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RESUMO

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) 1% da população acima dos 65

anos sofre de uma doença neurodegenerativa ainda incurável, conhecida como

Doença de Parkinson (DP), cujo diagnóstico é demorado, invasivo e oferece risco

radiológico ao paciente e, que apesar dos esforços empregados, ainda não dispõe

de perspectiva laboratorial. O presente trabalho caracterizou o cerúmen humano de

doadores saudáveis em comparação com doadores acometidos por DP, a fim de

propor uma análise exploratória preliminar. Para isto, os componentes amostrais de

cerúmen humano, foram separados em cromatógrafo gasoso e os analitos

analisados em espectrômetro de massas no modo Scan, que por sua vez

resultaram em cromatogramas que permitiram identificar 37 analitos.

Exclusivamente em amostras de doadores com DP foi detectado o derivado do

colesterol denominado 5α-Cholestan-3-one. Esse composto se destaca, pois pode

estar aumentado em desordens metabólicas como a Doença de Parkinson.

Paralelamente, detectou-se em 7 das 13 amostras analisadas, a presença do

canabidiol (2-p-menta-1,8-dien-3-il-5-pentil-,(-)-(E)-resorcinol), sugerindo que este

método pode ser empregado em análises toxicológicas utilizando cera de ouvido

para detecção de Cannabis sativa, bem como dosagem dos fármacos derivados

desta espécie. Embora este estudo tenha utilizado um número limitado de

amostras, os resultados obtidos demonstraram que a cera de ouvido pode

representar uma biomatriz promissora a ser explorada para o diagnóstico da

Doença de Parkinson.

Palavras-chave: Biomatriz. 5α-Cholestan-3-one. Diagnóstico. Cera de ouvido.



ABSTRACT

According to the World Health Organization (WHO) 1% of the population over 65

years old suffers from a still incurable neurodegenerative disease, known as

Parkinson's Disease (PD), whose diagnosis is time consuming, invasive and

offers radiological risk to the patient and, despite of the efforts employed, does not

yet have a laboratory perspective.The present work characterized the human

cerumen of healthy donors in comparison with donors affected by PD, in order to

propose a preliminary exploratory analysis. For this, the sample components of

human cerumen were separated in a gas chromatograph and the analytes

analyzed in a mass spectrometer in Scan mode, which in turn resulted in

chromatograms that allowed the identification of 37 analytes. Exclusively in

Parkinson's samples, the cholesterol derivative called 5α-Cholestan-3-one was

detected. This compound stands out as it may be increased in metabolic

disorders such as Parkinson's disease. At the same time, the presence of

cannabidiol (2-p-mentta-1,8-dien-3-yl-5-pentyl-,(-)-(E)-resorcinol) was detected in

7 of the 13 analyzed samples, suggesting that this method can be used in

toxicological analysis using ear wax for detection of Cannabis sativa, as well as

dosage of drugs derived from this species. Although this study used a limited

number of samples, the results obtained showed that earwax may represent a

promising biomatrix to be explored for the diagnosis of Parkinson's Disease.

Key words: Biomatrix. 5α-Cholestan-3-one. Diagnosis. Earwax.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

DP Doença de Parkinson

CBD Canabidiol

CG Cromatografia Gasosa

CG-EM Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrômetro de Massas

FE Fase Estacionária

FM Fase Móvel

g Grama

mg Miligrama

min Minuto

EM Espectrometria de Massas

EROS Espécies Reativas de Oxigênio

RM Ressonância Magnética

SBGG Sociedade Brasileira de Geriatria e Gerontologia

SD Saudáveis

SIM Select Ion Monitoring

THC Tetrahidrocanabinol

UFOB Universidade Federal do Oeste da Bahia



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Corte Coronal do cérebro com visualização de núcleos da base.            16

Figura 2 - Anatomia do canal auditivo. 18

Figura 3 - Representação esquemática de um cromatógrafo a gás acoplado a um

espectrômetro de massas.                                                                                         21

Figura 4 - Representação gráfica de um cromatograma. 22

Figura 5 - Esquematização do modo de operação de um analisador do tipo

quadrupolo.                                                                                                                23

Figura 6 - Comparação entre os espectros produzidos pelo modo de varredura

SCAN e pelo modo SIM respectivamente.                                                                 24

Figura 7 - Cromatógrafo gasoso acoplado a espectrômetro de massas.                  27

Figura 8 - Cromatograma da cera de ouvido no teste 1.                                           30

Figura 9 - Cromatograma da cera de ouvido no teste 2.                                           30

Figura 10 - Cromatograma da cera de ouvido no teste 3. 31

Figura 11 - Cromatograma da cera de ouvido no teste 4.                                         31

Figura 12 - Cromatograma para exemplo do tempo de eluição dos compostos

detectados no cerúmen.                                                                                             33

Figura 13 - Sobreposição dos espectros cromatográficos de doadores saudáveis e

doadores com DP.                                                                                                      33

Figura 14 - Estrutura química da molécula de 2-p-menta-1,8-dien-3-il-5-pentil-

(-)-(E)-resorcinol encontrada no cromatograma do cerúmen de alguns doadores.   38

Figura 15 - Gráfico de distribuição das substâncias encontradas no cerúmen de

doadores saudáveis e acometidos por DP.                                                                40



LISTA DE SÍMBOLOS

°C Graus centígrados

µ Micro



LISTA DE TABELA

Tabela 1 - Proporções testadas dos solventes extratores. 31

Tabela 2 - Compostos encontrados no cerúmen de doadores acometidos por DP, e

doadores saudáveis.                                                                                                  36



SUMÁRIO

1 INTRODUÇÃO                                                                                                        13
2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 15

2.1 FISIOPATOLOGIA DA DOENÇA DE PARKINSON 15

2.2  O CERÚMEN HUMANO 18

2.3 A CERA COM DIAGNÓSTICOS DE DOENÇAS                                       19

2.4 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE

MASSAS 20

3 OBJETIVOS 25
3.1 OBJETIVO GERAL 25

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 25

4 MATERIAIS E MÉTODOS 26
4. 1. MATERIAIS 26

4.2 COLETA E ARMAZENAMENTO DO CERÚMEN 27

4.3 MÉTODO ANALÍTICO 28

4.3.1 Determinação dos analitos 28
4.3.2 Preparo das amostras 28
4.3.3 Análise em CG-EM 28

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 29
5.1 OTIMIZAÇÃO DO MÉTODO DE EXTRAÇÃO 29

5.2 RESULTADOS ANALÍTICOS 32

5.3 COMPARAÇÃO ENTRE AS MOLÉCULAS ENCONTRADAS EM PESSOAS

SAUDÁVEIS E ACOMETIDAS POR PARKINSON 39

6 CONCLUSÃO                                                                                                         42
REFERÊNCIAS                                                                                                          44
APÊNDICE - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO                52



13

1 INTRODUÇÃO

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), 1% da população acima

dos 65 anos sofre de uma doença neurodegenerativa e ainda incurável, conhecida

como Doença de Parkinson (DP). Causada por um mecanismo elucidado por

Hornykiewicz, em 1960, a DP é responsável, principalmente, pela degeneração das

áreas do cérebro que recebem o nome de substância nigra e núcleo caudado, onde

estão localizados os neurônios dopaminérgicos, causando assim tremores nos

doadores, alterações na fala e no equilíbrio, rigidez muscular e letargia nos

movimentos.

De acordo com Sato (2017), apesar dos esforços empregados pela ciência,

os métodos de diagnóstico disponíveis até o momento ainda são invasivos,

demorados e pouco precisos, de modo que se faz necessário a busca por um

método que possa trazer um diagnóstico mais assertivo e, preferencialmente, não

invasivo. Sugere-se que, um importante ponto de partida na busca por um

diagnóstico laboratorial para doenças, como a de Parkinson, seja a caracterização

de moléculas presentes em fluidos biológicos em busca daquelas com potencial para

biomarcadores.

Dentre os fluidos biológicos que podem ser empregados, está o cerúmen,

uma matriz biológica ainda pouco explorada, porém com grande potencial para

demonstrar as alterações homeostáticas do indivíduo (BARBOSA et al., 2019).

Produzido por um processo natural, é uma substância cerosa, estável e com

capacidade de bioacumular traços da mudança do funcionamento normal do corpo,

além de apresentar uma coleta fácil, rápida e indolor e com pouco risco de

contaminação (DAMASCENO, 2013).

Para a caracterização da cera de ouvido uma importante e poderosa

ferramenta analítica que pode ser empregada é a cromatografia gasosa acoplada a

espectrômetro de massas (CG-EM), uma técnica análitica sensível, robusta e

presisa (SKOOG et al., 2015). Essa técnica vem ganhando cada vez mais espaço,

principalmente na área da saúde, na realização de exames e testes para qualificar

as alterações na homeostase do indivíduo e para análise de fluidos corporais

(CANEVER; NAZÁRIO, 2019). Uma das principais características CG-EM é a sua

alta sensibilidade e especificidade para a identificação molecular das amostras

(SKOOG et al., 2015).
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Isso posto, o presente trabalho realizou uma caracterização molecular do

cerúmen, tanto de doadores sadios quanto daqueles diagnosticados com a doença

de Parkinson, utilizando uma técnica de extração sólido-líquido, aliado ao método

analítico de cromatografia gasosa acoplada a espectrômetro de massas. A

identidade molecular da cera de ouvido de doadores saudáveis e aqueles

acometidos por DP foram qualificadas e comparadas, visando dar início a um

primeiro passo para um diagnóstico mais assertivo e menos invasivo para a doença

de Parkinson.
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA
2.1 FISIOPATOLOGIA DA DOENÇA DE PARKINSON

A Doença de Parkinson (DP) é a segunda doença neurodegenerativa mais

prevalente no mundo. De acordo com dados de 2014 do Ministério da Saúde,

estima-se que em média existam de 100 a 200 casos a cada 100.000 habitantes,

ocorrência esta que se deve a sua distribuição universal, não fazendo distinção entre

as classes socioeconômicas, gênero ou etnia (BRASIL, 2017).

A DP é uma condição neurodegenerativa, progressiva e de intensidade

variável, ainda sem prognóstico de cura, que afeta principalmente a

neurotransmissão dopaminérgica nos gânglios da base na substância nigra em sua

parte compacta e do núcleo caudado, também chamada de estriado. (LIAN, 2019;

SATO, 2017; SILVA et al., 2020). Essa degeneração é evidenciada pela morte das

células neuronais da camada ventral da parte compacta da substância nigra e do

corpo estriado (formados pelo putamen e o núcleo caudado), globo pálido e núcleo

subtalâmico, apontados na figura 1, bem com a presença de corpos de Lewy

(HAUSER, 2020, SATO, 2017). Este processo é agravado com o envelhecimento

pois a perda de neurônios dopaminérgicos é um fenômeno que se dá naturalmente

com o avanço da idade (SOUZA, 2011).
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Figura 1 - Corte Coronal do cérebro com visualização de núcleos da base. Nesta

figura são mostradas, através de um corte coronal, as áreas mais susceptíveis à

degradação neuronal que são provocadas pela doença de Parkinson.

Fonte: SATO (2017).

Em estudo Silva e colaboradores (2020), apontaram que o mecanismo de

morte neuronal está relacionado ao desbalanço resultante da redução da atividade

de moléculas antioxidante, que leva ao acúmulo de espécies reativas de oxigênio

(EROs), especialmente ao ânion radical superóxido (O2–) e o peróxido de

hidrogênio (H2O2). Esse desequilíbrio provavelmente resulta na liberação de fatores

pró-inflamatórios e de necrose, por consequência na ativação do processo de

apoptose celular devido a ativação das células de defesa atuantes na região

cerebral, pelo estresse oxidativo (CAMARGO FILHO et al., 2019).

O processo degenerativo passa a produzir um conjunto de sinais

manifestados através de distúrbios motores, como: tremores de repouso, sobretudo

das mãos; bradicinesia; rigidez muscular do tipo plástica ou cérea; assim como

instabilidade postural por perda de reflexos posturais e cognitivos como os da fala

(GONÇALVES, 2017; SILVA et al., 2020).

Segundo a Sociedade Brasileira de Geriatria e Gerontologia (SBGG) (2021), o

diagnóstico é um desafio, por não existirem testes ou exames capazes de identificar

marcadores sorológicos da DP, associando a isto, está a dificuldade de identificação

de sinais clínicos, que podem facilmente ser relacionados a outras patologias, por
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este motivo não é incomum que o diagnóstico somente seja possível após 2 a 3

anos do início dos sintomas (SATO 2017; SBGG, 2021).

Atualmente o diagnóstico da DP é baseado em suas características clínicas a

partir do histórico do paciente e do exame neurológico (POSTUMA et al., 2015). No

mínimo, bradicinesia e tremor ou rigidez devem estar presentes para considerar o

diagnóstico clínico de DP. Além disso, uma boa resposta à terapia dopaminérgica é

uma importante característica de suporte do diagnóstico. A instabilidade postural

também é uma característica da DP, mas geralmente é um sintoma tardio da

doença. Assim, os doadores com sinais parkinsonianos que exibem instabilidade

postural no início do curso da doença provavelmente têm outra forma de

parkinsonismo (POSTUMA et al., 2015).

A ressonância magnética (RM) é razoável para excluir imitações raras e

inesperadas da DP, como acidente vascular cerebral ou hidrocefalia, além de ser útil

em doadores com achados clínicos que sugerem parkinsonismo atípico, mas

dispensável em doadores com apresentação clássica de DP, sem outros sinais

neurológicos e com boa resposta à terapia com levodopa (STERN et al., 1989).

Técnicas de ressonância magnética mais avançadas, incluindo volumetria de

RM, espectroscopia de ressonância magnética, imagem de transferência de

magnetização, ressonância magnética ponderada em difusão, ressonância

magnética com tensor de difusão e imagem de alta resolução (por exemplo,

ressonância magnética a 7 Tesla), são métodos promissores que podem oferecer

maior sensibilidade do que a ressonância magnética convencional para detectar os

correlatos de neuroimagem da neurodegeneração da DP e para separar a DP

idiopática de síndromes parkinsonianas atípicas (VAILLANCOURT et al., 2009).

Desse modo, para um diagnóstico conclusivo, após a identificação dos sinais

e sintomas clínicos, assim como a exclusão de outras doenças são ainda

necessários exames de natureza invasiva como a punção lombar para análise do

líquor cefalorraquidiano e exames que expõe o paciente à altos níveis de radiação,

como é o caso das ressonâncias magnética e tomografias computadorizadas

(BRASIL, 2022).
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2.2 O CERÚMEN HUMANO

A orelha é anatomicamente dividida em três pavilhões, a saber, ouvido

externo, ouvido médio e ouvido interno, como pode ser observado na figura 2

(DAMASCENO, 2013). Na terceira parte do ouvido externo, é produzida uma

substância cerosa, de forma natural e completamente saudável, conhecida como

cerúmen ou apenas cera de ouvido, cuja função é manter o tímpano flexível e

lubrificado, assim como impermeabiliza e limpa o canal auditivo externo

(DAMASCENO et al., 2015). Também já foi reportado que o cerúmen pode

apresentar atividade antimicrobiana (PROKOP-PRIGGE et al., 2014).

Figura 2 - Anatomia do canal auditivo. Nesta imagem é possível observar as

divisões anatômicas, bem como os órgãos que constituem o ouvido humano, de

modo a demonstrar o canal auditivo, local de excreção do cerúmen.
Fonte: Barbosa e Pannanzio (2017).

A cera de ouvido, é uma mistura de secreções, cerosas e amareladas,

produzidas por glândulas sudoríparas especializadas, e material gorduroso advindo

de glândulas sebáceas, sugerindo uma grande semelhança com a constituição do

suor (SHOKRY et al., 2017). Em sua composição estão presentes basicamente

água, ureia, imunoglobulinas, álcoois de cadeia longa, hidrocarbonetos, colesterol,

triglicerídeos, lisozima, glicopeptídeos, ácidos graxos, ácido cerótico e outros

elementos como compostos de nitrogênio, diterpenos e esteróides por exemplo
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(DAMASCENO et al., 2015). Essa mistura de secreções que compõem o cerúmen

de humanos e animais, é constituída também de metabólitos orgânicos, isto é,

compostos produzidos durante o metabolismo e a degradação celular (BARBOSA et

al., 2019).

O metabolismo celular pode, em algumas condições patológicas, produzir

radicais livres como as espécies reativas de oxigênio (EROs), que liberados atacam

muitas estruturas celulares (incluindo RNA e DNA), e que quando se acumulam em

tecidos, destróem muitas moléculas diferentes, dando origem à variadas classes de

metabólitos (BARBOSA et al., 2019; MARTELLI e NUNES, 2014). A produção de

EROs está associada à maioria das condições inflamatórias nas células e seus

produtos derivados manifestam-se em diferentes níveis em condições celulares

anormais, podendo ser acumulados em várias biomatrizes, como na urina, fezes,

suor, lágrimas, saliva, hálito e cerúmen (BARBOSA et al., 2019).

Sabe-se que a produção de cera de ouvido aumenta gradativamente com a

idade (BESDINE, 2019), mas isto também pode acontecer devido a doença de

Parkinsons (SILVA et al., 2020).

2.3 A CERA COMO DIAGNÓSTICOS DE DOENÇAS

A literatura disponível demonstra que o cerúmen pode fornecer quantidades

amostrais suficientes para vários ensaios. Além disso, acredita-se que a cera pode

servir como um indicador da história cumulativa de mudanças fisiológicas que

ocorrem no período que precede a coleta de amostra (até algumas semanas) que é

o tempo recomendado para o acúmulo da amostra (SHOKRY et al., 2017).

O cerúmen apresenta inúmeras vantagens em relação às outras matrizes

biológicas já utilizadas, pois é uma amostra fácil para coletar, por ser extraída de

forma indolor e com menor risco de contaminação externa em comparação ao pelo e

ao suor por exemplo, devido à localização na parte interna do aparelho auditivo

como mostrado também na figura 2. Embora seja uma fonte de excreção

concentrada de metabólitos polares e não polares, adequados para rastrear

mudanças de longo prazo, essa matriz ainda tem sido pouco explorada (BARBOSA

et al., 2019).

Considerando as evidências científicas apresentadas, alguns autores vêm

buscando utilizar cera de ouvido para o diagnóstico de diversos tipos de câncer,

como Linfomas, Carcinomas e Leucemias, desde os estágios iniciais até os mais



20

avançados. Essa matriz biológica também tem sido empregada para o diagnóstico

de diabetes mellitus (tipos 1 e 2), por meio da identificação de biomarcadores

(BARBOSA et al., 2019; SHOKRY et al., 2017).

2.4 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Dentre os diversos tipos de cromatografia, uma das mais utilizadas é a

cromatografia gasosa, uma técnica de separação de misturas de compostos

volatilizados, os quais são distribuídos em duas fases: 1) uma fixa denominada

estacionária (FE) que pode ser sólida ou líquida e a 2) outra móvel (FM) constituída

de um gás de arraste com alto grau de pureza, cuja vazão é controlada, esta por sua

vez elui o analito, após vaporização da amostra, sem interagir com ela, com o

objetivo de identificar, quantificar ou obter a substância pura (Congresso Brasileiro

de Ciências da Saúde, 2016; SKOOG et al., 2015).

A separação dos compostos acontece de acordo com a interação entre a

espécie e a fase estacionária (SKOOG et al., 2015), de forma que a molécula do

analito é adsorvida ou particionada na superfície do sólido ou líquido da FE,

respectivamente, por interações com as forças de Van Der Waals. A separação

acontece quando essas interações são “quebradas” por meio do gradiente de

temperatura, tornando as espécies mais solúveis ao gás de arraste promovendo a

eluição com auxílio da força que este emprega (AMORIM, 2019).

A quantidade de amostra a ser injetada nas colunas também necessita de

atenção, pois a injeção de amostras muito volumosas pode promover o

espalhamento das bandas o que promove uma baixa resolução. Geralmente as

colunas capilares necessitam de amostras menores, isto é, um fator de 100 ou

maior por exemplo (SKOOG et al., 2015). A temperatura ótima de operação da

coluna é outro fator importante na eluição, e está intimamente ligada ao ponto de

ebulição da amostra e do grau de separação requerido, por este motivo, amostras

muito complexas, com grande faixa de eluição requerem um gradiente de

temperatura (SKOOG et al., 2015).
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Figura 3 - Representação esquemática de um cromatógrafo a gás acoplado a um

espectrômetro de massas. Nessa figura, estão dispostos os componentes do

equipamento, de modo a exemplificar o funcionamento do mesmo.
Fonte: PEDROSA (2018).

Após o devido tratamento, a amostra é inicialmente introduzida no

cromatógrafo através do injetor, ilustrado na figura 3, sendo direcionada para a

coluna cromatográfica contendo a FE. Essa coluna é mantida dentro do forno que

varia a temperatura de acordo com o gradiente programado. Após a separação os

alvos analíticos seguem para o detector presente no equipamento, dentre os quais

está o espectrômetro de massas (AMORIM, 2019).

A espectrometria de massas é uma importante ferramenta para análises

instrumentais, usada para caracterizar a composição molecular através das massas

dessas moléculas que são fracionadas por uma fonte iônica (CONGRESSO

BRASILEIRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE, 2016; GOMES, 2015), sendo capaz de

medir a razão massa/carga (m/z) desses íons que são produzidos pela amostra

(SKOOG et al., 2015). Os resultados são expressos, no software, graficamente por

meio de cromatogramas, a exemplo tem-se a figura 4, que apresenta um

cromatograma, no qual cada pico representa uma molécula específica.



22

Figura 4 - Representação gráfica de um cromatograma. O eixo Y representa a

intensidade em unidades de absorbância (μ.a.) e o eixo x representa o tempo. No

gráfico pode-se observar os diferentes picos obtidos em um exemplo de análise.
Fonte: SANTOS (2015).

A técnica de EM está baseada na indução da excitação molecular de modo a

promover a ionização destas. Entre os métodos utilizados está o mais comum a

ionização por elétrons (Electron Ionization - EI), no qual, um feixe de elétrons é

produzido a partir do aquecimento de um filamento de tungstênio juntamente com a

aplicação de aproximadamente 70 eV entre o filamento, que atua como um catodo, e

um anodo. Na colisão entre o feixe eletrônico e a molécula é gerado o íon molecular

(GOMES, 2015).

O EM é composto basicamente por um sistema de entrada da amostra, uma

fonte de ionização, um analisador de massa, um detector, um processador de dados

e um sistema de vácuo com a finalidade de criar baixas pressões para evitar

influência de compostos atmosféricos na análise. Os analisadores de massas são a

parte responsável do espectrômetros por separar os íons em função da sua m/z,

essa separação por sua vez pode gerar uma transmissão seletiva dos íons, podendo

ser ajustadas para transmitir apenas um íon de interesse (GOMES, 2015; IGLESIAS,

2020).

Entre os analisados disponíveis, um dos mais utilizados é o tipo quadrupolo,

devido ao fato de ser mais simples, fácil de entender e operar, relativamente mais

barato e por possuir boa linearidade em análises quantitativas. Esse analisador é

composto de dois pares de barras de metal emparelhadas, enquanto um recebe um

um potencial elétrico positivo que age como um filtro para massas maiores, o outro
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recebe, um potencial negativo que atua como um filtro para massas pequenas

(FERNANDO, 2013), como é possível observar na figura 5.

Figura 5 - Esquematização do modo de operação de um analisador do tipo

quadrupolo. Esta figura mostra a instrumentação de analisador quadrupolo, nela

estão dispostos a fonte de ionização e os dois pares de barras de metal

emparelhados que funcionam como filtros para separação das moléculas por massa.

Fonte: FERNANDO (2013).

O analisador quadrupolo pode realizar dois tipos de variedades diferentes. A

primeira configura o modo seleção (Select Ion Monitoring - SIM), que se atém a um

espectro de massas conhecido ou o modo varredura Scan (IGLESIAS, 2020). O

segundo tipo de varredura, o modo Scan, detecta todos os íons presentes na

amostra, no intervalo de m/z determinado pelo operador do equipamento, e, com

isso, apresenta maior capacidade investigativa nas análises de natureza qualitativas,

que buscam revelar a identidade molecular da alíquota em estudo. A figura 6 faz

uma comparação entre os espectros produzidos pelo modo Scan e pelo SIM

(CHIARADIA et al., 2018).
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Figura 6 - Comparação entre os espectros produzidos pelo modo de varredura

Scan e pelo modo SIM respectivamente. Os gráficos acimas são representações dos

modos de varredura SIM e Scan, onde, em ambos o eixo y representa a absorbância

e o eixo x representa o tempo (em minutos); neles é possível observar a variação da

amplitude dos picos.

Fonte: NASCIMENTO (2019).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar uma análise exploratória do cerúmen de doadores acometidos pela

Doença de Parkinson utilizando CG-EM, de modo a qualificar as moléculas

identificadas, comparando-as com o cerúmen de doadores saudáveis.

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

● Caracterizar o cerúmen de indivíduos acometidos pela Doença de Parkinson,

utilizando a técnica analítica de CG-EM;

● Caracterizar o cerúmen de indivíduos saudáveis, utilizando a técnica analítica

de CG-EM;

● Comparar as moléculas encontrados nas amostras de pessoas saudáveis e

diagnosticadas com DA;

● Determinar as condições mais adequadas para o tratamento pré-análise da

amostra;

● Realizar uma análise exploratória dos dados obtidos.
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4 MATERIAIS E MÉTODOS
Destaca-se que todos os procedimentos foram realizados após a aprovação

do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da UFOB (CAAE:

30062720.8.0000.5026).

4.1 MATERIAIS

UTENSÍLIOS:

● Cureta metálica;

● Microtubos;

● Hexano (J.T. Baker);

● Acetona (J.T. Baker);

● Sulfato de sódio anidro (Alphatec);

● Ácido sulfúrico (Dinâmica);

● Micropipetas;

● Vials;

● Tubo de ensaio;

● Béqueres;

● Vidro de relógio;

● Espátulas metálicas;

● Pinças metálicas;

● Estante para tubo de ensaio.

EQUIPAMENTOS:

● Freezer -80°C;

● Vórtex (modelo K45-2820, Kasvi);

● Cromatógrafo gasoso acoplado com espectrômetro de massas, (modelo

GCMS-QP2020, Shimadzu);

● Centrífuga (modelo CT - 0603, Parsec);

● Banho maria (Quimis);

● Balança analítica (modelo ay220, Shimadzu).



27

4. 2 COLETA E ARMAZENAMENTO DO CERÚMEN

A cera foi coletada de 18 indivíduos de ambos os sexos, de acordo com a

disponibilidade dos voluntários. A coleta do cerúmen foi realizada por uma médica

otorrinolaringologista, com uma cureta metálica em ambas as orelhas por meio de

movimentos de raspagem e acondicionado em criotubos devidamente etiquetados.

Os criotubos foram tampados e levados para a refrigeração em um freezer a -80 °C.

Para que o material pudesse atingir uma quantidade suficiente para

realização dos testes, definida com base na literatura em 20 mg, os voluntários

foram instruídos a não limparem o ouvido interno por pelo menos 10 dias, e

orientados a não usar perfumes ou derivados afins, principalmente aqueles

aplicados em jatos de spray próximo as orelhas para que não haja risco de

contaminação, por pelo menos, três dias antes da coleta assim como não lavar os

cabelos no dia em que se submeteram a coleta.
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4.3 MÉTODO ANALÍTICO

4.3.1 Determinação dos analitos

Os analitos foram determinados por cromatógrafo gasoso acoplado com

espectrômetro de massas, modelo GCMS-QP2020, Shimadzu (Kyoto, Japão), de

quadrupolo simples,

com injetor split/splitless. Para a separação cromatográfica foi utilizada coluna

capilar (DB-5, 5% fenil, 95% metilsiloxano, Shimadzu) de sílica fundida como fase

estacionária (30 m × 0,25 mm e 0,25 µm). O CG-EM utilizado no presente estudo é

mostrado na figura 7.

Figura 7 - Cromatógrafo gasoso acoplado a espectrômetro de massas. Esta figura

mostra o equipamento disponível no laboratório 114 da Universidade Federal do

Oeste da Bahia - UFOB, campus Reitor Edgard Santos.

4.3.2 Preparo das amostras
Para análise dos compostos presentes na cera de ouvido, uma matriz

complexa composta majoritariamente por ácidos graxos, primeiramente realizou-se

testes de extração baseados na metodologia proposta por Souza et al. (2020).

O preparo de amostras foi feito pesando-se 10 mg de cera de ouvido em um

vidro de relógio, transferindo posteriormente para um tubo de ensaio e adicionado 6

mL de uma combinação binária de solventes orgânicos, a saber 4 mL de hexano e 2

mL de acetona. A mistura foi agitada em vórtex (modelo K45-2820, Kasvi) por 5

minutos e centrifugada por 2 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi retirado e
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transferido para outro tubo de ensaio, onde foram adicionados 2 g de sulfato de

sódio, para retirada de umidade do extrato. Seguiu-se centrifugando a solução por 2

minutos a 300 rpm. O sobrenadante foi novamente coletado, transferido para um

frasco âmbar de 5 mL.

Para a etapa de concentração, o extrato presente no frasco âmbar foi posto

para secar em banho maria a 40 ºC. Após a secagem total, foi então ressuspendido

em 1 mL de hexano, transferido para um tubo de ensaio, onde foi adicionado 1 mL

de ácido sulfúrico para digestão dos ácidos graxos presentes na amostra, deixando

os outros compostos disponíveis no solvente. Em seguida, a solução foi centrifugada

por 5 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi então transferido para um vial e

injetado no CG-EM.

4.3.3 Análise em CG-EM
As condições ideais de trabalho basearam-se nos resultados obtidos por

Rêgo et al. (2021). A rampa de temperatura iniciou em 60 °C e permaneceu durante

1min-1, de 60 para 150 °C a 5 °C min-1, permanecendo por 2 min, seguida do

aumento de 5 °C min-1 até 220 °C (durante 2 min), finalizando com 5 °C min-1 até 300

°C durante 2 min, totalizando 55 minutos. Foi utilizado modo de injeção splitless de

1,0 μL de volume de amostra, com temperatura do injetor em 300 °C, tempo de

purga de 0,75 min, hélio (99,999% de pureza) como gás de arraste e vazão na

coluna constante de 1,0 mL min-1. A linha de transferência e a fonte de íons

operaram em temperatura de 300 °C, com energia de impacto de elétrons de 1,0 kV.

O método foi desenvolvido em modo Scan.
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO
5.1 OTIMIZAÇÃO DO MÉTODO DE EXTRAÇÃO

Como um primeiro passo para a realização de uma análise exploratória da

cera de ouvido por CG-EM, foram realizadas diferentes combinações de solventes

para extração de modo a encontrar as melhores condições para o estudo da cera.

Como ponto de partida utilizou-se a metodologia proposta por Souza e

colaboradores (2020), que trabalhou com a extração de compostos Poluentes

Orgânicos Persistentes (POPs), em leite humano, uma matriz biológica, rica em

ácidos graxos. Apesar de possuir uma relativa similaridade com a composição

química do leite, o cerúmen possui uma composição mais rica em ácidos graxos

(MELZER, 2019), o que demandou proporções diferentes de solvente extratores

conforme apresentado na tabela 1.

Tabela 1 - Proporções testadas dos solventes extratores.

Condições de Análise

Teste Hexano (mL) Acetona (mL) Proporção (v:v)

1 5 1 5:1

2 4 2 2:1

3 3 3 1:1

4 2 4 1:2

Fonte: Dados gerados a partir dos testes realizados para otimização dos métodos de extração.

Ao se analisar os perfis cromatográficos que resultaram das extrações das

diferentes combinações de solventes utilizadas para a extração (figuras 8, 9, 10 e

11), observou-se que os testes 2 (figura 9) e 4 (figura 11) apresentaram uma maior

quantidade de picos e uma boa separação entre eles. Mas a proporção de 2:1 (v/v)

hexano:acetona era mais eficiente para extração dos componentes do cerúmen,

uma vez que resultou em picos maiores e mais separados que as demais

combinações de solventes, indicando uma maior concentração dos compostos

extraídos.
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Figura 8 - Cromatograma da cera de ouvido no teste 1. O espectro apresenta o perfil

cromatográfico da alíquota de 10 ug de cera de ouvido após o processo de extração

utilizando-se a proporção de 5 mL de hexano para 1 mL de acetona.

Figura 9 - Cromatograma da cera de ouvido no teste 2. O espectro apresenta o perfil

cromatográfico da alíquota de 10 ug de cera de ouvido após o processo de extração

utilizando-se a proporção de 4 mL de hexano para 2 mL de acetona.
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Figura 10 - Cromatograma da cera de ouvido no teste 3. O espectro apresenta o

perfil cromatográfico da alíquota de 10 ug de cera de ouvido após o processo de

extração utilizando-se a proporção de 3 mL de hexano para 3 mL de acetona.

Figura 11 - Cromatograma da cera de ouvido no teste 4. O espectro apresenta o

perfil cromatográfico da alíquota de 10 ug de cera de ouvido após o processo de

extração utilizando-se a proporção de 2 mL de hexano para 4 mL de acetona.

A respeito da proporção utilizada, 2:1 (v:v) de hexano/acetona, pode-se inferir

que foi necessária uma maior quantidade de solvente apolar (hexano) em virtude de

uma maior quantidade de compostos apolares presentes na composição cera de

ouvido, para que houvesse solubilidade da amostra no solvente extrator. Entretanto,

o cerúmen não é constituído exclusivamente de compostos apolares, mas sim de

uma mistura complexa, que depende de solvente polares como a acetona, para

diluição completa da matriz e a extração da maior quantidade de analitos possíveis

(MELZER, 2019).
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5.2 RESULTADOS ANALÍTICOS

Uma vez definidas as condições para extração das moléculas, procedeu-se

com a corrida cromatográfica, a qual foi programada para 55 minutos em modo

Scan. Esse modo foi escolhido, pois é empregado quando se deseja fazer uma

varredura para detecção de todos os íons presentes na amostra, no intervalo de m/z

determinado pelo operador do equipamento. Dessa forma, o modo Scan apresenta

uma maior capacidade investigativa nas análises de natureza qualitativas, que

buscam revelar as diferentes moléculas presentes em uma determinada amostra

(CHIARADIA et al., 2018).

Por se tratar de uma análise exploratória inicial, o modo Scan é o mais

adequado para esse tipo de estudo, uma vez que não se tinha um conhecimento

experimental de quais compostos poderiam ser detectados nas amostras e que

pudessem estar qualitativamente ou quantitativamente diferentes nos dois grupos de

doadores (saudáveis e acometidos pela doença de Parkinson). Nesse modo de

monitoramento, ocorre uma varredura sequencial passando cada relação de

carga/massa (m/z) da faixa selecionada para o detector. Gerados os

cromatogramas, os picos resultantes foram integrados e comparados com o

espectro de referência registrado nas bibliotecas espectrais do próprio equipamento

e a semelhança estimada para cada referência.

Após o término das corridas cromatográficas, notou-se um intervalo

significativo na eluição das substâncias encontradas. Os primeiros elementos foram

eluídos entre aproximadamente 4 e 25 minutos, e os últimos eluíram por volta de 40

e 55 minutos, como pode ser observado na figura 12. Com o método padronizado,

todas as amostras foram então submetidas às mesmas condições analíticas

apresentadas, obtendo-se um total de 37 analitos detectados.
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Figura 12 - Cromatograma para exemplo do tempo de eluição dos compostos

detectados no cerúmen. Este cromatograma foi gerado a partir da eluição da

amostra de um paciente com DP, no qual é possível observar o intervalo de eluição

em função do tempo da corrida cromatográfica.

Ao se comparar os espectros de todas as amostras testadas observa-se que

não houveram diferenças significativas entre os cromatogramas gerados (figura 13).

Nos primeiros 25 minutos de corrida há uma uniformidade nos picos de todas as

amostras. Somente após 40 minutos de corrida cromatográfica é que se observou

uma maior intensidade nos picos provenientes de amostras parkinsonianas.

Figura 13 - Sobreposição dos espectros cromatográficos de doadores saudáveis e

doadores com DP. Uma comparação entre todos os espectros obtidos durante a

corrida a fim de comparar visualmente a amplitude e quantidade de picos gerados

entre os grupos de doadores.
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Tabela 2 - Compostos encontrados no cerúmen de doadores acometidos por DP, e

doadores saudáveis.

Componentes da Amostra
Distribuição por

Paciente

Quanti
dade

Tempo de Eluição
(min) Substâncias

Quantid
ade
total

doador
es DP

doado
res SD

1 4,440 - 4,448 4-Metil-1,6-heptadien-4-ol 2 1 1

2 4,886 - 4, 902 3,3,5-trimetil-heptano 6 1 5

3 5,237 - 5,244 2,3,5-trimetil-heptano 3 2 1

4 5,244 - 5,255 2,5-Dimetildecano 9 0 9

5 5,593 - 5,607 3-metilnonano 4 2 2

6 6,215 - 6,216 3,5,5-trimetil-Hexanal 4 0 4

7 6,618 - 6,696 2,2,6-Trimetiloctano 6 1 5

8 6888 - 6,721 Porulan / isodecano 8 0 8

9 7,728 - 7,740 Óxido Rosa 6 0 6

10 9,872 - 9-885 2-Etil-deca-hidro-naftaleno 5 1 4

11 12,075 - 12,108 1-(1,1-dimetiletil)-3-etil-Benzeno 4 0 4

12 12,092 3-Icosina 1 1 0

13 12,094 - 15,347 1-(1,1-dimetiletil)-3,5-dimetil-Benzeno 5 1 4

14 14,522 - 14, 533 2-terc-Butiltolueno 4 0 4

15 14,964 Jasmorange 1 0 1

16 15,332 - 15,763 2,4,6-Trimetilpropiofenona 7 0 7

17 16,850” Fitol 1 1 0

18 17,239 - 17,253 Epicubenol 2 1 1

19 17,345 - 17,358

1,1'-(1,1,10,10-tetrametil-1,10-decanodiil)bi

s[3,4-dimetil-Benzeno 2 1 1

20 17,358 Trimetil(feniletinil)-Silano 1 0 1

21 17,714 - 17,739 Florazone 13 2 11

22 19,582 - 19,630

1,2,3,6,7,8,8a,8b-octa-hidro-4,5-dimetil-Bif

enileno 7 0 7

23 20,284 - 20,297 Tetrametil-1,2,3,4-tetrahidronaftaleno 4 0 4
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Componentes da Amostra
Distribuição por

Paciente

Quanti
dade

Tempo de Eluição
(min) Substâncias

Quantid
ade
total

doador
es DP

doado
res SD

24 20,284 - 20,301

1,4,5,6-Tetrametil-1,2,3,4-tetra-hidronaftale

no 8 1 7

25 23,551 - 23,558 Neoheptanol 2 0 2

26 40,857 - 46,023 n-Heptatriacontano 3 1 2

27 42,703 - 42,706 Tetratriacontano 2 0 2

28 43,910' Cholest-14-en-7-ol 1 0 1

29 46,020 - 46,026 Nonatriacontano 3 0 3

30 47,270'

2-p-menta-1,8-dien-3-il-5-pentil-,

(-)-(E)-resorcinol 7 2 5

31 47,273 - 47,289 5α-Cholestan-3-one 2 2 0

32 47,274 - 48,891

[(3,3,5,5-Tetrametil-1-ciclohexen-1-il)sulfan

il]benzeno 1 0 1

33 48,888 - 48,093 5α-Cholestan-3-one 3 2 1

34 48,203 Cholest-5-en-3-ol (3β)-acetato 1 0 1

35 49,197 Cholest-5-en-3-ol (3β)-carbonocloreto 1 0 1

36 51,376 - 54,076 1-Hentetracontanol 2 1 1

37 52,544 - 53,437 1,54-Dibromotetrapentacontano 2 1 1

Fonte: Dados gerados a partir dos cromatogramas das 37 substâncias encontradas na eluição do

cerúmen de indivíduos saudáveis e acometidos pela doença de Parkinson.

Dos 37 analitos encontrados, cerca de 27% podem ser classificados como

compostos cíclicos, entre os quais estão os compostos como benzenicos e fenilicos,

sem função biológica determinada (tabela 2). Entre os quais, foram encontrados

compostos derivados de naftaleno, um hidrocarboneto policíclico aromático, usado

em repelente de insetos, fumigante, lubrificantes e como matéria prima para síntese

de outros produtos (OLIVEIRA et al., 2020).

Assim como os outros hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, o naftaleno

integra uma classe de importantes contaminantes para o ambiente. Podem ser
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encontrados presentes na água, no ar, no solo e diversos alimentos, cuja

degradação é difícil e pode ser deletério à saúde humana, sendo ainda destacados

em um estudo como potentes carcinógenos (MENDES, 2018). Em função das

diversas fontes de origem, não se pode afirmar qual delas pode ter proporcionado a

incorporação da molécula no cerúmen.

Neste estudo, aproximadamente 11% dos compostos encontrados nas ceras

dos doadores são componentes de produtos cosméticos, são eles, Porulan,

Jasmorange, Óxido Rosa e Florazone (tabela 2):

● Jasmorange, é um aldeído amplamente utilizado em perfumaria (VYGLAZOV

et al. 2001).

● Porulan, é uma isoparafina utilizada como emoliente, costumeiramente

utilizada em cosméticos (LANXESS.com.br, 2014).

● O óxido rosa, também conhecido como Z-óxido de gerânio, é um dos

componentes do o óleo essencial de Gerânio, sendo bastante utilizado na

indústria de cosméticos (MACHADO; FERNANDES JÚNIOR, 2011).

● O Florazone, por sua vez, é enquadrado na categoria de agentes de

fragrância, amplamente utilizado na indústria de perfumaria e cosméticos

(IFRA, 2019).

Tendo em vista que esses compostos não são metabólitos produzidos pelo

corpo, nem moléculas naturais da cera de ouvido, pode-se supor que,

provavelmente, os compostos mencionados, detectados nas ceras dos doadores

foram provenientes de uma administração exógena, que pode ser devido ao uso de

cosméticos, nos quais esses compostos estavam contidos. Em virtude da ampla

utilização destes produtos pela indústria cosmética e de perfumaria, sua presença ou

ausência na cera de ouvido está condicionada apenas ao tipo de cosmético utilizado

por cada doador.

Cerca de 23% dos compostos detectados são hidrocarbonetos de cadeia

acíclica (tabela 2), sem relação biológica conhecida ou discriminada na literatura,

porém naturalmente encontrados no cerumen (DAMASCENO et al.,2015). Por volta

de 16% das substâncias encontradas neste estudo, podem ser classificadas como

álcoois de cadeia longa (tabela 2), e assim como os hidrocarbonetos, podem ser

encontrados entre os constituintes básicos da cera produzida no canal auditivo

(DAMASCENO et al., 2015).
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Entre os álcoois de cadeia longa encontrados, está o Epicubenol (tabela 2),

um sesquiterpenóide derivado do metabolismo vegetal frequentemente encontrado

em óleos essenciais, como o de Copaifera spp. (ZOGHBI et al., 2009),

Campomanesia xanthocarpa (OLIVEIRA et al., 2021), Eugenia spp. (SILVEIRA et al.,

2021) e Cedrus atlântica, Cedrela odorata (PUBCHEM, 2004). O epicubenol também

pode ser produzido por algumas espécies de Streptomyces, uma bactéria

Gram-positivas que pode crescer em vários ambientes (NAKANO et al. 2012;

PROCÓPIO et al., 2012). A detecção deste composto em amostras de cerúmen

pode ser derivada do uso de produtos contendo óleos essenciais, uma prática que

vem crescendo nos últimos anos (RAMSAY et al., 2020). Outra possibilidade é a

colonização do canal auricular por alguma espécie de Streptomyces após pequenos

traumas ou erupções supurativas chamadas de micetomas (PEREIRA et al., 2017).

O fitol (tabela 2), é um diterpeno, que também pertencente a classe de álcoois

de cadeia longa, cíclica e ramificada. O fitol é amplamente empregado na indústria

de xampus, sabonetes e detergentes e, portanto, o uso de qualquer um desses

produtos pode ter sido a fonte deste composto. Além disso, o fitol também pode ser

encontrado na membrana de bactérias e, portanto, infecções bacterianas próximas à

região de coleta da cera de ouvido, ter proporcionado a detecção dessa molécula

pelo CG-EM (VEGA, 2014).

A molécula de 3-icosina foi encontrada apenas em um paciente com a

Doença de Parkinson (tabela 2), e trata-se de um produto natural encontrado na

espécie vegetal Basella alba, popularmente conhecida como bertalha (PUBCHEM,

2004). Além de costumeiramente consumida como hortaliça a bertalha como é

conhecida, também é utilizada na medicina popular para tratar pressão alta, malária

e anemia, além de possuir propriedades anti fúngicas, anti-inflamatórias e

analgésicas (MANI et al., 2021). Apesar de ter sido encontrada somente em um

paciente com a Doença de Parkinson, a detecção dessa molécula não pode

representar um candidato a um biomarcador que possa ser utilizado para diferenciar

entre os doadores saudáveis ou com Parkinson, pois não se trata de um composto

naturalmente produzido pelo corpo humano.

Outra substância encontrada no cerúmen foi a molécula de

2-p-menta-1,8-dien-3-il-5-pentil-(-)-(E)-resorcinol, cuja estrutura é apresentada na

figura 14, uma substância pertencente à classe dos canabinóides produzida pela

espécie Cannabis sativa. Essa molécula também é conhecida como canabidiol
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(CBD), um fitocanabinóide não-psicoativo da planta que possui uma grande

importância farmacológica (LUZ et al., 2020; MATOS et al., 2017).

Figura 14 - Estrutura química da molécula de 2-p-menta-1,8-dien-3-il-5-pentil-

(-)-(E)-resorcinol encontrada no cromatograma do cerúmen de alguns doadores.

Vários autores têm descrito a eficácia dos métodos cromatográficos na

detecção de produtos da Cannabis em amostras biológicas, devido ao bioacúmulo

que garante excreção de resíduos por dias ou semanas, em matrizes biológicas

como sangue, suor, urina, cabelo, respiração, matrizes post mortem, leite materno e

cordão umbilical (ABD-ELSALAM et al., 2019; HUBBARD et al., 2019; NICOLAOU et

al 2021). Apesar da presença de canabinóides, especificamente o

tetrahidrocanabinol (THC), em amostras de cera de ouvido já tenha sido detectada

(MEIER et al., 2017), na literatura ainda não há registros da identificação do

canabidiol em cerúmen humano.

Em estudo conduzido por Meier e colaboradores (2017), foi avaliada a

presença de drogas em cera de ouvido de dezoito usuários de Cannabis por

cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massa, mas em apenas uma das

amostras foi possível confirmar a presença da droga a partir da detecção do THC.

Nesse estudo, a presença da mesma droga foi detectada em 7 das 13 amostras

analisadas, no entanto a substância encontrada foi o canabidiol. Esse dado pode

sugerir que o canabidiol seja um marcador mais eficiente para as análises

toxicológicas com finalidade forense utilizando o cerume com biomatriz, com tudo é

importante destacar o fato de que essa substância é comumente utilizada

isoladamente em fármacos para tratamento de diversas enfermidade (GONTIJO et

al., 2016), deste modo seria necessário identificação de outros metabólitos derivados

da C. sativas para confirmar o uso ilícito. Por se tratar de uma análise exploratória,



40

esses resultados acabam abrindo portas para uma outra frente de trabalho voltada

para a toxicologia forense.

Os derivados de colesterol (tabela 2), representam cerca de 13% dos analitos

encontrados nesta pesquisa. Estes por sua vez podem ser considerados produtos

normais do metabolismo humano, e da composição básica do cerúmen

(DAMASCENO et al., 2015).

5.3 COMPARAÇÃO ENTRE AS MOLÉCULAS ENCONTRADAS EM PESSOAS

SAUDÁVEIS E ACOMETIDAS POR PARKINSON

Das 37 moléculas identificadas, por volta de 43% foram identificadas nos dois

grupos de doadores, dentres as quais podemos citar hidrocarbonetos, derivados de

colesterol e álcoois, que podem ser considerados parte integrante da composição

normal da cera de ouvido humano (DAMASCENO et al., 2015). De modo

semelhante são os compostos empregados em cosméticos, que possivelmente

foram introduzidos no cerúmen pelo uso dos mesmos (IFRA, 2019;

LANXESS.com.br, 2014; MACHADO, 2011; VYGLAZOV et al., 2001).

Cerca de 49% dos compostos foram encontrados exclusivamente em

doadores saudáveis. Ao observar esses compostos exclusivos descritos na tabela 2,

nota-se que são moléculas de hidrocarbonetos, alguns derivados de colesterol, que

podem ser encontrados normalmente na composição do cerúmen, cujas proporções

(figura 15), estão condicionadas ao metabolismo e hábitos de vida de cada indivíduo

(DAMASCENO et al., 2015). Os derivados de naftaleno, substância utilizada na

composição de diversos produtos, incluindo inseticidas, estão, certamente, atrelados

à particularidade do uso na rotina de cada pessoa (MENDES 2018; OLIVEIRA et al.,

2020).
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Figura 15 - Gráfico de distribuição das substâncias encontradas no cerúmen de

doadores saudáveis e acometidos por DP. O gráfico foi gerado a partir de dados dos

cromatogramas obtidos. Nele estão representados a distribuição das 37 substâncias

encontradas nos 13 doadores; as barras em azul representam os doadores

acometidos pela doença de Parkinson e as barras em vermelho simbolizam os

doadores saudáveis.

Nesse estudo aproximadamente 8% das moléculas foram identificadas

apenas em doadores diagnosticados com Doença de Parkinson, sendo elas:

● 3-icosina uma molécula natural, fruto do metabolismo de uma hortaliça

(MANI et al. 2021);

● 5α-Cholestan-3-one, é um derivado de colesterol, possivelmente parte

integrante da composição do cerúmen humano (DAMASCENO et al.,

2015);

● Fitol, um derivado de clorofila que pode ser encontrado em diversas

fontes, como alimentação provinda de animais, medicamentos e até

cosméticos e produtos de higiene.

Embora tenham sido encontrados exclusivamente em doadores

diagnosticados com DP, o fitol e a 3-icosina não poderiam ser utilizados como
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possíveis biomarcadores para essa enfermidade, em razão de se tratar de moléculas

provenientes de fontes exógenas, como descrito no item 5.2.

O 5α-Cholestan-3-one é um derivado do colesterol produzido

endogenamente. Embora alterações na quantidade de colesterol possam estar

realcionadas com fatores como o sexo, idade, periodo menstrual, quatidade de

gordura corporal (DAMASCENO, 2013), elas também podem ser devidas a

alterações causadas por desordens metabólicas. Estudos apontam que desbalanços

na homeostase do colesterol podem estar relacionados a condições

neurodegenerativas como a doença de Huntington, doença de Alzheimer e a doença

de Parkinson (GARCÍA-SANZ et al., 2021). A presença aumentada do colesterol

facilita a oligomerização da alfa-sinucleína que tem implicação direta nos

mecanismos fisiopatológicos da DP (GARCÍA-SANZ et al., 2021). Desse modo, a

detecção de derivados do colesterol, exclusivamente, em todas as amostras de

doadores com a doença de Parkinson, pode ser devido a esse metabolismo alterado

do colesterol celular que pode ter refletido em um aumento do composto na cera de

ouvido, permitindo assim sua detecção. Esse é o primeiro trabalho que apresenta

um achado relacionando o aumento dessa molécula em cera de ouvido com a

doença de Parkinson. Este resultado pode representar um possível direcionamento

para pesquisas que visem moléculas como biomarcadores para o diagnóstico da DP.

Notou-se neste estudo ainda, uma redução na quantidade de hidrocarbonetos

encontrados na composição do cerúmen de doadores acometidos pela DP. Mesmo

sendo este composto, parte integrante da composição básica da cera do ouvido

humano, serão necessários estudos mais aprofundados para associar essa redução

à condição patológica conferida pela doença de Parkinson.
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6 CONCLUSÃO
Este é um trabalho pioneiro que explora a composição diferencial da cera de

ouvido por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas, como um

primeiro passo para a busca de biomarcadores que possam ser empregados para o

diagnóstico da Doença de Parkinson. A metodologia de extração e análise

cromatográfica empregada se mostrou capaz de extrair compostos em quantidade

suficiente para a identificação de 37 analitos. Dentre os compostos identificados,

detectou-se em 7 amostras, a presença do canabidiol

(2-p-menta-1,8-dien-3-il-5-pentil-(-)-(E)-resorcinol), indicando que essa substância

pode ser utilizada como um marcador mais eficiente do que outros canabinóides

para análises toxicológicas utilizando cera de ouvido. Foram encontradas 3

moléculas identificadas exclusivamente em doadores com Parkinson, dentre elas um

derivado do colesterol (5α-Cholestan-3-one) se destaca, pois, essa detecção pode

ser motivada pelas alterações metabólicas do colesterol, envolvidas nesta doença.

Embora este estudo tenha utilizado um número limitado de amostras, os resultados

obtidos demonstraram que a cera de ouvido pode representar uma biomatriz

promissora a ser explorada para o diagnóstico de Parkinson. Investigações futuras

com um maior número de amostras e o uso de padrões moleculares devem ser

conduzidos para confirmar esses achados.
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APÊNDICE

UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DA BAHIA

Pesquisador responsável: Raphael Contelli Klein

Endereço: Rua da Prainha, 1326. Morada Nobre cidade: Barreiras Estado: Bahia

Telefone: (77) 99923-9447 E-mail: raphael.klein@ufob.edu.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Você está sendo convidado (a) como voluntário (a) a participar da pesquisa

“Avaliação do cerume na busca por biomarcadores para a doença de
Parkinson” que tem como objetivos avaliar o cerume na busca de biomarcadores

capazes de  diagnosticar, precocemente ou não, a doença de Parkinson.

O motivo que nos leva a estudar o cerume é a busca por um biomarcador

capaz de diagnosticar, de forma não invasiva e de baixo custo, os pacientes com

doença de  Parkinson.

Para este estudo adotaremos os seguintes procedimentos: Preenchimento de

questionário padronizado contendo dados do participante da pesquisa. A coleta será

realizada por um médico especializado em otorrinolaringologista em ambulatório e

utilizando equipamento apropriado. Em caso de qualquer trauma, o próprio médico

fornecerá atendimento imediato e caso necessário irá encaminhar para unidade de

atendimento. A pesquisa oferece riscos relacionados à participação dos pacientes

envolvidos, pois serão coletados dados de identificação dos pacientes além da

amostra de cera de ouvido, que pode gerar algum tipo de trauma no conduto

auditivo externo. Serão tomadas todas as precauções para que a coleta da cera de

ouvido aconteça com o mínimo de risco. Também serão tomadas medidas

protetivas para que os dados de identificação do paciente e das amostras fiquem

sob os cuidados dos pesquisadores do projeto. As amostras receberão um código a

partir do qual todas as demais análises e procedimentos sejam realizados

referenciando somente esse código, sem a identificação dos pacientes. Os seus

dados serão manuseados somente pelos pesquisadores. O material com suas

informações ficará guardado sob a responsabilidade do pesquisador principal com a
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garantia de manutenção do sigilo e confidencialidade em arquivo, físico ou digital,

sob sua responsabilidade, por um período de 5 anos após o término da pesquisa.

Com os dados obtidos por esse projeto, será possível a identificação de

biomarcadores para diagnóstico da doença de Parkinson, utilizando uma técnica

não invasiva que possibilite o diagnóstico antes do aparecimento dos sintomas.

Dado que os sujeitos do estudo são seres humanos, obedeceremos ao previsto na

Resolução 466/12 do Ministério da Saúde no Brasil.

O motivo deste convite é que você se enquadra nos seguintes critérios de

inclusão: pacientes maiores de 18 anos e diagnosticados com a doença de

Parkinson. Você poderá deixar de participar da pesquisa nos casos em que forem

observados os seguintes critérios de exclusão: pacientes menores de 18 anos;

pacientes que não apresentem cerume; pacientes com otite externa aguda ou

crônica; e pacientes que não assinarem o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido. Para participar deste estudo, o responsável por você deverá autorizar e

assinar um termo de consentimento. Você não terá nenhum custo para participar

deste estudo, nem receberá qualquer vantagem financeira. Você será esclarecido

(a) sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estará livre para participar ou

recusar-se a participar. O responsável por você poderá retirar o consentimento ou

interromper a  sua participação a qualquer momento.

A sua participação é voluntária e a recusa em participar não acarretará

qualquer penalidade ou modificação na forma em que é atendido pelo pesquisador

responsável. O pesquisador responsável irá tratar a sua identidade com sigilo e

privacidade. Seu nome ou o material que indique sua participação não será liberado

sem a  permissão do responsável por você.

Os autores do projeto firmam o compromisso de tornar público os resultados

obtidos em revistas científicas, congressos ou eventos científicos após o término da

pesquisa.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que

uma será arquivada pelo pesquisador responsável, na Universidade Federal do

Oeste  da Bahia e a outra será fornecida a você.

Caso haja danos decorrentes dos riscos desta pesquisa, o pesquisador

assumirá a responsabilidade pelo ressarcimento e pela indenização. O ônus
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financeiro do projeto será de responsabilidade do pesquisador, isentando o

participante de qualquer  despesa.

Eu, _________________________________________________, portador do

CPF __________________, nascido (a) em ____/____/________, residente no

endereço _____________________________________________________, na

cidade de _____________________, Estado ______________, podendo ser

contatado (a) pelo número

telefônico ( ) ____________ fui informado (a) dos objetivos do estudo “Avaliação
do cerume na busca por biomarcadores para a doença de Parkinson”, de

maneira clara e detalhada e esclareci minhas dúvidas. Sei que a qualquer momento

poderei solicitar novas informações e modificar minha decisão de participar se

assim o desejar. Declaro que concordo em participar desse estudo e que recebi

uma via deste

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Barreiras, Bahia, _______ de ____________________ de ________.

___________________________________________

Nome do Participante

___________________________________________

Assinatura da testemunha (por extenso)

(Para casos de analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de necessidades

gerais).

___________________________________________

Assinatura do pesquisador
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Em caso de dúvidas quanto aos aspectos éticos deste estudo, você, ou os
responsáveis por você, poderão consultar o:

Comitê de Ética em Pesquisa (CEP), localizado na Rua: Br 135, Km 01, nº 2.341, Bairro Boa

Sorte, Cep: 47805-270, Barreiras – BA, Prédio II, 1º andar.

Tel. (77) 3613-8840 / e-mail: cepfasb@fasb.edu.br.
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