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Dedico este trabalho ao Senhor Deus, para que a luz da sua gléria seja
manifesta pela ciéncia e as pessoas que ja foram ou ainda serao acometidas
pelo Parkinson, ndo posso solucionar os transtornos que sofrem diariamente

em decorréncia da doenga, mas, espero contribuir de algum modo para

melhoria dos métodos de diagnédstico!
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RESUMO

Segundo a Organizagcao Mundial de Saude (OMS) 1% da populagcédo acima dos 65
anos sofre de uma doenga neurodegenerativa ainda incuravel, conhecida como
Doenca de Parkinson (DP), cujo diagndstico € demorado, invasivo e oferece risco
radiolégico ao paciente e, que apesar dos esfor¢gos empregados, ainda nao dispoe
de perspectiva laboratorial. O presente trabalho caracterizou o cerimen humano de
doadores saudaveis em comparagdo com doadores acometidos por DP, a fim de
propor uma analise exploratéria preliminar. Para isto, os componentes amostrais de
cerumen humano, foram separados em cromatografo gasoso e os analitos
analisados em espectrdbmetro 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 5a-Cholestan-3-one. Esse composto se destaca, pois pode
estar aumentado em desordens metabdlicas como a Doenga de Parkinson.
Paralelamente, detectou-se em 7 das 13 amostras analisadas, a presenca do
canabidiol (2-p-menta-1,8-dien-3-il-5-pentil-,(-)-(E)-resorcinol), sugerindo que este
método pode ser empregado em analises toxicoldgicas utilizando cera de ouvido
para deteccao de Cannabis sativa, bem como dosagem dos farmacos derivados
desta espécie. Embora este estudo tenha utilizado um numero limitado de
amostras, os resultados obtidos demonstraram que a cera de ouvido pode
representar uma biomatriz promissora a ser explorada para o diagnéstico da

Doencga de Parkinson.

Palavras-chave: Biomatriz. 5a-Cholestan-3-one. Diagnéstico. 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 5a-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. 5a-Cholestan-3-one. Diagnosis. Earwax.
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1 INTRODUGAO

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), 1% da populagédo acima
dos 65 anos sofre de uma doenga neurodegenerativa e ainda incuravel, conhecida
como Doenga de Parkinson (DP). Causada por um mecanismo elucidado por
Hornykiewicz, em 1960, a DP é responsavel, principalmente, pela degeneragao das
areas do cérebro que recebem o nome de substancia nigra e nucleo caudado, onde
estdo localizados os neurbnios dopaminérgicos, causando assim tremores nos
doadores, alteragbes na fala e no equilibrio, rigidez muscular e letargia nos
movimentos.

De acordo com Sato (2017), apesar dos esforgos empregados pela ciéncia,
os métodos de diagndstico disponiveis até o momento ainda s&o invasivos,
demorados e pouco precisos, de modo que se faz necessario a busca por um
método que possa trazer um diagndéstico mais assertivo e, preferencialmente, nao
invasivo. Sugere-se que, um importante ponto de partida na busca por um
diagndstico laboratorial para doengas, como a de Parkinson, seja a caracterizagao
de moléculas presentes em fluidos biolégicos em busca daquelas com potencial para
biomarcadores.

Dentre os fluidos biolégicos que podem ser empregados, esta o cerumen,
uma matriz biolégica ainda pouco explorada, porém com grande potencial para
demonstrar as alteracbes homeostaticas do individuo (BARBOSA et al.,, 2019).
Produzido por um processo natural, € uma substancia cerosa, estavel e com
capacidade de bioacumular tragos da mudancga do funcionamento normal do corpo,
além de apresentar uma coleta facil, rapida e indolor e com pouco risco de
contaminagao (DAMASCENO, 2013).

Para a caracterizagcdo da cera de ouvido uma importante e poderosa
ferramenta analitica que pode ser empregada é a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massas (CG-EM), uma técnica anadlitica sensivel, robusta e
presisa (SKOOG et al., 2015). Essa técnica vem ganhando cada vez mais espago,
principalmente na area da saude, na realizagdo de exames e testes para qualificar
as alteracbes na homeostase do individuo e para analise de fluidos corporais
(CANEVER; NAZARIO, 2019). Uma das principais caracteristicas CG-EM é a sua
alta sensibilidade e especificidade para a identificacdo molecular das amostras
(SKOOG et al., 2015).
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Isso posto, o presente trabalho realizou uma caracterizagdo molecular do
cerumen, tanto de doadores sadios quanto daqueles diagnosticados com a doenga
de Parkinson, utilizando uma técnica de extragdo solido-liquido, aliado ao método
analitico de cromatografia gasosa acoplada a espectrbmetro de massas. A
identidade molecular da cera de ouvido de doadores saudaveis e aqueles
acometidos por DP foram qualificadas e comparadas, visando dar inicio a um
primeiro passo para um diagndstico mais assertivo € menos invasivo para a doenca

de Parkinson.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 FISIOPATOLOGIA DA DOENCA DE PARKINSON

A Doenga de Parkinson (DP) é a segunda doenga neurodegenerativa mais
prevalente no mundo. De acordo com dados de 2014 do Ministério da Saude,
estima-se que em média existam de 100 a 200 casos a cada 100.000 habitantes,
ocorréncia esta que se deve a sua distribuicdo universal, ndo fazendo distingao entre
as classes socioecondmicas, género ou etnia (BRASIL, 2017).

A DP é uma condicdo neurodegenerativa, progressiva e de intensidade
variavel, ainda sem prognostico de cura, que afeta principalmente a
neurotransmissdo dopaminérgica nos ganglios da base na substancia nigra em sua
parte compacta e do nucleo caudado, também chamada de estriado. (LIAN, 2019;
SATO, 2017; SILVA et al., 2020). Essa degeneracao é evidenciada pela morte das
células neuronais da camada ventral da parte compacta da substéncia nigra e do
corpo estriado (formados pelo putamen e o nucleo caudado), globo palido e nucleo
subtalamico, apontados na figura 1, bem com a presenga de corpos de Lewy
(HAUSER, 2020, SATO, 2017). Este processo é agravado com o envelhecimento
pois a perda de neurdnios dopaminérgicos € um fendbmeno que se da naturalmente
com o avango da idade (SOUZA, 2011).
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Figura 1 - Corte Coronal do cérebro com visualizagdo de nucleos da base. Nesta
figura sdo mostradas, através de um corte coronal, as areas mais susceptiveis a
degradagao neuronal que sao provocadas pela doenga de Parkinson.

Fonte: SATO (2017).

Em estudo Silva e colaboradores (2020), apontaram que o mecanismo de
morte neuronal esta relacionado ao desbalanco resultante da redu¢cao da atividade
de moléculas antioxidante, que leva ao acumulo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), especialmente ao anion radical superoxido (O,~) e o peroxido de
hidrogénio (H,0,). Esse desequilibrio provavelmente resulta na liberagdo de fatores
pro-inflamatérios e de necrose, por consequéncia na ativagdo do processo de
apoptose celular devido a ativacdo das células de defesa atuantes na regiédo
cerebral, pelo estresse oxidativo (CAMARGO FILHO et al., 2019).

O processo degenerativo passa a produzir um conjunto de sinais
manifestados através de disturbios motores, como: tremores de repouso, sobretudo
das méos; bradicinesia; rigidez muscular do tipo plastica ou cérea; assim como
instabilidade postural por perda de reflexos posturais e cognitivos como os da fala
(GONCALVES, 2017; SILVA et al., 2020).

Segundo a Sociedade Brasileira de Geriatria e Gerontologia (SBGG) (2021), o
diagndstico € um desafio, por ndo existirem testes ou exames capazes de identificar
marcadores soroldgicos da DP, associando a isto, esta a dificuldade de identificagao

de sinais clinicos, que podem facilmente ser relacionados a outras patologias, por
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este motivo ndo € incomum que o diagndstico somente seja possivel apoés 2 a 3
anos do inicio dos sintomas (SATO 2017; SBGG, 2021).

Atualmente o diagndstico da DP é baseado em suas caracteristicas clinicas a
partir do histérico do paciente e do exame neuroldgico (POSTUMA et al., 2015). No
minimo, bradicinesia e tremor ou rigidez devem estar presentes para considerar o
diagndstico clinico de DP. Além disso, uma boa resposta a terapia dopaminérgica é
uma importante caracteristica de suporte do diagnéstico. A instabilidade postural
também € uma caracteristica da DP, mas geralmente € um sintoma tardio da
doenca. Assim, os doadores com sinais parkinsonianos que exibem instabilidade
postural no inicio do curso da doenca provavelmente tém outra forma de
parkinsonismo (POSTUMA et al., 2015).

A ressonancia magnética (RM) é razoavel para excluir imitagdes raras e
inesperadas da DP, como acidente vascular cerebral ou hidrocefalia, além de ser util
em doadores com achados clinicos que sugerem parkinsonismo atipico, mas
dispensavel em doadores com apresentacdo classica de DP, sem outros sinais
neurolégicos e com boa resposta a terapia com levodopa (STERN et al., 1989).

Técnicas de ressonéncia magnética mais avangadas, incluindo volumetria de
RM, espectroscopia de ressonédncia magnética, imagem de transferéncia de
magnetizagdo, ressonancia magnética ponderada em difusdo, ressonancia
magnética com tensor de difusdo e imagem de alta resolugdo (por exemplo,
ressonancia magnética a 7 Tesla), sdo métodos promissores que podem oferecer
maior sensibilidade do que a ressonancia magnética convencional para detectar os
correlatos de neuroimagem da neurodegeneragao da DP e para separar a DP
idiopatica de sindromes parkinsonianas atipicas (VAILLANCOURT et al., 2009).

Desse modo, para um diagnéstico conclusivo, apds a identificagcao dos sinais
e sintomas clinicos, assim como a exclusdo de outras doengas sao ainda
necessarios exames de natureza invasiva como a puncio lombar para analise do
liquor cefalorraquidiano e exames que expde o paciente a altos niveis de radiagao,
como é o caso das ressondncias magnética e tomografias computadorizadas
(BRASIL, 2022).
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2.2 O CERUMEN HUMANO

A orelha é anatomicamente dividida em trés pavilhbes, 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
substancia cerosa, de forma natural e completamente saudavel, conhecida como
cerumen ou apenas cera de ouvido, cuja fungcdo é manter o timpano flexivel e
lubrificado, assim como impermeabiliza e limpa o canal auditivo externo
(DAMASCENO et al.,, 2015). Também ja foi reportado que o cerumen pode
apresentar atividade antimicrobiana (PROKOP-PRIGGE et al., 2014).

Orelha

Canais semicirculares

Nervo aclustico

Pavilhao |
auditivo

Estribo

Timpano

Tuba auditiva

QOuvido externo Quvido médio QOuvido interno

Figura 2 - Anatomia do canal auditivo. Nesta imagem é possivel observar as
divisdes anatbmicas, bem como os érgaos que constituem o ouvido humano, de

modo a demonstrar o canal auditivo, local de excregao do cerumen.

Fonte: Barbosa e Pannanzio (2017).

A cera de ouvido, € uma mistura de secrecbes, cerosas e amareladas,
produzidas por glandulas sudoriparas especializadas, e material gorduroso advindo
de glandulas sebaceas, sugerindo uma grande semelhanga com a constituigdo do
suor (SHOKRY et al., 2017). Em sua composi¢cdo estdo presentes basicamente
agua, ureia, imunoglobulinas, alcoois de cadeia longa, hidrocarbonetos, colesterol,
triglicerideos, lisozima, glicopeptideos, acidos graxos, acido cerdtico e outros

elementos como compostos de nitrogénio, diterpenos e esterdides por exemplo



19

(DAMASCENQO et al., 2015). Essa mistura de secregbes que compdem 0 cerumen
de humanos e animais, é constituida também de metabdlitos orgénicos, isto €,
compostos produzidos durante o metabolismo e a degradacéao celular (BARBOSA et
al., 2019).

O metabolismo celular pode, em algumas condigdes patologicas, produzir
radicais livres como as espécies reativas de oxigénio (EROs), que liberados atacam
muitas estruturas celulares (incluindo RNA e DNA), e que quando se acumulam em
tecidos, destroem muitas moléculas diferentes, dando origem a variadas classes de
metabdlitos (BARBOSA et al.,, 2019; MARTELLI e NUNES, 2014). A produgédo de
EROs esta associada a maioria das condi¢cdes inflamatdrias nas células e seus
produtos derivados manifestam-se em diferentes niveis em condi¢gdes celulares
anormais, podendo ser acumulados em varias biomatrizes, como na urina, fezes,
suor, lagrimas, saliva, halito e cerumen (BARBOSA et al., 2019).

Sabe-se que a producdo de cera de ouvido aumenta gradativamente com a
idade (BESDINE, 2019), mas isto também pode acontecer devido a doencga de
Parkinsons (SILVA et al., 2020).

2.3 A CERA COMO DIAGNOSTICOS DE DOENCAS

A literatura disponivel demonstra que o cerumen pode fornecer quantidades
amostrais suficientes para varios ensaios. Além disso, acredita-se que a cera pode
servir como um indicador da histéria cumulativa de mudancgas fisiologicas que
ocorrem no periodo que precede a coleta de amostra (até algumas semanas) que é
o tempo recomendado para o acumulo da amostra (SHOKRY et al., 2017).

O cerumen apresenta inUmeras vantagens em relagdo as outras matrizes
biolégicas ja utilizadas, pois € uma amostra facil para coletar, por ser extraida de
forma indolor e com menor risco de contaminagao externa em comparacao ao pelo e
ao suor por exemplo, devido a localizacdo na parte interna do aparelho auditivo
como mostrado também na figura 2. Embora seja uma fonte de excregao
concentrada de metabdlitos polares e nédo polares, adequados para rastrear
mudangas de longo prazo, essa matriz ainda tem sido pouco explorada (BARBOSA
et al., 2019).

Considerando as evidéncias cientificas apresentadas, alguns autores vém
buscando utilizar cera de ouvido para o diagndstico de diversos tipos de cancer,

como Linfomas, Carcinomas e Leucemias, desde os estagios iniciais até os mais
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avangados. Essa matriz biologica também tem sido empregada para o diagndstico
de diabetes mellitus (tipos 1 e 2), por meio da identificagdo de biomarcadores
(BARBOSA et al., 2019; SHOKRY et al., 2017).

2.4 CROMATOGRAFIA GASOSAACOPLADAA ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Dentre os diversos tipos de cromatografia, uma das mais utilizadas € a
cromatografia gasosa, uma técnica de separagdo de misturas de compostos
volatilizados, os quais sao distribuidos em duas fases: 1) uma fixa denominada
estacionaria (FE) que pode ser sélida ou liquida e a 2) outra movel (FM) constituida
de um gas de arraste com alto grau de pureza, cuja vazao é controlada, esta por sua
vez elui o analito, apds vaporizagdo da amostra, sem interagir com ela, com o
objetivo de identificar, quantificar ou obter a substancia pura (Congresso Brasileiro
de Ciéncias da Saude, 2016; SKOOG et al., 2015).

A separacdo dos compostos acontece de acordo com a interacdo entre a
espécie e a fase estacionaria (SKOOG et al., 2015), de forma que a molécula do
analito é adsorvida ou particionada na superficie do solido ou liquido da FE,
respectivamente, por interagdes com as forcas de Van Der Waals. A separagao
acontece quando essas interagbes sado “quebradas” por meio do gradiente de
temperatura, tornando as espécies mais soluveis ao gas de arraste promovendo a
eluicdo com auxilio da for¢ca que este emprega (AMORIM, 2019).

A quantidade de amostra a ser injetada nas colunas também necessita de
atengdo, pois a injecdo de amostras muito volumosas pode promover o
espalhamento das bandas o que promove uma baixa resolugcdo. Geralmente as
colunas capilares necessitam de amostras menores, isto €, um fator de 100 ou
maior por exemplo (SKOOG et al.,, 2015). A temperatura 6tima de operacédo da
coluna é outro fator importante na eluigédo, e esta intimamente ligada ao ponto de
ebulicdo da amostra e do grau de separagao requerido, por este motivo, amostras
muito complexas, com grande faixa de eluicdo requerem um gradiente de
temperatura (SKOOG et al., 2015).
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Figura 3 - Representagdo esquematica de um cromatografo a gas acoplado a um
espectrdmetro de massas. Nessa figura, estdo dispostos os componentes do

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

Apos o devido tratamento, a amostra é inicialmente introduzida no
cromatégrafo através do injetor, ilustrado na figura 3, sendo direcionada para a
coluna cromatografica contendo a FE. Essa coluna é mantida dentro do forno que
varia a temperatura de acordo com o gradiente programado. Ap0s a separagao os
alvos analiticos seguem para o detector presente no equipamento, dentre os quais

esta o espectrémetro de massas (AMORIM, 2019).

A espectrometria de massas € uma importante ferramenta para analises
instrumentais, usada para caracterizar a composicdo molecular através das massas
dessas moléculas que sao fracionadas por uma fonte ibnica (CONGRESSO
BRASILEIRO DE CIENCIAS DA SAUDE, 2016; GOMES, 2015), sendo capaz de
medir a razdo massa/carga (m/z) desses ions que sado produzidos pela amostra
(SKOOG et al., 2015). Os resultados sédo 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 especifica.
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Tempo (min)
Figura 4 - Representagdo grafica de um cromatograma. O eixo Y representa a
intensidade em unidades de absorbancia (u.a.) e o eixo x representa o tempo. No

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

A técnica de EM esta baseada na indugdo da excitacdo molecular de modo a
promover a ionizacdo destas. Entre os métodos utilizados esta o mais comum a
ionizagao por elétrons (Electron lonization - El), no qual, um feixe de elétrons é
produzido a partir do aquecimento de um filamento de tungsténio juntamente com a
aplicagao de aproximadamente 70 eV entre o filamento, que atua como um catodo, e
um anodo. Na colisdo entre o feixe eletrénico e a molécula é gerado o ion molecular
(GOMES, 2015).

O EM é composto basicamente por um sistema de entrada da amostra, uma
fonte de ionizacdo, um analisador de massa, um detector, um processador de dados
e um sistema de vacuo com a finalidade de criar baixas pressbdes para evitar
influéncia de compostos atmosféricos na analise. Os analisadores de massas sao a
parte responsavel do espectrdmetros por separar os ions em fungdo da sua m/z,
essa separagao por sua vez pode gerar uma transmissao seletiva dos ions, podendo
ser ajustadas para transmitir apenas um ion de interesse (GOMES, 2015; IGLESIAS,
2020).

Entre os analisados disponiveis, um dos mais utilizados é o tipo quadrupolo,
devido ao fato de ser mais simples, facil de entender e operar, relativamente mais
barato e por possuir boa linearidade em andlises 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 possivel observar na figura 5.

lons ndo ressonantes

Figura 5 - Esquematizagdo do modo de operagcdo de um analisador do tipo
quadrupolo. Esta figura mostra a instrumentagdo de analisador quadrupolo, nela
estdo dispostos a fonte de ionizacdo e os dois pares de barras de metal
emparelhados que funcionam como filtros para separagcéo das moléculas por massa.

Fonte: FERNANDO (2013).

O analisador quadrupolo pode realizar dois tipos de variedades diferentes. A
primeira configura o modo selecao (Select lon 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 ions presentes na
amostra, no intervalo de m/z determinado pelo operador do equipamento, e, com
isso, apresenta maior capacidade investigativa nas analises de natureza qualitativas,
que buscam revelar a identidade molecular da aliquota em estudo. A figura 6 faz
uma comparacao entre os espectros produzidos pelo modo Scan e pelo SIM
(CHIARADIA et al., 2018).
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Figura 6 - Comparacao entre os espectros produzidos pelo modo de varredura

Scan e pelo modo SIM respectivamente. Os graficos acimas sao representagdes dos

modos de varredura SIM e Scan, onde, em ambos 0 eixo y representa a absorbancia

e 0 eixo x representa o tempo (em minutos); neles é possivel observar a variagao da

amplitude dos picos.

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

Realizar uma analise exploratoéria do cerumen de doadores acometidos pela

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

identificadas, comparando-as com o cerumen de doadores saudaveis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar o cerumen de individuos acometidos pela Doenga de Parkinson,

utilizando a técnica analitica de CG-EM;

Caracterizar o cerumen de individuos saudaveis, utilizando a técnica analitica
de CG-EM;

Comparar as moléculas encontrados nas amostras de pessoas saudaveis e
diagnosticadas com DA;

Determinar as condigdes mais adequadas para o tratamento pré-analise da

amostra;

Realizar uma analise exploratoria dos dados obtidos.
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4 MATERIAIS E METODOS
Destaca-se que todos os procedimentos foram realizados apds a aprovagao

do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFOB (CAAE:
30062720.8.0000.5026).

4.1 MATERIAIS
UTENSILIOS:

e Cureta metalica;
e Microtubos;
e Hexano (J.T. Baker);

e Acetona (J.T. Baker);

e Sulfato de sédio anidro (Alphatec);

e Acido sulftrico (Dinamica);

e Micropipetas;

e Vials;

e Tubo de ensaio;

e Béqueres;

e Vidro de reldgio;

e Espatulas metalicas;

e Pincgas metalicas;

e Estante para tubo de ensaio.
EQUIPAMENTOS:

Freezer -80°C;

Vértex (modelo K45-2820, Kasvi);

e Cromatdgrafo gasoso acoplado com espectrdmetro de massas, (modelo
GCMS-QP2020, Shimadzu);

e Centrifuga (modelo CT - 0603, Parsec);

e Banho maria (Quimis);

e Balancga analitica (modelo ay220, Shimadzu).
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4.2 COLETA E ARMAZENAMENTO DO CERUMEN

A cera foi coletada de 18 individuos de ambos os sexos, de acordo com a
disponibilidade dos voluntarios. A coleta do cerumen foi realizada por uma médica
otorrinolaringologista, com uma cureta metalica em ambas as orelhas por meio de
movimentos de raspagem e acondicionado em criotubos devidamente etiquetados.

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

Para que o material pudesse atingir uma quantidade suficiente para
realizacdo dos testes, definida com base na literatura em 20 mg, os voluntarios
foram instruidos a nao limparem o ouvido interno por pelo menos 10 dias, e
orientados a nao usar perfumes ou derivados afins, principalmente aqueles
aplicados em jatos de spray préximo as orelhas para que ndo haja risco de
contaminacgao, por pelo menos, trés dias antes da coleta assim como nao lavar os

cabelos no dia em que se submeteram a coleta.
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4.3 METODO ANALITICO

4.3.1 Determinacgao dos analitos

Os analitos foram determinados por cromatdgrafo gasoso acoplado com
espectrdbmetro de massas, modelo GCMS-QP2020, Shimadzu (Kyoto, Japao), de

quadrupolo simples,

com injetor split/splitless. Para a separagao cromatografica foi utilizada coluna
capilar (DB-5, 5% fenil, 95% metilsiloxano, Shimadzu) de silica fundida como fase
estacionaria (30 m x 0,25 mm e 0,25 ym). O CG-EM utilizado no presente estudo &

mostrado na figura 7.

Figura 7 - Cromatégrafo gasoso acoplado a espectrémetro de massas. Esta figura
mostra o equipamento disponivel no laboratorio 114 da Universidade Federal do

Oeste da Bahia - UFOB, campus Reitor Edgard Santos.

4.3.2 Preparo das amostras

Para analise dos compostos presentes na cera de ouvido, uma matriz
complexa composta majoritariamente por acidos graxos, primeiramente realizou-se
testes de extracdo 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 reldgio, transferindo posteriormente para um tubo de ensaio e adicionado 6
mL de uma combinagao binaria de solventes organicos, a saber 4 mL de hexano e 2
mL de acetona. A mistura foi agitada em vértex (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
sédio, para retirada de umidade do extrato. Seguiu-se centrifugando a solugéo por 2
minutos a 300 rpm. O sobrenadante foi novamente coletado, transferido para um
frasco @mbar de 5 mL.

Para a etapa de concentragao, o extrato presente no frasco ambar foi posto
para secar em banho maria a 40 °C. Apos a secagem total, foi entdo ressuspendido
em 1 mL de hexano, transferido para um tubo de ensaio, onde foi adicionado 1 mL
de acido sulfurico para digestdo dos acidos graxos presentes na amostra, deixando
os outros compostos disponiveis no solvente. Em seguida, a solugdo foi centrifugada
por 5 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi entdo transferido para um vial e
injetado no CG-EM.

4.3.3 Analise em CG-EM

As condicdes ideais de trabalho basearam-se nos resultados obtidos por
Régo et al. (2021). A rampa de temperatura iniciou em 60 °C e permaneceu durante
1min”', de 60 para 150 °C a 5 °C min”, permanecendo por 2 min, seguida do
aumento de 5 °C min™ até 220 °C (durante 2 min), finalizando com 5 °C min™" até 300
°C durante 2 min, totalizando 55 minutos. Foi utilizado modo de injecao splitless de
1,0 yL de volume de amostra, com temperatura do injetor em 300 °C, tempo de
purga de 0,75 min, hélio (99,999% de pureza) como gas de arraste e vazdo na
coluna constante de 1,0 mL min'. A linha de transferéncia e a fonte de ions
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 DISCUSSAO
5.1 OTIMIZACAO DO METODO DE EXTRACAO

Como um primeiro passo para a realizagdo de uma analise exploratéria da
cera de ouvido por CG-EM, foram realizadas diferentes combinagdes de solventes
para extragdo de modo a encontrar as melhores condi¢cdes para o estudo da cera.
Como ponto de partida utilizou-se a metodologia proposta por Souza e
colaboradores (2020), que trabalhou com a extracdo de compostos Poluentes
Organicos Persistentes (POPs), em leite humano, uma matriz bioldgica, rica em
acidos graxos. Apesar de possuir uma relativa similaridade com a composigéo
quimica do leite, o cerumen possui uma composicdo mais rica em acidos graxos

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

conforme apresentado na tabela 1.

Tabela 1 - Proporgdes testadas dos solventes extratores.

Condigoes de Analise
Teste Hexano (mL) Acetona (mL) Proporgao (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 otimizagdo dos métodos de extracéao.

Ao se analisar os perfis cromatograficos que resultaram das extragcbes das
diferentes combinagdes de solventes utilizadas para a extragao (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 separacéo entre eles. Mas a proporgéao de 2:1 (v/v)
hexano:acetona era mais eficiente para extracdo dos componentes do cerumen,
uma vez que resultou em picos maiores e mais separados que as demais
combinagdes de solventes, indicando uma maior concentragdo dos compostos

extraidos.
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Figura 8 - Cromatograma da cera de ouvido no teste 1. O espectro apresenta o perfil
cromatografico da aliquota de 10 ug de cera de ouvido apés o processo de extragcao

utilizando-se a proporgéo de 5 mL de hexano para 1 mL de acetona.
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Figura 9 - Cromatograma da cera de ouvido no teste 2. O espectro apresenta o perfil
cromatografico da aliquota de 10 ug de cera de ouvido apds o processo de extragcao

utilizando-se a proporgéo 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 cromatografico da aliquota de 10 ug de cera de ouvido apds o processo de

extracdo utilizando-se a proporcao de 3 mL de hexano para 3 mL de acetona.
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Figura 11 - Cromatograma da cera de ouvido no teste 4. O espectro apresenta o
perfil cromatografico da aliquota de 10 ug de cera de ouvido apds o processo de

extragao utilizando-se a proporgéo de 2 mL de hexano para 4 mL de acetona.

A respeito da proporg¢ao utilizada, 2:1 (v:v) de hexano/acetona, pode-se inferir
que foi necessaria uma maior quantidade de solvente apolar (hexano) em virtude de
uma maior quantidade de compostos apolares presentes na composi¢cao cera de
ouvido, para que houvesse solubilidade da amostra no solvente extrator. Entretanto,
0 cerumen nao é constituido exclusivamente de compostos apolares, mas sim de
uma mistura complexa, que depende de solvente polares como a acetona, para
diluicdo completa da matriz e a extragdo da maior quantidade de analitos possiveis
(MELZER, 2019).
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5.2 RESULTADOS ANALITICOS

Uma vez definidas as condi¢cdes para extracido das moléculas, procedeu-se
com a corrida cromatografica, a qual foi programada para 55 minutos em modo
Scan. Esse modo foi escolhido, pois € empregado quando se deseja fazer uma
varredura para deteccédo de todos os ions presentes na amostra, no intervalo de m/z
determinado pelo operador do equipamento. Dessa forma, o modo Scan apresenta
uma maior capacidade investigativa nas analises de natureza qualitativas, que
buscam revelar as diferentes moléculas presentes em uma determinada amostra
(CHIARADIA et al., 2018).

Por se tratar de uma analise exploratéria inicial, o modo Scan é o mais
adequado para esse tipo de estudo, uma vez que nao 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 (saudaveis e acometidos pela doenca de Parkinson). Nesse modo de
monitoramento, ocorre uma varredura sequencial passando cada relacdo 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 referéncia registrado nas bibliotecas espectrais do préprio equipamento
e a semelhanca estimada para cada referéncia.

Apos o término das corridas cromatograficas, notou-se um intervalo
significativo na eluigdo das substancias encontradas. Os primeiros elementos foram
eluidos entre aproximadamente 4 e 25 minutos, e os ultimos eluiram por volta de 40
e 55 minutos, como pode ser observado na figura 12. Com o método padronizado,
todas as amostras foram entdo submetidas as mesmas condicbes analiticas

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

detectados no cerumen. Este cromatograma foi gerado a partir da eluicdo da

amostra de um paciente com DP, no qual é possivel observar o intervalo de eluicdo

em funcado do tempo da corrida cromatografica.

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

nao houveram diferengas significativas entre os cromatogramas gerados (figura 13).

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

amostras. Somente apdés 40 minutos de corrida cromatografica € que se observou

uma maior intensidade nos picos provenientes de amostras parkinsonianas.
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Figura 13 - Sobreposicdo dos espectros cromatograficos de doadores saudaveis e

doadores com DP. Uma comparagao 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 cerumen de doadores acometidos por DP, e
doadores saudaveis.

Distribui¢ao por

Componentes da Amostra Paciente
Quantid
Quanti Tempo de Eluigao ade doador doado
dade (min) Substancias total esDP resSD
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 5,693 - 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 Oxido 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

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

19 17,345 - 17,358 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

1,2,3,6,7,8,8a,8b-octa-hidro-4,5-dimetil-Bif
22 19,582 - 19,630 enileno 7 0 7

23 20,284 - 20,297 Tetrametil-1,2,3,4-tetrahidronaftaleno 4 0 4
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Distribuicao por

Componentes da Amostra Paciente
Quantid
Quanti Tempo de Eluigao ade doador doado
dade (min) Substancias total esDP res SD

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

24 20,284 - 20,301 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

2-p-menta-1,8-dien-3-il-5-pentil-,
30 47,270' (-)-(E)-resorcinol 7 2 5

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

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

32 47,274 - 48,891 illbenzeno 1 0 1
33 48,888 - 48,093 5a-Cholestan-3-one 3 2 1
34 48,203 Cholest-5-en-3-ol (33)-acetato 1 0 1
35 49,197 Cholest-5-en-3-ol (3p)-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 substancias encontradas na eluigdo do

cerumen de individuos saudaveis e acometidos pela doenga de Parkinson.

Dos 37 analitos encontrados, cerca de 27% podem ser classificados como
compostos ciclicos, entre os quais estdo os compostos como benzenicos e fenilicos,
sem fungao bioldgica determinada (tabela 2). Entre os quais, foram encontrados
compostos derivados de naftaleno, um hidrocarboneto policiclico aromatico, usado
em repelente de insetos, fumigante, lubrificantes e como matéria prima para sintese
de outros produtos (OLIVEIRA et al., 2020).

Assim como os outros hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, o naftaleno

integra uma classe de importantes contaminantes para o ambiente. Podem ser
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encontrados presentes na agua, no ar, no solo e diversos alimentos, cuja
degradacéao ¢ dificil e pode ser deletério a saude humana, sendo ainda destacados
em um estudo como potentes carcinbgenos (MENDES, 2018). Em fungdo das
diversas fontes de origem, ndo se pode afirmar qual delas pode ter proporcionado a
incorporagao da molécula no cerumen.

Neste estudo, aproximadamente 11% dos compostos encontrados nas ceras
dos doadores sdo componentes de produtos cosméticos, sdo eles, Porulan,
Jasmorange, Oxido Rosa e Florazone (tabela 2):

e Jasmorange, é um aldeido amplamente utilizado em perfumaria (VYGLAZOV
et al. 2001).

e Porulan, é uma isoparafina utilizada como emoliente, costumeiramente
utilizada em cosméticos (LANXESS.com.br, 2014).

e O Oxido rosa, também conhecido como Z-6xido de geranio, € um dos
componentes do o 6leo essencial de Geranio, sendo bastante utilizado na
industria de cosméticos (MACHADO; FERNANDES JUNIOR, 2011).

e O Florazone, por sua vez, é enquadrado na categoria de agentes de
fragréncia, amplamente utilizado na industria de perfumaria e cosméticos
(IFRA, 2019).

Tendo em vista que esses compostos ndo sdo metabdlitos 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 administragdo exdgena, que pode ser devido ao uso de
cosméticos, nos quais esses compostos estavam contidos. Em virtude da ampla
utilizacao destes produtos pela industria cosmética e de perfumaria, sua presencga ou
auséncia na cera de ouvido esta condicionada apenas ao tipo de cosmético utilizado
por cada doador.

Cerca de 23% dos compostos detectados sido hidrocarbonetos de cadeia
aciclica (tabela 2), sem relagao biolégica conhecida ou discriminada na literatura,
porém naturalmente encontrados no cerumen (DAMASCENO et al.,2015). Por volta
de 16% das substancias encontradas neste estudo, podem ser classificadas como
alcoois de cadeia longa (tabela 2), e assim como os hidrocarbonetos, podem ser
encontrados entre os constituintes basicos da cera produzida no canal auditivo
(DAMASCENO et al., 2015).
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Entre os alcoois de cadeia longa encontrados, esta o Epicubenol (tabela 2),
um sesquiterpendide derivado do metabolismo vegetal frequentemente encontrado
em Oleos essenciais, como o de Copaifera spp. (ZOGHBI et al., 2009),
Campomanesia xanthocarpa (OLIVEIRA et al., 2021), Eugenia spp. (SILVEIRA et al.,
2021) e Cedrus atlantica, Cedrela odorata (PUBCHEM, 2004). O epicubenol também
pode ser produzido por algumas espécies de Streptomyces, uma bactéria
Gram-positivas que pode crescer em varios ambientes (NAKANO et al. 2012;
PROCOPIO et al., 2012). A deteccdo deste composto em amostras de cerimen
pode ser derivada do uso de produtos contendo 6leos essenciais, uma pratica que
vem crescendo nos ultimos anos (RAMSAY et al.,, 2020). Outra possibilidade € a
colonizagao do canal auricular por alguma espécie de Streptomyces apos pequenos
traumas ou erupgdes supurativas chamadas de micetomas (PEREIRA et al., 2017).

O fitol (tabela 2), € um diterpeno, que também pertencente a classe de alcoois
de cadeia longa, ciclica e ramificada. O fitol € amplamente empregado na industria
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, infecgdes bacterianas proximas a
regido de coleta da cera de ouvido, ter proporcionado a detec¢gdo dessa molécula
pelo CG-EM (VEGA, 2014).

A molécula de 3-icosina foi encontrada apenas em um paciente com a
Doenga 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 hortalica a bertalha como é
conhecida, também é utilizada na medicina popular para tratar pressao alta, malaria
e anemia, além de possuir propriedades anti fungicas, anti-inflamatérias e
analgésicas (MANI et al., 2021). Apesar de ter sido encontrada somente em um
paciente com a Doenca de Parkinson, a deteccao dessa molécula ndo pode
representar um candidato a um biomarcador que possa ser utilizado para diferenciar
entre os doadores saudaveis ou com Parkinson, pois n&o se trata de um composto
naturalmente produzido pelo corpo humano.

Outra substadncia encontrada no cerumen foi a molécula de
2-p-menta-1,8-dien-3-il-5-pentil-(-)-(E)-resorcinol, cuja estrutura €& apresentada na
figura 14, uma substancia pertencente a classe dos canabinoides produzida pela

espécie Cannabis sativa. Essa molécula também €& conhecida como canabidiol
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(CBD), um fitocanabinoide n&o-psicoativo da planta que possui uma grande
importancia farmacoldgica (LUZ et al., 2020; MATOS et al., 2017).
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Figura 14 - Estrutura quimica da molécula de 2-p-menta-1,8-dien-3-il-5-pentil-

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

Vérios autores tém descrito a eficacia dos métodos cromatograficos na
deteccdo de produtos da Cannabis em amostras bioldgicas, devido ao bioacumulo
que garante excregao de residuos por dias ou semanas, em matrizes bioldgicas
como sangue, suor, urina, cabelo, respiragdo, matrizes post mortem, leite materno e
cordao umbilical (ABD-ELSALAM et al., 2019; HUBBARD et al., 2019; NICOLAOU et
al 2021). Apesar da presenca de canabindides, especificamente o
tetrahidrocanabinol (THC), em amostras de cera de ouvido ja tenha sido detectada
(MEIER et al., 2017), na literatura ainda n&o ha registros da identificacdo do
canabidiol em cerumen humano.

Em estudo conduzido por Meier e colaboradores (2017), foi avaliada a
presenca de drogas em cera de ouvido de dezoito usuarios de Cannabis por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa, mas em apenas uma das
amostras foi possivel confirmar a presenga da droga a partir da detecgédo do THC.
Nesse estudo, a presenga da mesma droga foi detectada em 7 das 13 amostras
analisadas, no entanto a substancia encontrada foi o canabidiol. Esse dado pode
sugerir que o canabidiol seja um marcador mais eficiente para as analises
toxicolégicas com finalidade forense utilizando o cerume com biomatriz, com tudo é
importante destacar o fato de que essa substancia € comumente utilizada
isoladamente em farmacos para tratamento de diversas enfermidade (GONTIJO et
al., 2016), deste modo seria necessario identificacdo de outros metabdlitos derivados

da C. sativas para confirmar o uso ilicito. Por se tratar de uma analise exploratdria,
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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 composicdo basica do cerumen
(DAMASCENO et al., 2015).

5.3 COMPARACAO ENTRE AS MOLECULAS ENCONTRADAS EM PESSOAS

SAUDAVEIS 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 alcoois, que podem ser considerados parte integrante da composigéao
normal da cera de ouvido humano (DAMASCENO et al, 2015). De modo
semelhante sdo os compostos empregados em cosméticos, que possivelmente
foram introduzidos no cerumen 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 saudaveis. Ao observar esses compostos exclusivos descritos na tabela 2,
nota-se que sdo moléculas de hidrocarbonetos, alguns derivados de colesterol, que
podem ser encontrados normalmente na composi¢gao do cerumen, cujas proporgdes
(figura 15), estdo condicionadas ao metabolismo e habitos de vida de cada individuo
(DAMASCENO et al., 2015). Os derivados de naftaleno, substancia utilizada na
composicao de diversos produtos, incluindo inseticidas, estdo, certamente, atrelados
a particularidade do uso na rotina de cada pessoa (MENDES 2018; OLIVEIRA et al.,
2020).
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Figura 15 - Grafico de distribuicdo das substancias encontradas no cerumen de
doadores saudaveis e acometidos por DP. O grafico foi gerado a partir de dados dos
cromatogramas obtidos. Nele estao representados a distribuicdo das 37 substancias
encontradas nos 13 doadores; as barras em azul representam os doadores
acometidos pela doenca de Parkinson e as barras em vermelho simbolizam os

doadores saudaveis.

Nesse estudo aproximadamente 8% das moléculas foram identificadas
apenas em doadores diagnosticados com Doenga de Parkinson, sendo elas:

e 3-icosina uma molécula natural, fruto do metabolismo de uma hortalica
(MANI et al. 2021);

e 5a-Cholestan-3-one, € um derivado de colesterol, possivelmente parte
integrante da composi¢cdo do cerumen humano (DAMASCENO et al.,
2015);

e Fitol, um derivado de clorofila que pode ser encontrado em diversas
fontes, como alimentacado provinda de animais, medicamentos e até
cosmeéticos e produtos de higiene.

Embora tenham sido encontrados exclusivamente em doadores

diagnosticados com DP, o fitol e a 3-icosina ndo poderiam ser utilizados como
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possiveis biomarcadores para essa enfermidade, em razdo de se tratar de moléculas
provenientes de fontes exdgenas, como descrito no item 5.2.

O 50-Cholestan-3-one  é um derivado do colesterol produzido
endogenamente. Embora alteragcbes 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
alteragdes causadas por desordens metabdlicas. Estudos apontam que desbalangos
na homeostase do colesterol podem estar relacionados a condigbes
neurodegenerativas como a doenga de Huntington, doenga de Alzheimer e a doenga
de Parkinson (GARCIA-SANZ et al., 2021). A presenca aumentada do colesterol
facilita a oligomerizagcdo da alfa-sinucleina que tem implicagdo direta nos
mecanismos fisiopatolégicos da DP (GARCIA-SANZ et al., 2021). Desse modo, a
deteccdo de derivados do colesterol, exclusivamente, em todas as amostras de
doadores com a doenca 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 detecgcdo. Esse é o primeiro trabalho que apresenta
um achado relacionando o aumento dessa molécula em cera de ouvido com a
doenca de Parkinson. Este resultado pode representar um possivel direcionamento
para pesquisas que visem moléculas como biomarcadores para o diagnéstico da DP.

Notou-se neste estudo ainda, uma redugao na quantidade de hidrocarbonetos
encontrados na composi¢do do cerumen de doadores acometidos pela DP. Mesmo
sendo este composto, parte integrante da composigdo basica da cera do ouvido
humano, serdo necessarios estudos mais aprofundados para associar essa reducao

a condigao patoldgica conferida pela doenga de Parkinson.
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6 CONCLUSAO

Este é um trabalho pioneiro que explora a composicao diferencial da cera de
ouvido por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, como um
primeiro passo para a busca de biomarcadores que possam ser empregados para o
diagndstico da Doenga de Parkinson. A metodologia de extragdo e analise
cromatografica empregada se mostrou capaz de extrair compostos em quantidade
suficiente para a identificagcdo de 37 analitos. Dentre os compostos identificados,
detectou-se em 7 amostras, a presenca do canabidiol
(2-p-menta-1,8-dien-3-il-5-pentil-(-)-(E)-resorcinol), indicando que essa substancia
pode ser utilizada como um marcador mais eficiente do que outros canabindides
para analises toxicolégicas utilizando cera de ouvido. Foram encontradas 3
moléculas identificadas exclusivamente em doadores com Parkinson, dentre elas um
derivado do colesterol (5a-Cholestan-3-one) se destaca, pois, essa detecgdo pode
ser motivada pelas alteragdes metabdlicas do colesterol, envolvidas nesta doenca.
Embora este estudo tenha utilizado um namero limitado de amostras, os resultados
obtidos demonstraram que a cera de ouvido pode representar uma biomatriz
promissora a ser explorada para o diagnostico de Parkinson. Investiga¢des futuras
com um maior numero de amostras e o uso de padréoes moleculares devem ser

conduzidos para confirmar esses achados.
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APENDICE

UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DA BAHIA
Pesquisador responsavel: Raphael Contelli Klein
Endereco: 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

Vocé esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa
“‘Avaliacdo do cerume na busca por biomarcadores para a doenca de
Parkinson” que tem como objetivos avaliar o cerume na busca de biomarcadores
capazes de diagnosticar, precocemente ou ndo, a doenga de Parkinson.

O motivo que nos leva a estudar o cerume € a busca por um biomarcador
capaz de diagnosticar, de forma nao invasiva e de baixo custo, os pacientes com
doenca de Parkinson.

Para este estudo adotaremos os seguintes procedimentos: Preenchimento de
questionario padronizado contendo dados do participante da pesquisa. A coleta sera
realizada por um médico especializado em otorrinolaringologista em ambulatorio e
utilizando equipamento apropriado. Em caso de qualquer trauma, o proprio médico
fornecera atendimento imediato e caso necessario ira encaminhar para unidade de
atendimento. A pesquisa oferece riscos relacionados a participacao dos pacientes
envolvidos, pois serdo coletados dados de identificacdo dos pacientes além da
amostra de cera de ouvido, que pode gerar algum tipo de trauma no conduto
auditivo externo. Serao tomadas todas as precaugdes para que a coleta da cera de
ouvido acontega com o minimo de risco. Também serdo tomadas medidas
protetivas para que os dados de identificagdo do paciente e das amostras fiquem
sob os cuidados dos pesquisadores do projeto. As amostras receberdo um codigo a
partir do qual todas as demais analises e procedimentos sejam realizados
referenciando somente esse codigo, sem a identificacdo dos pacientes. Os seus
dados serdo manuseados somente pelos pesquisadores. O material com suas

informagdes ficara guardado sob a responsabilidade do pesquisador principal com a
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garantia de manutencéo do sigilo e confidencialidade em arquivo, fisico ou digital,
sob sua responsabilidade, por um periodo de 5 anos apés o término da pesquisa.
Com os dados obtidos por esse projeto, sera possivel a identificacdo de
biomarcadores para diagnostico da doenga de Parkinson, utilizando uma técnica
nao invasiva que possibilite o diagndstico antes do aparecimento dos sintomas.
Dado que os sujeitos do estudo sdo seres humanos, obedeceremos ao previsto na
Resolugao 466/12 do Ministério da Saude no Brasil.

O motivo deste convite € que vocé se enquadra nos seguintes critérios de
inclusdo: pacientes maiores de 18 anos e diagnosticados com a doenga de
Parkinson. Vocé podera deixar de participar da pesquisa nos casos em que forem
observados os seguintes critérios de exclusdo: pacientes menores de 18 anos;
pacientes que n&o apresentem cerume; pacientes com otite externa aguda ou
crbnica; e pacientes que nao assinarem o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Para participar deste estudo, o responsavel por vocé devera autorizar e
assinar um termo de consentimento. Vocé nao tera nenhum custo para participar
deste estudo, nem recebera qualquer vantagem financeira. Vocé sera esclarecido
(a) sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou
recusar-se a participar. O responsavel por vocé podera retirar o consentimento ou
interromper a sua participagao a qualquer momento.

A sua participagdo é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara
qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que € atendido pelo pesquisador
responsavel. O pesquisador responsavel ira tratar a sua identidade com sigilo e
privacidade. Seu nome ou o material que indique sua participagao nao sera liberado
sem a permissao do responsavel por voceé.

Os autores do projeto firmam o compromisso de tornar publico os resultados
obtidos em revistas cientificas, congressos ou eventos cientificos apds o término da
pesquisa.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que
uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel, na Universidade Federal do

Oeste da Bahia e a outra sera fornecida a vocé.

Caso haja danos decorrentes dos riscos desta pesquisa, o pesquisador

assumira a responsabilidade pelo ressarcimento e pela indenizagdo. O 0Onus
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financeiro do projeto sera de responsabilidade do pesquisador, isentando o

participante de qualquer despesa.

Eu, , portador do
CPF , hascido (a) em / / , residente no
endereco , ha
cidade de , Estado , podendo ser

contatado (a) pelo numero

telefénico () fui informado (a) dos objetivos do estudo “Avaliagao

do cerume na busca por biomarcadores para a doenga de Parkinson”, de
maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento
poderei solicitar novas informag¢des e modificar minha decisdo 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 dlvidas quanto aos aspectos éticos deste estudo, vocé, ou os
responsaveis por vocé, poderao consultar o:
Comité de Etica em Pesquisa (CEP), localizado na Rua: Br 135, Km 01, n® 2.341, Bairro Boa
Sorte, Cep: 47805-270, Barreiras — BA, Prédio Il, 1° andar.
Tel. (77) 3613-8840 / e-mail: cepfasb@fasb.edu.br.
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