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Lista de Abreviaturas

MG — Miastenia Grave.

spp — abreviatura utilizada em biologia, que significa varias espécies.

Anti-Musk — Auto-anticorpo contra o receptor tirosina quinase musculo-especifico.

ENMG - Eletroneuromiografico ou Eletroneuromiografia.

DDT — Pesticida e inseticida conhecido pelo nome de diclorodifeniltricloroetano.

anti-AChR — Anticorpos contra receptores de acetilcolina.

Hz — Hertz.

% — Por cento.

°C — Graus Celsius.

SBP — Inseticida de piretroide sintético.

Baygon — Inseticida que contém piretrdide, ciflutrina, transflutrina e carbamatos, como

ingredientes ativos.
RANDAP — Roundup, herbicida com glifosato, popularmente chamado de “mata-mato”.
BHC — Inseticida organoclorado conhecido como benzeno hexacloro.

Aldrin — Inseticida sintético do grupo dos organoclorados.

Lindane — Pesticida também conhecido como gama-hexaclorociclohexana.
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Resumo

No estado de Sdo Paulo ¢ comum aplicacdo de pesticidas na agricultura
sem equipamentos de prote¢do, com grande exposi¢do dos trabalhadores aos
agentes toxicos. O uso doméstico de inseticidas também ¢ muito difundido.
Foram demonstrados defeitos da transmissdo neuromuscular, com miastenia,
relacionados a pesticidas organofosforados. Inseticidas do grupo quimico das
piretrinas e piretroides, de uso doméstico, atuam sobre o sistema nervoso dos

insetos e dos seres humanos.

O objetivo deste trabalho foi procurar correlagdes entre Miastenia Grave e

exposi¢do cronica a pesticidas em nosso meio.

Foi aplicado questionario sobre exposi¢do a pesticidas em 217 pacientes
com diagnostico clinico e ENMG de Miastenia Grave, sendo 163 mulheres e 54
homens, com idades de 14 a 84 anos, provenientes dos servigos médicos da
UNESP e UNIFESP, e em 227 controles, sendo 179 mulheres ¢ 48 homens, com
idades de 17 a 78 anos. Os dados foram analisados estatisticamente pelo Teste de
Associacao do Qui-quadrado. A analise estatistica do total de pacientes expostos
e ndo expostos sugeriu possivel associacdo de exposicdo a pesticidas com

miastenia grave (p <0.0001).



Summary

In the Sao Paulo state is very common application of pesticides in
agriculture without protective equipment, with great exposure of workers to the
toxic agents, and domestic use of insecticides is also widespread. Neuromuscular
transmission defects with myasthenia related to the organophosphate pesticides
were demonstrated in human and animals. The chemical group of pyrethrins and
pyrethroids has action on the peripheral nervous system of insects and humans.

The aim of this study was to search correlations between Myasthenia
Gravis and chronic exposure to pesticides in our geographic region.

Questionnaires were applied on exposure to pesticides in 217 patients with
clinical and EMG diagnosis of Myasthenia Gravis, 163 women and 54 men, aged
from 14-84 years, seen in two medical services of UNESP and UNIFESP, and in
227 controls, 179 women and 48 men, aged from 17-78 years. Data were
statistically analyzed by the Association Chi-square test. The statistical analysis
of all patients exposed or not exposed suggested possible association of

myasthenia gravis with chronic exposure to pesticides (p <0.0001).
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I — Introducao

O primeiro relato conhecido possivelmente relacionado a Miastenia Grave
(MGQG) foi o do chefe indigena Opechancanough, da nacdo Powhatan, que viveu
entre 1550 e 1644, no sudeste do estado da Virginia (Asikinack et al, 1997), nas
proximidades de Jamestown, nos Estados Unidos da América. Ele foi
responsavel por severos massacres ocorridos nas colonias americanas. Quando
capturado, em 1644, foi descrita a sua condigdo clinica, iniciada apos os 70 anos
de idade, com queda das palpebras e fraqueza muscular progressiva no decorrer
do dia, que estd documentada em correspondéncia da colénia com a Inglaterra

(Marsteller, 1988; Keesey, 2002).

Figura 1. Chefe Opechancanough. Gravura de 1622.
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Em sua época os indios nativos norte-americanos utilizavam como veneno
grande variedade de plantas ou produtos vegetais, entre elas a Cicuta spp, Datura
spp, € o Aconitum spp. A Datura Stramonium, ou erva daninha de Jamestown,
envenenou acidentalmente, através do tempero de alimentos, soldados enviados a
Jamestown em 1676. O veneno de flecha utilizado pela nagdo Powhatan e por
algumas nag¢des indigenas vizinhas era preferencialmente o veneno das glandulas
da cobra cascavel, mas também utilizavam o veneno derivado de plantas e raizes
na caca € na pesca, em habitos ritualisticos, no habito de mascagem de pequenas
porcdes, no uso como repelente de pele, no cultivo de pequenas lavouras contra
pragas, na protecdo de timulos novos € no uso medicinal. O conhecimento
indigena de venenos, para a €poca, e suas utilizagdes, eram avangados (Jones,
2007; Abler, 2008).

Esta  descrito em relatos do capitdo John Smith, de 1621, que
Opechancanough tentou matar membros da expedicdo inglesa na Virginia
enviando-lhes comida contaminada. O Capitdo Smith também relatou uma
tentativa de Wecuttanow, filho de um chefe Powhatan, para envenend-lo, e que
membros de sua propria tribo envenenavam potenciais chefes indigenas que
foram considerados incapazes de governar (Jones, 2007; Abler, 2008).

A primeira descrigdo da Miastenia Grave foi feita pelo médico inglés
Thomas Willis, em 1672, sendo publicada no livro “De anima brutorum”,

(Rengacharyet al, 2008; Hughes, 2000).



Figura 2. Thomas Willis, Gravura, Oxford University, 1669.
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Figura 3. Frontispicio da publicacao do livro de Thomas Willis, em 1672.

Samuel Wilks descreveu, em 1877, o primeiro caso de paralisia bulbar
relacionado com  Miastenia Grave (Viets, 1953) e Aleksei Yakovlevich
Kozhevnikov (1900) descreveu a doenga em livro texto (Keesey, 2002).

O neurologista alemao Wilhelm Heinrich Erb, em 1878 ¢ Goldflam em
1893, foram responsaveis pela descrigdo mais completa da doenca, chamada
desde entao de enfermidade de Erb-Goldflam. A descricdo da Miastenia Grave
pseudoparalitica foi feita de 1895, e nesta época Friedrich Jolly fez a primeira

descricao empregando o termo Miastenia Grave (Keynes, 1961, Pascuzzi; 1994).
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Edward Farquahar Buzzard, em 1905, demonstrou pequenos acimulos de
linfocitos entre as fibras musculares, nos casos de Miastenia Grave (Hughes,
2005).

Henry Dale (1936) demonstrou ag¢des da acetilcolina em diferentes
receptores e sinapses ¢ a aplicagdo de drogas como fisostigmina, na Miastenia
Grave. Porém o uso da fisostigmina para o tratamento de Miastenia ¢ atribuido a
Mary Broadfoot Walker, publicado em 1934 (Alvarado et al, 2007).

Carl Weigert chamou a atencdo para a relacdo entre hipertrofia do timo e
Miastenia Grave, em 1901, ¢ Ernst Ferdinand Sauerbruch indicou timectomia
para o seu tratamento em 1911. Alfred Blalock publicou, em 1939, o tratamento
da Miastenia associada com tumores do timo pela exérese da glandula (Keesey,
2002; Hughes, 2005).

Harriet Isabel Edgeworth, em 1930, descreveu os efeitos benéficos da
efedrina. Lazar Reman introduziu e publicou o uso de neostigmina no tratamento
da Miastenia Grave em 1932. No mesmo ano Walter Meredith Boothby
introduziu o 4cido aminoacético para o seu tratamento. Ann Stone Minot usou
primeiramente guanidina no tratamento de Miastenia com publicacdo em 1938 e
em 1954, uma nova droga, o brometo de piridostigmina, foi introduzido por
Kermit Osserman e colaboradores, para o tratamento de Miastenia (Alvarado et
al, 2007).

Ao longo do século XX, diversos cientistas publicaram trabalhos

descrevendo casos de Miastenia Grave envolvendo musculos oculares, da
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degluticdo, respiratorios, da musculatura dos membros e do tronco (Pereira,
2010).

Simpson, em 1958, revisou mais amplamente os beneficios da timectomia
e recordou a associagdo da Miastenia com outras doengas, na época supostamente
autoimunes. Simpson, em 1960, sugeriu que a doenga poderia ser de origem
autoimune, com alteragdo localizada na jun¢ao neuromuscular. Patrick et al, em
1973, demonstraram a origem autoimune da Miastenia Grave ao imunizar
coelhos com receptores de acetilcolina. Os coelhos tornavam-se miasténicos apos
o procedimento (Patrick et al,1973; Pereira, 2010).

Harvey e Masland, em 1941, desenvolveram um método quantitativo de
estimulacdo nervosa repetitiva supramaxima, demonstrando que a resposta do
musculo de pacientes miasténicos era similar a dos musculos parcialmente
curarizados (Alvarado et al, 2007). Atualmente continua sendo utilizado o teste
de estimulacdo repetitiva supramaxima, que foi originalmente descrito por Jolly
em 1895, e o teste do Tensilon. Ekstedt e Stalberg apresentaram, em 1964 e em
1969, o registro neurofisioldogico da despolarizacdo de uma fibra muscular
isolada, que daria origem ao estudo da eletromiografia de fibra tnica (Ekstedt,
1964; Eksted et al,1969; Litchy, 2008).

Com o advento da microscopia eletronica, Santa, Engel ¢ Lambert, em

1972, conseguiram avangos na observagao da juncao neuromuscular.
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Figuras 4 e 5. Juncao neuromuscular.

Fambrough comparou a localizagdo especifica de uma toxina radioativa e
de marcadores de acetilcolinesterase na placa terminal das fibras musculares de
ratas, revelando que todos os receptores marcados estavam localizados na placa
terminal pds-sinaptica (Fambrough, 1970). Fambrough et al usaram a mesma
técnica em fibras musculares humanas, demonstrando reducdo do nimero de
receptores de acetilcolina nos musculos miasténicos (Fambrough et al, 1973;
Drachman et al, 1973).

Almon, Andrew e Appel, em 1974, descobriram as primeiras evidéncias da
presenga de anticorpos contra os receptores de acetilcolina, em trabalho realizado
no musculo desnervado de ratas. Pinching e Peters, em 1976, confirmaram o
papel da autoimunidade mediada por anticorpos ao realizar trocas plasmaticas
didrias, com remog¢dao do conteudo sérico e de seus anticorpos, em pacientes
miasténicos. Nos ultimos anos observaram-se avanc¢os na caracterizagao dos

anticorpos contra os receptores de acetilcolina € no estudo dos pacientes
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soronegativos. Hoch et al, em 2001, descreveram que alguns pacientes
soronegativos teriam anticorpos anti-Musk positivos.

Apesar destes avangos conseguidos nas Ultimas décadas, a causa da doenca
permanece desconhecida.

No interior do Estado de Sao Paulo é comum visualizarmos trabalhadores

bracais desprotegidos em relacdo a aplicagdo de agrotoxicos.

Figura 6. Pulverizacao das lavouras com agrotoxicos, muito comum nas Ultimas
décadas , no interior de Sao Paulo, regides de Botucatu, Sio Manuel, Barra

Bonita e Jat.

Nas grandes lavouras de cana de agucar da regido de Barra Bonita, por
exemplo, ¢ comum vermos da estrada avides pulverizando agrotoxicos enquanto

trabalhadores bragais atuam com roupas comuns, sem equipamentos de protecao.
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Figuras 7 e 8. A falta de prote¢do na aplicagdo dos agrotoxicos ¢ comum em todo
o Brasil.

Embora quadros clinicos de intoxicagdes agudas sejam freqiientes em
Servicos de Emergéncia de nossa regido, os quadros cronicos, sobretudo

complicagdes neuroldgicas, sao pouco documentados.
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Em 1993 atendemos a 2 pacientes, Patrdo e Empregado, que manipularam
organoclorados juntos, desenvolveram quadro clinico e eletroneuromiografico
(ENMG) de Enfermidade Cronica de Motoneurdnios, e vieram a falecer. Na
ocasido foi possivel comprovar intoxicacdo por inseticidas organoclorados
(Fonseca et al, 1993). Recentemente surgiram evidéncias de que exposi¢ao
ocupacional a agrotoxicos € fator de risco para o desenvolvimento de Esclerose
Lateral Amiotrofica (Bonvicini et al, 2010).

Em 1995 surgiram evidéncias de que intoxicacdo cronica por
organoclorados possa ser fator etiolégico na Sindrome de Fadiga Cronica
(Dunstan et al, 1995). Outros possiveis fatores toxicos ambientais para Sindrome
de Fadiga Cronica ja foram identificados, como intoxicagdo por ciguatera ou
solventes organicos (Racciati et al, 2001).

Em estudos experimentais, foram demonstrados defeitos da transmissdo
neuro-muscular, com miastenia, relacionados a pesticidas organofosforados (Xiao
et al, 2003). Os organofosforados inibem irreversivelmente a enzima
acetilcolinesterase. As alteracdes observadas nos estudos de fibra Unica e os
decrementos dos potenciais de agdo musculares compostos sdo semelhantes aos
encontrados na miastenia humana (Yang et al, 2001).

Alguns autores propuseram o nome de “Sindrome Miasténica
Intermediaria”, para o quadro clinico e ENMG muito semelhante a miastenia
grave, em pacientes humanos intoxicados com organofosforados (De Wilde et al,
1991; He et al, 1998; Jayawardane et al, 2009). Tal sindrome ¢ idéntica a

Sindrome Miasténica Intermedidria experimental induzida em ratos por
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organofosforados (Dongren et al, 1999). Alteragdes nas estimulagdes tetanicas,
de alta freqiiéncia, sugeriram participagdo de mecanismos pré-sinapticos
(Jayawardane et al, 2009; Thiermann et al, 2009). Organofosforados podem
causar miopatia (Marrs, 1993).

Sais de carbamato e ésteres de carbamato sdo andlogos sintéticos do
alcaloide fisiostigmina (eserina), e podem atuar direta ou indiretamente na jungao
neuro-muscular. Inibem a enzima acetilcolinaesterase, de modo analogo aos
organofosforados. Sao rapidamente absorvidos pelo sistema nervoso central
devido a lipossolubilidade. A neurotoxicidade € rapida e as taxas de mortalidade
sao altas, em até 40% das vitimas de intoxicacdo aguda (Tsao et al, 1990;

Howard, 2003).

Inseticidas, inclusive os de uso doméstico, possuem maior quantidade de
substancias potencialmente antigénicas para o homem (Shafer, 2005; Ross, 2006;

Guerrero, 2006).

Figura 9. Inseticidas domésticos de uso comum. Exemplos: SBP e Baygon.



21

Os inseticidas como o SBP pertencem ao grupo quimico das piretrinas e
piretroides, que sdo derivados da planta crisantemo e considerados os menos
toxicos para os mamiferos; porém sdo venenos € agem no sistema nervoso dos

insetos e dos seres humanos.

Figura 10. Planta piretrina, com substancias que agem no sistema nervoso dos

insetos e dos seres humanos.

Tém efeito similar ao DDT nos canais de sddio. Na intoxica¢do aguda
causam reacoes de hipersensibilidade e hiperexcitabilidade neuronal provocando
conjuntivite, parestesia da lingua, irritacdo das vias aéreas, edema de orofaringe,
pneumonite, asma ¢ broncoespasmo (Henk et al, 1990; Chen et al, 1991; Howard,
2003; Davies et al, 2007; Power et al, 2007). Os sinais ¢ sintomas neurologicos
residuais da intoxica¢do aguda humana mais frequentemente encontrados foram
redu¢do da performance intelectual, distirbios visuais e auditivos, polineuropatia
sensitivo-motora e alteragdes neurovegetativas. Mais raramente, alguns pacientes
desenvolveram sindrome miasténica. Foram encontradas evidéncias laboratoriais
de distirbios da imunidade celular e humoral, nestes pacientes (Miiller-

Mohnssen, 1999). Piretroides possuem grande quantidade de substancias
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potencialmente antigénicas para o homem (Soderlund 1992; Shafer et al, 2005;
Sudakin et al, 2006; Ross et al, 2006; Guerrero et al, 2006).

Diferentemente do sistema nervoso central, onde a barreira hémato-
encefalica protege contra agentes estranhos, na jun¢do neuro-muscular ndo existe
este mecanismo protetor (Howard, 2003). A regido da placa motora ¢ usualmente
exposta a substancias estranhas que circulam pelo sangue periférico.

A Miastenia Grave ¢ causada por defeito na transmissdo neuromuscular,
por anticorpos contra receptores de acetilcolina (anti-AChR), localizados na
membrana pos-sinaptica das juncdes neuromusculares, na placa motora. E doenca
auto-imune, que pode ocorrer em qualquer idade atingindo criangas, adultos e
idosos. Sua incidéncia tem aumentado nos Ultimos anos (Engel, 2005; Penn et al ,
2007; Sanders et al, 2008). A causa da formacao dos auto-anticorpos patogénicos
ainda € pouco conhecida (Engel, 2005; Penn et al , 2007; Sanders et al, 2008;
Abbas, 2005, Kaminski, 2003). Em muitos pacientes com miastenia grave nao ¢
possivel detectar anticorpos anti-AChR (Soliven et al, 1998), tais pacientes sao
soro-negativos (Kaminski, 2003; Soliven et al, 1998). A tendéncia atual ¢
classificar os pacientes miasténicos em 3 grandes grupos, I - aqueles
soropositivos para anti-AChR, II - soronegativos para anti-AChR porém com
positividade para anticorpos anti-MuSK, e III - os soronegativos para anti-AChR
¢ anti-MuSK (Kaminski, 2003; Leite et al, 2010; Motomura, 2010).

Os inseticidas e venenos sdo fabricados para agir no sistema nervoso e
neuromuscular dos insetos, mas infelizmente agem inadvertidamente nos seres

humanos, levando a reagdes de hipersensibilidade, e distirbios neuronais
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(Holland, 2006; Davies et al, 2007; Rang et al, 2008; Jett et al, 2009; Defaix et al,
2009). Sao produtos toxicos que causam danos nos axdnios periféricos,
desorganizam a bainha de mielina e rompem axonios (Wolansky et al, 2009;
Kamel et al, 2004; Shafer et al, 2005). Varios autores referem-se a grande
quantidade de substancias estranhas ao homem, dos pesticidas, potencialmente
antigénicas para seres humanos (Soderlund 1992; Sudakin et al, 2006; Ross et al,
2006; Guerrero et al, 2006).

Infelizmente o uso de pesticidas ¢ comum e difundido em todo o mundo,
em todas as culturas, e a literatura registra numerosas complicagdes do sistema
nervoso periférico do homem relacionado a pesticidas.

Nossa hipotese, neste trabalho, ¢ que as diferentes substancias quimicas
contidas nos pesticidas, estranhas ao homem, possam agir como estimulos
antigénicos para o desenvolvimento da miastenia grave.

Os fatos acima descritos justificaram a proposi¢ao desta pesquisa.



II1- OBJETIVO

Procurar correlagdes entre miastenia grave € exposi¢ao cronica a

pesticidas, em nosso meio.
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METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana da

— UNESP (vide anexo, no final).

Grupo I

Pacientes com anamnese e¢ exame clinico sugestivos de miastenia grave

foram encaminhados ao Laboratorio de Eletroneuromiografia (ENMG) da FMB —

UNESP para diagnostico de defeito pds-sinaptico da transmissdo neuro-muscular,

incluindo-se os seguintes testes eletrofisiologicos:

a)

b)

estudos de conduc¢do nervosa sensitiva nos nervos ulnares e surais, com
técnicas antidromicas, com eletrodos de superficie; e estudos de conducao
nervosa motora dos nervos fibulares profundos, para exclusdo de
polineuropatia periférica;

estimulacdes repetitivas, em pelo menos um musculo distal e proximal da
cinturas escapular, com o protocolo proposto por Kimura (1983),
incluindo:

- estimulacgao repetitiva a 3hz, para pesquisa de decrementos dos potenciais
de acdo musculares compostos maiores que 10%; se ocorrer o decremento:
- pesquisa da facilitagdo sinaptica, com esfor¢o isométrico maximo durante
10 segundos, seguindo-se nova estimulacao repetitiva a 3hz, para pesquisa

de melhora do decremento anteriormente obtido; se ocorrer melhora:
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- pesquisa da depressao sindptica, com estimulacdes repetitivas realizadas 2
a 4 minutos apds esfor¢o isométrico maximo durante 1 minuto, para
verificagdo de decrementos maiores que o inicial. Dez minutos apds os
procedimentos, sera realizada pelo menos uma série de estimulacdes
repetitivas de alta freqiiéncia (10 ou 20 hz), para exclusdao de defeito pré-

sinaptico da transmissao neuro-muscular.

Nos meses frios, de maio a agosto, a temperatura ambiente da sala de
exames foi mantida acima de 25 graus, com auxilio de aquecedor ambiente. A
temperatura da pele do paciente, no membro examinado, foi controlada e mantida
acima de 30 °C. Em pacientes com resultados ENMG limitrofes o membro
examinado foi aquecido durante 10 minutos (com aquecedores de fluxo de ar
disponiveis comercialmente).

O grupo controle foi constituido por outros pacientes internados e

ambulatoriais, das diferentes disciplinas de Clinica Médica.
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Grupo 11

Em parceria com o Servico de Doencas Neuromusculares da UNIFESP,
foram entrevistados pacientes da grande S3ao Paulo, com anamnese, exame
clinico ¢ ENMG de Miastenia Grave, cadastrados na Associacdo Brasileira de
Miastenia Grave, com sede na cidade de Sao Paulo.

O grupo controle foi constituido por cidadaos comuns entrevistados na
UNIFESP e adjacéncias, nos meses de outubro, novembro e dezembro de 2012.

Apo6s preenchimento do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
todos os pacientes responderam a questiondrio padrdo para interrogatdrio sobre

exposicao cronica a pesticidas, apresentado a seguir:
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Questionario padrédo

Nome:
Idade: Sexo: Cor: Profissao atual:
Profissdes antigas (ordem cronoldgica):

Endereco:

Tem Miastenia Grave ha quanto tempo?

Classificacdo de Osserman. Inicial: Atual:

Tem outras doencgas (auto-imunes — alergias, lUpus, etc.) associadas?

Ja usou veneno de matar formiga (qual)? Com que frequéncia?

Ja usou veneno de matar carrapato (qual)? Com que freqiiéncia?

Ja usou repelente de insetos na pele (qual)? Com que freqiiéncia?

Ja usou venenos para matar insetos caseiros, SBP (qual)? Com que frequéncia?

Ja plantou eucaliptos?

Ja trabalhou em lavouras de tomates e frutas citricas?

Teve relagao entre usar o veneno e aparecer a doenga Miastenia Grave?

Teve relagao entre usar o veneno e piorar sua doenga? Em quanto tempo apareceu nova
crise?
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Considerando-se nossas experiéncias prévias com questiondrios, de
respostas extremamente vagas e heterogéneas, foram INCLUIDOS como
expostos a pesticidas pacientes cujas exposi¢des, em nossa opinido, seriam
suficientes para estimulagdo antigénica (pacientes que forneceram os nomes dos
pesticidas, e confirmaram as exposi¢oes, citando modo de uso e épocas em que
usaram). Foram EXCLUIDOS pacientes e controles com respostas do tipo
“acha” que ja usou inseticidas ou outros venenos; pacientes que sO utilizaram
pesticida uma vez na vida; pacientes que moraram em casas onde outras pessoas
aplicaram veneno, porém nao eles proprios; pacientes com respostas evasivas do
tipo “acho que usei raramente” ou “acho que de vez em quando eu usei” ou “usel
algumas vezes antigamente, mas ndo sei 0 nome do produto”. Também foram
excluidos questionarios incompletamente preenchidos.

Ao final da coleta de dados, foram 4 as varidveis para analisar:

Grupo I — a) Pacientes com miastenia expostos a pesticidas; b) pacientes sem

miastenia expostos a pesticidas (controles) — de Botucatu e regiao;

Grupo II — a) Pacientes com miastenia expostos a pesticidas; b) pacientes sem

miastenia expostos a pesticidas — da Grande Sao Paulo (controles).

Os dados acima descritos foram submetidos a andlise estatistica pelo Teste

de Associacao do Qui-quadrado.
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IV - RESULTADOS

A seguir sdo apresentados os resultados do Grupo I (pacientes de Botucatu)

e Grupo II (pacientes de Sao Paulo).

Consideracoes gerais sobre as respostas dos pacientes

As respostas foram bastante heterogéneas, a saber:

Quanto ao tipo de pesticida:

- pacientes que usaram so6 inseticidas;

- pacientes que usaram soO formicidas;

- pacientes que usaram so carrapaticidas (por exemplo, sabonetes para banhos em
cachorros, duas ou trés vezes por semana, durante anos);

- pacientes que usaram formicidas e carrapaticidas;

- pacientes que usaram formicidas e inseticidas;

- pacientes que usaram carrapaticidas e inseticidas;

- pacientes que usaram formicidas, carrapaticidas e inseticidas, ou mesmo outros

venenos, como RANDAP, utilizado em pulverizagdo para matar pragas vegetais.
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Quanto ao tempo de exposi¢io:

- alguns que usaram pesticidas diariamente, ou varias vezes por semana, durante
poucos meses;

- outros que usaram pesticidas poucas vezes por semana, durante varios meses ou
anos;

- outros que usaram por dias ou semanas, com intervalos de varios meses ou anos
entre as exposicoes, porém, se expondo durante muitos anos;

- outros que usaram inseticidas apenas no periodo de férias, devido a alta
prevaléncia dos pernilongos nas praias do Sudeste do Brasil; tais exposigoes
foram por poucos dias ou semanas, porém, tendo ocorrido durante varios anos,
nos periodos de férias em praias;

- outros tiveram alta exposi¢ao antes de se mudarem para a cidade, quando

trabalhavam em lavouras no interior de Sao Paulo ou em outros Estados.
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Quanto a exposicdo e desenvolvimento da miastenia grave:

- O tempo entre a exposi¢do € o inicio da miastenia grave variou muito; alguns
pacientes relataram concomitancia dos dois eventos, havendo aqueles que
acreditavam que o uso do pesticida foi responsavel pelo aparecimento da doenga;
em raras ocasides, pacientes tiveram crises miasténicas precipitadas pelo uso dos
venenos.

Foram documentados relatos inusitados, caracterizando casos pitorescos, €
infelizmente indicadores do baixo nivel cultural de nossa populacao, como:

- “Misturei bastante BHC na tinta suvinil para pintar a casa, para ficar livre dos
insetos; o cheiro so ficou forte por alguns meses”;

- “Usei muito BHC, Aldrin e Lindane em lavouras de tomate, dos 7 aos 10 anos;
depois, s6 fosforados em lavouras de feijao, por uns 30 anos; mas meu colega que
aplicava morreu intoxicado”;

- “Nos ultimos meses, estou usando SBP com cheirinho de limao diariamente;
além de matar os pernilongos a casa fica toda perfumada”;

- “Proibiram BHC h4 muitos anos, mas até hoje ainda conseguimos comprar; ¢
caro mas ¢ muito bom, ndo tem igual para matar formigas”;

- “Tinhamos grande estoque de BHC pra matar formigas, mas quando soubemos
que a Vigilancia Sanitaria viria fiscalizar, jogamos tudo dentro do rio”.

- “Tinhamos grande estoque de BHC, quando ficou proibido, enterramos num

lugar bem escondido do sitio”.



RESULTADOS NUMERICOS

Grupo I — Pacientes atendidos em Botucatu

I.A - Com Miastenia Grave — 106 pacientes

Quanto ao sexo: 79 mulheres, 27 homens.
Expostos =95 (89,6%)
Nao expostos =11 (10,3%)

Dentre os 95 expostos:

Inseticidas = 94 relatos, formicidas = 11 relatos, carrapaticidas = 5 relatos;

A associagdo toxica mais comum foi formicida + inseticida = 10 relatos.

I.B — Sem Miastenia Grave (Controles) — 111 entrevistados
Quanto ao sexo: 87 mulheres, 24 homens.

Expostos= 64 (57,6%)

Nao expostos =47 (42,3%)

Dentre os 64 expostos:

Inseticidas = 64 relatos, formicidas = 6 relatos, carrapaticidas = 3 relatos;
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Grupo II — Pacientes da Grande Sao Paulo

II.A - Com Miastenia Grave — 111 pacientes

Quanto ao sexo: 84 mulheres, 27 homens.
Expostos = 87 (78,3%)
Nao expostos =24 (21,6%)

Dentre os 87 expostos:

Inseticidas = 68 relatos, carrapaticidas = 38 relatos, formicidas = 13 relatos;

A associagdo toxica mais comum foi carrapaticida + inseticida = 28 relatos.

I1.B — Sem Miastenia Grave (Controles) — 116 voluntarios.

Dados obtidos em parceria com o Servigo de Doengas Neuromusculares da
UNIFESP, pessoas da grande Sdo Paulo.

Quanto ao sexo: 92 mulheres, 24 homens.

Expostos = 88 (75,8%)

Nao expostos =28 (24,1%)
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GRUPO III - TOTAL DE EXPOSTOS E NAO EXPOSTOS (BOTUCATU +
SAO PAULO)

Quanto ao sexo: 163 mulheres, 54 homens

Do total de 217 pacientes com MG a exposi¢ao a pesticidas foi encontrada em

182 pacientes (83,8%) e pacientes com MG nao expostos foram 35 (16,1%).

Do total de 227 controles (sem MG), a exposi¢do a pesticidas foi encontrada em

152 pacientes (66,9%) e ndo expostos foram 75 (33%)).

Pacientes miasténicos foram mais expostos aos pesticidas, com p <0,0001

= altamente significativo.

Analise estatistica por grupos :

Grupo [: p <0.0001 (altamente significativo)

Grupo II: p <0.652 (nao significativo)

Grupo III — Total de expostos e ndo expostos (Botucatu + Sao Paulo):

p <0.0001 (altamente significativo).
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V — DISCUSSAO

Conforme apresentado no inicio dos resultados, os tipos de pesticidas
variaram bastante, inseticidas, formicidas, carrapaticidas e multiplas maneiras

diferentes de combinacoes entre eles.

O tempo de exposicdo também foi bastante varidvel, nas respostas dos
pacientes, de modo que seria muito dificil obtengdo de um grupo homogéneo,
para fins de pesquisa. Entretanto, expusemos nos métodos que respostas evasivas
ou incertas foram critérios de exclusdo. Os pacientes incluidos na tabulacao

numerica foram aqueles que certamente apresentaram exposicao a pesticidas.

A relacdo entre exposi¢do e aparecimento de miastenia grave foi variavel,
mas a Proponente deste trabalho atendeu a duas pacientes que relataram inicio
dos sinais e sintomas da miastenia imediatamente apds exposicao a piretroides.
Estes achados foram recorrentes. Sao casos raros, mas motivaram a Proponente a

formular e a conduzir esta pesquisa.

As informacgoes dadas por alguns pacientes, que misturaram BHC na tinta
Suvinil para pintar a casa, ou a preferéncia de comprar SBP “com cheirinho de
limao” para perfumar os ambientes, ou sitiantes que “enterraram BHC” quando
velo a proibicdo, sdo alarmantes, ¢ indicam que pesticidas sdo usados de modo
indiscriminado, vendidos em supermercados até para criangas, sem nenhum
controle governamental, constituindo grave problema de satude publica em nosso

meio.

Em relagdo aos valores numéricos, sobre associacdo entre miastenia e
exposicao aos pesticidas, os entrevistados em Botucatu apresentaram dados com
significancia estatistica maior em relacdo aos entrevistados na Grande Sdo Paulo.
Obviamente pessoas do interior estdo mais proximas as grandes lavouras e as
exposicoes a pesticiadas, do que pessoas paulistanas. Quando os nimeros de

expostos e nao expostos foram somados (Botucatu + Sdao Paulo), também ocorreu
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significancia estatistica. Segundo o Professor de estatistica que analisou os dados,
a associagao altamente significativa dos dados dos entrevistados em Botucatu

“puxou” a significancia estatistica dos dados somados.

Existem escassas evidéncias na literatura de associagdo entre exposicao a
pesticidas e Esclerose Lateral Amiotrofica (Fonseca et al, 1993; Bonvicini et al,
2010), e Sindrome de Fadiga Cronica (Dunstan et al, 1995). Estudos
experimentais demonstraram defeitos da transmissdo neuromuscular induzidos
por organofosforados (Yang et al, 2001; Xiao et al, 2003), que também podem
causar miopatia (Marrs, 1993). Piretroides possuem grande quantidade de
substancias potencialmente antigénicas para o homem (Soderlund 1992; Shaferet
al, 2005; Sudakin et al, 2006; Ross et al, 2006; Guerrero et al, 2006), e ¢ sabido
que na jun¢do neuro-muscular ndo existe o mecanismo protetor da barreira
hémato-encefalica, de modo que a jungdo mio-neural frequentemente ¢ exposta a
substancias estranhas que circulam pelo sangue periférico (Howard, 2003).

Estes dados, os casos esporddicos atendidos pela Proponente deste
trabalho e pelo Orientador, de associagdao temporal entre exposi¢do a pesticidas e
aparecimento de miastenia, e¢ os resultados desta pesquisa, permitem a
formulagdao de uma hipotese: € possivel que as diferentes substancias existentes
nos pesticidas atuem como estimulacdo antigénica para o desenvolvimento de
miastenia grave. Novos estudos, com casuisticas mais amplas, serdo necessarios

para confirmar (ou ndo) esta hipotese.
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VI - CONCLUSAO

- E possivel que as diferentes substancias quimicas existentes nos
pesticidas atuem como estimuladores antigénicos para o

desenvolvimento de miastenia grave, em nosso meio.
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ANEXOS

Anexo A — Autorizagdo com aprovagdo do projeto de pesquisa pelo Comité de

Etica em Pesquisa.

Anexo B — Autorizagdo com aprovacao para mudanga do Titulo do projeto de

pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa.

Anexo C — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aprovado para os

pacientes com diagnoéstico definido de Miastenia Grave.

Anexo D — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aprovado para os

pacientes do grupo controle.
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Anexo A. Aprovagdo do projeto pelo Comité de Etica em
Pesquisa.

A
‘ i Universidade Estadual Paulista
wr
unesp Faculdade de Medicina de Botucatu

Distritc Rubido Junior, s/n°- Botucatu — S.P.
CEP: 18.618-970

Fone/Fax: (Oxx14) 3811-6143 3 Regisirado no Ministério da Saiide

e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br em 30 de abyil de 1897
e-mail coordenadoria: tsarden@fmb.unesp.br

Botucatu, 02 de agosto de 2010. Of. 357/10-CEP

Tlustrissimo Senhor

Prof. Dr. Luiz Antdnio de Lima Resende

Departamento de Neurologia, Psiquiatria e Psicologia da
Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezado Dr. Luiz,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que o Projeto de
Pesquisa (Protocole CEP 3633-2010) "Origem dos auto-anticorpos
patogénicos que induzem & Miastenia Grave” a ser conduzido por Abigail
Camargo, orientada por Vossa Senhoria, co-orientada pelo Prof. Dr. Ronaldo
Guimardes Fonseca e com o Apoio Técnico de Marcelo Fernando Zeugner
Bertotti, recebeu do relator parecer favordvel, aprovado em reunido de
02/08/2010.

Situacdo do Projeto: APROVADO. Ao final da execucdo deste Projefo,
ar ao CEP “Relatério Final de Atividades”.

Alberto Santos Capelluppi
Secretdrio do CE



Anexo B.

Pesquisa.

Mudanga do Titulo do projeto aprovado pelo Comité de Etica em

PN
gt Universidade Estadual Paulista
av
unesp Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubido Junior, s/n°- Botucatu — S.P.
CEP: 18.618-970

Fone/Fax (0xx14) 3811-6143 a Registrado no Ministério da Satde

e-mail secretaria: capellup@imb.unesp.br em 30 de abril de 1997
e-mail coordenadoria: tsarden@fmb.unesp.br

Botucatu, 10 de janeiro de 2011. Of. 001/11-CEP

Tlustrissimo Senhor

Prof. Dr. Luiz Antdnio de Lima Resende

Departamento de Neurologia, Psicologia e Psiquiatria da
Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezado Dr. Luiz Antdnio,

Informo que nesta data (07/01/2011), foi alterado o fitulo do Projeto
“Origem dos auto-anticorpos patogénicos que induzem a Miastenia
Grave”, para “Estudo de possiveis correlacdes entre Miastenia Grave e
pesticidas em nosso meio”, a ser conduzido pela Dr®. Abigail Camargo,
orientada por Vossa Senhoria, aprovado em reunido do CEP de 02/08/2010.

Situacdo do Projeto: APROVADO. Ao final da execu¢do deste Projeto,
apresentar ao CEP “Relatério Final de Atividades”.

Prof. Dr. Trajano
Coordenador do CE
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Anexo C.Termo de Consentimento Livre e Esclarecido utilizado para os

pacientes com diagndstico definido de Miastenia Grave.

UNESP - Universidade Estadual Paulista
Faculdade de Medicina de Botucatu
Hospital das Clinicas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Carta Convite

Ao Sr(a) estamos lhe convidando para
participar de pesquisa sobre a causa da Miastenia Grave com objetivo de
melhorar seu tratamento e sua prevencgao. AMiastenia Grave é umadoenca que
afeta os nervos e os musculos e evolui com fraqueza do corpo e queda das
palpebras, causada por um sistema de auto-agressdo. Solicitamos apenas que
por aproximadamente quinze minutos nos responda um questionario simples de
perguntas e respostas sobre contato antigo ou recente com inseticidas e
venenos que nos sera muito Util. Seu prontuério médico podera ser utilizado para
complementar informagdes sobre sua doenga.

O Sr(a) tem liberdade de recusar ou retirar este consentimento sem que este
cause algum prejuizo para o seu tratamento e para o acompanhamento da sua
doenga. Garantimos seu sigilo e privacidade. )

Uma via deste documento ja com aprovagéo do Comité de Etica em Pesquisa
ihe seraentregue.

' Qualquer divida adicional, vocé podera entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa, através do fone: (14) 3811-6143.

Assinatura do Paciente Assinatura do Pesquisador
Pesquisador Orientador

Abigail Camargo Luiz Antonio de Lima Resende
Rua Herminio Sacilotto, 495 Av. Bons Ares, 625

Bela Vista - Americana - SP Recanto Azul - Botucatu - SP
Fone (19) 3461-4069 Fone (14) 3815-6680

e-mail: doutacamargo@ig.com.br e-mail: luanlire@hotmail.com



Anexo D.Termo de Consentimento Livre e Esclarecido utilizado para os

pacientes do grupo controle.

UNESP - Universidade Estadual Paulista

Faculdade de Medicina de Botucatu

Hospital das Clinicas

Referente ao Projeto de Pesquisa intitulado: Estudo de possiveis correlagoes
entre Miastenia Grave e exposi¢ao cronica a pesticidas em nosso meio.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Carta Convite
Ao Sr(a) ; estamos lhe convidando para

participar de pesquisa sobre a causa da Miastenia Grave com objetivo de
melhorar o tratamento e a prevengado desta doenga. A Miastenia Grave é uma

doenca que afeta os nervos e os musculos e evolui com fraqueza do corpo e

queda das palpebras, causada por um sistema de auto-agressdo. O Sr(a)
participard como grupo controle sendo que 0 Sr(a) ndo tem a doenga que
vamos estudar e sera feito este controle apenas para comparagéo estatistica
dos dados obtidos. Solicitamos apenas que por aproximadamente quinze
minutos nos responda um questionario simples de perguntas e respostas sobre
contato antigo ou recente com inseticidas e venenos que nos sera muito util. Seu
prontuario médico podera ser utilizado para complementar informacgées.

O Sr(a) tem liberdade de recusar ou retirar este consentimento sem que este
cause algum prejuizo para o seu tratamento e para o seu acompanhamento.
Garantimos seu sigilo e privacidade. )

Uma via deste documento ja com aprovagéo do Comité de Etica em Pesquisa
lhe seraentregue.

_ Qualquer duvida adicional, vocé podera entrar em contato com o Comité de
Eticaem Pesquisa, através do fone: (14) 3811-6143.

Assinatura do Paciente Assinatura do Pesquisador
Pesquisador Orientador

Abigail Camargo Luiz Antonio de Lima Resende
Rua Herminio Sacilotto, 495 Av. Bons Ares, 625

Bela Vista - Americana - SP Recanto Azul - Botucatu - SP
Fone (19) 3461-4069 Fone (14) 3815-6680

e-mail: doutacamargo@ig.com.br e-mail: luanlire@hotmail.com
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