e oy Servige Publico Federal
Ministério da Educacgao
= _ Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

UFMS

FACULDADE DE MEDICINA PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E

DESENVOLVIMENTO NA REGIAO CENTRO-OESTE

ERICA DE MORAES SANTOS CORREA

DETECCAO DE MOLECULAS BIOMARCADORAS DA DOENCA DE PARKINSON
POR MEIO DE CROMATOGRAFIA GASOSA HIFENADA A ESPECTROMETRIA
DE MASSAS

CAMPO GRANDE
2024



FACULDADE DE MEDICINA PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E
DESENVOLVIMENTO NA REGIAO CENTRO-OESTE

ERICA DE MORAES SANTOS CORREA

LINHA DE PESQUISA: RADIACOES E PROCEDIMENTOS FiSICOS DIAGNOSTICOS E
TERAPEUTICOS EM SAUDE.

DETECCAO DE MOLECULAS BIOMARCADORAS DA DOENCA DE PARKINSON
POR MEIO DE CROMATOGRAFIA GASOSA HIFENADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS

Tese apresentada como requisito para a obtencdo do
titulo de Doutora pela Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, sob a

orientacdo do Prof. Dr. Albert Schiaveto de Souza.

CAMPO GRANDE
2024



Ministério da Educagio

Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Coordenadoria de Pas-Graduacdo (CPG/PROPP)
UFMS5

Programa de Pés-Graduagio em Sadde e Deservolvimento na Regido Centro-Oeste

Ata de Defesa de Tese
Programa de Pos-Graduagdo em Sadde e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste
Doutorado

Aos dez dias do més de dezembro do ano de dois mil e vinte & quatro, as oito horas, na 5ala 103 - Bloco 10 (FAMED), da
Fundacio Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, reuniu-se a Banca Examinadora composta pelos membros: Albert
Schiaveto de Souza (UFMS), Carlos Eduardo Domingues Nazario [UFMS), Gustavo Christofoletti [UFMS), Karla de Toledo
Candido Muller {UCDB) & Paulo Roberto Haidamus de Oliveira Bastos (UFMS), sob a presidéncia do primeiro, para julgar
o trabalho da aluna: ERICA DE MORAES SANTOS EDHREA,, CPF **=577.191-*%, Area de concentragdo em Tecnologia e
Saude, do Programa de Pdas-Graduagdo em Sadde e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste, Curso de Doutorado, da
Fundacio Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, apresentado sob o titulo "DETECCAD DE MOLECULAS
BIOMARCADORAS DA DOENCA DE PARKINSON POR MEIOD DE CROMATOGRAFIA GASOSA HIFENADA A ESPECTROMETRIA
DE MASS5A5" e orientacdo de Albert Schiaveto de Souza. O presidente da Banca Examinadora declarou abertos os
trabalhos & agradeceu a presenca de todos os Membros. A seguir, concedeu a palavra @ aluna gue expds sua Tese.
Terminada a exposicdo, os senhores membros da Banca Examinadora iniciaram as arguigdes. Terminadas as arguigdes, o
presidente da Banca Examinadora fez suas consideragbes. A seguir, a Banca Examinadora reuniu-se para avaliagao, e
apds, emitiu parecer expresso conforme segue:

EXAMINADOR|A) ASSINATURA AVALIACAD
Dl i D il o RE A FTETTIE i .ﬁ.plm;ﬁn
Eﬂ:]iﬂ:il‘:a:;:::: Souza [lnternﬂ] g ub Tl 1051313024 Ej:.:?::;- i .ﬁ.FIlD’\IEi;ED Ef revisao
adora SRR £ BITES ) VLS T, W give br : REpI‘I:I'-'EIi;iD
GF TR Li vt 1) i ey digitabme e — .ﬁ -
Dr. Carlos Eduardo Domingues Nazario Lrasi CAFLINE SRNIDE) [ORMSRGLAE MAZN é prn\-ai;?n -
Dhalic 100123004 153202 2-0300 APIMFED I:\I||I revisao
EE:'IE'ITID' = weriiopa e s RS | fvalinar, g br oy _
|| Reprovacio
b CaTEE R T B B T o] 3
. . ub GUSTAVD CHRISTOFOLETT é AFIMI;ED L
Dr. Gustavo Christofoletti (Interna) g Dl 10,12 3034 11:38:01-0300 Aprovacio of revisdo
e £ RISl s o b ] HEpI‘I:I'-'Ei;iD
DarCueTee e assnade & pialsen e ? Agsouacio
Dra. Karla de Toledo Candido Muller ub MARLA D TOLEDD CAMDIDGD MULLER LA AR ';_ o
EII:E'I'I'IDF g D.ml.'.n.".:l.'z:sq:lb..u:q-:m - .ﬁprl:wai;an q" revisao
|: verifiqiie sm hnpa: e bdar i pow b ] Repru'.lai;,in
DOCUsTIENIE askinado 3 gialsenie S ,ﬁ_ _
Dr. Paulo Roberto Haidamus de Oliveira Bastos “.b FEINLILIR SECHIISIICY AWML DN CILARERA, B é prunua-;?n L
g Dol BOVRI 2039 125400 Hm Ap[m;an drﬂmau
[Interna) VeerHique em hitps:) peabdar. il pawbr L -
|| Reprovacio
. [ ] Aprovacio
Dr. Valter Aragao do Mascimento = _ -
{Interna) [Suplente) | -"LFIWH';EIE! ¢/ revisdo
|| Reprovagio
RESULTADO FINAL: [X] arrovACAD [] aPrOVACAD COM REVISAD [] rerrOVACAD

OBSERVACOES: A aluna Erica apresentou seu trabalho no

tempo regulamentar e respondeu satisfatoriamente a todos Decurmenin wsisada dighaimens
“b ERSCA DEMORAES SANTOS CORRES
g Duatas 1012004 19554850300

Wenhogue #mbitps:) validarn, oo hr

os guestionamentos feitos pelos membros da banca

examinadora.

Asginatura dofa) Alunola)

Mada mais havendo a ser tratado, ofa) Presidente declarou a sessdo encerrada e agradeceu a todos pela presenca.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus por me permitir chegar até aqui. Apds seis anos na pos-
graduacdo, entre o mestrado e o doutorado, vivi momentos de superacdo que resultaram em valiosos
aprendizados e crescimento tanto profissional quanto pessoal. Essas experiéncias serao levadas por

toda a vida.

Agradeco a minha familia pelo apoio e incentivo incondicional; vocés sdo o meu tesouro
mais precioso. Sou muito grata ao meu esposo, Jefferson Corréa, por sempre investir nos meus
sonhos e por estar ao meu lado, apoiando minhas escolhas, inclusive quando aceitou a aventura de
morar fora do Brasil por um semestre, para que eu pudesse estudar em outro pais durante uma parte
do doutorado. Seu apoio, tanto emocional quanto financeiro, foi fundamental para que eu pudesse
seguir meus objetivos e crescer. Sou tambem grata aos meus filhos, Jéssica e Matheus, que me
enchem de orgulho e alegria, fazendo com que cada esfor¢o valha a pena. Ver a jornada de vocés e

0 sucesso que conguistaram me enche de orgulho e me inspira a continuar seguindo em frente.

Gostaria de expressar um agradecimento especial ao Prof. Dr. Albert Schiaveto, cujos
ensinamentos continuam a ser uma grande fonte de inspira¢do para mim. Tenho imensa alegria em
ver o crescimento profissional do senhor, que, ao longo dos anos, trilhou com dedicacdo a
caminhada na docéncia, na gestdo e hoje é vice-reitor da nossa Universidade. O senhor € um
verdadeiro modelo, ndo apenas como professor, mas também como ser humano. Em momentos
desafiadores na docéncia, frequentemente me pergunto: 'O que o Prof. Albert faria?' Isso me traz
calma e me lembra da importancia de ser gentil e generosa com todos. Agradeco imensamente pela

confianca e paciéncia ao longo de toda essa jornada.

A conclusao dessa pesquisa so foi possivel gracas a contribuicdo de muitas pessoas incriveis.
Agradeco ao Prof. Dr. Gustavo Christofoletti por abrir as portas da Clinica Escola da UFMS e
confiar seus pacientes a minha pesquisa. Aprendi muito com o senhor; seu profissionalismo,
dedicacdo e generosidade sdo verdadeiramente admirdveis. Gostaria de expressar minha profunda
gratiddo a todas as pessoas que, de maneira gentil, aceitaram o convite e contribuiram para a
formacéo das amostras desta pesquisa. A colaboracdo de cada um de vocés foi fundamental para o

sucesso deste trabalho.



Sou grata a todas as pessoas extraordinérias que conheci no Instituto de Quimica da UFMS.
Agradeco ao Prof. Dr. Carlos Eduardo Domingues Nazario por disponibilizar os recursos
necessarios para as analises cromatograficas. Quero expressar minha admiracdo e carinho por duas
mulheres inspiradoras: minha querida amiga e doutoranda Marciélli Rodrigues, que merece um
agradecimento especial pela execucdo brilhante das analises. Sou grata pelo tempo, dedicacdo e
empenho dela, que foram essenciais para o sucesso deste trabalho. Também sou profundamente
grata a Profa. Dra. Glaucia Braz Alcantara pela contribuicdo significativa e por compartilhar
generosamente seu tempo e conhecimento, que foram fundamentais para os resultados desta
pesquisa. A UFMS ¢ feita de pessoas como vocés, que com seu exemplo e dedicacdo tornam a

instituicdo um lugar ainda melhor.

A pbs-graduacdo Stricto Sensu ndo se resume apenas a pesquisa, mas também ao
aprendizado na docéncia. Durante esses seis anos, tive a oportunidade de me desenvolver e adquirir
experiéncias como professora voluntaria e substituta no Instituto de Biociéncias da UFMS. Nesse
contexto, gostaria de expressar minha sincera gratiddo a Profa. Dra. Maria Inés Lenz, que tanto me
ensinou sobre o que significa ser uma professora excepcional de fisiologia. Agradeco de coracdo

pelo apoio, pela amizade e pelos valiosos ensinamentos.

Reconheco ainda o trabalho dos professores e técnicos do PPGSD, que constroem um
programa cada vez melhor. Agradeco a PROPP pela promocao da divulgacao cientifica e a CAPES

pela concessao de bolsas que auxiliam ao longo da p6s-graduacéo.

Chego ao fim dessa jornada com muito mais do que o conhecimento adquirido: levo comigo
a gratiddo por todos que fizeram parte dessa caminhada. Cada passo, cada desafio, sé foi possivel

gracas ao apoio e ao carinho de todos. A todos, meu mais sincero agradecimento.



“Mas o Mestre ndo se contém e
procura, nas costas do seu discipulo,
prendncios de asas — asas que ele
imaginara haver visto como sonho,
dentro dos seus olhos. O Mestre sabe
que todos os homens séo seres alados
por nascimento, e que s se esquecem
da vocacdo pelas alturas quando
enfeiticados pelo conhecimento das
coisas ja sabidas. Ensinou o que sabia.
Agora chegou a hora de ensinar o que

nao sabe: o desconhecido .

Rubem Alves — A Alegria de Ensinar



RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa progressiva caracterizada por
hipocinesia, rigidez, tremor em repouso e instabilidade postural. Esses sintomas decorrem da
degeneracdo progressiva dos neurdbnios dopaminérgicos na substdncia negra compacta
mesencefélica, levando a uma deficiéncia dopaminérgica. O diagnostico precoce da doenca é
fundamental para permitir intervencbes terapéuticas que preservem a funcdo neuronal
remanescente, retardem a progressdo dos sintomas e promovam uma melhor qualidade de vida.
Nesse contexto, identificar biomarcadores da DP é crucial para diagnéstico precoce, monitoramento
da progressdo e desenvolvimento de tratamentos especificos. Além disso, facilita a participacdo em
ensaios clinicos e impulsiona o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes, promovendo
avancos cientificos no entendimento e no combate a neurodegeneracédo. O objetivo deste estudo foi
identificar biomarcadores da DP em compostos organicos volateis presentes no sebo e suor humano,
utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Foram analisados dois grupos
experimentais, compostos por 7 individuos no grupo DP e 7 individuos sem a doenga no grupo
controle. A analise cromatografica utilizou a técnica de headspace (HS) para amostras de sebo e
suor. As amostras foram incubadas a 76 °C por 5 minutos com agitacdo controlada, e o HS coletado
(500 L) foi injetado no CG-MS para analise. Os resultados obtidos foram os seguintes: (1) Foram
desenvolvidos os critérios para a coleta de amostras dos biofluidos sebo e suor; (2) Foram
estabelecidos os pardmetros de analise por cromatografia gasosa; (3) Diversas substancias foram
identificadas nas amostras de ambos os grupos; e (4) Foram observadas diferencas substanciais na
composicdo do sebo e do suor entre os grupos controle e DP, sugerindo como possiveis
biomarcadores o acido eicosanoico, o acido cis-vacénico, o acido cis-10-heptadecenoico, o &cido
erucico e o acido ascorbico 2,6-dihexadecanoato. Este estudo identificou potenciais biomarcadores

da DP no sebo e suor humano, contribuindo para o avango no entendimento da doenca.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson; Doenca Neurodegenerativa; Biomardores; Sebo; Suor.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a progressive neurodegenerative disease characterized by hypokinesia,
rigidity, resting tremor and postural instability. These symptoms result from the progressive
degeneration of dopaminergic neurons in the mesencephalic substantia nigra compacta, leading to
a dopaminergic deficiency. Early diagnosis of the disease is essential to enable therapeutic
interventions that preserve the remaining neuronal function, slow down the progression of
symptoms and promote a better quality of life. In this context, identifying PD biomarkers is crucial
for early diagnosis, monitoring progression and developing specific treatments. It also facilitates
participation in clinical trials and drives the development of more effective treatments, promoting
scientific advances in understanding and combating neurodegeneration. The aim of this study was
to identify PD biomarkers in volatile organic compounds present in human sebum and sweat, using
gas chromatography coupled with mass spectrometry. Two experimental groups were analyzed,
consisting of 7 individuals in the PD group and 7 individuals without the disease in the control
group. The chromatographic analysis used the headspace (HS) technique for sebum and sweat
samples. The samples were incubated at 76 °C for 5 minutes with controlled stirring, and the HS
collected (500 pL) was injected into the GC-MS for analysis. The results obtained were as follows:
(1) Criteria were developed for the collection of samples of the sebum and sweat biofluids; (2) Gas
chromatography analysis parameters were established; (3) Various substances were identified in the
samples from both groups; (4) Substantial differences were observed in the composition of sebum
and sweat between the control and PD groups, suggesting eicosanoic acid, cis-vaccenic acid, cis-
10-heptadecenoic acid, erucic acid and 2,6-dihexadecanoate ascorbic acid as possible biomarkers.
This study identified potential PD biomarkers in human sebum and sweat, contributing to advances

in understanding the disease.

Keywords: Parkinson's disease; Neurodegenerative disease; Biomarkers; Sebum; Sweat.
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1. INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida tem sido uma conquista notavel da sociedade
contemporanea. No entanto, este avango ndo vem isento de desafios significativos,
especialmente no que diz respeito a salde na terceira idade (Dias-Carvalho et al., 2024). Com
o0 envelhecimento da populacéo, observa-se um crescimento expressivo nas doencas associadas
a idade, destacando-se a doenca de Parkinson (DP) como uma das condi¢des de grande
relevancia (Rocca, 2018; Nasrolahi et al., 2019). A medida que as pessoas vivem mais, torna-
se essencial compreender a complexa interacdo entre o envelhecimento e as patologias
neurodegenerativas, como a DP (Coleman; Martin, 2022). Este fen6meno ndo apenas demanda
uma abordagem integrada na pesquisa e no desenvolvimento de estratégias preventivas e
terapéuticas, mas também destaca a urgéncia de politicas de saude publica voltadas para o
envelhecimento saudavel e a melhoria da qualidade de vida na terceira idade (De Miranda et
al., 2022; Vollset et al., 2024).

A DP é uma condic¢édo neurodegenerativa progressiva que afeta o sistema nervoso central
(SNC) e tem sido objeto de intensa pesquisa e atencdo médica nas ultimas décadas (Dorcey;
Bloem, 2018). Caracterizada, clinicamente por sintomas motores como tremores, rigidez
muscular e dificuldades de coordenacdo, a DP ndo apenas impacta a qualidade de vida dos
individuos acometidos, mas também representa um desafio significativo para os profissionais
de saude que buscam compreender sua etiologia, desenvolver métodos de diagnostico precoce,
tratamentos eficazes e aprimorar estratégias de manejo (Sveinbjornsdottir, 2016; Charvin et al.,
2018).

No panorama atual da DP, podemos destacar 0s avangos recentes na compreensao da
fisiopatologia, abordagens terapéuticas farmacologicas e ndo farmacologicas, tratamentos
cirurgicos, mas o diagnostico precoce parece ser ainda uma area desafiadora para ciéncia e para
os profissionais que atuam diretamente com as pessoas com DP (Ghamgosha et al., 2018;
Almikhlafi, 2023; Alanazi, 2024). Além disso, 0s desafios associados ao diagnostico precoce
da DP ressaltam a importancia de se buscar métodos inovadores e biomarcadores emergentes
que tém o potencial de revolucionar a detecgcdo precoce e, por conseguinte, abrir portas para
intervengdes mais eficazes. Nesse contexto, as discussdes sobre as implicagfes sociais e
econdmicas do diagndstico tardio e a falta de iniciativas voltadas para a sensibilizagdo e

educacdo publica sobre os sinais precoces da doenca, séo insuficientes (Agnello et al., 2024).
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No que diz respeito as opcdes terapéuticas, os tratamentos convencionais, como a
administracdo de medicamentos dopaminérgicos, bem como as inovacgdes terapéuticas recentes,
incluindo abordagens baseadas em terapia genética e células-tronco, apresentam seus beneficios
e suas limitacOes, destacando a importancia de estratégias multidisciplinares e personalizadas
no manejo da DP (Ghamgosha et al., 2018; Abad-Garcia et al., 2022). Por fim, as perspectivas
futuras e as pesquisas em andamento que visam ndo apenas aprimorar as opcoes terapéuticas
existentes, mas também identificar potenciais marcadores preditivos e alvos moleculares para
intervengdes mais direcionadas (Agnello et al., 2024). Ao compreendermos o panorama atual
da DP, poderemos delinear caminhos promissores para melhorar o diagnéstico, o tratamento e,

em Ultima andlise, a qualidade de vida daqueles que enfrentam essa condicao desafiadora.

Atualmente, as intervencGes terapéuticas disponiveis ndo sdo capazes de reduzir ou
impedir a progressdo da doenca. Isso se deve ao fato de que os danos provavelmente
progrediram ao longo de anos ou déecadas, resultando em uma perda neuronal dopaminérgica
nigral antes mesmo da manifestacdo de qualquer tipo de sintoma motor (Branchi et al., 2010).
A falta de um marcador biolégico definitivo, amplamente reconhecido para a DP, € evidente.
Assim, surge a suma necessidade de desenvolver métodos que sejam capazes identificar
marcadores bioldgicos que sejam Uteis no diagnéstico precoce da doenca (Pathak et al., 2022).
Biomarcadores sdo indicadores bioldgicos mensuraveis que refletem processos fisiologicos,
patoldgicos ou respostas a intervengdes terapéuticas (Strimbu; Tavel, 2011). No contexto da
DP, biomarcadores podem auxiliar na deteccdo precoce, monitoramento da progressdo da
doenca e avaliacdo da eficacia de tratamentos, desempenhando um papel fundamental no
avanco do diagndéstico e manejo clinico. Isso é impulsionado por alguns fatores cruciais, que
poderiam viabilizar intervengdes no inicio do curso da doenga, minimizando perdas neuronais
tdo expressivas, mesmo antes do individuo notar qualquer sintoma, bem como, um biomarcador
também permitiria uma melhor avaliacdo do progresso das terapias destinadas a retardar ou

interromper a progressdo da DP (Trivedi et al., 2019)

O objetivo central deste estudo foi identificar moléculas indicativas da presenca da DP,
utilizando a técnica de cromatografia gasosa hifenada a espectrometria de massas (GC-MS).
Inicialmente, foi necessario desenvolver uma metodologia eficaz para a coleta de sebo e suor
em seres humanos, garantindo quantidades suficientes para as analises. Posteriormente,

estabeleceu-se um protocolo detalhado para a analise das moléculas presentes no sebo e suor
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humano, utilizando a cromatografia gasosa como ferramenta principal. O proximo passo
envolveu o isolamento das principais moléculas presentes no sebo e suor dos individuos,
considerando tanto aqueles diagnosticados com a DP quanto aqueles sem a condigé&o.
Finalmente, o estudo visou diferenciar as moléculas secretadas no sebo e suor de individuos

diagnosticados com a DP daquelas secretadas por pessoas ndo acometidas pela doenca.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doenga de Parkinson

Em Londres no ano de 1871, foi originalmente publicado um texto intitulado “Essay on
the Shaking Palsy” (ensaio sobre a paralisia trémula). No texto, o cirurgiao inglés, James
Parkinson, relatou alguns casos que descreviam as carateristicas de uma condic¢do clinica

desconhecida até o momento.

“Movimento trémulo involuntario, com diminuicdo da poténcia muscular, em partes
que nado estdo em acdo e mesmo quando apoiadas; com tendéncia a inclinar o tronco
para a frente e a passar do ritmo de caminhada para o de corrida: os sentidos e o

intelecto permanecem ilesos” (Parkinson, 2002, p. 223-236).

Neste texto, o Dr. Parkinson expressou otimismo ao sugerir que em breve poderiamos
encontrar um método de correcdo capaz de interromper o avanco da doenga (Parkinson, 2002).
Contudo, mesmo apds mais de 200 anos, ainda ndo conseguimos desenvolver uma terapia
neuroprotetora definitiva para a DP. Apesar disso, nas Ultimas décadas, avancamos
significativamente na compreensdo molecular da neurodegeneracdo na DP, 0 que nos aproxima
da possibilidade de alcangar terapias efetivas para modificar a doenca (Simon et al., 2020).

Posteriormente, os achados de James Parkinson foram aprimorados pelo pai da
neurologia moderna, o francés Jean-Martin Charcot, que, em meados do século XI1X, adicionou

a descricao de James Parkinson uma condi¢do que apresentava lentiddo de movimentos, o que
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dificultava o ato motor dos pacientes em questdo. A este aspecto deu o nome de ‘bradicinesia’
(Goetz, 2011).

No Brasil, no ano de 1900, foi documentado um dos primeiros registros conhecidos da
DP, em Séo Paulo. Nesse sentido, 0 médico Dias Martins publicou um artigo na Revista Médica
de S&o Paulo intitulado ‘Moléstia de Parkinson’. No referido artigo, ele descreve o caso de um
agricultor de 70 anos que, cinco anos antes, comecou a manifestar progressivamente uma

condigéo caracterizada por mudangas na forga muscular (Martins, 1900; Meneses; Teive, 2003).

Segundo a Organizac¢do Mundial da Saude — OMS (2023) a prevaléncia da DP dobrou
nos ultimos 25 anos, com estimativas globais de 2019 indicando que mais de 8,5 milhdes de
pessoas viviam com a doenca. Esse aumento € refletido também nos indicadores de carga da
doenga, como os Anos de Vida Ajustados por Incapacidade (DALYs), que em 2019 somaram
5,8 milhdes, um aumento de 81% desde 0 ano 2000. Os DALYs combinam a perda de anos de
vida devido a morte prematura e a perda de qualidade de vida associada a incapacidade,
indicando que a DP tem causado um impacto crescente ndo sé no nimero de casos, mas também
na salde e bem-estar das pessoas acometidas. Além disso, a DP resultou em 329.000 mortes
em 2019, um aumento superior a 100% em relacéo ao ano 2000. Esse crescimento nas mortes
e na carga da doenca pode ser atribuido ao envelhecimento da popula¢do mundial, ja que a DP
¢ mais comum em idades avancadas, e também ao maior reconhecimento da doenca e a
melhoria nos diagndsticos. Esses dados ressaltam a importancia da DP como uma preocupacao
crescente de salde publica global, com um impacto cada vez maior em termos de qualidade de
vida e mortalidade (World Health Organization, 2023).

A DP ¢ o principal distirbio de movimento apresentado pela populacdo acima dos 60
anos, sendo a segunda doenca neurodegenerativa que mais acomete as pessoas idosas em todo
0 mundo, perdendo apenas para a doenga de Alzheimer (Poewe; Mahlknecht, 2009; Taura et
al., 2018), transformando esse distirbio em uma das principais fontes de incapacidade
neurolégica (Tolosa et al., 2021). Para além do processo de envelhecimento, a condi¢do
também esta ligada a outros elementos de risco, incluindo antecedentes familiares, contato com
pesticidas e substancias quimicas presentes no meio ambiente, como, por exemplo, 0 uso de
opiaceos sintéticos. Contudo, sua origem exata permanece sem esclarecimento (Beitz, 2014,
Vasconcellos, 2020; De Miranda et al., 2022).

A DP é caracterizada como uma sindrome motora que se manifesta pela associacao de

seis sintomas basicos: (1) tremor em repouso; (2) rigidez; (3) bradicinesia/hipocinesia; (4)
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postura flexionada; (5) perda de reflexos posturais e (6) fendmeno de congelamento. Para o
diagnéstico clinico da DP, pelo menos dois sintomas devem estar combinados, sendo que um
deles deve ser tremor em repouso ou bradicinesia (Rowland, 2007; Postuma et al., 2015a;
Tolosaet al., 2021). Assim, os distirbios motores conduzem a uma progressiva perda funcional,
impactando negativamente as atividades de vida diaria e a qualidade de vida dos individuos.
Embora os sintomas motores classicos geralmente se manifestem precocemente e sirvam como
base para os critérios de diagndstico atuais, a evolugdo da instabilidade postural, agravada pela
dificuldade de locomoc&o, hipotensdo ortostatica, disfagia, sialorreia e disartria, desempenham
um papel significativo na progressdo da disfuncdo motora (Fanciulli et al., 2020; Tolosa et al.,
2021).

A DP ndo é caracterizada apenas por alteracdes motoras complexas, também é
considerada uma doenga sistémica, pois seus sintomas ndo motores geralmente precedem o0s
sinais motores clinicos (Miller; Callaghan, 2015). Ao longo dos anos, ha evidéncias que
indicam que os sinais da DP sdo abrangentes e apresentam uma "fase pré-motora" (Pinto et al.,
2019; Elkouzi et al., 2019). Estes sinais, ndo relacionados ao movimento, envolvem uma
infinidade de funcBes e podem surgir muitos anos antes dos sintomas motores. Eles incluem
declinio cognitivo (incluindo disfuncdo executiva frontal, déficits de memoria, deméncia e
alucinose), distarbios do humor e afeto, disfuncdo autondmica (principalmente hipotenséo
ortostatica, disfuncdo urogenital, constipacdo e hiperidrose), sintomas sensoriais (mais
proeminentemente hiposmia), dor, depressao, ansiedade, perturbacdes no ciclo de sono-vigilia,
bem como modifica¢Ges em outras areas do corpo, como a pele (Zurkovsky et al., 2013; Bonito-
Oliva; Masini; Fisone, 2014; Ubeda-Bafion et al., 2014; ; Planken et al., 2017;). De acordo com
Poewe (2017), os sintomas ndo motores tornam-se cada vez mais prevalentes ao longo do curso
da doenga e sdo um dos principais determinantes da qualidade de vida, progressao da

incapacidade geral e da internacdo hospitalar.
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2.2 Nucleos da Base

Devido ao envolvimento dos ndcleos da base em ambas as agfes voluntarias e
automaticas, ocorre uma falha em seu funcionamento, podendo levar a condic¢Ges caracterizadas
pela reducdo ou aumento da motricidade, conhecidos como distdrbios hipocinéticos e
hipercinéticos, respectivamente. Entre os distarbios hipocinéticos, os sinais associados a DP
sdo principalmente atribuidos a degeneracdo de neurénios dopaminérgicos na substancia negra

compacta, resultando em deficiéncia de dopamina (Armentero et al., 2011; Meoni et al., 2020).

Os nucleos da base sdo um conjunto de ndcleos subcorticais que desempenham um papel
crucial no planejamento e inicio dos movimentos. Eles s&o organizados morfofisiologicamente
em redes paralelas que processam diversos tipos de informag6es neurais. Os nucleos basais
podem ser categorizados como: (a) nucleos de entrada, responsaveis por receber informacdes
do cortex e do tdlamo, constituidos pelo ndcleo caudado, putdmen e accumbens; (b) nicleos de
saida, que transmitem informac@es dos nlcleos da base para o tdlamo, incluindo o globo palido
interno e a substancia negra reticulada; e (c) nacleos intrinsecos, formados pela subdivisdo do
globo palido externo, do nucleo subtalamico e da substancia negra compacta (Armentero et al.,
2011; Kandel; Schwartz; Jessel, 2014; Acosta-Mejia; Villalobos, 2023).

A formacéo dos nucleos da base ocorre pela interligacdo de multiplos nucleos, e esses
conjuntos nervosos desempenham o papel de regular as atividades das vias descendentes do
SNC. Embora ndo haja conexdes diretas desses nlcleos com o0s motoneurénios motores
inferiores, sua fungdo é crucial para preservar o equilibrio da funcdo motora (Acosta-Mejia;
Villalobos, 2023).

A principal alteracdo na DP € a reducdo da dopamina na substancia negra compacta, o
que leva a hiperatividade dos nucleos estimuladores (Aristieta et al., 2024). Essa hiperatividade,
por sua vez, inibe o tdlamo motor, diminuindo a estimulacdo das &reas motoras do cortex
cerebral. As células do nucleo pedunculopontino (NPP) comegcam a morrer e essa perda
neuronal, juntamente com a inibi¢do excessiva do NPP pelos nicleos estimuladores, resulta na
desinibicdo de varios tratos ativadores mediais (Lavian et al., 2017). Os nucleos da base
fornecem uma inibicdo excessiva ao tdlamo motor, o que faz com que o cdrtex motor se torne
menos ativo do que o normal. Como consequéncia, os tratos corticoespinais oferecem um nivel

reduzido de facilitacdo aos neurbnios motores inferiores responsaveis pela inervagdo dos
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musculos voluntarios (Zhai et al., 2023). Além disso, os nucleos da base promovem uma
inibicdo excessiva do NPP, o que resulta em uma diminuicdo da inibicdo dos tratos
reticuloespinal e vestibuloespinal. Isso leva a facilitacdo excessiva dos neurdnios motores

inferiores, que inervam os musculos responsaveis pela postura (Lundy-Ekman, 2020).

No que diz respeito a0 movimento, esses nicleos desempenham um papel na regulacéo
da contracéo e forca muscular, na coordenacdo dos movimentos de diversas articulagbes e nas
sequéncias de movimentos. Estes nucleos estdo localizados no encéfalo, e sua proximidade
anatémica lhes confere nomes comuns: o globo pélido e o putdmen juntos formam o nucleo
lenticular, enquanto o caudado e o putdmen juntos formam o estriado (Kandel; Schwartz; Jessel,
2014; Lundy-Ekman, 2008).

Talamo >  Cértex —F Tratos — HNMIs —F Misculos

motor motor corticoespinaig voluntarios

Nicleo Tratos Misculos
pedunculoponting = reticuloespinais - NMis - posturaiz
e vestibuloespinais € proximais
dos membros

Figura 1: Representacdo esquematica do papel dos nicleos da base no controle motor, mostrando as conexfes com
o talamo motor, cortex motor e os tratos descendentes para musculos voluntarios, posturais e proximais. Fonte:
adaptado de Lundy-Ekman (2008).
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Figura 2 — Esquema dos circuitos motores das vias direta e indireta, demonstrando as principais conexdes e sistemas
de neurotransmissores dos circuitos dos ndcleos da base, relevantes para a doenca de Parkinson. Modificada de

Nakano (2000).

2.3 Substancia Negra

A substdncia negra € um nucleo localizado no mesencéfalo e é caracterizado

macroscopicamente pela coloracao escura de suas células, onde os neurbnios sdo pigmentados

por neuromelanina (Van Domburg; Ten Donkelaar, 1991). No encéfalo humano, foi

demonstrada uma subdivisdo anatdmica do complexo nigral baseada em estudos que marcaram

células dopaminergicas (Damier; Hirsch; Graybiel, 1999; Blessa et al., 2022), sendo constituida

de duas partes: a parte compacta e a parte reticular. A parte compacta da substancia negra

fornece dopamina essencial para o estriado.
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A dopamina se caracteriza como um neurotransmissor do grupo das monoaminas,
atuando na modulacéo da atividade de vérias regides do cérebro, aumentando ou diminuindo a
acdo de determinadas funcGes (Gaertner et al., 2022). Ela é produzida principalmente por
neurdnios dopaminérgicos localizados na substancia negra compacta e na area tegmental
ventral. Esses neurbnios se comunicam com outra importante area do cérebro, a amigdala,
ligada a aquisicdo, consolidacéo e recuperagdo do condicionamento do medo aprendido (Cho;
Fudge, 2010).

Existem duas formas principais pelas quais a informagdo estriatal pode atingir os
nucleos de saida dos nucleos basais associadas a participacdo da dopamina: por meio de uma
projecdo monossinaptica chamada ‘via direta’ que expressam o receptor tipo 1 da dopamina
(D1-R) e termina nos nucleos globo pélido interno e substancia negra reticular; e por meio de
um circuito multissinaptico denominado ‘via indireta’, que expressa receptores de dopamina
tipo 2 (D2-R) e se projetam para o globo palido externo. Assim, a dopamina exerce um efeito
dicotdbmico no nivel estriatal. A ativacédo da via direta é proposta para facilitar o movimento,
enquanto a ativacdo da via indireta produz inibicdo de movimento (Stayte; Vissel, 2014).
Assim, a dopamina produzida na parte compacta da substancia negra aumenta a atividade do
cortex motor ao se ligar aos diferentes tipos de receptores, D1 e D2, no circuito dos nucleos da
base. A ligagdo da dopamina a receptores D1 facilita a atividade na via direta, enquanto a
ligacdo de dopamina aos receptores D2 inibe a atividade na via indireta (Kandel; Schwartz;
Jessel, 2014).

O disturbio motor mais comum dos nucleos da base é a DP, na qual ocorre a degeneracgao
da substancia negra compacta (Morris et al., 2024). Desta forma, de acordo com Machado (2006),
ocorre um prejuizo excitatério da via direta e a perda da inibi¢do da via indireta, resultando em
sintomas hipocinéticos (déficit significativo na realizacdo do movimento) e bradicinéticos (reducao

da amplitude e da velocidade do movimento voluntério).
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Figura 3 — Diagrama ilustrativo do modelo cléssico da via direta/indireta nas condicdes fisiol6gicas normais e na
doenca de Parkinson, evidenciando as modificagBes nos circuitos neuronais dessas vias e suas implicacdes
funcionais na DP. Fonte: Nature Publishing Group, Calabresi, 2014, p. 1023.

2.4 Neurofisiopatologia da doenca de Parkinson

O distarbio motor hipocinético mais comum dos nucleos da base € a DP, que €
sintomaticamente caracterizada por, (1) rigidez muscular presente em todos 0S grupos
musculares, tanto flexores quanto extensores, geralmente acompanhada por movimentos
articulares bruscos; (2) marcha festinante devido a perda de reflexos posturais gerando
problemas de equilibrio manifestando-se com uma postura instavel, curvada, e uma
deambulacgéo peculiar (marcha em tesoura) com pequenos passos, seguida pela necessidade de
etapas mais rapidas para manter o equilibrio; (3) tremor muscular ritmico, um tremor estatico
ou de repouso, que se refere a movimentos involuntarios de 4-5 hertz quando o membro €
mantido em repouso, mas desaparece durante um movimento voluntario; (4) hipomimica facial
com expressao facial semelhante a de uma méascara associada a hipocinesia; (5) alteracdes na
fala como a disartria, hipofonia e afonia. Além disso, sintomas ndo motores também tém sido
descritos, incluindo hiposmia, distdrbios do sono, sintomas gastrointestinais, incontinéncia

urinaria, bradifrenia, depresséo e declinio cognitivo (Nasrolahi et al., 2019).



26

A neurofisiopatologia da DP é caracterizada pela morte de neurdnios da substancia
negra compacta, responsaveis pela producdo de dopamina (neurotransmissor que transmite as
informacgOes as areas cerebrais que comandam os movimentos). A dopamina é liberada no
estriado, tanto nas sinapses com neurdnios da via direta quanto nas sinapses da via indireta
(Simon et al., 2020). Além disso, esses neurénios formam actmulos toxicos, de uma proteina
chamada a-sinucleina, um dos fatores neuropatoldgicos determinantes na caracterizacdo da DP
(Taguchi et al., 2016; Martin-Lopez et al., 2023). No estagio inicial da doenca, 0s neurénios
dopaminérgicos afetados sdo os especificos da por¢do da substancia negra ventrolateral. Em
um estado avancado da doenca, ocorre a difusdo da patologia, com a morte de parte da
substancia negra. A perda significativa desses neurénios dopaminérgicos, mesmo no inicio da
doenca, sugere que a degeneracdo nessa regido comeca antes do inicio dos sintomas motores
(Poewe, 2017).

A proteina a-sinucleina intraneuronal desempenha um papel fundamental na DP, sendo
0 seu acumulo nos corpos de Lewy comum nas pessoas idosas. Em células cerebrais saudaveis,
a proteina a-sinucleina é encontrada apenas dentro da superficie da membrana que envolve o
corpo celular e nas estruturas terminais pré-sinapticas, onde ocorre as comunicagfes entre 0s
neurdnios (Tofaris, 2022). No caso da DP foram encontradas a existéncia de mutacdes e
multiplicagdes nos SNCA, que sdo os genes que codificam a a-sinucleina, causando formas
hereditarias da DP. De acordo com Poewe (2017), que conduziu um estudo histolégico de
neurdnios de cérebros humanos derivados de células-tronco pluripotentes induzidas e amostras
de cortex frontal post-mortem de pacientes com DP, reforcou a ideia de que uma variante de
risco associada & DP, em um elemento n&o-codificador de SNCA, esta vinculado a um aumento
da expressao de a-sinucleina.

A disfuncdo do sistema proteossoma-ubiquitina é considerada um dos fatores que
contribuem para as alteragcBes observadas na DP. Os proteossomas tém a funcgéo crucial de
degradar proteinas desnecessarias e regular a concentracdo de outras proteinas. Quando esse
sistema de eliminacdo proteica falha, pode ocorrer lise celular, um processo associado ao
desenvolvimento da DP. A lista de mutagdes que causam os tipos monogénicos da DP continua
a crescer, assim como o0 numero de genes associados a tipos fenotipicos complexos, incluindo
o0 parkinsonismo, que foram atribuidos ao l6cus PARK. Diversos outros genes, como GBA,
GCH1, ADH1C, TBP, ATXN2, MAPT e GLUD2, foram identificados como contribuintes para
um risco aumentado da forma esporadica da doenca, sendo as mutacfes heterozigoticas em

GBA as mais prevalentes e importantes (Simon et al., 2020; Kukkle et al., 2021). As formas
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genéticas representam apenas uma pequena porcentagem de casos de DP na pratica clinica. Até
0 momento, o teste genético ndo faz parte do processo de diagnostico de rotina, a menos que
haja uma suspeita especifica de uma possivel influéncia genética. De maneira geral, as
implicacGes dos testes genéticos na rotina clinica sdo limitadas pela penetrancia reduzida e pela
expressividade varidvel. Atualmente, os achados genéticos ndo tém impacto nas decisdes

praticas de tratamento. (Poewe, 2017).

2.5 Linhas de pesquisa sobre a doenga de Parkinson

Por ser uma doenca de alta prevaléncia e com estimativas crescentes de incidéncia, a
DP tem sido foco de estudos em todo mundo (Kalia; Lang, 2015; Prajjwal et al., 2023). Uma
meta-andlise publicada na revista Neurology no inicio de 2007, apresentou uma projecdo
baseada em estudos de prevaléncia, com o objetivo de prever o nimero de pessoas que poderiam
ser afetadas pela DP entre 2005 e 2030. Nos cinco paises mais populosos da Europa Ocidental
e nas dez nagdes mais populosas do mundo, os dados indicaram que a taxa de prevaléncia
poderia dobrar, passando de 4,6 milhGes em 2005 para 9,3 milhdes até 2030. Atualizacdes
desses mesmos dados, publicados em 2018, indicam uma tendéncia de crescimento ainda mais
expressiva, com uma projecdo de 12,9 milhdes de pessoas afetadas até 2040 (Dorsey et al.,
2007, 2018). Como ja mencionado, os dados mais recentes da OMS, publicados em 2023,
indicam que, até 2019, mais de 8,5 milhdes de pessoas em todo o mundo viviam com a doenca
(World Health Organization, 2023).

Diante do impacto significativo da DP na qualidade de vida das pessoas, a comunidade
cientifica tem dedicado esforgcos consideraveis ao longo dos anos para compreender melhor
seus mecanismos, desenvolver métodos de diagndstico mais precisos e encontrar estratégias
terapéuticas inovadoras (Tolosa et al., 2021). Nesse contexto, o entendimento dos mecanismos
subjacentes a doenca é crucial para o desenvolvimento de intervencdes eficazes. Ha bastante
tempo, as pesquisas buscam preencher lacunas de conhecimento sobre a neurofisiopatologia, as
alternativas de tratamento, diagnosticos e outros aspectos da DP. Atualmente, diversas linhas
de investigacdo cientifica estdo focadas em desvendar os aspectos genéticos, moleculares e

celulares da doenca, bem como os fatores de risco associados (Prajjwal et al., 2023).
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A identificacdo de genes associados a predisposi¢do genética para a DP tem sido um
foco central de pesquisa. Estudos de gendmica tém revelado variantes genéticas que podem
aumentar o risco de desenvolver a doenga. Além disso, a interacdo entre fatores genéticos e
ambientais esta sendo investigada para entender melhor como esses elementos contribuem para
0 inicio e a progressdo da DP (Blauwendraat et al., 2020). Paralelamente, o crescente
entendimento sobre o papel da inflamagdo no SNC na DP tem levado a uma énfase na pesquisa
sobre neuroinflamac&o. Estratégias terapéuticas que visam modular a resposta imunoldgica no
cérebro estdo sendo exploradas como potenciais abordagens para retardar ou modular a
progressao da doenca (Wang et al., 2022). Além disso, as pesquisas avancam em direcdo as
terapias celulares e @ medicina regenerativa como possiveis tratamentos para a DP. O uso de
células-tronco, seja derivada do préprio paciente ou de fontes externas, esta sendo investigado
como uma abordagem para substituir as células dopaminérgicas perdidas (Stoddard-Bennett;
Pera, 2019).

Outro importante campo de estudo na DP envolve as terapias ndo medicamentosas,
aplicaveis em todas as fases da doenca. Essas abordagens incluem principalmente diferentes
modalidades de terapias baseadas em exercicios, intervencdes psicoldgicas e neuropsicolégicas,
além de técnicas de neuromodulacdo, como as intervencgdes estereotaxicas (Walters; Shah,
2019). A prética de exercicios fisicos, quando combinada a farmacoterapia, pode potencializar
a funcdo motora, mostrando-se promissora para melhorar a evolucdo da doenca e prevenir
complicacdes associadas. No que diz respeito as terapias medicamentosas, 0 tratamento
principal da DP segue sendo uma combinacgdo de agentes dopaminérgicos e ndo dopaminérgicos
(Prajjwal et al., 2023; Corréa; Christofoletti; Souza, 2024). Entretanto, quando os tratamentos
farmacologicos e ndo farmacologicos falnam em controlar os sintomas motores com a
progressao da doenca, 0 manejo cirurgico se torna uma opcao avangada disponivel. Além disso,
como ndo ha evidéncias de que essas terapias possam alterar o curso da doenca, a escolha dessas
opcOes de tratamento é fortemente motivada pela satisfagdo do paciente no controle dos

sintomas e pela capacidade de realizar as atividades de vida diaria (Mansouri et al., 2018).

Um momento critico da degeneragdo neuronal irreversivel ocorre quando 0s neurénios
dopaminérgicos enfrentam uma mortalidade alarmante de cerca de 80% muito antes que 0s
primeiros sintomas da DP se manifestem (Lundy-Ekman, 2008). Essa carateristica ressalta a
urgéncia em desenvolver ferramentas capazes de identificar a condicdo em seus estagios

iniciais, pois isso, 0 que representaria uma vantagem crucial para aumentar a longevidade com
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qualidade de vida dessas pessoas (Tolosa et al., 2021). Atualmente, o diagnostico convencional
enfrenta limitag@es significativas devido a auséncia de sinais perceptiveis nos estagios iniciais
da doenca. Nesse contexto, a descoberta de biomarcadores surge como uma abordagem
promissora. Essas substancias bioldgicas oferecem a perspectiva Unica de detectar alteracdes
no organismo antes mesmo das manifestacGes dos sinais clinicos, abrindo portas para novos
estudos sobre diagndsticos precoces e intervencdes terapéuticas mais eficazes, capazes de

prevenir a perda neuronal massiva (Trivedi et al., 2019).

A identificacdo de biomarcadores ndo apenas tem o potencial de transformar a
compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes a DP, como também pode fornecer
a fundamentacao necessaria para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas personalizadas,
com o objetivo de retardar ou mesmo prevenir a progressao da doenca. Isso se torna
particularmente relevante, dado que, quando os primeiros sintomas se manifestam, a maioria
dos neurdnios dopaminérgicos da via nigroestriatal ja foi comprometida. Portanto, a busca por
esses indicadores biologicos constitui ndo apenas uma necessidade premente na pesquisa
neurocientifica, mas também uma contribuicdo significativa para o aprimoramento do

diagnostico e das abordagens terapéuticas da DP (Sarkar et al., 2022).

O cenario atual da pesquisa cientifica sobre a DP reflete uma abordagem
multidisciplinar, que abrange neurofisiopatologia, tratamentos, fatores de riscos e de protecéo,
genética, neuroinflamacéo, terapias celulares e diagndstico precoce. Os avangos nesses campos
prometem ndo apenas ampliam nossa compreensdo sobre a DP, mas também abrem novas
possibilidades para o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes. A medida que novas
descobertas surgem, torna-se essencial que a comunidade cientifica mantenha uma colaboragéo
continua para enfrentar os desafios complexos associados a esta doenca neurodegenerativa
(Prajjwal et al., 2023).
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2.6 Diagnostico da doenca de Parkinson

O diagnostico da DP é realizado clinicamente e atende aos critérios da International
Parkinson and Movement Disorder Society. Ele é caracterizado pela presenca de bradicinesia e
pelo menos uma caracteristica motora cardinal adicional (rigidez, tremor de repouso, acinesia),
além de critérios adicionais de apoio e exclusdo. Nao existe um teste especifico para identificar
a DP em nenhuma de suas fases (Postuma et al., 2015). Normalmente o diagnoéstico é feito por
meio dos achados clinicos da doenca, com base no histérico médico, sinais e sintomas, exame
fisico e neuroldgico (Caproni; Colosimo, 2020). Além disso, o profissional de saude geralmente
solicita exames, como exames de sangue e ressonancia magnética, para fazer um diagndstico

diferencial de outras condi¢des que possam estar causando 0s sintomas.

Os testes de diagndstico por imagem, como o uso de levodopa marcado radioativamente
com 18F e PET scan, permitiram a visualizacdo da diminui¢cdo da dopamina no estriado em
pacientes com DP, representando um grande avango na neuroimagem molecular no inicio da
década de 1980 (Armstrong, Okun, 2020; Bidesi et al., 2021; Garnett et al., 1983; Poewe, 2017).
Além disso, a ressonancia magnética estrutural é til na identificacdo do parkinsonismo
sintomatico, e diversas técnicas de ressonancia magnética, como imagens ponderadas por
difusdo, imagem volumétrica, segmentacdo automatizada de volume subcortical e imagens
multimodais, estdo sendo exploradas para revelar mudangas especificas nos nucleos da base e
estruturas infratentoriais no parkinsonismo atipico, visando aumentar a precisdo no diagnostico

da DP em comparacéo a outros tipos de parkinsonismo degenerativo (Poewe, 2017).

Conforme observado por Miller e Callaghan (2015), profissionais com experiéncia
clinica insuficiente na DP, podem apresentar uma taxa de equivocos no diagnostico que atinge
até 25% nos estagios iniciais da doenca. Essa elevada taxa de diagnosticos incorretos ressalta a
necessidade urgente de um marcador bioldgico confiavel para o diagndstico da DP. A presenca
de um ou mais biomarcadores possibilitaria o inicio precoce do tratamento com potenciais
agentes neuroprotetores, antes mesmo da ocorréncia de perdas neurais substanciais e
irreversiveis, além de permitir a monitorizacdo da progressdo da doenca em pacientes sob

cuidados terapéuticos (Sarkar et al., 2022).
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2.6.1 Classificacao da doencga de Parkinson quanto ao inicio dos sintomas

A classificacdo da DP com base na idade de inicio dos sintomas € uma das abordagens
apontadas na literatura cientifica, sendo um fator importante que influencia tanto o curso da
doenca quanto as estratégias terapéuticas adotadas, ja o tipo de alteracdo genética, prevalente
em casos de inicio jovem, pode influenciar nas caracteristicas e predominio dos sintomas
(KukkKle et al., 2021),

Os primeiros relatos de casos de DP com inicio precoce datam de 1899, quando
Yamamura et al. (1973) documentaram os primeiros casos dessa variante. No Japéo, o estudo
de Ota et al. (1958) descreveu trés casos de parkinsonismo juvenil em membros da mesma
familia. No Brasil, Scaff et al. (1980), pesquisadores da Divisdo de Neurologia do Hospital das
Clinicas da USP, publicaram um estudo que documentava dez casos registrados ao longo de 20
anos, entre 1960 e 1980. Ainda na década de 1980, um estudo japonés intitulado 'Juvenile
Parkinsonism' (Narabayashi et al., 1986) relatou uma série de casos de DP com inicio antes dos
40 anos. No ano seguinte, Quinn et al. (1987) publicaram mais 60 casos desse tipo no Reino
Unido. Dado as limitagdes dessa classificagdo, os autores apontaram a necessidade de uma
distingdo mais precisa, propondo a definicdo de Doenca de Parkinson de Inicio Precoce (DPIP)
para casos com inicio antes dos 40 anos e parkinsonismo juvenil (PJ) para aqueles com inicio
antes dos 21 anos, sendo este ultimo posteriormente redefinido como Doenca de Parkinson de

Inicio Juvenil.

Até o presente momento, a literatura ainda apresenta certa inconsisténcia nas defini¢des
das faixas etarias usadas para classificar a DP, com base na idade de inicio dos sintomas. Neste
contexto, demonstramos as classificagcdes propostas no estudo de Kukkle et al. (2021), que
apresenta a seguinte divisdo: (1) a DP juvenil inicia-se antes dos 20 anos (ou seja, antes do 20°
aniversario); (2) a DP de inicio jovem tem inicio apds os 20 anos e antes dos 40 anos; (3) a DP
de inicio precoce se manifesta apds os 40 anos e antes dos 50 anos; e (4) a DP idiopatica com
inicio a partir de 60 anos. Alguns detalhes sobre a classificacdo sdo demonstrados no Quadro
1.
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Quadro 1 — Classificacdo das Faixas Etarias para a DP.

Classificagio Idade Caracteristicas Causas Prognostico
Dp de Inicio Principais Associadas
Forma rara, mais Geralmente genética Progressdo lenta, boa resposta a
DP Antes dos progressiva em termos (mutagio em levodopa nos primeiros anos,
) 20 anos de sintomas, mas com PARK?2 PINKI1. com risco de discinesias severas
Juvenil boa resposta a levodopa. DIl LERK2) com o tempo.

) ] Evolucio mais lenta e estavel
Sintomas semelhantes a DP ¢

. "~ Possivel componente mnicialmente. Flutuacfes motoras
DP de Apos os 20 adulta, mas com progressfo ..
- - .. | genético (PARK2, OCOLTem com o tempo, mas
e antes dos mais lenta e maior prevaléncia - ; )
Inicio JTovem | . .- PINK1,LEEK2) geralmente de forma mais suave
40 anos de causas genéticas. . ;
que na DP de inicio tardio.
Inicio mais tardio, com Progressio mais lenta em fases
DP de Apos os sintomatologia similar 4 DP | Possivel componente iniciais, mas maior risco de
Inicio 40 anos e em adultos mais velhos. genético LRREK 2, complicaces cognitivas e motoras
antes dos Pode ter uma progresséo SNCA, GBA com o tempo, especialmente em
Precoce 30 anos mais lenta. casos com mutacdes no GBA.
Forma mais comum Causas desconhecidas, Progressdo variavel, boa
DP Ape da DP, com causas mas fatores geneticos e resposta micial ao tratamento,
05 0% ] ; . .
) . 65 o8 desconhecidas e ampla ambientais podem estar| mas com complicacdes motoras
Idiopitica variabilidade nos sintomas. envolvidos a longo prazo.

Fonte: Adabtado de Kukkle et al. (2621).

2.7 Doenca de Parkinson e alteracGes dermatologicas

As alteracbes dermatoldgicas sdo uma das manifestagdes ndo motoras evidentes na
DP, com varias condi¢des cutaneas ocorrendo com maior prevaléncia entre os pacientes dessa
condigdo (Cassard; Honari; Tousi, 2024). Um estudo pioneiro conduzido por lkemura e
colaboradores (2008) j& indicava o envolvimento nervoso cutaneo na DP. Essa pesquisa sugeriu
que a patologia associada aos corpos de Lewy afeta a pele, conforme demonstrado pela detec¢édo
de imunorreatividade para sinucleina fosforilada dérmica (p-sinucleina). Além disso, a p-
sinucleina foi observada em estruturas associadas a axonios, sugerindo que nervos cutaneos e 0s

terminais axonais pos-ganglionares possam estar envolvidos no processo. Também foi
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demonstrado que o padrao de agregacao da a-sinucleina nas fibras nervosas dérmicas é semelhante

ao observado nos depdsitos dessa proteina no cérebro (Kuzkina et al., 2019).

Os odores corporais sdo originados por compostos organicos volateis (COVs), que se
formam a partir das interacOes entre as secre¢des das glandulas écrinas, sebaceas e apocrinas e as
bactérias que habitam a pele (Gallagher et al., 2008). Nesse sentido, um estudo de 2016 revelou
que pacientes com a DP podem emitir odores caracteristicos em suas secrecdes e excrecoes

corporais, mesmo antes de desenvolver muitos dos sintomas tipicos da doenca (Morgan, 2016).

2.8 Possiveis diagnosticos

No cenario atual, as interveng6es disponiveis demonstram eficacia terapéutica limitada no
controle da progresséo da DP. Considerando que os danos provavelmente avangaram ao longo de
um periodo estimado de cerca de 5 a 15 anos. A auséncia de um marcador bioldgico definitivo
amplamente reconhecido para a DP é evidente, ressaltando a imperativa demanda de desenvolver
marcadores bioldgicos que possam diagnosticar precocemente a doenca, motivada por dois fatores
cruciais: (1) permitir intervenc@es no inicio do curso da doenca e (2) possibilitar a avaliacdo do
progresso das terapias que visam atrasar ou interromper o avanco da DP (Miller; Callaghan,
2015).

Uma nova perspectiva para o diagnostico da DP esta fundamentada na experiéncia de Joy
Milne, uma enfermeira britanica de 72 anos, residente em Perth, na Escocia. De acordo com uma
matéria publicada no jornal The Guardiam (PA Media, 2022), a Sra. Milne, possui uma condicéo
rara que lhe confere um olfato extremamente agucado. Essa habilidade Unica fez com que ela
colaborasse, anos antes, com um grupo de cientistas da Universidade de Manchester na descoberta
de 10 moléculas ligadas a condicdo que poderia levar ao primeiro teste de diagndstico da doenca
(The Telegraph, por Joan McFadden, 2017). Muitos anos antes de participar do estudo, a Sra.
Milne percebeu uma mudanca no odor corporal de seu marido, Les, um médico que tinha 31 anos
na época. Além da alteracdo no odor, ao longo dos anos, diversas mudancas fisicas e
comportamentais foram notadas, incluindo deficits de movimento, altera¢es do sono e do humor.

Aos 45 anos, Les foi diagnosticado com a DP.
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Ap06s 20 anos do diagndstico de Les, o casal decidiu participar de um grupo de apoio para
pessoas acometidas pela DP. Para surpresa de Joy, a sala estava repleta de individuos com o0 mesmo
odor de Les. Em alguns casos, 0 cheiro era mais intenso, enquanto em outros era menos
pronunciado, mas era exatamente 0 mesmo odor oleoso e ‘mofado’ que seu marido apresentava

desde os 31 anos de idade.

Ap0s essa experiéncia, foi conduzido um estudo cego com a participacdo de Joy, no qual ela
cheirava camisetas de pessoas portadoras ou ndo da DP. Nesse estudo a senhora britanica ndo so6
identificou, mas também acertou quais eram as camisetas das pessoas que eram portadoras da doenca.
Mais do que isso, ela identificou a camiseta de uma pessoa que inicialmente ndo era portador da DP,
mas que pouco tempo depois, apds a pesquisa, comegou a apresentar sintomas da doenca. 1sso indica
que esse odor pode ser identificado mesmo nos estagios iniciais da doenca, quando os demais sintomas
clinicos ainda ndo sdo perceptiveis e possivelmente boa parte dos neurdnios em degeneracgdo ainda ndo

morreram.

Figura 4: Joy Milne com seu falecido marido Les. Ela notou que ele desenvolveu um odor diferente 12 anos
antes de ser diagnosticado com doenga de Parkinson. Fotografia: Joy Milne/PA. The Guardian, 2022.

O caso desta senhora trouxe a tona a ideia de que pessoas com DP podem exalar
substancias quimicas em biofluidos que podem servir como biomarcadores caracteristicos da
doenga, até mesmo anos antes dos primeiros sintomas se tornarem perceptiveis. Assim, a
identificacdo dessas moléculas surge como um potencial meio de criar um teste conclusivo para

o diagnostico da DP, mesmo em estégios subclinicos da doenca.
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Neste sentido, a cromatografia gasosa surge como uma técnica analitica que pode ajudar
a elucidar quais moléculas estdo sendo exaladas por individuos com DP e que poderiam auxiliar

no diagnostico da doenca. (Sarkar et al., 2022).

2.9 Cromatografia gasosa

Segundo Penteado (2008, p. 1):

“A cromatografia gasosa ¢ uma das mais importantes técnicas analiticas
disponiveis atualmente. Em curto espago de tempo tornou-se a principal
técnica para separacdo e determinagdo de compostos volateis e/ou

volatilizaveis”.

A cromatografia gasosa € uma técnica de separacdo baseada na particdo dos analitos
entre uma fase estacionaria e uma fase movel (gas de arraste). E uma técnica empregada para
compostos volateis e com estabilidade térmica, na qual a separacéo cromatogréafica depende da

volatilidade e da interacdo com a fase estacionéria (Penteado, 2008; Gerhardt et al., 2018).

Em esséncia, 0 processo comega com 0 uso de uma microseringa para introduzir uma
amostra no injetor aquecido, onde a amostra é vaporizada e transferida com o auxilio do gas de
arraste para a coluna cromatografica. Em seguida, os analitos volatilizados sdo arrastados para
a coluna capilar para a separacdo cromatografica. Posteriormente, os analitos sdo eluidos para
o0 sistema de deteccdo, que mede um sinal elétrico e plota 0 cromatograma da separacdo
(Penteado, 2008; Trivedi et al., 2019).

O acoplamento de um cromatdgrafo a gas com espectrometro de massas (GC-MS)
combina as vantagens da cromatografia, como alta seletividade e eficiéncia de separacdo, com
os beneficios da espectrometria de massas, proporcionando informacdes estruturais, massa

molar e uma maior seletividade adicional. Essa ferramenta tecnoldgica pode ser empregada
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para a deteccdo de moléculas especificas no sebo e suor de pessoas com DP, fornecendo

caracteristicas distintivas que podem ser indicativas da condicdo. (Sarkar et al., 2022).

Portanto, o presente estudo teve como objetivo identificar compostos presentes no sebo
e suor humanos, destacando as moléculas potenciais a serem consideradas como biomarcadores
da DP. Utilizamos a cromatografia gasosa para desenvolver uma metodologia que auxilie na
busca pelo diagnostico quimico desta doenca, visando complementar o diagndstico clinico.
Espera-se que essa abordagem contribua para acelerar e otimizar as opcOes de tratamento e

medidas neuroprotetoras.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Identificar moléculas marcadoras da DP por meio de cromatografia gasosa hifenada a

espectrometria de massas (GC-MS)

3.2 Objetivos especificos:

I.  Desenvolver metodologia de coleta de sebo e suor em seres humanos, em quantidade suficiente
para analise em cromatografia gasosa.
Il.  Estabelecer protocolo de analise de moléculas de sebo e suor humano por meio de
cromatografia gasosa.
I1l.  Isolar as principais moléculas secretadas no sebo e suor de pessoas portadoras ou nao da DP.
IV. Diferenciar as moléculas secretadas no sebo e suor de portadores da DP, que diferem daquelas

secretadas em pessoas ndo portadoras desta doenca.
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4 METODOS

4.1 Tipo, periodo e local da coleta de amostras

Esta pesquisa cientifica caracteriza-se como um estudo experimental em seres humanos,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP) da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), sob o parecer n° 4.218.220, e com Certificado de
Apreciagio Etica n° 25213819.9.0000.0021.

As amostras de biofluidos (sebo e suor) foram coletadas na Clinica Escola Integrada
(CEl) da UFMS, localizada na Av. Sen. Filinto Mdller, 355 - Vila Ipiranga, Cidade
Universitaria, Campo Grande/MS. Todas as coletas foram realizadas em dias e horérios

previamente agendados com os participantes.

4.2 Local e periodo de analises de amostras

As andlises das amostras de biofluidos (sebo e suor) foram conduzidas no
Laboratério de Combustiveis (LABCOM), pertencente ao Instituto de Quimica (INQUI) da
UFMS, por uma equipe técnica experiente. Essas anélises foram realizadas imediatamente apds

a coleta das amostras.

4.3 Critérios de inclusao

Individuos diagnosticados com DP, de ambos os sexos, com idades entre 40 e 90 anos (de
acordo com os critérios estabelecidos pela CID-10), residentes na cidade de Campo
Grande/MS;

Individuos saudaveis, de ambos os sexos, com idades entre 40 e 90 anos, residentes na cidade
de Campo Grande/MS;
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Consentimento do individuo para participar do presente estudo, obtido por meio da assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme estabelecido na Resolucédo 196/96
do Ministério da Saude (Apéndice A).

4.4 Critérios de ndo incluséo

Individuos diagnosticados com qualquer outra doenca neurodegenerativa;

Individuos com les&o ou infeccdo cutanea na regido do corpo em que séo realizadas as coletas.

4.5 Procedimentos metodoldgicos

4.5.1 Selecdo dos participantes

Os participantes deste estudo séo atendidos no Ambulatorio de Neurologia do Hospital
Universitario Maria Aparecida Pedrossian — HUMAP e na Clinica Escola Integrada, na UFMS,
localizados na Av. Sen. Filinto Miller - Vila Ipiranga, Cidade Universitaria, Campo
Grande/MS.

4.5.2 Grupos experimentais

O presente estudo foi constituido por 14 participantes adultos, com idade entre 40 e 90
anos, de ambos 0s sexos, moradores da cidade de Campo Grande/MS. Os participantes foram

separados nos seguintes grupos experimentais:

Grupo 1 - G1: Formado por um grupo de 7 individuos, diagnosticados com a DP, sem limitagédo

de tempo de diagndstico.
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Grupo 2 — G2: Formado por 7 individuos controles saudaveis. O método de amostragem do G2,
ocorreu por conveniéncia, de forma pareada, para garantir uma distribuicdo adequada entre os

sexos e faixa etaria com o grupo DP.

Quadro 2: Caracteristicas demogréaficas dos participantes: Idade, género e média + desvio padréo.

Participantes Género Idade
Gl M 42
Gl F 44
Gl F 45
Gl F 61
Gl M 64
Gl M 70
Gl F 79
G2 M 42
G2 F 45
G2 F 47
G2 M 53
G2 F 61
G2 M 70
G2 F 77
Idade média + DP 57,1(12,9)

4.5.3 Método de coleta de amostras para CG-MS

De forma geral, a coleta de amostras visa a analise quantitativa e qualitativa das
substancias volateis presentes nas amostras biologicas ou ambientais, utilizando a
cromatografia gasosa. As substancias podem incluir compostos organicos volateis, acidos
graxos, lipidios e outros biomarcadores relacionados a condigdes especificas de salude ou
ambientais (Raziyeh et al., 2020).

Estudos tém utilizado a CG-MS para avaliar diversas condi¢des de salude, como
perfil metabdlico de tumores (Abooshahab et al., 2020), peroxidacdo lipidica em doencas
cardiovasculares (Schwedhelm; Bdger, 2003), doenca periodontal (Tsuchida; Nakayama,

2022), toxidade hepéatica (Kumar et al., 2012), metabolismo fetal-materno (Trivedi; lles,
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2014b), metabdlicos complexos de nutrientes ou alimentos (Scalbert et al., 2009 ) e muitos
outros. Portanto, diferentes abordagens metodolégicas de coleta de amostras devem ser
adotadas de acordo com as propriedades dos metabdlitos que estdo sendo investigados e 0
objetivo especifico do experimento (Dettmer; Aronov; Hammock, 2007; Lei; Huhman;
Sumner, 2011 ; Scalbert et al., 2009 ).

Neste estudo, para a coleta de amostras de biofluidos (sebo e suor), sequimos 0s
procedimentos descritos por Trivedi e colaboradores (2019), que realizaram a coleta de
amostras de sebo em diversas regides do Reino Unido. No referido estudo, os pesquisadores
utilizaram gaze médica, que foi friccionada na parte superior das costas de cada participante.
Apos a coleta do sebo, a gaze contendo a amostra foi selada em sacos plasticos inertes e
transportada para o laboratorio central da Universidade de Manchester, onde as amostras foram
armazenadas a —80 °C até o momento da analise. Para o desenvolvimento dos nossos
experimentos, realizamos inicialmente um estudo piloto de 2 meses, no qual coletamos sebo e
suor, seguidas das analises por CG-MS. As fases desse estudo piloto estdo detalhadas no quadro

a sequir.


https://analyticalsciencejournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/mas.21455#mas21455-bib-0105
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Quadro 3: Estudo piloto para avaliacdo de diferentes métodos de coleta e acondicionamento de amostras de sebo e suor
para anélise por CG-MS.

- .. Momento ..
Etapas Descrigéo Materiais Acondicionamento Resultado
Coleta Analise
Coleta e anélise - Néo se . . . Excesso de
Gaze médica; . Imediata | vials do tipo CRIMP N
de branco aplica substancias da gaze
- - . vials do tipo CRIMP Excesso de subst.
Coletae andlise | Gaze médica; Periodo . p «
, . Posterior sob refrigeracéo gaze e luvas
Fase 1 de sebo luvas latex vespertino . .
overnight Matching < 90%.
- . . Excesso de subst.
Coleta e andlise = Gaze médica; Periodo . . .
. . Imediata vials do tipo CRIMP gaze e luvas
de suor luvas latex matutino .
Matching < 90%.
Reducéo no nimero
Coleta e andlise = Haste flexivel N . . . . de substancias
« N&o aplica Imediata | vials do tipo CRIMP .
de branco com algodao contaminantes em
relacdo a gaze
Haste flexivel
Fase 2 @ Coletaeanalise com algodédo e Periodo
de sebo raspagem da matutino Imediata | vials do tipo CRIMP Matching < 90%.
pele
Haste flexivel
Coleta e anélise | com algodé&o e Periodo . . . .
g . Imediata | vials do tipo CRIMP Matching > 90%.
de sebo raspagem da vespertino
pele
Coleta e anélise
de suor.
Obtencdo de Haste flexivel Periodo . . . .
¢ « . Imediata | vials do tipo CRIMP Matching > 90%.
amostras com algodao vespertino
exercicios
fisicos
Fase 3 T
Coleta e analise
de suor.
Obtencdo de Haste flexivel Periodo . . . .
¢ . . Imediata | vials do tipo CRIMP Matching > 90%.
amostras com algodao vespertino

aquecimento
corporal
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e (MRS

Figura 5: Instrumentos utilizados para coletas de sebo e suor. Fonte prépria

Figura 6: Alicate para fixacdo manual de lacres do tipo CRIMP com didmetro
de 8mm.
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@ COLETA DE SEBO @ COLETA DE SUOR

Algodéo selado
em vial

Amostra incubadas Andlises das
por 5 min.a 76°C amostras por CG-MS

000

Figura 7: Procedimentos de coleta de sebo e suor, seguidos pela realizacdo de analises por CG-MS. Arte: Lucas
Santos, 2024.




45

4.5.4 Método de analise de sebo e suor por GC-MS

A andlise cromatogréafica foi conduzida conforme a técnica descrita por Moulvi et al.
(2018) e por Trivedi e colaboradores (2019). Utilizou-se um método de headspace (HS) desenvolvido
para anélise do algodao, selado em vial, que continha amostra de sebo e suor do participante (Figura
5 e 6). A amostra foi incubada por cinco minutos a 76 °C em forno sob agitacdo de 250 rpm por 5
segundos e tempo de pausa de 2 segundos (figura 10), em seguida, foi coletado 0 HS em volume de
500 pL com a seringa modelo Hamilton 1 mL, samplelock — Sigma — Aldrich Brasil Ltda, Cotia/SP
(Figura 8) e injetado no CG-MS para anélise.

As amostras foram analisadas no GC-MS-QP2010 SE da Shimadzu, modelo 2010, do
Laboratério de Combustiveis do Instituto de Quimica (INQUI) da UFMS. Para a analise foi utilizada
uma coluna capilar DB-5MS (20 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 um de
espessura do filme) da Restek. A programacéo de temperatura do forno durante as analises foi de 40
°C durante 5 minutos, na sequéncia a temperatura teve um aumento gradual, chegando a 170°C a taxa
de 10°C/min. e ao atingir a temperatura de 250°C, a uma taxa de 8°C/min., permanecendo nessa
temperatura por 10 min (Figura 10). As injecdes da amostra foram realizadas manualmente com
volume 500 pL de HS em modo sem divisdo (spliltless) com a temperatura do injetor mantida a 250
°C. O gés hélio foi usado como géas de arraste com uma vazdo de 1 mL/min. A fonte de ionizagdo
sera por impacto de elétrons (El) e o analisador de massas utilizado foi o quadrupolo. O modo de
varredura utilizado foi o scan de 4 a 38 minutos a uma velocidade de 1666 m/s, a faixa de massa entre
30 e 800 m/z. Os espectros de massas obtidos por meio da separacdo cromatografica foram
comparados e identificados a partir dos compostos presentes na biblioteca do Instituto Nacional de
Normas e Tecnologia (NIST).

Para garantir que ndo houvesse contaminagdo no procedimento, foram realizadas
andlises de branco antes das analises das amostras de todos os individuos, com isso foram injetadas
seringas contendo ar ambiente. Outro cuidado adotado para evitar possiveis contaminacdes entre
amostras, foi a utilizacédo de solvente hexano que foi ingcado para limpeza da seringa apds as analises,

na sequéncia as seringas permaneceram sob ar ambiente para secagem.

Por meio da GC-MS, buscou-se avaliar o perfil de moléculas presentes no sebo e

no suor dos individuos de ambos 0s grupos experimentais e, por comparacdo, para identificar
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quais moléculas estariam presentes apenas nas pessoas com DP, servindo assim como

marcadores quimicos da doenca.

Figura8: S ilton 1 m, ampleylck, utili
propria

Figura 9: Cromatografo gasoso acoplado a espectrometria de massas. Fonte prépria
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Figura 10: Sistema de injegdo de amostras de GC, que possui um forno onde as amostras foram
incubadas. Fonte prépria

#0111 72.qgdlinet) suming 2-07-21.991

WAREW L GOOOR Fiitt
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e e

Figura 11: Cromatograma demonstrando 0s picos registrados durante analise de uma amostra
de sebo. Fonte propria.
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4.6 Analise dos dados — Diferenciacdo de moléculas entre os grupos

Os dados foram analisados por meio de métodos quimiométricos, utilizando matrizes
formadas pelos compostos identificados, organizados como variaveis categoricas. Dois
métodos distintos foram aplicados: 0 método ndo supervisionado de Anéalise de Componentes
Principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis), que permitiu identificar padrdes e
reduzir a dimensionalidade dos dados, e 0 método supervisionado de Minimos Quadrados
Parciais com Analise Discriminante (PLS-DA, do inglés Partial Least Squares — Discriminant
Analysis), empregado para classificar e discriminar os grupos de interesse com base nos

compostos analisados.

A utilizacdo de métodos quimiométricos, como PCA e PLS-DA, permitiu a
identificacdo de padrdes significativos mesmo com um numero reduzido de participantes (n =
14). Esses métodos sdo amplamente reconhecidos por sua capacidade de lidar com matrizes
de dados multivariados e de alto contedido informativo, permitindo a extragdo de informacdes
relevantes mesmo em cendrios com tamanhos amostrais limitados. A aplicacdo da analise
quimiomeétrica viabiliza a identificacdo de tendéncias e a discriminagdo de grupos, reduzindo
a necessidade de grandes tamanhos amostrais, ao aproveitar ao maximo a variabilidade dos
dados disponiveis. Essa abordagem robusta € especialmente vantajosa em estudos
exploratorios ou em areas onde a obtencdo de amostras maiores é limitada por fatores

logisticos ou éticos (Saccenti; Timmerman, 2016).
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados do objetivo | — metodologia de coleta de amostras de sebo e suor

Um aspecto relevante foi as adequacfes necessarias para que o método de coleta de
amostras atingisse uma concentragdo de moléculas satisfatoria, resultando em anélises mais
robustas, com um percentual de identificacdo das substancias superior a 90%. Diante disso,
identificamos duas varidveis que foram preponderantes para gerar resultados satisfatorios no
reconhecimento das substancias, (1) observamos que quanto maior o acimulo de sebo e suor
na pele do participante, maiores foram os percentuais de certeza na identificagdo das moléculas;
e (2) a coleta de sebo que foi mais eficaz quando realizada a raspagem da pele com uma espatula

de metal, além do uso da haste flexivel.

Outro ponto fundamental foi o periodo do dia em que as coletas foram realizadas. As
amostras obtidas no periodo matutino apresentaram concentrac6es insuficientes de sebo. Em
contrapartida, as coletas realizadas no periodo vespertino demonstraram concentragdes que
indicaram maior confiabilidade na identificagdo das moléculas (percentuais mais elevados).
Supomos que, no periodo vespertino, haja mais tempo para que 0 organismo produza e secrete

uma quantidade maior de sebo na pele.

Os instrumentos empregados para coletar os biofluidos, tanto sebo quanto suor,
tiveram um impacto significativo nos resultados das analises. Quando utilizamos uma gaze
médica para a coleta (estudo piloto), observamos a presenca de 124 compostos quimicos,
provenientes tanto da propria gaze quanto possivelmente da luva cirdrgica utilizada pelo
pesquisador que realizou a coleta. Portanto, a utilizacdo da haste flexivel de papel, com pontas
envoltas por algoddo (mais conhecidas como cotonetes), mostrou ser a op¢do mais adequada

em nosso caso, evitando diversos ‘contaminantes’ do plastico.

Como mencionado anteriormente, as amostras foram injetadas no cromatégrafo apos
incubacdo, utilizando a mesma seringa Hamilton. Com o objetivo de evitar a contaminagéo da
amostra em analise por substancias da analise anterior, a seringa foi lavada com hexano, um

solvente altamente volatil, imediatamente apds cada analise. Isso foi feito para garantir a
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auséncia de qualquer composto quimico no interior da seringa. Em cada dia de analises no
laboratério, as amostras (sebo e suor) de um mesmo participante foram analisadas, ou seja, as
amostras de um Unico participante foram processadas em um Unico dia. Ainda com o proposito
de evitar substancias contaminantes, antes da coleta de sebo e suor, os participantes foram
orientados sobre os cuidados necessarios e preparacao da pele para o dia da coleta. Portanto,
cuidados como: (1) a ndo aplicacdo, em nenhum local do corpo, de qualquer produto quimico
de tratamento e/ou higiene como solugBes tdpicas, pomadas, dleos, géis, hidrantes, cremes,
perfumes, protetor solar e desodorantes; (2) ndo lavar a face, os cabelos e a regido superior do

dorso no dia da coleta.

Coleta de sebo: Para a coleta das amostras de sebo, 0s participantes permaneceram em repouso,
em sedestacéo. Foi realizada a raspagem superficial da pele com o uso de uma espatula de aco
inox previamente higienizados e autoclavada. O sebo localizado na espatula foi depositado em
algodado. Apods o procedimento de raspagem das regides corporais citadas, o sebo também foi
coletado com hastes flexiveis de papel e pontas em algoddo (2 hastes por regido corporal), do
fabricante Flexicotton Industria e Comércio de Produtos de Higiene Pessoal S/A, Santo Amaro

da Imperatriz-SC.

Coleta de suor: Na sequéncia, para obtencéo e coleta de suor, dois metodos foram utilizados,

conforme as caracteristicas do participante. (1) os participantes passavam por sessdes de
exercicios promovidas pelos estagiarios do curso de fisioterapia para a geracao de goticulas de
suor; ou (2) quando, devido a algum tipo de limitagcdo ao exercicio, a obtencdo de suor era
impossibilitada, o participante era posicionado confortavelmente numa maca, em decubito
dorsal. Nesse caso, era realizado um leve aquecimento da regido toracoabdominal por meio de
uma manta térmica modelo Termotek, medindo 50x100cm, do fabricante Estek, S&o Paulo/SP.
O suor era coletado com a utilizagdo hastes flexiveis de papel e pontas em algoddo em cada

regiao corporal pré-definida.

Regides corporais para coleta de sebo: (1) regido do terco superior da face; (2) regido superior

do dorso (entre as escapulas).

Regides corporais para coleta de suor: (1) regido do terco superior da face; (2) regido superior

do dorso (entre as escapulas) e; (3) regido axilar.
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A coleta de sebo e suor foi conduzida em cada participante no periodo vespertino.
Inicialmente, foi realizada a coleta de sebo, seguida pela coleta de suor assim que o participante

apresentasse goticulas de suor na pele.

Acondicionamento das amostras: Foram utilizados vials do tipo CRIMP para headspace, de

vidro transparente, com capacidade de 20 mL. Os vials foram imediatamente lacrados com um
alicate para fixacdo das tampas magnéticas tipo CRIMP, bimetalico, 20 mm, com septo de
PTFE/silicone natural. Tanto os vials, quanto os lacres magnéticos e o alicate séo do mesmo
fabricante, Thermo Scientific Sun Sri, China. Apenas o algoddo da haste flexivel foi

acondicionado dentro dos vials.

5. 2 Resultados do objetivo Il — estabelecimento de protocolo de andlise de moléculas

secretadas no sebo e suor

Para estabelecer o protocolo de analise de moléculas presentes no sebo e suor humano
por cromatografia gasosa, a fase inicial deste estudo, envolveu a realizacdo de diversos testes
preliminares (estudo piloto). O principal objetivo nesta etapa foi adaptar tanto os métodos de
coleta dos biofluidos quanto os pardmetros de andlise cromatogréafica as possibilidades de
anélise do nosso laboratorio na UFMS. Essa adaptacdo se fez necessaria, especialmente em
relacdo aos procedimentos descritos no estudo de Trivedi e colaboradores (2019), que
investigou exclusivamente as amostras de sebo dos participantes. Além disso, o cromatdgrafo
disponivel em nosso laboratério (INQUI/UFMS) é de um modelo diferente e possui algumas
limitagcGes em comparagdo ao aparelho utilizado no estudo de Trivedi, realizado no Reino
Unido. As adaptac@es realizadas incluem: (1) a realizacdo manual das injecdes das amostras;
(2) a auséncia da pre-concentracdo dos analitos; (3) a ndo realizacdo do teste odorifero; e (4)

algumas adaptacOes nos parametros, conforme descrito na tabela a seguir.
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Tabela 1: Parametros utilizados na cromatografia gasosa hifenada a espectrometria de massas

(CG-MS), nas analises de branco, sebo e suor.

Parametro Condigdes
Split 0
Injecéo 250° C
Coluna 40 - 250°C
Presséo 66 kPa
Fluxo total 10.4 mL/min
Fluxo da coluna 1,23
Fluxo total de gas na coluna 1,23 mL/min
Velocidade Linear 40 cm/sec
Temperatura da fonte ionizagao 200°C
Temperatura da interface 250° C
Tempo de corte do solvente 3,5 min
Massa
Inicio m/z 30
Final m/z 800
Velocidade de varredura 1666
Varredura Scan
Headspace
Temperatura de Headspace 60°C
Tempo de incubacéo 5 min
Tempo de agitagado 250 rpm: On - 5°/ off — 2°
500 pL

Volume de injecédo
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5. 3 Resultados do objetivo 111 - Separacédo de moléculas secretadas no sebo e suor

Neste estudo, tanto o meétodo de coleta de sebo e suor quanto os parametros
cromatograficos empregados mostraram-se eficazes na identificacdo das substancias volateis
presentes nesses biofluidos nos participantes de ambos os grupos analisados. As substancias
detectadas nas amostras de sebo e suor dos grupos foram consideradas identificadas apenas
quando apresentavam um grau de identificacdo superior a 90%, conforme os critérios da
biblioteca do NIST.

Nos dois grupos, as substancias identificadas nas amostras de sebo totalizaram 104
compostos, enquanto as amostras de suor foram encontrados 109 compostos (n=14) (Apéndice
B). As andlises por CG-MS das amostras do grupo controle identificaram 51 substancias no
sebo e 44 no suor, indicando uma diversidade menor desses compostos nesses biofluidos. Em
contraste, as amostras do grupo DP mostraram um numero significativamente maior de
substancias volateis, com 86 compostos identificados no sebo e 93 no suor. Esse aumento
substancial no ndmero de substancias detectadas pode refletir as possiveis alteragdes
bioquimicas associadas a condicdo. As tabelas a seguir (2 e 3) apresentam o isolamento das
principais (acima de 50% dos participantes do G1 e/ou G2) moléculas secretadas no sebo e no
suor de individuos com diagndstico de DP, em comparacdo com aquelas presentes nos
biofluidos de individuos do grupo controle, proporcionando uma visao das diferengas entre os
dois grupos. Apos a etapa de identificacdo das substancias, os dados obtidos foram submetidos

a andalises quimiométricas para uma avaliacdo mais aprofundada e interpretacao dos dados.
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Tabela 2: Substancias volateis identificadas pela CG-MS no suor de participantes do grupo
controle e DP.

Grupo Grupo
Substancias identificadas Controle DP
Suor n-7 (%) n-7 (%)

Metoxi-fenil-oxima 0 100
Acido cis-vacénico 0 100
Acido eicosanoico 0 86
Acido heptanoico 0 86
3,4-diidroxi-mandélico 0 86
Acido ascorbico 2,6-dihexadecanoato 14 86
Acido octadecenoico 100 29
Acido pentadecanoico 86 29
Acido tridecanoico 71 14
2-Undecenal 0 57
2-Dodecenal 0 57
Acido cis-11-eicosenoico 0 57
2-Tridecenal 0 57
Acido oleico 57 100
2-Decenal 14 57
Acido nonanoico 71 43
Acido hexanoico 86 57
Acido octadecadienoico 29 57
Acido tetradecanoico 57 29
Acido octanoico 57 71
Acido hexadecanoico 100 86
Acido octadecanoico 71 86
Acido pentanoico 43 57

Silanediol 86 86
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Tabela 3: Substancias volateis identificadas pela CG-MS no sebo de participantes do grupo

controle e DP.

Grupo Grupo
Substancias identificadas Controle DP
Sebo n-7 (%) n-7 (%)

Acido cis-vacénico 0 100
cis-10-Heptadecenoico 0 100
Acido eicosanoico 14 100
Acido ercico 0 86
Acido octanoico 14 86
Metoxi-fenil-oxima 0 71
3,4-diidroxi-mandélico 0 71
cis-13-Eicosenoico 0 71
Acido hexanoico 100 29
Acido octadecenoico 86 43
Acido decanoico 29 86
Acido cis-10-nonadecenoico 0 57
Ciclopentadecanone, 2-hidroxi 0 57
Acido palmitoleico 0 57
Acido heptanoico 14 57
Acido tetradecanoico 43 86
Silanediol 43 71
Acido nonanoico 43 71
Acido heptadecanoico 71 43
Acido oleico 71 100
Acido tridecanoico 57 86
Acido octadecanoico 71 100
Acido ascorbico 2,6-dihexadecanoato 57 71
Acido octadecadienoico 43 57
Acido pentadecanoico 86 86
Acido hexadecanoico 100 100
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Entre as substancias identificadas no sebo e no suor, observou-se a presenca de acidos
comuns a ambos os grupos analisados. Esses achados indicam que esses acidos podem ser
componentes predominantes desses biofluidos humanos, independentemente da condicdo clinica
dos individuos. No suor, substancias como o &cido hexadecanoico, acido octadecanoico e silanediol
foram prevalentes em ambos 0s grupos. Ja nas amostras sebo, 0s compostos mais prevalentes nos

dois grupos foram o &cido hexadecanoico, &cido pentadecanoico e &cido oleico.

Entre as principais diferencas observadas suor, destacam-se algumas substancias que foram
exclusivas no grupo DP e ausentes no grupo controle, como o metoxi-fenil-oxima e o acido cis-
vacénico (presente em 100% no suor do grupo DP), &cido eicosanoico, &cido heptanoico e o 3,4-
diidroxi-mandélico (presente em 86% no suor do grupo DP). Em contrapartida, o acido
octadecenoico parece estar regulado positivamente no grupo controle em relagcdo ao grupo DP,

presente em 100% dos individuos e pouco frequente no grupo de pessoas com a DP.

Os resultados das andlises de sebo evidenciaram ainda mais as possiveis diferencas entre 0s
grupos. O 4cido cis-vacénico e o cis-10-heptadecenoico foram identificados em todos os
participantes do grupo DP, enquanto o acido erucico foi encontrado em 86% deles. Algumas
substancias, presentes em 71% dos individuos do grupo DP, foram exclusivas desse grupo, como

metoxi-fenil-oxima, 3,4-diidroxi-mandélico e cis-13-eicosenoico.

Essas diferencas nas substancias identificadas podem refletir alteracbes no metabolismo
lipidico, sintese de &cidos graxos, ou até mudancas nas respostas inflamatdrias associadas DP. A
identificacdo e a distribuicdo desses &cidos podem refletir processos metabdlicos fundamentais
compartilhados pelos individuos, o que reforca a ideia de que tais substancias desempenham papéis
importantes na composicao e fungdo dos biofluidos (Khamis et al., 2017; Khodadadi; Pourfarzam,
2020).
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5.4 Resultados do objetivo IV — Analises quimiometricas para diferenciacdo no padréo de

secrecdo de moléculas

Para as analises quimiométricas, os 28 picos cromatograficos mais intensos no
cromatograma foram selecionados para avaliagdo minuciosa dos dados de Espectrometria de
Massas, cujos compostos foram assinalados com auxilio da biblioteca do equipamento
utilizando-se uma correspondéncia (matching) > 90%. Estes resultados geraram 104 compostos
identificados nas amostras de sebo e 109 compostos nas amostras de suor, os quais foram
utilizados como varidveis categoricas para a construcdo de matrizes de dados para a analise
quimiomeétrica (14x104 para sebo; 14x109 para suor), com atribuicdo dos valores 1 ou O para
presenca e auséncia, respectivamente, destes compostos nos participantes estudados (n=7

participantes com a DP e n=7 participantes no grupo controle).

As matrizes de dados contendo os compostos identificados organizados como variaveis
categoricas foram avaliadas pelo método nédo-supervisionado de Analise de Componentes
Principais (PCA, da sigla em inglés para Principal Component Analysis) e pelo método
supervisionado dos Minimos Quadrados Parciais com Analise Discriminante (PLS-DA, da sigla
em inglés para Partial Least Square — Discriminant Analysis). O PCA é utilizado para identificar
padrdes nos dados sem a necessidade de informac@es prévias sobre os grupos, sendo eficaz para
reduzir a dimensionalidade e revelar relagfes intrinsecas entre as variaveis. Por outro lado, o
PLS-DA é um método supervisionado que utiliza informag6es sobre os grupos de classificacdo
previamente definidos, permitindo discriminar e predizer as categorias com base nas
caracteristicas dos dados. Esses dois méetodos, combinados, fornecem uma analise complementar

e abrangente dos compostos identificados (Saccenti; Timmerman, 2016).

Os compostos destacados a partir dos dados de PLS-DA (VIP scores > 2.0), os quais
foram considerados como os mais importantes para a separacdo dos grupos DP e controle,
originaram duas novas matriz de dados a fim de avaliar a proporcdo relativa dos picos nos
cromatogramas (uma matriz para as amostras sebo e a outra, suor - Apéndice B). Analises de

PCA e PLS-DA foram novamente realizadas para as matrizes de proporc¢éo relativa. Em todos
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0s casos, as analises quimiomeétricas foram executadas sem nenhum pré-processamento sobre

variaveis ou amostras.

Para as amostras de sebo, a matriz com variaveis categoéricas (presenca e auséncia dos
compostos correspondentes aos 28 picos mais intensos no cromatograma) foi analisada por PCA
e revelou a distingéo entre os grupos de pacientes com a DP e Controle, na primeira componente
principal (PC1) (Figura 12A). Os compostos responsaveis por esta distin¢ao estdo apresentados
na Figura 12B e correspondem, principalmente, a &cidos graxos e derivados. Todavia, devido a
sobreposicdo no grafico de loadings de PCA, a andlise supervisionada PLS-DA foi realizada.

A PLS-DA para as varidveis categoéricas do sebo apresentaram uma melhor distin¢do
entre os grupos DP e Controle (Figura 12C), com destaque a presenca preponderante de 8
compostos nos pacientes com a DP (VIP scores > 2,0): 4cido cis-vacénico, acido eicosanoico,
acido cis-10-heptadecenoico, acido erdcico, acido decenoico, acido octanoico, acido cis-13-
eicosenoico, acido 3,4-diidroxi-mandélico, metoxi-fenil-oxima. Por outro lado, o &cido
hexanoico apresentou-se com o principal composto detectado em amostras de sebo dos pacientes
do grupo controle. Adicionalmente, o grupo controle apresentou-se mais homogéneo
(homogeneidade intragrupo), enquanto o grupo DP revelou uma maior heterogeneidade na
composicao sebacea, uma vez que 0s pacientes se apresentaram mais dispersos para este grupo

nos graficos de escores (Figuras 12A e 12C).
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Figura 12: Graficos de escores e loadings obtidos por PCA (A e B) e escores e VIP-scores obtidos por
PLS-DA (C e D), respectivamente, para os compostos identificados a partir dos dados de GC-MS em
comparagdo com a biblioteca do equipamento (compatibilidade > 90%), para as amostras de sebo coletadas
em individuos do grupo DP (verde) e grupo controle (rosa) (n=14).
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A partir dos nove compostos destacados por PLS-DA para o grupo sebo (compostos com
VIP scores > 2,0; Figura 12D), a proporcdo relativa dos picos cromatograficos correspondentes
a esses compostos foi também analisada e, por sua vez, apresentou resultados surpreendentes
para os graficos de escores de PCA e PLS-DA, com variancia explicada superior a 79% (Figuras
13A e 13C), com a discriminacdo entre pacientes com DP e participantes controle. Assim, 0s
compostos destacados nas novas andlises de PCA e PLS-DA para dados de proporcao relativa
(Figuras 13B e 13D) indicaram maior proporcao relativa para o acido eicosanoico, &cido cis-
vacénico, acido cis-10-heptadecenoico e acido ertcico em pacientes com DP (VIP scores > 1,0;

Figura 2D), como pode ser visualizado e confirmado também na Figura 14.
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Figura 13: Gréficos de escores e loadings obtidos por PCA (A e B) e escores e VIP scores
obtidos por PLS-DA (C e D), respectivamente, para as proporcOes relativas dos picos
cromatogréaficos correspondentes os compostos apontados como 0s mais relevantes na Figura 12
(VIP scores > 2.0) para a distin¢do entre as amostras de sebo coletados em pacientes com a DP
(verde) e individuos do grupo controle (rosa) (n=14).
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Figura 14: Gréafico de proporcao relativa das areas dos picos cromatograficos correspondentes
aos compostos destacados por PLS-DA (Figura 1D, VIP scores > 2,0).

J& para as amostras de suor, os resultados das analises de PCA a partir da matriz com
variaveis categoricas (presenca e auséncia de compostos) apresentaram uma menor distin¢do
entre 0s grupos de pacientes estudados (Figuras 15A e 15C), comparativamente as amostras sebo.
Dentre 0s compostos responsaveis pela distingdo entre os grupos (Figura 15B), a presenca de sete
compostos nos pacientes com a DP (VIP score > 2,0) foi destacada na Figura 15D: metoxi-fenil-
oxima, acido cis-vacénico, acido eicosanoico, acido 3,4-diidroxi-mandélico, acido heptanoico,
acido octadecenoico e acido ascorbico 2,6-dihexadecanoato. Os resultados encontrados para a
matriz de propor¢cdo relativa dos picos cromatogréaficos correspondentes (Apéndice B)
aumentaram a distin¢do entre os grupos (Figuras 16A e 16C) corroborando a importancia
destacada do acido eicosanoico, acido cis-vacénico e acido ascorbico 2,6-dihexadecanoato
(Figura 16D), como pode ser visualizado e confirmado também pela Figura 17, sugerindo o
potencial da avaliacdo composicional do suor, em adi¢do a do sebo, na detecgdo da DP.
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Adicionalmente, é importante ainda destacar que, embora ndo tenha sido detectada a

presenca homogénea de aldeidos em todos os pacientes com a DP (Figura 15), os VIP scores de

PLS-DA com valores entre 1,0 e 2,0 (Figura 15D) indicam varios aldeidos com importancia para

o0 grupo DP.
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Figura 15: Gréficos de escores e loadings obtidos por PCA (A e B) e escores e VIP scores obtidos por
PLS-DA (C e D), respectivamente, para os compostos identificados a partir dos dados de GC-MS em
comparagdo com a biblioteca do equipamento (compatibilidade > 90%) para as amostras de suor coletados
em participantes com a DP (verde) e individuos do grupo controle (rosa) (n=14).
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Figura 16: Gréaficos de escores e loadings obtidos por PCA (A e B) e escores e VIP-scores
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obtidos por PLS-DA (C e D), respectivamente, para as proporcOes relativas dos picos
cromatograficos correspondentes aos compostos apontados como 0s mais relevantes na Figura 4

(VIP scores > 2.0) para a distingdo entre as amostras de suor coletados em participantes com a

DP (verde) e individuos do grupo controle (rosa) (n=14).
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Figura 17: Gréfico de proporc¢do relativa das areas dos picos cromatograficos correspondentes
aos compostos destacados por PLS-DA (Figura 4D, VIP scores > 2,0).
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6 DISCUSSAO

Na presente pesquisa, 0 foco foi a otimizacdo da técnica de coleta e analise de
amostras de sebo e suor, por meio de cromatografia gasosa hifenada a espectrometria de massas,
visando identificar compostos volateis organicos. Destacamos a importancia de ajustes
metodoldgicos para garantir concentracdes adequadas, alcancando uma taxa de identificacdo
acima de 90%. Destaques cruciais incluem a influéncia do acimulo de sebo e suor na pele,
indicando maior precisdo na identificacdo, e a eficacia da raspagem com uma espatula de metal
na coleta de sebo. No estudo conduzido por Trivedi et al. (2019), a coleta de sebo foi executada
utilizando uma gaze médica nas mesmas regides corporais que selecionamos para as coletas de
amostras em nossa pesquisa. Entretanto, na metodologia do grupo de Trivedi, as amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos e congeladas a -80°C, até 0 momento da analise. No nosso
contexto, a identificacdo da amostra ocorreu de maneira mais adequada quando acondicionamos
as amostras diretamente no vial do tipo CRIMP de headspace e, imediatamente apds a coleta,

estas foram analisadas, sem congelamento prévio.

A influéncia do horéario das coletas também foi evidenciada, com amostras coletas
no periodo vespertino apresentando concentracbes mais confidveis em comparagdo com as
amostras coletadas no periodo matutino, sugerindo maior producdo de sebo no periodo
vespertino. A escolha de objetos para coleta teve impacto nos resultados, destacando-se a
superioridade da haste flexivel de papel com pontas de algodao sobre a gaze médica. O estudo
de Trivedi e colaboradores (2019), ndo cita estes detalnes como periodo do dia e objetos

utilizados para a coleta, além da gaze médica.

A lavagem da seringa Hamilton entre analises foi crucial para evitar contaminagéo cruzadas
das amostras, garantindo sua integridade. O presente estudo buscou adaptar protocolos de analise
por cromatografia gasosa, levando em consideracdo as especificidades do equipamento
disponivel. Ao considerar o equipamento empregado pelos pesquisadores do Reino Unido, cujo
estudo serviu como base para o desenvolvimento da presente metodologia, identificamos uma
discrepancia em relacdo ao modelo disponivel em nosso laboratdrio de anélises. A necessidade
de adaptacOes revelou-se crucial, pois nos deparamos com a auséncia da capacidade de realizar

a pré-concentracao dos analitos, o que possivelmente, implicou na impossibilidade de isolamento
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de algumas moléculas em nossas analises. Ao contrario do equipamento citado no estudo do
Reino Unido (Trivedi et al., 2019), nosso dispositivo ndo permite a realizacdo automatica das
injecBes com amostras. Essa disparidade destaca a importancia das modificagdes implementadas

para viabilizar a aplicacdo bem-sucedida da metodologia em nosso contexto laboratorial.

Nas nossas analises de sebo e suor, foram identificados acidos que parecem ser comuns a
ambos 0s grupos, sugerindo que essas substancias podem ser recorrentes nos biofluidos humanos,
independentemente da condicdo clinica. Entre as diferencas observadas, destacam-se 0 metoxi-
fenil-oxima e o acido cis-vacénico, encontrados com alta prevaléncia no grupo DP, além de acidos
graxos como 0 &cido eicosanoico, que podem indicar alteracbes do metabolismo lipidico
associado a DP (Cassard; Honari; Tousi, 2024). No grupo controle, substancias como o acido
hexanoico apresentaram maior prevaléncia, sugerindo variacdes nas vias metabolicas entre os
grupos. Essas diferencas ressaltam a hipdtese de que possam ocorrer alteracdes no metabolismo

lipidico e respostas inflamatorias da DP.

Apos a etapa de identificacdo das substancias, buscamos aprofundar a interpretacdo dos
achados. Para isso, os dados foram submetidos a analises quimiométricas, onde as amostras de
sebo mostraram uma distin¢cdo mais clara entre os grupos DP e controle, com destaque para a
presenca marcante de oito compostos nos pacientes com a DP: &cido cis-vacénico, acido
eicosanoico, acido cis-10-heptadecenoico, &cido erucico, acido decenoico, &cido octanoico, acido
cis-13-eicosenoico, &cido 3,4-diidroxi-mandélico e metoxi-fenil-oxima. Em contraste, o acido
hexanoico foi o0 composto mais prevalente nas amostras de sebo do grupo controle. Além disso,
0 grupo controle apresentou uma maior uniformidade na composicdo sebacea (menor
variabilidade intragrupo), enquanto o grupo DP exibiu uma maior diversidade nas substancias

presentes no sebo.

Em relacdo as amostras de suor, as analises quimiomeétricas indicaram uma diferenca
menos pronunciada entre 0s grupos, em compara¢do com 0s resultados das amostras de sebo.
Dentre 0os compostos responsaveis pela distingdo entre os grupos DP e controle, a presenca de
sete compostos nos pacientes com a DP foi destacada para: metoxi-fenil-oxima, acido cis-
vacénico, acido eicosanoico, 4acido 3,4-diidroxi-mandélico, &cido heptanoico, acido

octadecenoico e acido ascorbico.

Um estudo indiano, investigou a unicidade do odor humano, analisando os compostos

quimicos presentes no suor axilar de 55 voluntarios saudaveis, com o objetivo de identificar os
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fatores que contribuem para os perfis olfativos individuais. As amostras foram coletadas ao longo
de um ano, abrangendo diferentes estagdes do ano, e analisadas por GC-MS. Foram identificados
78 compostos e a analise revelou que a unicidade do odor ndo depende da quantidade, mas da
presenca ou auséncia de certos compostos especificos, importantes na individualizacdo do cheiro
humano. Os principais compostos encontrados na maioria das pessoas no estudo incluem p-
benzoquinona, hidroquinona e hexadecano. Esses compostos foram encontrados com frequéncia
e consisténcia em diferentes individuos, independentemente de sexo, idade ou estacéo, indicando
seu papel na identificacdo do perfil olfativo Unico de cada pessoa. (Moulvi et al., 2018). Em nosso
estudo, buscamos identificar um padrdo, uma "assinatura™ de compostos quimicos volateis em
pessoas com e sem DP, e observamos que, assim como Moulvi e colaboradores (2018), parece

haver substancias comuns entre os individuos, independentemente de sua condicao de satde.

O estudo realizado por Trivedi et al., (2019) teve como objetivo investigar a relacdo entre
um possivel odor caracteristico da DP e as moléculas presentes no sebo de pessoas diagnosticadas
com a doenga, comparando-as com um grupo controle composto por individuos sem diagndstico
da DP. Para avaliar as diferencas nas substancias presentes nos dois grupos, 0s pesquisadores
adotaram duas abordagens principais: (1) uma pessoa com habilidade olfativa excepcional, a Sra.
Joy Milne, conhecida por sua capacidade aumentada de detectar odores (“super smeller”), que
classificou as amostras de forma cega, identificando aquelas que se assemelhavam ao odor
caracteristico da DP; e (2) a analise das amostras por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, com o intuito de comparar 0s grupos e correlacionar os resultados
obtidos por essa técnica com as classificacfes feitas pela Sra. Milne. Com base nesses métodos,
ainvestigacdo de Trivedi e colaboradores (2019) foi capaz de identificar trés possiveis substancias
biomarcadoras da DP — &cido hipurico, eicosano e octadecanal — que estavam positivamente

reguladas nos individuos com a doenca.

Mencionamos que o estudo Trivedi, associou o "odor da DP" a moléculas no sebo de
pessoas com a doenca, identificando possiveis biomarcadores, como acido hipdrico, eicosano e
octadecanal, regulados positivamente em individuos com DP. Em nossos achados observamos a
presenca de eicosano na amostra de dois participantes do grupo DP. Tanto os resultados de
Trivedi quanto 0s nossos, corroboram no sentido de que existem alteracdes fisiologicas que
resultam em aumento da oleosidade na pele de pessoas com a DP. Anteriormente, outros estudos
levantaram a hipdtese de que algumas substancias que sdo classificadas como metabdlitos

vegetais ou aditivos alimentares hidrofobicos semelhantes a lipidios, podem ser mais
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eficientemente capturados ou retidos na pele rica em sebo de individuos com DP. Da mesma
maneira, outras altera¢des cutaneas na DP foram observadas, e a dermatite seborreica (DS), em

particular, foi apontada como uma caracteristica pré-motora da DP. (Werner; Covefias, 2015).

Um estudo dinamarqués, relatou que pacientes com DP acometidos de DS apresentam
aumento de Malassezia spp, com maior densidade na pele e maior atividade de lipase
proporcionalmente exigida metabolicamente pela levedura. Este aumento na atividade da lipase
poderia estar correlacionado com o aumento da producéo de moléculas altamente lipofilicas, uma
vez que Malassezia spp necessita de lipidios exdgenos especificos para o crescimento. A
Malassezia spp refere-se a um grupo de leveduras que sdo normalmente encontradas na pele de
humanos e outros animais de sangue quente. Essas leveduras sdo parte da microbiota cutanea
normal. No entanto, em certas condi¢des, como a DS, o crescimento excessivo ou desequilibrio
dessa levedura pode ocorrer, contribuindo para problemas cutaneos, como descamacao e
inflamac&o. Essas leveduras desempenham um papel na degradacéo de lipidios presentes na pele,
e a atividade da lipase é um dos fatores relacionados a essas condi¢Ges cutaneas (Ravn et al.,
2017).

Mudancas no nivel do metabdlito sdo resultados naturais do inicio e prognoéstico de
muitas doencas e tais mudancas frequentemente aparecem em fluidos bioldgicos antes do
aparecimento de sintomas clinicos (Van; Veenstr; Issaq, 2011). Por isso, a identificacdo de novos
biomarcadores tem o potencial de aprimorar o entendimento das doengas humanas e, em ultima
instancia, poderia contribuir para a melhoria da qualidade de vida dos pacientes (Zhang et al.,
2012b). Nesse cenario, a metabolémica tem sido amplamente utilizada em pesquisas nas areas
de alimentos, plantas, microbios e medicina. Como os metabolitos in vivo, que sdo o foco da
metabol6mica, estdo localizados apds os processos centrais que regulam as funcdes bioldgicas,
a quantificacdo desses metabolitos pode proporcionar uma compreensdo mais detalhada das
atividades celulares. Além disso, acredita-se que as alteragdes nos metabdlitos in vivo reflitam

de maneira estreita as mudancas no fenétipo de um organismo (Tsuchida; Nakayama, 2022).

Desde que os primeiros registros da DP foram feitos em 1871, vérias incognitas foram
elucidadas a respeito dessa condicdo complexa e multifacetada. Abaixo, apresentamos alguns

pontos de destaque:
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(1) A DP é um distarbio neuroldgico que se manifesta pela degeneracdo dos neurénios
responsaveis pela producdo de dopamina no cérebro, resulta em sintomas motores, como

tremores, rigidez, lentiddo nos movimentos e problemas de equilibrio (Tolosa et al., 2021);

(2) Embora a causa especifica da DP ainda ndo seja completamente compreendida, supde-
se que seja influenciada por fatores genéticos, mudancas neurais relacionadas a idade e a presenga

de estruturas anormais denominadas corpos de Lewy (Tofaris, 2022);

(3) Diversos mecanismos estdo associados a DP, como estresse oxidativo,
comprometimento das mitocondrias, deformacéo de proteinas, excitotoxicidade, inflamacéo e

reacdes autoimunes (Kalia; Lang, 2015);

(4) O tratamento visa aliviar os sintomas por meio de medicamentos, incluindo levodopa
e agonistas da dopamina, além de intervencgdes cirlrgicas, como a estimulacédo cerebral profunda.
No entanto, essas abordagens ndo conseguem desacelerar ou deter a progressdao da doenca
(Caproni; Colosimo, 2020);

(5) Os diagnosticos clinicos continuam sendo a principal ferramenta diagnéstica da DP e
estudos demonstraram que quando realizados por médicos experientes, sua acuracia é de 83,9%.
Entretando, na maioria dos casos, 0s diagndsticos ocorrem em fases em que 0 comprometimento

neuronal ja é substancial (Hustad et al., 2018).

Até 0 momento, neste estudo, foram demonstradas algumas substancias que parecem ter
relevancia e podem ser candidatas a possiveis biomarcadores da DP, uUteis para colaborar com
um diagnéstico mais acurado e precoce. Bem como, foram desenvolvidas e testadas técnicas de
coleta de biofluidos, as analises e suas interpretacdes. Tais achados, corroboraram com o0s
resultados obtidos no estudo de Trivedi e colaboradores (2019), que investigou os metabolitos
volateis de amostras de sebo, obtidas de forma ndo invasiva da parte superior das costas de 64
participantes no total (21 controles e 43 individuos com DP). Como resultado o estudo foi capaz
de identificar uma assinatura distinta de DP associada a volateis, incluindo niveis alterados de

aldeido perilico e eicosano.

Da mesma forma que no nosso estudo e no estudo de Trivedi (2019), a analise da
composicao lipidica da pele foi realizada, indicando a possibilidade de altera¢cdes na composicao
e na secrecdo de sebo. Essa modificacdo pode influenciar a atividade microbiana na pele de

pacientes com DP, o que poderia impactar na composic¢ao da microflora cutanea. Essa alteracéo,
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por sua vez, pode levar a mudancas na producéo de alguns metabolitos. As varia¢cdes no odor em
pacientes com DP podem ser explicadas pelas potenciais alteragdes na microflora e na fisiologia
da pele, proporcionando uma perspectiva mais direcionada para a condi¢do da DP (Wikoff et al.,
2009).

No estudo de Sarkar et al. (2022), os pesquisadores utilizaram uma técnica para analisar
0 sebo coletado com swabs. Apds a coleta, o sebo foi aplicado em um papel especial, e entdo
empregaram a ionizacdo por spray, uma técnica que transforma as moléculas presentes no sebo
em ions carregados. Esses ions foram analisados por espectrometria de massas de mobilidade
ibnica (PS-IM-MS), que permite a identificacdo de diferentes tipos de moléculas no sebo com
base em sua massa e mobilidade ibnica. O objetivo era observar quais classes de lipidios no sebo
poderiam ser usadas para diagnosticar a DP, e os resultados indicaram uma predominancia de
triacilglicerideos e diglicerideos no sebo dos individuos com DP. Assim como observado em
nosso estudo, Sarkar e colaboradores (2022) destacaram um fator limitante para as analises
cromatograficas: o acumulo de sebo na pele do individuo, o que dificulta a identificacdo dos
compostos volateis, especialmente quando a quantidade de sebo é baixa. Outro ponto
convergente entre 0 nosso estudo e o estudo citado foi 0 momento da analise, onde os melhores

resultados foram obtidos com as analises realizadas logo ap0s a coleta.

Este estudo apresenta algumas limitagcdes que devem ser consideradas na interpretacéo
dos resultados. O tamanho amostral (n=14) pode limitar os achados, embora 0s métodos
quimiométricos utilizados tenham permitido identificar padrbes robustos. Além disso, ndo foi
possivel realizar uma comparacao dos resultados obtidos em diferentes estagios de progressdo
da DP, o que poderia fornecer informacgdes importantes sobre a evolucdo dos marcadores
analisados. Outro ponto relevante é a potencial influéncia da medicacdo utilizada pelos
participantes do grupo DP, como a levodopa, na composi¢do das amostras analisadas. N&o esta
claro se as substancias identificadas sdo decorrentes da prépria doenca ou de efeitos induzidos
pelo tratamento farmacologico. Por fim, vale destacar que todos os participantes do grupo DP
foram avaliados na fase "on", o que pode ter impacto sobre os resultados observados. Estudos
futuros que abordem essas questbes poderdo contribuir para uma compreensao mais ampla e

aprofundada dos achados apresentados.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo, foi possivel identificar possiveis biomarcadores da DP por meio da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. A metodologia de coleta de sebo e
suor foi desenvolvida e otimizada, permitindo a obtengdo de amostras de alta qualidade para
analise, com destaque para importancia do momento da coleta e da analise imediata das amostras,

0 que garantiu uma taxa de identificacdo satisfatoria.

Foi estabelecido um protocolo eficaz para a andlise dessas amostras, resultando na
identificacdo de 213 compostos organicos volateis. Dentre eles, destacaram-se no sebo o metoxi-
fenil-oxima, o acido cis-vacénico, o &cido eicosanoico, o cis-10-heptadecenoico e o &cido
erucico, 0s quais sugerem possiveis alteracdes no metabolismo lipidico associado a DP. Essas
substancias mostraram-se mais prevalentes no grupo de individuos com DP, apresentando
diferencas significativas em relacdo ao grupo controle. Quanto a identificacdo das amostras de
suor destacam-se algumas substéncias exclusivas no grupo DP e ausentes no grupo controle,
como o metoxi-fenil-oxima e o0 acido cis-vacénico, acido eicosanoico, acido heptanoico e o 3,4-

diidroxi-mandélico.

As analises quimiométricas permitiram diferenciar de forma clara as amostras de sebo e
suor entre 0s grupos com e sem a DP, destacando no sebo compostos especificos, como acido
eicosanoico, 0 acido cis-vacénico, o acido cis-10-heptadecenoico e o 4&cido erucico.
Adicionalmente, as amostras de sebo do grupo controle apresentaram maior homogeneidade
intragrupo, engquanto o grupo de pacientes com a DP revelou uma maior heterogeneidade na
composicdo sebacea. Quanto as amostras de suor, destacaram-se compostos como o acido
eicosanoico, o acido cis-vacénico e o acido ascorbico 2,6-dihexadecanoato. Essas substancias
apontam para potenciais biomarcadores que poderiam auxiliar no desenvolvimento de técnicas
para diagnéstico precoce. Assim, os resultados obtidos confirmaram a viabilidade de utilizar os
biofluidos como ferramentas para a identificacdo de biomarcadores coletados de forma néo
invasiva, abrindo novas perspectivas para outras pesquisas sobre biomarcadores da DP,

auxiliando no diagnostico precoce da doenca.
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Apresentagdo do Projeto:
Detecgao de moléculas marcadoras da doenga de Parkinsoen por meio da cromatografia gasosa

A doenca de Parkinson € caracterizada pela perda de neurnios da substancia negra, parte compacta, um

dos nlcleos da base do encéfalo, que, numa forma geral, se manifesta em tremor, rigidez e bradicinesia,
bem como depdsito de uma a proteina chamada -sinucleina em areas especificas do tronco cerebral,
medula espinhal & regides corticals, mas especialmente em neurdnios da substancia negra compacta.

Atualmente ndo se tem nenhum exame definitive que pode ser utilizado para confirmar a existéncia da
doenga em um paciente & os sintomas normalmente so comegam a

se manifestarquando mais da metade das células nervosas da substancia negra j@ morreram. Normalmente
o diagndstico & feito por meio dos achados clinicos da doenga, com base no histdrico médico e por meio dos
sinais e sintomas, exame fisico eneuroldgico. Além disso, normalmente o profissional de salde solicita
exames, como exames de sangue e ressondncia magnética, para fazer um diagndstico diferencial de outras

condiges que possam estar causando os sintomas. Assim,neste estudo nos propusemos a tentar detectar,

no suor, moléculas marcadoras da doenga de
Parkinson, por meio de cromatografia gasosa, procurando assim desenvolver uma metodologia de
diagnostico quimico para esta doenga.

Enderego: Cidade Universitdria - Campo Grande

Bairro: Caixa Postal 549 CEP: T9.070-110
UF: M5 Municipio: CAMPO GRAMDE
Telefone: (67)3345-7187 Fax: (67)3345-T187 E-mail: cepconep.propp@ufms.br

Piagina 01 de 04

86



™ UNIVERSIDADE FEDERAL DO
g \* MATO GROSSO DO SUL - w«p
T UFMS

Canlinuachs do Parecer 4 216 220

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Detecgdo de moléculas marcadoras da doenga de Parkinson por meio de cromatografia gasosa.

Objetivo Secundario:

Desenvolvimento de uma metodologia de coleta de suor em seres humanos, em quantidade suficiente para
andlise em cromatografia gasosa.

Estabelecimento de protocolo de anslise de moléculas do suor humano por meio de cromatografia gasosa.

Isolamento das principais moléculas

exaladas no suor de pessoas portadores ou ndo da doenga de Parkinson. Diferenciagao de moléculas
exaladas no suor de portadores de doenga de

Parkinson, que diferem daquelas exaladas de pessoas nao portadoras desta doenga.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Segundo o pesquisador:

Riscos:

Nao havera riscos aos pacientes com doenga de Parkinson, nem para aquelas pessoas que fardo parte do
grupo controle.

Beneficios:

Se confirmada a hipotese inicial, por meio desta metodologia sera possivel diferenciar doentes de Parkinson
& pessoas ndo portadoras desta

doenga, podendo inclusive ajudar no diagnostico precoce da doenga, uma vez que possivelmente estas
moléculas estejam sendo exaladas mesmo

antes dos primeiros sintomas da doenga se manifestarem.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante ao tema proposto

Consideragbes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
Todos os termos foram anexados e alterados seguindo as sugestSes anteriormente realizadas.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacges:
0 pesguisador adequou as sugestdes listadas anteriormente.

Enderego: Cidade Universitdria - Campo Grande

Bairro: Caixa Postal 549 CEP: 70.070-110
UF: M5 Municipio: CAMPO GRANDE
Telefone: (57)3345-T187 Fax: (E7)3345-T1E7 E-mail: cepconep.proppi@ufms.br

Pagina 02 de 04

87



88

iy\ UNIVERSIDADE FEDERAL DO
EZA MATO GROSSO DO SUL - W
NS UFMS

Continuacio do Parecer. 4 218.220

Investigador Projeto.pdf 01/11/2019 |CAVALHEIRO Aceito
12:58:39

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

CAMPO GRANDE, 17 de Agosto de 2020

Assinado por:
Fernando César de Carvalho Moraes
(Coordenador(a))
Enderego: Cidade Universitdria - Campo Grande
Bairro: Caixa Postal 549 CEP: 79.070-110

UF: MS Municipio: CAMPO GRANDE
Telefone: (67)3345-7187 Fax: (67)3345-7187 E-mail: cepconep.propp@ufms.br



89

ANEXO 2 - PUBLICACAO DE ARTIGO EM REVISTA

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

PublQed® | searcn |

Advanced User Guide
‘ Save H Email H Send to H Display options Tt ‘
> IntJ Mol Sci. 2024 May 10;25(10):5191. doi: 10.3390/ijms25105191. FULL TEXT LIMKS
- . . FULL TEXT
Effects of Intracerebral Aminophylline Dosing on St ueey
o . . ——
Catalepsy and Gait in an Animal Model of Fulltext PMC

Parkinson's Disease

ACTIONS
Erica de Moraes Santos Corréa 1, Gustavo Christofoletti 1, Albert Schiaveto de Souza ! m

Affiliations + expand
PMID: 38791229 PMCID: PMC11120906 DOI: 10.3390/ijms25105191 [ Collections



90

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Prezado (a) Senhor (a)

Esta pesquisa € sobre Detecciio de Moléculas Marcadoras da Doenca de
Parkinson por meio de Cromatografia Gasosa e esta sendo
desenvolvida por Erica de Moraes Santos Correa, do Programa de Pos
Graduagio em Sailde e Desenvolvimento da Regido Centro-Oeste da
Umniversidade Federal de Mato Grosso do Sul, sob a onentagio do Professor
Albert Schiaveto de Souza.

Os objetivos do estudo sdo:

* Coletar o suor por meio de um filme de almofada de absorcdo (PharmChek) que
sera colocada na superficie da pele (antebrago), que atua como um recipiente da
amostra.

* Depois de coletar as respectivas amostras de suor dos participantes, serfo

rotuladas e testadas usando a cromotogragia gasosa.

A finalidade deste trabalho € contribuir para deteccio de um possivel diagnostico precoce
da Doenca de Parkinson, uma vez que a doenga s6 € identificada quando a mesma ja se
apresenta em estado avancado, sendo assim um beneficio para o retardo dos sintomas da
doenga. Solicitamos a sua colaboragio para a coleta do suor durante 3 meses sendo a
coleta realizada uma vez ao més, como tambeém sua autorizagio para apresentar os
resultados deste estudo em eventos da area de saide e publicar em revista cientifica
nacional efou internacional. Por ocasio da publicagio dos resultados, seu nome serd

mantido em sigilo absoluto e ndo havera ressarcimento pela participagio do estudo.

Erica de Moraes Santos Albert Schiaveto de Souza
Correa Tel: (67)99215-8096
Tel: (67)98437-2191 Email: Email:
Erica.correaf@ufins.br albertssi@hotmail.com
CEP: 79070-900, Campo Grande CEP: 79070-900, Campo

- MS Grande - MS



Informamos que na fase de coleta de suor, uma estimulagdo elétrica ligeira sera usada
para induzir a sudorese. Isso pode causar uma leve sensacdo de formigamento ou calor,
mas os pesquisadores vdo monitorar os parametros do dispositivo elétrico , certificandose
de que a dosagem adequada seja aplicada para ndo incomodar ou causar uma experiéncia

desconfortavel do participante.

Esclarecemos que sua participagio no estudo € voluntaria e, portanto, o (a) senhor (a) ndo
€ obrigado (a) a fomecer as informagdes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pelo
Pesquisador (a). Ndo havera ressarcimento ou mesmo algum custo envolvido ao
participante da pesquisa, caso haja eventuais danos ao participante decorrentes da
pesquisa, o mesmo podera ser indenizado. Caso decida ndo participar do estudo, ou
resolver a qualquer momento desistir do mesmo, nido sofrera nenhum dano, nem havera
modificacdo na assisténcia que vem recebendo na Instituicdo (se for o caso). Os
pesquisadores estardo a sua disposicdo para qualquer esclarecimento que considere
necessario em qualquer etapa da pesquisa, assim como o Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos no campus da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
localizado na avenida Costa e Silva, s/n —Prédio das Pro-Reitorias, 1° andar — sala do
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos- CEP, Campo Grande-MS, pelo

numero de telefone do CEP 3345-7187, ou pelo e-mail: cepconep.propp(@ufms.br.

Erica de Moraes Santos Albert Schiaveto de Souza
Conea Tel: (67)99215-8096
Tel: (67)98437-9191 Email: Email:
Erica.correa@ufms.br albertss@hotmail.com
CEP: 79070-900, Campo Grande CEP: 79070-900, Campo
- MS

Grande - MS
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APENDICE B - TABELAS COM DADOS SUPLEMENTARES

Tabela 1: Substancias volateis identificadas pela CG-MS no sebo de participantes do grupo
controle e DP.

Substincias identificadas Grupo Grupo
Sebo Controle DP
n-7 (24) n-7 (94)
1-Tetradecanol 0 14
1,2-Benzenedicarboxylic acid 0 29
1,4-Dibutyl benzene-1,4-dicarboxylate 0 14
2-Decenal 14 43
2-Dodecenal 0 29
2-Heptenal (E}) 14 0
2-Hexadecenal 14 0
2-Methylpentadecanoic 14 0
2-Nonenal 14 14
2-Octenal 0 14
2-Pentanone 0 14
2-Tridecenal 14 14
2-Undecenal 29 14
2.4-Decadienal 14 29
2,4-Di-tert-butylphenol 14 43
2.4-Dodecadienal, (E, E) 14 0
2.4-Heptadienal 14 0
2.4-Nonadienal 14 0
2,6-Di-tert-butylphenol o 14
2,5-Di-tert-butylphenol 14 14
3.4-Dihydroxymandelic acid 0 7l
3.5-Di-tert-butylphenol 14 0
3.5-di-tert-Butyl-4-hydroxybenzaldehyde 29 14
6-Pentadecenoic acid 0 43
8.11-Octadecadienoic acid 0 14
9-Eicosenoic acid 0 14
10,13-Octadecadienoic acid 0 14
22-Tricosenoic acid 0 29
Acetic acid 29 14
Acetoina 14 0
Ammonium acetate 29 14
Ascorbic acid 2,6-dihexadecanoate a7 7l
Benzoic acid W] 14
Cis-10-Heptadecenoic acid 0 86
Cis-10-Nonadecenoic acid 0 a7
Cis-11-FEicosenoic acid 0 29
Cis-11,14-Eicosadienoic acid 14 29
Cis-13-Eicosenoic acid 0 7l



Cis-9-Octadecenoic acid

Cis-Vaceenic acid

Cyclopentadecanone, 2-hydroxy

Decanal

Decanoic acid
Dodecanal
Dodecanaoic acid
Docosanoic acid
Docosane
Dotriacontane, 1-iodo
Diphosphoric acid
Eicosane

Eicosanoic acid
Eicosenaic acid
Erucic acid

Glycidyl palmitate
Hexacosane
Hexadecanoic acid
Hexanoic acid
Hexatriacontane
Heptacosane
Heptadecanoic acid
Heptadecane 8-methyl
Heptanoic acid
Heneicosane
Hentriacontane
Linoelaidic acid
Linoleic acid

Methyl stearate
MNonacosane
MNonadecanoic acid
MNonanal
Monanedioic acid
MNonanoic acid
MNonacosane
Octacosane 2-methyl
Octanoic acid
Octadecanoic acid
Octadecadienoic acid
Octadecenoic acid
Oleic Acid
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43
100
a7

86
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43
14
14
14
29
100
14
86
14
14
100
29
14
14
43
14
a7
14
14
29
14

14
29

14
7l
14
14
86
100
a7
43
100
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Oxacycloheptadec-8-En-2-one
Oxime-, methoxy-phenyl
Palmitoleic acid
Pentacosane
Pentadecanoic acid
Pentanoic acid
Pentatriacontane
Phthalic acid

Silanediol
Sistigmasta-3,5-Dieno
Suberic acid monomethyl
Tetracosane
Tetradecanoic acid
Tetratriacontane
Tetratetracontane
Triacetin

Tridecanoic acid
Tricosane

Tritriacontane

Triacetin

Undecanal

Undecanoic acid
z-11-Pentadecenol
13-Docosenamida

29
7l
57
14
B6
14
14
29
7l

14
B6
14
14
14
86
14
14
14

=

29
14
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Tabela 2: Substancias volateis identificadas pela CG-MS no suor de participantes do grupo

controle e DP.

Substancias identificadas Grupo Grupo
Suor Controle Dp
n-7 (%) n-7 (%6)
13-Docosenamide 0 14
Silanediol 86 86
2-Decenal 14 57
Oxime-, methoxy-phenyl 0 100
2-Undecenal 0 57
2,4-Decadienal 0 43
Hexanoic acid 36 57
3,5-di-tert-Butyl-4-hydroxybenzaldehyde 0 29
Eicosanoic acid 0 86
Oleic Acid 57 100
Octadecadienocic acid 57 29
Cis-Vaccenic acid 0 100
2-Dodecenal 0 57
Octanoic acid 57 71
1.2-Benzenedicarboxylic acid 14 29
Hexadecanoic acid 100 86
Octadecanoic acid 71 86
3.4-Dihydroxymandelic acid 0 86
Heptanoic acid 0 86
Decanoic acid 57 29
Octadecenoic acid 100 29
MNonanoic acid 71 43
2-Pentanone 0 14
G-Methylheptanoic acid 0 14
Pentadecanoic acid 86 29
cis-11-Eicosenoic acid 0 57
Eicosane 0 14
Tetracosane 0 14
Pentacosane 0 14
Hexadecane 0 14
Acetic acid 29 14
Undecanoic acid 29 14
Dodecanoic acid 14 0
Tetradecanoic acid 57 29
Monanedioic acid 14 14



Pentanoic acid

Phthalic acid

2-Tridecenal

Z2-Nonenal

2-Tetradecenal
2.4-Dodecadienal
2.4-Monadienal
9-Octadecenamide
Ascorbic acid
B-Octadecenoic acid
Z-Pentanone
alpha-Hydroxyisobutyric acid
1.3-Dioxolane-2-methanol
Diacetamide
Z-Acetoxyisobutyryl chloride
monooxime

2-Octenal

9-Oxabicyclon nonane
Ammonium acetate
Trimethylsilyl fluoride
(E)-Tetradec-2-enal
1-Dodecens

Butanoic acid
Propanedioic acid
(E)-Hexadec-2-enal

2. 4-Undecadienal
Heptadecancic acid
Nonadecanoic acid
cis-13-Octadecenoic acid
cis-10-Monadecenoic acid
cis-10-Heptadecenoic acid
8.11-Octadecadiennic acid
6-Pentadecenoic acid
cis-13-Eicosenoic acid
Palmitoleic acid

Erucic acid
22-Tricosenoic acid
11,13-Eicosadiznoic acid
11-Eicosenic acid
Linozlaidic acid
Tridecanoic acid
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57
29
a7
57
29
14
43
14
86
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14
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43
43
14
29
43
43
43
29
14
14
14
14
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2-Methylpentadecanoic acid
cis-11,14-Eicosadienolc acld

MNonacesane
Hexacosane
Tetratetracontane
Heneicosane
Hexatrlacontane
Heptadecane
Heptacosane
Tetratrlacontane
Docosane
Tricosane
Tritriacontane
Hentriacontane
Octacosane
Pentatriacontane
Triacontane
Dotriacontane
Cyclopentadecanone
cis-9-Octadecenoic
n-Octadecanal
n-Monadecanol-1
n-Heptadecanol-1
Pentadecanal
Octane, 1,1-0xybis

2-Ethylhexyl salicylate
Octadecanoiz acid, methyl ester

Methyl isostearate
Methyl stearate

Methyl nonadecanoate
9-Octadecenoic acid, methyl ester
Oleic acid, methyl ester

Homosalate
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Tabela 3: Dados sobre o tempo de retencédo e proporcao relativa de potenciais biomarcadores volateis identificados
no sebo de participantes com a doenca de Parkinson (n-7), selecionados com base em analises quimiomeétricas.

Cis-vaccenic Ficosanoic cis-10- Erucic Octanoic Oxime-, Hexanoic 3 4-Dihydroxy cis-13-

Grupo acid acid Heptadecenoie acid acid methoxy- acid mandelic acid Eicosenoic

Dp Retent. Relat. Retent. Relat. Retent. Relat. Retent. Relat. Retent. Relat. Retent. Relat. Retent. Relat. Retent. Relat.  Retent.  Relat

time  prop  time  prop  time  prop  time  prop  time  prop  time  prop  time  prop  time  prop  time  prop

Pl 3246 5255 2903 100 3246 5255 3246 5255 0 0 17.13 1579 0 0 895 1276 3246 5255
P2 3249 7313 2904 9834 3249 713 3249 713 2048 1204 0 0 1931 B65 895 4901 3249 TiI3
P3 3250 7597 2905 100 3250 7597 3250 7597 2050 25.87 0 0 1692 1578 0 0 3250 75.97
P4 3250 100 2906 100 0 0 0 0 2050 2044 17.14 1831 0 0 897 3894 0 0

P3 3249 4830 2905 100 3249 100 3249 100 2048 1402 17.04 1402 0 0 899 1893 3249 4830
Po 3247 el42 2904 100 3247 6ld42 3247 6142 2048 1633 1713 1949 0 0 0 0 3247  6l42
P7 3247 5503 2903 100 3247 55.03 3247 5503 2047 1184 17.13 3418 0 0 894 1872 0 0

Tabela 4: Dados sobre o tempo de retencdo e proporcao relativa de potenciais biomarcadores volateis identificados
no sebo de participantes do grupo controle (n-7), selecionados com base em analises quimiométricas

Cis-vaccenic Eicosanoic cis-10- Erucic Octanoic Oxime-, Hexanoic 3, 4-Dihydroxy cis-13-

Grupo acid acid Heptadecenoic acid acid methoxy- acid mandelic acid Eicosenoic

Controle Retent. Relat. Retent. Relat. Retent. Relat. Retent. Relat. Retent. Relat. Retent. Relat. Retent. Relat. Retent. Relat. Retent. Relat.

time  prop  time  prop  tine  prop  time  prop  time  prop  time  prop  time  prop  tune  prop  time  prop

Cl 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 18.12 1782 0 0 0 0
c2 0 0 29.14 5281 0 0 0 0 0 0 0 0 18.13  12.06 0 0 0 0
C3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1811 31.54 0 0 0 0
C4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1813 1230 0 0 0 0
C3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ] 0 0 18.12  22.44 0 0 0 0
Co 0 0 0 0 0 0 0 0 2077 17.21 0 0 18.13 3112 0 0 0 0

C7 0 0 ] 0 0 0 0 0 0 0 0 ] 1812 24.14 ] 0 0 0
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Tabela 5: Dados sobre o tempo de retengéo e proporcao relativa de potenciais biomarcadores volateis identificados
no suor de participantes com a doenca de Parkinson (n-7), selecionados com base em analises quimiométricas.

Oxime-, Cis-vaccenic Eicosanoic 3.4-Dihydroxy Heptanoic Octadecenoic Ascorbic

Grupo D methoxy- phenyl acid acid mandelic acid acid acid acid

Retent. Relat. Retent. Relat.  Retent. Relat. Retent. Relat. Retent. Relat.  Retent. Relat.  Retent. Relat.

time prop time prop time prop time prop time prop time prop time prop

Pl 17.13 16.64 32.46 66.83 29.13 100 B94 6305 1812 17.63 0 0 29.13 100
P2 17.14 12.43 32.49 T0.84 29.15 8437 R95  S5R40 1814 1240 0 0 29.15  B4.37
P3 17.14 15.59 32.50 T287T 2915 100 B97 3043 IRI13 3475 32.50 712.87 0 0
P4 17.14 19.78 32.50 100 29.14 100 B96  40.15 0 0 0 0 29.14 100
P5 17.14 12.76 32.49 5886 29.14 100 BOR 7753 1813 1207 0 0 29.14 100
P& 17.13 10.17 32.49 64.10 2913 100 0 0 18.16  21.33 0 0 29.13 100
P7 17.13 21.39 32.47 54.17 0 0 94 2136 1817 1184 32.47 54.17 29.14 100
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Tabela 6: Dados sobre o tempo de retencéo e proporcao relativa de potenciais biomarcadores volateis identificados

no suor de participantes do grupo controle (n-7), selecionados com base em analises quimiomeétricas.

Oxime-, Cis-vaccenic Eicosanoie 3.4-Dihydroxy Heptanoic Octadecenoic Ascorbie
Grupo methoxy- phenyl acid acid mandelic acid acid acid acid
Controle Retent. Relat. Retent. Relat.  Retent. Relat. Retent. Relat. Retent. Relat.  Retent. Relat.  Retent. Relat.
time prop time prop time prop time prop time prop time prop time prop
Cl 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3246 66.83 0 0
c2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3249 70.84 0 0
C3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3248 T4.28 0 0
C4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 247 88.47 0 0
C3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3249 58.86 0 0
Co 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3249 o410 0 0
c7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3246 72.96 29.12 100




