais foram comparados entre 0s grupos com o uso
do teste t e calculados com o uso do software GraphPad Instat (versdo 3.06). Os valores
de Odds Ratio (OR) e intervalo de confianca a 95% também foram calculados, quando

necessarios. O valor p igual ou menor gque 0,05 foi considerado significante.
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3. Resultados

Dos 212 pacientes selecionados, 112 (52,8%) eram do sexo masculino e 100
(47,2%) do sexo feminino. A média de idade foi igual a 46,8 £ 21,02 (minimo de 14,
méaximo de 89 anos). A tabela 1 contém os valores de média de idade, desvio padréo,
idade minima, idade méxima e mediana de idade para individuos reagentes (n=134;
63,2%) e ndo reagentes (n=78; 36,8%) para infecgdo por T. gondii. A maioria dos
individuos selecionados apresentou o fen6tipo Rh positivo (n=189), 89,0%. O fendtipo

Rh negativo foi encontrado em 11,0% (n=23) dos individuos.

Tabela 1. Média de idade, desvio-padrdo, idades: minima, méxima e mediana, de
individuos infectados e ndo infectados por Toxoplasma gondii, separados por género.

Reagentes (n=134) N&o Reagentes (n=78) p*

Média de idade (SD) 54,1+ 18,7 34,4+£189 0,0001
Minimo/Méaximo 14 /89 17/80

Mediana 58 20,5

Masculinos (n=112) 50,3+21,6 29,8 +18,2 0,0001
Minimo/Méaximo 14 /89 18/80

Mediana 56 19

Femininos (n=100) 57,5+150 42,1+17,9 0,0001
Minimo/Méaximo 18 /87 17 /73

Mediana 58 44

*Calculado com o uso do teste t.

A tabela 2 mostra as diferencas entre o tempo médio de reacdo de homens e
mulheres, reagentes e ndo reagentes ao parasito, de acordo com a faixa etaria. O tempo
médio de reacdo dos individuos reagentes para o T. gondii foi menor no sexo masculino
que no feminino (p=0,0036). Esta diferenca também foi observada entre os individuos

néo infectados, quando comparados por sexo (p<0,0001).
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Tabela 2. Tempo médio de reacdo (TMR) e desvio-padrdo (DP) de individuos reagentes
e ndo reagentes para Toxoplasma gondii, por género e faixa etaria.

Individuos N Reagentes N&ao Reagentes p*
N TMR (+ DP) N  TMR (+ DP)

Todos 212 134 0.766+0.341 78 0.586+0.270  <0.0001
Masculino 112 63 0.672+0.303 49 0.475%£0.140 <0.0001
Até 29 anos 53 18 0.458+0.071 35 0.424+0.079 0.1284
30 — 59 anos 26 17 0.653 + 0.263 9 0.615 + 0.209 0.7177
60 — 89 anos 33 28 0.821 +0.336 5 0.578 £0.120 0.1237
Feminino 100 71 0.819+0.270 29  0.791+0.323 0.5904
Até 29 anos 14 10 0.696 + 0.164 4 0.693 £0.120 0.9734
30 — 59 anos 46 32 0.751+£0.211 14 0.802+0.448 0.5964
60 — 89 anos 40 35 0.957 + 0.437 5 0.859 +0.130 0.6259

*Calculado com o uso do teste t.

A tabela 3 apresenta as diferencas no tempo médio de reacdo dos individuos Rh

positivo e Rh negativo, separados por género.

Tabela 3. Diferencas entre o tempo médio de reacdo (TMR) e desvio-padrdo (DP) dos
individuos Rh positivos e Rh negativos, por género.

Individuos N Rh positivo Rh negativo p*
N TMR (+ DP) N TMR (£ DP)
Todos 212 187 0.700+0.329 25 0.696+0.328 0.9494
Masculino 112 98 0.580+0.240 14 0.626+0.403 0.5390
Feminino 100 89 0816+0.354 11 0.794+0.239 0.6780

*Calculado com o uso do teste t.

A tabela 4 apresenta as diferencas entre o tempo médio de reacdo dos individuos

Rh positivos e Rh negativos, reagentes ou ndo ao T. gondii, separados por género e

idade.
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Tabela 4. Tempo médio de reagdo (TMR) observado em individuos reagentes e ndo
reagentes para a infeccdo por Toxoplasma gondii comparados por género, idade e
fenotipo Rh.

Masculino

Feminino

Rh

Reagentes

N&o Reagentes

p*

Reagentes

N&o Reagentes

p*

Rh pos
Até 29
30-59
60 - 89

Rh neg
Até 29
30-59

60 - 89

N

TMR (+ DP)

N TMR (+ DP)

TMR (+DP)

N TMR (+DP)

53

15

14

24

10

0.658 + 0.282
0.468 + 0.072
0.624 + 0.263
0.795 + 0.307
0.748 + 0.407
0.407 £ 0.041
0.784 +0.269

0.978 £ 0.510

45

31

0.488 +0.129
0.437 £ 0.045
0.615 +0.209
0.578 £ 0.120
0.322 +0.185
0.322 +£0.185

0

0

0.0004
0.0803
0.9317
0.1346
0.0713

0.4773

62

27

31

0.859 +0.372
0.693 +0.120
0.733 £ 0.222
0.990 + 0.450
0.779 + 0.167
0.844 +0.109

0.698 + 0.206

27

9

14

1

1

0.773 £0.335

0.708 + 0.169

0.802 +0.448

0.816 + 0.103

0.809 +0.311

0.589+0.0

1.030+0.0

0.3031
0.8770
0.5129
0.4523

0.8844

*Calculado com uso do teste t
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4. Discussao

O objetivo deste estudo foi avaliar se a infec¢do por T. gondii modula o tempo
médio de reacdo a estimulos visuais. A proposicdo prévia de que a infeccdo por este
parasito aumenta o risco de acidentes de trafego em individuos Rh negativo por meio da
reducdo da resposta motora nos motivou a verificar se estas associagdes ocorrem com

individuos expostos a estimulos visuais.®*?

Para tanto, foi selecionada uma casuistica composta de individuos de ambos 0s
sexos infectados e ndo infectados, Rh positivos e negativos, estratificados por faixa
etaria. Todos os individuos selecionados foram submetidos a avaliacdo oftalmoldgica e
apresentaram acuidade visual adequada para a idade. A seguir, suas respostas aos
estimulos visuais foram avaliadas com o uso de um software especifico que forneceu os
valores do tempo médio de reacdo em milissegundos durante trés minutos e trinta

segundos.

O percentual de infeccdo por T. gondii encontrado na casuistica foi semelhante
aquele relatado em outros estudos realizados pelo nosso grupo na mesma regido. 3%
Neste sentido, os dados deste estudo confirmam que aproximadamente dois tercos da
populacdo da regido noroeste do Estado de S&o Paulo encontram-se infectados pelo
parasito e esta condigéo é evidenciada pela deteccdo de anticorpos anti-T. gondii (IgM

e/ou 1gG) em amostras de soro.

A média de idade dos individuos infectados foi maior que a dos néo infectados.
Esta diferenca se manteve quando os individuos infectados e ndo infectados foram
comparados por género. Ha evidéncias de a prevaléncia de infeccdo por T. gondii
aumenta com a idade, pois ha maior exposicdo as reinfeccbes pelo parasito, sem

necessariamente apresentar manifestacdes clinicas da doenca.®*3¥ Relacées diretamente
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proporcionais entre o aumento da idade e resultados de testes sorolégicos reagentes com

anticorpos 1gG anti-T.gondii foram relatados em cubanos e em tchecos.*4*°

O tempo médio de reacdo dos individuos infectados por T. gondii foi maior que
dos ndo infectados sugerindo que a infec¢do por este parasito afeta, pelo menos em
parte, a resposta motora. Estes dados concordam com as proposicdes da literatura as
quais revelam que a infeccdo modularia, tanto a atividade motora, como o tempo de

reagdo a estimulos visuais.®**?)

A motricidade é dependente de um conjunto de fatores que regulam as
atividades neuroldgicas e este estudo explorou apenas a implica¢do do estimulo visual e
do tempo transcorrido entre este estimulo e o comando cerebral para a resposta motora
na presenca e na auséncia de infeccdo por T. gondi. Este parasito infecta células
nucleadas de animais de sangue quente e apresenta tropismo por células nervosas, mas o

mecanismo pelo qual modula a resposta motora nio é totalmente compreendido. %49

Apb6s a fase aguda da infecgdo, T. gondii se diferencia em bradizoito e
permanece em cistos teciduais no musculo e no tecido nervoso. A maioria dos
individuos infectados permanece assintomatica e esta condicdo tende a se perpetuar para
o resto da vida do hospedeiro. Sob condicbes de imunodeficiéncias os cistos podem ser
reativados e ao readquirir sua atividade patogénica causam doenca no hospedeiro.“"®)

Contudo, ainda é dificil dimensionar os efeitos deletérios da presenca de cistos de T.

gondii no tecido nervoso de individuos imunocompetentes.

A maioria dos individuos infectados desenvolve respostas imunes que oferecem
relativa imunidade ao T. gondii. As imunidades humoral e celular contribuem para esta
protecdo reduzindo as chances de doenca em gestantes, fetos e individuos

imunologicamente competentes. Embora os anticorpos especificos ndo exergcam acao
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efetiva contra as formas parasitarias intracelulares, sdo cruciais na prote¢do contra as
formas extracelulares deste parasito. Acredita-se também que a ruptura periddica dos
cistos constitua um fator biolégico que modula a manutencdo da resposta imune a este
parasito.*” E possivel que a ruptura periédica de cistos no tecido nervoso afeta
diferentes funcBes neuroldgicas contribuindo para os efeitos deletérios da infeccdo por

T. gondii no comportamento dos seres humanos.®®

H& demonstracdes de que pelo menos na toxoplasmose congénita, o parasito
pode se proliferar no tecido nervoso independente do controle exercido pelos anticorpos
maternos em outros tecidos.“® Isto sugere que o parasito pode apresentar baixa
proliferacdo em tecidos imunologicamente privilegiados como o cérebro e que a
barreira hemato-encefalica, por ndo ser totalmente permeével a determinados anticorpos

especificos, facilita indiretamente a acdo parasitaria.“>

Sob estas condicdes o
parasito poderd ndo desencadear necessariamente um quadro de gravidade, mas ao
longo do tempo, poderd exercer acdo parasitaria que module a resposta motora,

aumentando o tempo médio de reacdo a estimulos visuais.

A imunidade celular é crucial para a resposta imune do hospedeiro uma vez que
macrdfagos ativados, linfocitos T, celulas Natural Killer, citocinas e a media¢do do
reconhecimento de antigenos do parasito por moléculas HLA de classe I, atuam em

conjunto na construgdo da imunidade a este parasito.“®

Anélises histopatoldgicas realizadas no tecido nervoso de individuos
imunocompetentes mostrando a potencial influéncia da infeccdo por T. gondii nas
atividades motoras sdo escassas. Contudo, observacdes indiretas revelaram que a

infeccdo por este parasito diminui a capacidade cognitiva em criangas.“? Além disso,
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foi relatado que a perda de concentracdo, de memoria e menor capacidade neuroldgica

sdo comuns em mulheres infectadas por este parasito.“"

As observacOes feitas neste estudo estdo em concordancia com aquelas que
demonstraram que individuos infectados por T. gondii apresentam maior tempo de
reagdo a estimulos e capacidade motora reduzida uma vez que ambas implicam
modificacdes de atividades neurolégicas.®****? Contudo, as bases bioquimicas que
fundamentam as modificagbes do comportamento resultantes da infecgdo por T. gondii

ainda permanecem inconclusivas.

O grupo tcheco coordenado por Jaroslav Flegr avaliou a infec¢do por T. gondii e
o desempenho neurolégico e comportamento em homem e mulheres nos Gltimos anos.®
Em 2002 este grupo demonstrou que o risco de acidentes de transito é maior entre
motoristas com sorologia reagente para T. gondii em comparacdo aqueles sem infeccao
por este parasito.*? Posteriormente, observaram que homens Rh negativos néo
infectados por T. gondii apresentam tempo de reacdo a estimulos menor que homens Rh
positivos.“?) Além disso, estes autores relataram que individuos Rh positivos infectados
respondem mais lentamente a estimulos do que os Rh negativos ndo infectados. Estas
proposicOes sao desafiadoras uma vez que ndo ha demonstracdes de que a expressao dos
genes do sistema Rh ocorra no tecido nervoso mesmo sabendo-se que a infecgéo por T.
gondii pode resultar em doenca neurologica (neurotoxoplasmose em neonatos e

imunocomprometidos).®”

Com o objetivo de compreender o potencial papel da infeccdo por T. gondii
como modulador neuroldgico, elaboramos um estudo que se caracterizou pela analise de

individuos de ambos os sexos, infectados e ndo infectados, Rh positivos e Rh negativos.
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Todos foram expostos a estimulos visuais e 0 tempo médio de reagdo numa escala de

milissegundos foi comparado, com o uso de um software especifico.

Nossos resultados mostraram que o tempo médio de reacdo de homens Rh
positivo infectados foi maior que os ndo infectados. Contudo estas diferengas ndo foram
encontradas entre mulheres Rh positivas infectadas e ndo infectadas. Entre os
individuos Rh negativos, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes
para o tempo médio de reacdo entre homens e entre mulheres. Esta condicéo é esperada,
pelo menos em tese, uma vez que diferencas no tempo médio de reacdo a estimulos
visuais entre individuos ndo infectados ndo podem ser atribuidas ao T. gondii, mas
podem ser dependentes de outros fatores ndo investigados neste estudo. O tempo médio
de reacdo ndo apresentou diferencas estatisticamente significantes quando homens e
mulheres Rh positivos, Rh negativos, reagentes, ndo reagentes foram estratificados por

idade.

Estas observacdes se opdem aquelas verificadas por Flegr e colaboradores.“? As
razGes que embasam estas discordancias néo séo conhecidas, mas o principal argumento
contra o envolvimento do sistema Rh na modulagdo da resposta motora por T. gondii é
que os antigenos deste sistema ndo sdo expressos no tecido nervoso.®” Portanto, as
potenciais relagdes entre a infec¢do por T. gondii e o sistema Rh relatadas pelo grupo de
Jaroslav Flegr parecem estar muito mais fundamentadas em bases estatisticas que em

mecanismos bioquimicos consistentes.

A frequéncia do fendtipo Rh positivo € elevada na populacdo paulista e em
outras é&reas do Brasil.®®*Y Contudo, foram relatadas variacdes percentuais em
diferentes grupos étnicos brasileiros.®>*” A base genética do fenétipo Rh positivo

resulta da presenca do gene RHD, mas a auséncia deste gene determina o fenétipo Rh
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negativo. A base bioquimica do Rh positivo é determinada pela presenca de um
polipeptideo contendo 436 aminodcidos, cuja sintese é controlada pelo gene RHD. Este

polipeptidio est4 ausente nos individuos Rh negativo.®*

Embora o gene RHD esteja presente em homozigose ou heterozigose nos
individuos Rh positivos, sua expressdo € restrita ao tecido hematopoiético e somente 0s
eritrécitos sdo capazes de carregar o polipeptideo RH.®® Até o momento néo foram
encontradas evidéncias de que o gene RH se expressa em outros tecidos, incluindo o

nervoso.®”

O T. gondii é um parasito intracelular obrigatério, infecta todas as células
nucleadas de animais de sangue quente.“® Tem predilecéo pelo tecido nervoso o que é
fortemente demonstrado pelo grande niumero de casos de neurotoxoplasmose
diagnosticado em pacientes com imunodeficiéncias.“®*"*® Além disso, h4 evidéncias
epidemioldgicas e experimentais demonstrando que a infeccdo por este parasito
modifica 0 comportamento em humanos e animais, respectivamente, embora haja
contestacdes.®*®Y Contudo, é correntemente aceito que o neurdnio é uma importante

célula que serve de hospedeira para este parasito intracelular obrigatorio.

Tendo-se em mente que o T. gondii ndo infecta eritrocitos em seu ciclo bioldgico
torna-se dificil estabelecer uma relagdo de causa e efeito entre este parasito e 0s
globulos vermelhos. Fica dificil mais ainda correlacionar a infeccdo por T. gondii no
tecido nervoso com uma molécula que, embora seja comum na populacéo e expressa em

larga escala nos eritrocitos, ndo se encontra presente nos neuronios.

O menor numero de individuos Rh negativos na casuistica selecionada para este
estudo resultou de sua menor frequéncias populacional e isso de fato comprometeu a

realizacdo de analises mais apuradas dos individuos com este fenotipo em relacdo ao
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tempo médio de reacdo aos estimulos visuais bem como em relacéo a infecgdo por T.

gondii.

Os resultados deste estudo nos impelem a refletir sobre o papel da infecgéo por
T. gondii nas atividades psicomotoras. O fato da infeccdo por este parasito
possivelmente aumentar o tempo de reacdo a estimulos visuais pode comprometer de
forma mais ou menos intensa o reflexo de um individuo em situagcdes que requerem
manobras bruscas ao volante, por exemplo. A largada mais répida realizada por atletas
de alto nivel em competi¢des de curto espaco pode ser afetada na presenca da infeccdo
por este parasito. Os cuidados que devem ser tomados por tratadores de animais
peconhentos e selvagens requerem condicdes de reflexdo motora mais rapida para evitar
acidentes. Além disso, pilotos de caca em situacdes de risco necessitam ejetar como
forma de evasdo de acidentes, bem como aqueles que inconscientemente, executam
movimentos bruscos (retirar a mao da chapa quente, tossir, espirrar, piscar, etc.) como
resultado do arco-reflexo. E possivel que a infeccdo por T. gondii, despercebida pela

grande maioria da populacdo, tenha impactos nas atividades cotidianas do ser humano.

Este estudo encontrou resultados interessantes que podem ser explorados e
ampliados em outras populacdes e sob diferentes circunstancias. Contudo, apresenta
algumas limitagdes que precisam ser refletidas. A primeira delas se refere a amplitude
etaria da casuistica. E possivel que boa parte dos individuos selecionados com idade
acima de 60 anos ndo estejam totalmente familiarizados com o manuseio de
computadores, haja vista este tipo de dispositivo ter sido introduzido de forma regular
em nosso meio, nos ultimos 30 anos. Isso pode ter contribuido para algumas incorrecdes
na avaliacdo de suas habilidades em responder adequadamente aos propositos do teste

destinado a medir o tempo de reacdo a estimulos visuais. Uma forma de compensar
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estas potenciais incorre¢des foi submeter todos os individuos selecionados a avalia¢éo

da acuidade visual por um oftalmologista experiente.

A segunda limitacdo se refere ao fato de que o sistema Rh foi avaliado apenas
pela fenotipagem eritrocitaria e ndo pela genotipagem. Este Ultimo teste permite
diferenciar entre os Rh positivos aqueles que sdo homozigotos daqueles que s&o
heterozigotos. De fato, foi proposto por Novotna e colaboradores (2008) que a infeccdo
por T. gondii modula a distribuicdo populacional dos gendétipos Rh de individuos
homozigotos e heterozigotos para o gene RHD.“? Contudo, é possivel que esta
condicgéo néo investigada seja compensada pelo fato do gene RHD néo ser expresso no

tecido nervoso.®”

Finalmente, a terceira limitagdo se refere ao fato de que a existéncia ou ndo de
uma ou mais associacfes entre as variaveis investigadas (género, faixa etéria, fenotipos
Rh positivo e negativo, tempo de reacdo a estimulos visuais) ndo implica
necessariamente a potencial ocorréncia de um efeito bioldgico absolutamente
dependente da infeccdo por T. gondii, quando demonstrado por meio de analises

estatisticas simples ou mesmo sofisticadas.

Em sintese, é altamente provavel que resultados similares aos relatados neste
estudo também ocorram em relacao a infeccdo por outros microrganismos patogénicos e
que os mesmos possam afetar de forma direta ou indireta diferentes aspectos do
comportamento psicossocial e neuromotor. Os individuos selecionados neste estudo
foram analisados quanto a presenca ou auséncia de infeccdo por T. gondii, mas ndo para
a infeccdo por outros microrganismos. Portanto, a presenca ou a auséncia de infeccéo

por outros potenciais microrganismos poderia contribuir com a obtenc¢éo de resultados
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falso-negativos (em individuos com outras infec¢des e além do T. gondii) mas ndo os

falso positivos (individuos sem outras infec¢cGes mas com o T. gondii).
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5. Conclusotes

Homens Rh positivos infectados por T. gondii apresentam tempo médio de

reacao maior que homens Rh positivos ndo infectados.

Mulheres infectadas ndo diferem quanto ao tempo médio de reacdo em

comparacdo a mulheres néo infectadas por T. gondii.

O tempo médio de reacdo, independente da infeccdo por T. gondii, ndo difere

entre homens e mulheres Rh positivo e negativo.
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protocole n® 1980/2009 sob a responsabilidode de Luiz
Carlos de Mattos, com o titulo “Associagae entre a toxoplasmese oculor ¢ o
serf:l de glicoconjugados ABH-Lewis” estd de acordo com a reselugdo (NS
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ANEXO 11

FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Conselho Nacional de Saude - Resolucdo CNS 196/96)
Vocé esta sendo convidada a participar de uma pesquisa denominada Associa¢do entre a
toxoplasmose ocular e o perfil de glicoconjugados ABH-Lewis. O Toxoplasma gondii é o
parasita que causa a toxoplasmose e essa doenca pode ser transmitida aos seres humanos pelo
gato e outros animais. Ela representa uma das principais doencas infecciosas encontradas em

mulheres gravidas, pode ser transmitida da mée para o bebé e também afeta outras pessoas.

Essa pesquisa tem como objetivos identificar os tipos sangliineos ABO, Lewis e Secretor em
mulheres gravidas e em doadores de sangue para determinar se essas caracteristicas genéticas favorecem
ou ndo a infeccdo pelo Toxoplasma gondii. Além disso, ira verificar se pessoas sem problemas de visdo
tem alteracfes nos estimulos visuais quando estdo ou ndo estdo infectadas por T. gondii. Os resultados
dessa pesquisa poderdo ajudar na compreensdo dos fatores genéticos que influenciam a infecgdo pelo T.

gondii e poderdo beneficiar vocé e muitas outras pessoas.

A sua participacdo nessa pesquisa é voluntaria e de extrema importancia e vocé nao
perdera os beneficios do atendimento médico ou a doacao de sangue, aos quais tem direito, caso

decida nédo participar ou mesmo se vVoceé se retirar dessa pesquisa a qualquer tempo.
Para participar como voluntéria nessa pesquisa sera necessario:

1. Voceé responder um questionario sobre vocé e seus habitos de vida. Todas as informaces a
seu respeito serdo mantidas em absoluto sigilo.

2. Voceé ealizar um teste de estimulo visual que consiste no acionamento da barra de espagos
de um teclado de computador sempre que aparecer na tela uma determinada figura.

3. Vocé nos autorizar a colher uma amostra de seu sangue para exames da toxoplasmose e para
a identificacdo dos seus tipos sangliineos ABO, Lewis e Secretor. A coleta de sangue é
realizada com a introducdo de uma agulha estéril na veia e de acordo com a sua
sensibilidade, vocé podera sentir uma leve ardéncia no local. O risco da coleta de sangue
poderd incluir vermelhiddo e raramente deixa o local de introdugdo da agulha inchado e
com manchas roxas. O seu sangue sera utilizado apenas para anélises cientificas. Vocé deve
saber que ndo haverd riscos de qualquer tipo de contaminacdo durante a coleta de seu
sangue, pois o material utilizado sera individual e ndo contaminado. Esse material é
totalmente estéril (seringa, agulha, algoddo com alcool) e Gnico para cada pessoa. Apos a
coleta de seu sangue, as agulhas, seringas e algodéo utilizados seréo colocados em saco de
lixo e descartados em local seguro. Esses procedimentos serdo realizados por profissionais

com experiéncia.
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Vocé serd informada (0) de todos os resultados dos exames que serdo realizados em seu sangue e
eles serdo mantidos em absoluto sigilo. Se essa pesquisa for encerrada antes do periodo previsto, vocé

também serd informada.

Se vocé tiver qualquer duvida sobre essa pesquisa ou mesmo sobre lesdes relacionadas a
coleta de sangue, entre em contato com o Prof. Dr. Luiz Carlos de Mattos pelo telefone ou pelo
endereco abaixo indicados. Caso vocé tenha qualquer duvida sobre seus direitos como sujeito de
pesquisa, vocé também pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Séo José do Rio Preto, pelo telefone (17) 3201-5700 — Ramal 5813.

Vocé receberd uma cépia deste formulario de consentimento livre e esclarecido

assinado e datado.

Declaracéo do sujeito da pesquisa

Eu voluntariamente aceito participar da pesquisa “Associagdo entre a toxoplasmose ocular e o
perfil de glicoconjugados ABH-Lewis”. Li e compreendi essa declaracdo de consentimento
livre e esclarecido e os riscos descritos. Entendo que posso retirar meu consentimento ou retirar-

me dessa pesquisa a qualquer momento, sem perder nenhum beneficio aos quais tenho direito.

................... O« - « -
Responsavel pela discussao do Assinatura do sujeito da pesquisa
consentimento livre e esclarecido ou seu representante legal

Pesquisador responsavel

Enderego para contato:

Laboratério de Imunogenética

Departamento de Biologia Molecular - Faculdade de Medicina de S J do Rio Preto
Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416

Séo José do Rio Preto - 15090-000

Fones: (17) 3201-5854 (Faculdade)



