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Resumo

Fundamentos: Pesticidas, principalmente os organofosforados (OP), tém sido relacionados ao
aumento do risco de pénfigo vulgar (PV) e pénfigo foliaceo (PF), porém seus niveis nao foram
determinados em pacientes com pénfigo.

Objetivo: Avaliar a exposicao e a quantificacdo dos pesticidas, comparando PV, PF e grupos
controle no Sudeste do Brasil.

Métodos: Informacdes sobre residéncia urbana ou rural e exposicao a pesticidas no inicio do
pénfigo foram avaliadas por meio de entrevista por questionario. Amostras de cabelos do couro
cabeludo de casos de PV, PF e controles foram testadas para pesticidas OP e organoclorados
(0OC) por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa.

Resultados: A minoria dos casos de PV (2 [7,1%] de 28) e PF (7 [18%] de 39), mas nenhum
dos 48 controles, informou viver em areas rurais no inicio do pénfigo (p=0,2853). PV (33,3%),
PF (38,5%) e controles (20%) relataram exposicao a pesticidas (p=0,186). Vinte e um (14,8%)
de 142 individuos testaram positivo para OP e/ou OC: PV (2 [6,3%] de 32) e PF (11 [25,6%]
de 43) apresentaram contaminacao por pesticidas semelhante aos controles (8 [11,9%] de 67;
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p=0,4928; p=0,0753, respectivamente), mas PF apresentou maior contaminacao do que PV
(p=0,034). PV nao mostrou nenhuma positividade para OP. Trés (7%) casos de PF testaram
positivo para OP e OC. Alguns PF testaram positivo para trés ou quatro OP, com predominancia

de diazinon e diclorvos.

Limitacdo do estudo: Falta de dados para alguns controles.

Conclusdo: Embora a frequéncia de pacientes com PV e PF expostos a pesticidas tenha sido
semelhante, os pesticidas foram mais frequentemente detectados em amostras de cabelo de
PF em comparacao com PV. A relacé@o entre causa e efeito precisa ser determinada.

© 2023 Sociedade Brasileira de Dermatologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este € um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

0 pénfigo engloba um grupo de doencas bolhosas autoimunes
resultantes da producao de autoanticorpos contra as desmo-
gleinas (Dsg). Autoanticorpos IgG contra Dsg1 afetam a pele
no pénfigo foliaceo (PF), e autoanticorpos IgG contra Dsg3 e
Dsg1 afetam as mucosas e a pele no pénfigo vulgar (PV)." O
PF é endémico no Brasil, onde é conhecido como ‘‘fogo sel-
vagem’’. Mais recentemente, o diagndstico de PV superou
o de PF em algumas regides brasileiras.”> Embora os alelos
HLA classe | e Il diferenciem as formas clinicas de PF e de
PV, sua etiopatogenia nao é totalmente compreendida.*¢

Fatores exdgenos tém sido associados a patogénese do
pénfigo, incluindo medicamentos e elementos nutricionais
ricos em tiol, metais pesados, infeccao pelo virus herpes
e picada de inseto.””'"* Além disso, em estudos de caso-
-controle com base em entrevistas, a exposicao a pesticidas,
principalmente aos organofosforados (OP), tem sido rela-
cionada ao PV na Asia, Europa e América do Norte,’>"% e
também ao ‘‘fogo selvagem’’ no Brasil.?’ PV foi descrito
apos dermatite de contato com dicloro-difenil-tricloroetano
e diazinon.?"?? Utilizando pele humana normal como subs-
trato e amostras de soro de PV, o clorpirifés induziu pénfigo
em um experimento in vitro.?

N&o ha relato de abordagem mais abrangente em relacao
a quantificacdo de niveis de pesticidas em uma populacao
brasileira mais ampla de pénfigo para melhor compreensao
da sua conex@o ambiental com o pénfigo. Este estudo teve
como objetivo avaliar a exposicao a pesticidas por meio
de (i) entrevista com base em questionario e (ii) medidas
quantificacdo dos niveis de pesticidas OP e organoclorados
(OC) em amostras de cabelo do couro cabeludo de pacien-
tes com PV e PF e controles residentes na regiao nordeste
do estado de Sao Paulo, uma area do Sudeste brasileiro onde
ambas as formas clinicas de pénfigo sao prevalentes.’

Materiais e métodos

Neste estudo transversal de caso-controle, trés grupos foram
comparados: pacientes com PV (doravante denominados
PV), pacientes com PF (doravante denominados PF) e con-
troles. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa local do Hospital Universitario da Faculdade de
Medicina de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo
(n° 2248/2010), e todos os participantes assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido.

Grupos de pacientes e controles

Setenta e cinco pacientes com pénfigo atendidos no Ambula-
torio de Dermatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo
(SP, Brasil) foram incluidos no estudo. Entre eles, 32 tinham
PV (mediana de idade =50 anos, 75% do sexo feminino) e
43 tinham PF (mediana de idade=46 anos, 58,1% do sexo
feminino), respectivamente (tabela 1). O diagnéstico de PV
e PF foi estabelecido com base em caracteristicas clinicas,
histopatoldgicas e de imunofluorescéncia (direta, indireta
ou ambas) e determinacao de autoanticorpos contra Dsg1 e
Dsg3 por ELISA (MBL, Japao). Os controles consistiram em
67 parentes e vizinhos saudaveis dos pacientes com pénfigo
(mediana de idade =46 anos, 70,1% do sexo feminino; tabela
1). PV, PF e controles residiam na regiao nordeste do estado
de Sao Paulo, localizado no Sudeste do Brasil.

Questionarios

Os questionarios, elaborados pelos autores, foram aplica-
dos a 28 pacientes com PV e 39 com PF e a 48 controles.
As respostas a cada item dos questionarios foram incom-
pletas nos trés grupos. Assim, 28 pacientes com PV e 40
controles responderam a ‘‘Area de residéncia’’; e 27 paci-
entes com PV e 48 controles responderam as questdes sobre
"*Exposicao a pesticidas’’ (tabela 1). Os individuos foram
entrevistados por ocasido da sua visita ao Ambulatério de
Dermatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medi-
cina de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo. Duas
informacgdes principais foram analisadas: area de residéncia
(rural ou urbana) por ocasiao do aparecimento do pénfigo e
exposicao a pesticidas relacionada a atividades profissionais
ou outras causas.

Coleta de amostras de cabelo

Com o auxilio de uma tesoura estéril, foram cortados cerca
de 500mg da raiz do cabelo do couro cabeludo na regiao
occipital e armazenados em envelopes de papel individuais
em temperatura ambiente até a analise. As amostras foram
testadas para pesticidas OP e OC.

645


http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

L. La Serra, A.M. Salathiel, R. Lanaro et al.

Tabela 1

Dados demograficos e clinicos, area de residéncia e exposicdo a pesticidas no inicio da doenca, registrados em

questionarios, e deteccdo de pesticidas organofosforados e organoclorados em amostras de cabelo de pacientes com pénfigo

vulgar (PV) e pénfigo foliaceo (PF) e controles

PV PF Controls p-value
n=32 n=43 n=53
Idade (anos) mediana (p25-p75) 50 (36-62) 46 (31-58) 46 (38-59) 0,6513
n =32 (%) n=43 (%) n=67 (%)
Sexo Masculino 8 (25,0) 18 (41,9) 20 (29,9) 0,2218
Feminino 24 (75,0) 25 (58,1) 47 (70,1)
n=31 n=43 NA
Duracéo da doenga (anos) mediana (p25-p75) 4 (2-6) 7 (5-14) 0,005
Entrevista por questionario®
n=28 (%) n =39 (%) n =48 (%) a,b0 2853
Area de residéncia Rural 2(7,1)? 7 (18,0)° 0 (0)
Urbana 26 (92,9) 32 (82,0) 48 (100)
n =27 (%) n=39 (%) n =40 (%) 0,1860
Exposicdo a pesticidas Sim 9 (33,3) 15 (38,5) 8 (20,0)
Nao 18 (66,7) 24 (61,5) 32 (80,0)
Deteccdo de pesticidas no cabelo n=32 (%) n=43 (%) n=67 (%)
Organofosforados Sim 0 (0) 9 (20,9)° 6 (9,0)¢ b.c0,0914
Nao 32 (100) 34 (79,1) 61 (91,0)
Organoclorados Sim 2 (6,3) 5 (11,6) 2 (3,0) 0,1707
Nao 30 (93,7) 38 (88,4) 65 (97,0)
Total Sim 2 (6,3)? 11 (25,6)° 8 (11,9)¢ abcn 043
a0 034
Nao 30 (93,7) 32 (74,4) 59 (88,1) bc0,0753
20,4928

NA, nao aplicavel.

* Individuos dos grupos PV e controle responderam ao questionario de forma desproporcional.
§ Trés pacientes com PF apresentaram deteccéo de pesticidas organofosforados e organoclorados.

Métodos analiticos de pesticidas OP e OC e valores
aceitaveis

Os agrotoxicos pertencentes as classes OP e OC foram
analisados por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC/MS). O procedimento de
extracao para analise de amostras de cabelo para presenca
de OP e OC foi 0 mesmo descrito por Tsatsakis et al.?* e
adaptado as condi¢des instrumentais do Laboratério de Toxi-
cologia Forense do Departamento de Quimica da Faculdade
de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto da Universi-
dade de Sao Paulo. Os experimentos foram realizados em um
cromatografo a gas 7890A acoplado a um espectrometro de
massa 5975C Inert (Agilent Technologies, EUA) equipado com
uma coluna cromatografica DB-5MSUI (30 m x 0,25 mm/d.i.,
0,25 pm de espessura de filme; Agilent Technologies, EUA).
Os analitos foram eluidos com programacéao linear de tem-
peratura do forno, como descrito a seguir: 60°C por 2,0 min,
aumento para 315°C a 30°C/min, e 315°C por 2 min (tempo
total de 12,5min). As temperaturas da porta de injecao e
da linha de transferéncia foram ajustadas para 280 °C. Hélio
ultrapuro foi usado como gas carreador a uma vazao de
1,0 mL/min, e as amostras foram injetadas no modo splitless
(utilizando liner split ultrainerte desativado com la de vidro
para melhorar a cromatografia). O espectrometro de massa
foi ajustado para o modo SIM. Os dados foram adquiridos e
o instrumento foi controlado com o software Agilent Tech-

nologies ChemStation, versao E02021431, fornecido pelo
fabricante. A tabela suplementar 1 fornece os valores de
limite de deteccao (LOD) e limite de quantificacao (LOQ)
dos pesticidas. Os valores de ingestao diaria aceitavel (IDA)
para OP detectados neste estudo sao os seguintes: clorpirifos
(10 pg/mg), diazinon (2 pg/mg) e malation (300 pg/mg).?
0 uso de diclorvos, metil-paration e paration foi banido. O
uso dos pesticidas OC aldrin, BHC, DDT e endrin também foi
banido, entao nenhum valor de IDA esta disponivel para eles.
As amostras que testaram positivo, mas abaixo do limite de
deteccao (< LOQ) foram incluidas no presente estudo.

Anédlise estatistica

Os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney foram utilizados
para analisar idade e duracao da doenca, respectivamente.
O teste de Fischer foi utilizado para analisar as frequén-
cias das variaveis. Adotou-se p < 0,05 e empregou-se a
comparacao bicaudal. A analise estatistica foi realizada
utilizando-se o software SPSS, 26.0 (IBM, EUA).

Resultados

Dados demograficos e clinicos

Os grupos de 32 PV, 43 PF e 67 controles nao diferiram quanto
a idade ou sexo. Dados sobre a idade de 14 controles nao
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estavam disponiveis. A duracao da doenca foi maior no grupo
PF do que no PV (p=0,005; tabela 1).

Dados de entrevistas com base em questionario

N&ao houve diferenca estatistica comparando area de resi-
déncia urbana ou rural entre PV, PF e controles (p=0,2853).
Dois (7,1%) dos 28 PV e 7 (18%) dos 39 PF, mas nenhum dos 48
controles, informaram residir na zona rural. As informacoes
positivas ou negativas sobre a exposicao a pesticidas foram
semelhantes entre os grupos (p=0,186; tabela 1).

Quantificacdo dos niveis de OP e OC em amostras
de cabelo

Pesticidas OP e OC foram quantificados em amostras de
cabelo de 32 PV, 43 PF e 67 controles (tabela 1). Vinte e
um (14,8%) dos 142 individuos testaram positivo para OP, OC
ou ambos. O grupo PF (11 [25,6%]) apresentou mais pacien-
tes contaminados do que o PV (2 [6,3%]), mas tinha tantos
individuos contaminados quanto os controles (8 [11,9%];
p=0,034 e p=0,0753, respectivamente). PV e controles
tiveram deteccao de pesticidas semelhante (p=0,4928).
Trés (7%) PF testaram positivo para OP e OC. Nenhum dos
32 PV testou positivo para OP.

Quatro OC e seis OP foram detectados em pacientes e
controles (tabela 2). Entre os OC, aldrin foi detectado em
dois controles (< LOQ e 7,7 pg/mg); BHC em dois PV e qua-
tro PF (variacao < LOQ a 12,2 pg/mg); DDT em um PV e dois
PF (< LOQ); e endrin em um controle (9,1 pg/mg). Entre
os OP, o clorpirifés foi detectado em dois PF e trés contro-
les (variacao < LOQ a 12,6 pg/mg); diazinon em cinco PF e
dois controles (variacdo < LOQ a 15,6 pg/mg); diclorvés em
quatro PF e dois controles (variacdo < LOQ a 9,1 pg/mg);
malation em dois PF e um controle (variacao < LOQ a 8,3
pg/mg); metil-paration em um PF (12,1 pg/mg); e paration
em outro PF (< LOQ). Alguns PF testaram positivo para trés
ou quatro OP, com predominancia de diazinon e diclorvés.
Diurom foi detectado em um PF. Sete (70%) dos 10 PF eram do
sexo feminino, residiam em areas rurais no inicio do pénfigo
e haviam sido expostas a pesticidas durante suas atividades
profissionais no campo (tabela 2).

Discussao

A patogénese do pénfigo é atribuida ao historico genético
e a fatores ambientais, incluindo pesticidas.*®"5-20.26 Ha
poucos relatos de pesticidas desencadeando autoimunidade.
Eles foram descritos como causadores de imunotoxici-
dade, disfuncao enddcrina, distUrbios neurodegenerativos
e cancer, entre outras condicdes. Em relacdo as doencas
autoimunes, os pesticidas tém sido relacionados prin-
cipalmente ao lUpus eritematoso sistémico e a artrite
reumatoide.?’-*°

Que seja do nosso conhecimento, este é o primeiro
relato sobre a quantificacdo de niveis de pesticidas em
pacientes com PV e PF, em comparacao com controles.
Escolheu-se quantificar os niveis de pesticidas em amostras
de cabelo porque sao considerados biomarcadores huma-

nos de exposicdo aos pesticidas.’’>* O presente estudo
confirmou a contaminacao por OP e/ou OC em amostras
de cabelo em PV, PF e controles (6,3%, 25,6% e 11,9%,
respectivamente; p=0,0437). Em comparacao com PV, PF
apresentou maior frequéncia de contaminacdo com pesti-
cidas (p=0,034). Além disso, nove (20,9%) de 43 PF, mas
nenhum dos 32 PV testou positivo para OP. Alguns PF testa-
ram positivo para trés ou quatro OP, com predominancia de
diazinon e diclorvos. OC foi detectado de modo semelhante
em PV, PF e controles, embora seu uso tenha sido banido
desde 1985.%

O mecanismo imunoldgico proposto para PV utilizando
clorpirifés,”> que é um dos OP detectados em PF e con-
troles neste estudo, nao explica a patogénese do PV nesse
pesticida, uma vez que o PV nado apresentou nenhuma
contaminacao por OP.

Como se explica a prevaléncia aumentada de
contaminacao por pesticidas no PF? Historicamente,
no Brasil, o PF estava distribuido em areas rurais proximas
aos rios, e a exposicao a pesticidas foi considerada um
possivel fator de risco para PF no pais.?* Entretanto,
as entrevistas com base em questionario nao revelaram
diferenca estatistica entre PV, PF e controles em termos
de residéncia urbana ou rural e exposicao a pesticidas. Por
outro lado, a maioria do grupo PF com contaminacao capilar
por OC ou OP informou que residia na zona rural no inicio
do pénfigo e havia sido exposta a pesticidas durante suas
atividades profissionais no campo (tabela 2). Além disso, a
doenca tem duracao maior no PF do que no PV, o que pode
ter contribuido para a bioacumulacéo de pesticidas no PF.

A exposicao a pesticidas foi confirmada em doadores de
sangue e na populacao rural no Brasil.**~3 Além disso, o per-
fil imunolégico foi determinado em agricultores brasileiros
expostos a pesticidas.’>“° Em nosso estudo, em oito con-
troles que apresentaram contaminacao com pesticidas (seis
OP e dois OC; tabela 2), foram pesquisados autoanticorpos
contra Dsg1 e Dsg3 utilizando ELISA (MBL, Japao), com resul-
tados negativos em trés (C;, C; e Cg). Os perfis de HLA classe
Il foram determinados nos oito controles (C; a Cg; dados nao
mostrados). Em dois dos seis controles contaminados com
OP observamos: um controle (C1) contaminado com diazi-
non e malation apresentou ambos os alelos HLA-DRB1*01:01
e HLA-DQB1*05:01 de suscetibilidade para PF; e outro (C5)
contaminado com diclorvos e clorpirifos apresentou o alelo
HLA-DQB1*03:02 de suscetibilidade para PV. Os outros seis
controles nao apresentaram alelos associados com PV e
PF (para alelos HLA associados a PV e PF, ver Brochado
et al.*). Sabendo que ambas as formas clinicas de pénfigo
sdo prevalentes na regido nordeste do estado de Sao Paulo®
testar anticorpos contra Dsg e determinar os alelos HLA
em uma ampla populacdao exposta a pesticidas forneceria
informagdes importantes sobre a relacdo pesticidas-pénfigo.

Os resultados do presente estudo corroboram um relato
recente de Chang e Tsai,"' em revisao sistematica e metana-
lise. Eles incluiram cinco estudos de caso-controle'>~'7:19:20
com base em entrevistas sobre a relacao entre exposicao
a pesticidas e PV e PF. Os autoress concluiram haver
associacdo entre exposicdo a pesticidas e pénfigo.*’ Em
nosso estudo, demonstramos a contaminacao do cabelo por
OC e/ou OP nos trés grupos estudados; o grupo PF foi o que
apresentou a maior contaminacao por pesticidas.
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Tabela 2 Dados demograficos, questionarios e classes de pesticidas detectados em amostras de cabelo dos grupos pénfigo vulgar (PV; n=32), pénfigo foliaceo (PF; n=43) e
controle (C; n=67)

Sexo Inicio da Idade Profissao Questionarios Classes de pesticidas (pg/mL)?*
doenca até a
coleta de
amostras de
cabelo (anos)

Zona de residéncia Pesticidas Organoclorados Organofosforados Outro

Exposicao Aldrin BHC DDT Endrin Clorpirifés Diazinon Diclorvos Malation Metil paration Paration

819

PV F 4 53 Empregada Urbana NA 9,2
domeéstica
PV, M 5 72 Apicultor Rural Sim <LOQ <LOQ
PF; M 13 58 Agricultor  Urbana Sim <LOQ 8,3
PF, F 32 Agricultor  Rural Sim 12,6 <LOQ 6,4
PF; F 4 72  Empregada Rural Nao 5,8
domeéstica
PF4 M 19 49 Agricultor  Urbana Sim 12,2 2,1
PFs M 32 73 Agricultor  Rural Sim <LOQ <LOQ Diurom
PF¢ F 18 52 Agricultor  Rural Sim <L0Q <LOQ 7,6
PF; F 6 51 Empregada Rural Sim 8,3
doméstica
PFg F 9 39 Agricultor  Urbana Sim 15,6
PFy F 0 39 Agricultor  Urbana Sim 3,5 9,1 12,1 <LOQ
PFio F 0 59 Empregada Rural Sim <L0Q
domeéstica
PF; F 49 58 ND Rural Nao 7,4
Ct M ND 58 Tapeceiro Urbana Nao 8,4 5,5
C; F ND ND ND ND ND 7,7 9,1
C; F ND ND Empregada ND ND <LOQ
doméstica
Cs M ND 47 ND ND ND 8,2
G F ND ND ND ND ND <LOQ 7,2
Ceé M ND ND ND ND ND 6,3
C; F ND 54 Costureira  Urbana Sim <LOQ
Cg F ND 53 Empregada Urbana Nao <LOQ
doméstica

BHC, hexaclorobenzeno; DDT, dicloro-difenil-tricloroetano; LOQ, limite de quantificacdo; ND, ndo disponivel.
a Dimetoato, terbufds, disulfoton, heptacloro, fenitrotiona, fentiona, metidationa, endosulfan, etiona, hexazinona e cetoendrina ndo foram detectados.
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Conclusao

O presente estudo confirmou a contaminacao do cabelo com
pesticidas OC e/ou OP em PF, PV e controles. Os pacien-
tes com PV nao testaram positivo para pesticidas OP. Alguns
pacientes com PF testaram positivo para trés ou quatro OP,
com predominancia de diazinon e diclorvés. Embora PV e PF
tenham fornecido informagdes semelhantes sobre residén-
cia em areas rurais no inicio do pénfigo e estarem expostos
a pesticidas, a deteccao desses foi mais frequente em amos-
tras de cabelo de PF em comparacao com PV. Arelacao entre
a patogénese de PF e pesticidas ainda precisa ser elucidada.
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