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RESUMO

A ansiedade é um dos mais frequentes distlrbios do sistema nervoso central
(SNC). Esta desordem é considerada um significante problema de saude publica,
afetando um amplo segmento da populagdo e ocasionando grandes gastos
relacionados diretamente com os cuidados da doenca e hospitalizacbes ou,
indiretamente, como no caso de mortalidades e morbidades (DUPONT et al., 1996;
BALLENGER, 2000).

O estresse estd envolvido na etiologia de inumeras doengas, incluindo
transtornos psiquiatricos (depresséo, ansiedade, psicoses) (TSIGOS e CHROUSOS,
2002). Nele ocorre a ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (eixo HPA) que
desencadeia respostas mais lentas e prolongadas, desempenhando um papel crucial
na adaptacao do organismo ao estresse.

Recentemente, a industria farmacéutica tem investido na avaliacdo da utilizacao
de odores naturais no estado emocional humano, tal como calma, alerta e humor.
Oleos essenciais (OE) de diversas plantas tém sido estudados (WEBER e
HEUBERGER, 2008). As bases neurais para propriedades psicofarmacolégicas
desses Oleos volateis sdo conhecidas, visto que os receptores do olfato estao
diretamente ligados ao sistema limbico; o que justifica a associacdo de odores com a

emocao.

Através deste projeto pretende-se fazer uma avaliacdo psicofarmacoldgica e
psicologica em voluntarios humanos através dos sintomas dos estados de ansiedade
e estresse, visando auxiliar nos estudos da acdo ansiolitica e anti-estresse do OE
Citrus sinensis (L.) Osbeck e do OE Citrus aurantium Lineu absorvidos pela via

inalatoria.

Esta avaliacdo sera mediante testes psicolégicos - aplicacdo e analise do
Protocolo BAI, Inventario de Sintomas de Stress para Adultos de LIPP, Inventario de
Ansiedade Traco e Estado (IDATE), Escala de Afeto Positivo e Afeto Negativo
(PANAS), Questionario de Saude Geral de Goldberg (QSG) - bem como através de
coleta e analise no fluido oral dos horménios melatonina, cortisol, chromogranin A
(Cg A), testosterona, leptina, grelina, serotonina, prolactina, hormonio de
crescimento (GH), adreno corticotropina (ACTH), neuropéptido K (NPK), TNF alfa.
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1. INTRODUCAO E FUNDAMENTACAO TEORICA

O uso dos oleos essenciais (OE) fundamenta-se nas suas propriedades fisico-
quimicas, organolépticas (sabor e gosto) e aromaticas (nota perfumistica ou olfativa)
(FROCHOSO, 2004; BORRULL, 2012). Sdo empregados como aromas, fragrancias,
fixadores de fragrancias, em composi¢coes farmacéuticas e comercializados na sua
forma bruta ou beneficiada, fornecendo substancias purificadas como o limoneno,
citral, citronelal, eugenol, mentol, safrol, linalol (SILVA-SANTOS et al., 2006). Na
Gltima década, a industria farmacéutica tem investido na avaliacdo da utilizacdo de
odores naturais, como os OE, no estado emocional, tais como calma, alerta e humor
(WARRENBURG, 2005; MARTIN, 2006; PERRY e PERRY, 2006; EDRIS, 2007;
HOWARD et al., 2008; WEBER e HEUBERGER, 2008; HERZ, 2009; IBARRA et al.,
2010; CASES et al., 2011; KASPER, 2013; SAYEED et al., 2014). Muitas das bases
neurais para as propriedades psicofarmacoldgicas desses OE sdo conhecidas, visto
gue os receptores do olfato estdo diretamente ligados ao sistema limbico do SNC, o
que justifica a associacdo de odores com a emocao (BAGETTA et al., 2010;
HEUBERGER et al., 2010; UMEZU, 2006, 2012; HORII et al., 2013; LV et al., 2013).

Varios resultados de investigacdes indicam o potencial terapéutico de OE ou
isolados dos extratos destes. O OE obtido das cascas das frutas de C. aurantium
teve suas propriedades ansioliticas demonstradas (CARVALHO-FREITAS e COSTA,
2002; PULTRINI et al., 2006). Este OE é popularmente empregado para curar ou
aliviar insOnia, tratar nervosismo, ansiedade e histeria, e as flores séo utilizadas com
fins sedativos (SANTOS et al., 1988, SANGUINETTI, 1989, VASQUEZ et al., 1997;
LEHRNER et al., 2000, AKHLAGHI et al., 2011). Em camundongos, a inalacdo de OE
de lim&o, Citrus limon (KOMIYA et al.,, 2006), a administracdo do OE de Rosa
centifolia (UMEZU, 1999; UMEZU et al., 2002) e a administracdo de OE de Passiflora
incarnata (DHAWAN et al., 2001; MIRODDI et al., 2013) também demonstraram efeito
ansiolitico. GARGANO (2007) estudou os efeitos ansiolitico e sedativo dos OE das
cascas dos frutos de Citrus latifolia Tanaka (lim&o Tabhiti), Citrus reticulata Blanco

(tangerina) e Citrus aurantium em camundongos.

O OE de néroli, obtido por arraste de vapor das flores de Citrus aurantium,
cujos componentes majoritarios eram o limoneno (97,83%) e o mirceno (1,43%),

demonstrou ter efeito ansiolitico em animais gerbils (Meriones unguiculatus, também
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chamados de “ratos do deserto”), quando estes foram submetidos a sua inalagéo,
sendo que este efeito ansiolitico do OE néroli foi superior ao do medicamento
Xanax®, cujo principio ativo é o benzodiazepinico alprazolam (CHEN et al., 2008).
Relevantes também, foram os resultados obtidos por LEITE e colaboradores (2008),
relativos a diminuicdo da ansiedade em ratos submetidos a inalacdo do OE de Citrus

aurantium rico em limoneno e mirceno.

A acdo ansiolitica do OE de Citrus sinensis foi estudada mediante ensaios com
pacientes, que inalaram este aroma na ante-sala de consultorio dentario (LEHRNER
et al.,, 2000, 2005; KRITSIDIMA et al., 2010). LEHRNER e colaboradores (2005)
demonstraram que a inalacdo deste OE, com composicdo quimica de 95,3% de
limoneno e 1,88% de mirceno, provocou a reducdo da ansiedade, o aumento do
estado de alerta, o aumento do estado de calma e a melhoria do humor dos
pacientes. Tal constatacdo foi feita através dos testes psicolégicos de avaliacdo da
ansiedade ("State-Trait Anxiety Inventory"”, inventario do estado de ansiedade) e do
humor ("Mehrdimensionale Befindlichkeitsfragebogen", questionario multidimensional
de humor). GOES e colaboradores (2012) em experimentos com voluntarios humanos
que inalaram OE Citrus sinensis, com composi¢cdo quimica contendo 54,48% de
limoneno, constataram a diminuicdo do estado de ansiedade através de testes
fisioldégicos e psicologicos. FATURI e colaboradores (2010) em seus estudos com
ratos, obtiveram resultados de acdo ansiolitica apos a inalagdo do OE de Citrus
sinensis, contendo limoneno (97,66%), mirceno (1,11%) e linalol (0,28%), dentre os
seus componentes. LIMA e colaboradores (2013) direcionaram seus estudos para a
inalacéo do isbmero optico (R)-(+)-limoneno por camundongos, obtendo resultados da

acdo ansiolitica deste componente quimico presente no OE de Citrus sinensis.

A acéo ansiolitica do OE de Citrus sinensis, constatada atraves da redugéo do
nivel de Cortisol no fluido oral de criangcas em idades de 6 a 9 anos, foi estudada por
JAFARZADEH e colaboradores (2013), mediante a inalacdo deste OE. A composicao
quimica do OE estudado incluia 3% de mirceno, 92% de limoneno, além de linalol,

alfa-pineno, beta-pineno, ocimeno, geraniol e outros em menor percentagem.

O linalol encontra-se na composi¢cdo de muitos OE e tem sido amplamente
estudado. Ele pode estar presente em 0leos citricos, sendo que é um dos majoritarios
do oleo de lavanda. Varios estudos tém demonstrado em seus resultados os efeitos
do OE de lavanda (SHAW et al., 2007) e do linalol no SNC. Quando inalado, o linalol
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apresenta acdo ansiolitica, de alivio da tensdo emocional (YAMADA et al., 2005),
efeito sedativo e anticonvulsivante (LINCK et al., 2009). A acdo ansiolitica do linalol
também foi demonstrada pela administracdo tanto por via oral como por via
intraperitoneal em camundongos (ELISABETSKY et al., 1995; BARROS e
ELISABETSKY, 1996; ELISABETSKY et al., 1999; LINCK et al., 2010).

Em 2010, um laboratdrio da Alemanha registrou e lancou no mercado o
medicamento Silexan®, cuja composi¢do de cada capsula varia de 80 mg ou 160 mg
de OE de lavanda Lavandula officinalis, contendo como principais constituintes o
linalol e o acetato de linalila (Silexan®, register 2009). Os resultados das
investigacBes evidenciaram a agéo ansiolitica deste medicamento, ao ser ingerida 01
(uma) capsula diariamente por periodo de 14 dias consecutivos, demonstrando que
Silexan® é tdo eficaz quanto o benzodiazepinico lorazepam, em adultos com
desordem de ansiedade generalizada (WOELK e SCHLAFKE, 2010; KASPER, 2013).
No estudo de SCHUWALD e colaboradores. (2013) foi demonstrado que o Silexan®,
atua de forma semelhante ao medicamento pregabalina, inibindo o influxo de calcio
nos neurénios pré-sinapticos do hipocampo. Deste modo eles indicam seu uso clinico
por via oral para tratar ansiedade. A acdo ansiolitica do Silexan® ndo se caracteriza
como a acdo de um benzodiazepinico, o que pode explicar a auséncia de tolerancia,
dependéncia e sindrome de abstinéncia pelo OE de lavanda (SILENIEKS et al.,
2013). UEHLEKE e colaboradores (2012), em seus resultados, constataram a acéo do
Silexan® também em situacBes de estresse pds-traumatico, vindo ao encontro da
investigacdo de TODA e MORIMOTO (2008), relativa a reducdo do estresse em
voluntarios humanos quando submetidos a inalacdo do 6leo essencial de lavanda
(Lavandula officinalis). Uma das hipoteses do mecanismo da ag¢éao ansiolitica do OE
de Lavandula officinalis sustentam que este OE, através de seus componentes, € uma
potente droga ansiolitica, semelhante ao farmaco pregabalina, que reduz o influxo de
calcio nos terminais pre-sinapticos em neurdnios hiperexcitados, reduzindo desta
forma a liberacdo de neurotransmissores excitatorios, como o glutamato (SIMONNET,
2008; CARRASCO et al., 2013; CASTRO et al., 2013).

TODA e MORIMOTO (2008) constataram a reducao do estresse em voluntarios
humanos, através da medicdo do hormdnio Cortisol no fluido oral, quando estes
voluntarios foram submetidos a inalagcdo do OE de lavanda (Lavandula officinalis). O

estudo experimental submetia os voluntarios a uma situacdo de estresse e
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imediatamente apds, a inalagdo de um papel embebido com o OE durante 10 min.
Mesmo sugerindo a necessidade de aprofundamento nas investigacbes, 0s autores

concluiram que o OE de lavanda apresenta um efeito de alivio do estresse.

Os resultados de investigagdes mostram que alguns constituintes quimicos dos
OE possuem acao diferenciada de acordo com a sua quiralidade, ou seja, além da
sensibilidade olfativa de fragrancia diferenciada, os isdmeros Opticos atuam
distintamente em relacdo a ansiedade (PADRAYUTTAWAT et al.,, 1997; SMITH,
2009). NOLDNER e colaboradores (2011) atribuem a acdo terapéutica do
medicamento ansiolitico Silexan®, aos componentes quirais (R)-(-)-linalol e (R)-(-)-
acetato de linalila, presentes majoritariamente no OE de lavanda (Lavandula

angustifolia, sindbnimo de Lavandula officinalis).

Os efeitos fisiol6gicos da inalacdo dos isdmeros quirais (R)-(-)-linalol e (S)-(+)-
linalol, separadamente, foram estudados por HOFERL e colaboradores (2006) através
dos parametros de avaliacdo do estresse. O estudo submeteu voluntarios humanos a
estes componentes em concentracdo inferior ao limite de deteccdo olfativa no ar
inspirado, assim eles ndo percebiam o que estavam inalando. Durante a sesséo de
teste, os voluntarios ndo foram informados sobre qual dos componentes e em que
momento estavam sendo expostos a eles, evitando assim influéncias subjetivas de
suas expectativas. Os resultados indicaram claramente que ambos os isébmeros
exercem efeitos no sistema endécrino, com a reducao do nivel do COR no fluido oral,
demonstrando um relaxamento. Neste estudo o isémero (S)-(+)-linalol demonstrou ser
um agende ativador, quando avaliado frente a atividade eletrodérmica, aumentando o
estado de alerta; e o isdmero (R)-(-)-linalol demonstrou ser um agente de
relaxamento, quando avaliado frente a frequéncia cardiaca, provocando o alivio do
estresse. Em outros estudos CHIOCA e colaboradores (2013a, 2013b) observaram o
efeito ansiolitico do OE de Lavandula angustifolia, rico em linalol e acetato de linalila,
mesmo em camundongos com anosmia, ou seja, sem a percepcao olfativa, levando a

conclusdo de que sua acgéo da-se sem levar em conta a sensagado aroméatica.

NAKAMURA e colaboradores (2009) em relagdo ao (R)-(-)-linalol, e
YAMAMOTO e colaboradores (2013) em relacédo ao (S)-linalol, avaliaram o efeito da
sua inalacdo em ratos submetidos ao estresse por isolamento durante 2 hs.
Constataram  alteracbes de  parametros hormonais  (corticosterona e
adrenocorticotrofico), sanguineos (glébulos brancos, neutrdfilos, linfécitos) e de genes
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ligados ao estresse, indicando sua diminui¢céo, entretando em ambos os estudos néo

foi detectado a reducéo do nivel da Corticosterona plasmatica.

LIMA e colaboradores (2013) sugerem que o isdmero quiral (R)-(+)-limoneno
pode ser utilizado, através da inalagdo, como agende ansiolitico em camundongos.
HEUBERGER e colaboradores (2001) demonstraram, através dos resultados dos
testes em humanos, que tanto a inalacdo do (R)-(+)-limoneno como do (S)-(-)-
limoneno provocam um leve aumento da pressao arterial sistélica, contudo somente o
(R)-(+)-limoneno alterou o estado de alerta e de humor, o que foi atribuido também ao
seu aroma agradavel, segundo o critério de avaliacdo dos voluntarios submetidos ao

estudo.

A busca do mecanismo neurolégico desta acdo esta em investigacdo, sendo
gue os efeitos ansioliticos poderiam ser devido a uma interacdo dos componentes do
OE atuando em diferentes sistemas de neurotransmissores (BRADLEY et al., 2007).
BAGETTA e colaboradores (2010) estudaram neurofarmacologicamente a agcdo do
OE de bergamota (Citrus bergamia Risso0) nos sintomas de ansiedade induzida por
estresse, transtornos leves de humor e dor do cancer. Eles constataram que este OE
€ capaz de interferir no hipocampo dos mamiferos, na plasticidade sinaptica normal e
patologica. A neuroprotecdo foi observada no decurso de uma isquemia cerebral e
dor. Estes autores associam estes efeitos aos componentes do OE, entre eles o
linalol e 0 acetato de linalila. BASTARD e TIRAN (2009) relatam que a ansiedade pré-
natal tem sido associada a alteracBes no eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal materno,
podendo afetar o desenvolvimento fetal e psicolégico da crianca. Os tratamentos
convencionais sdo baseados em técnicas de psicoterapia e medicamentos
psicoativos, sendo que os medicamentos ansioliticos benzodiazepinicos foram
encontrados no leite materno, e foram associados a sedacédo e a hipotermia de bebés.
Os autores sugerem a utilizacdo dos OE, atraves da inalacdo e massagem, 0s quais
demonstraram resultados de melhora significativa na reducédo da ansiedade. Outra
vantagem é que as parturientes ndo veem na utilizagdo dos OE, o estigma negativo

associado as drogas psicoativas.

WOLFFENBUTTEL (2014) demonstrou a ac¢éo ansiolitica e sedativa do OE de

Citrus sinensis rico em (R)-(+)-limoneno através da inalagdo por camundongos.

Varios ensaios experimentais em voluntarios humanos geraram resultados
significativos em relagéo a diminuir os sintomas de ansiedade, estresse e em gerar

8
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sensacdo de bem-estar. Na Tabela 1 apresentamos uma breve revisdo destas
publicacdes, as quais utilizaram OE de Citrus, seus componentes linalol e limoneno,

Lavandula officinalis rica em linalol, em voluntarios humanos.
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Tabela 1 - Revisado bibliografica das acfes psicofarmacoldgicas atribuidas aos OE Citrus, Lavandula officinalis (rica em
linalol e acetato de linalila) e componentes linalol e imoneno em humanos.

RESULTADO tempo de voluntarios humanos
aplicacéo exposicao instrumentos de avaliagéo referéncia
OE ou componente (avaliagdo do ensaio) controle (incluindo grupo teste e bibliogréafica
(detalhes) ao OE grupo controle) (testes)
Citrus limonum,
Citrus reticulata, POSITIVO inalagéo, 8058 voluntarias mulheres
Lavandula officinalis massagem corporal, em idade e condicdes de
e outros (bem estar) solugéo quente para imersao dos pés variado nao especificado parturientes (duragado do guestionario BURNS et al., 2000
estudo: 8 anos)
NEGATIVO,
sem significancia inalagéo
bergamota, (mistura dos OE em 6leo vegetal de soja) néo especificado ndo especificado 66 mulheres esperando por escala verbal de ansiedade WIEBE, 2000
outros (ansiedade) aborto cirlrgico 0-10

(R)-(+)-limoneno
e

POSITIVO

questionario; pressao
sanguinea, temperatura da

(S)-(-)-limoneno (acédo no SNC: inalagéo isdbmeros da 10 mulheres e 10 homens pele; oxigénio sanguineo,
bem estar emocional 3 se¢bes de 30 min carvona atividade eletrodérmica; taxa de  HEUBERGER et al.,
(separadamente) e mental) (vaporizagdo de 500 mg de limoneno/voluntario) pulso, taxa de respiracéo 2001
questionarios: SPHERE
NEGATIVO, (Somatic and Psychological
sem significancia inalagéo 313 pacientes Health Report); GHQ (General
Health Questionnaire); SOFA GRAHAM et al.,
Lavanda e Bergamota (ansiedade) (3 gotas da mistura de OE em mascara sobre o 15 a 20 min ndo especificado (33 2 90 anos) (Symptoms of Fatigue and 2003
nariz e boca, durante as secdes de radioterapia) Anergia)
POSITIVO aroma agradavel
Lavandula officinalis inalagéo 10 min de perfume 73 voluntéarios Profile of Mood States; BURNETT
e outro (ansiedade) (aromatizagéo) sintético (18 a 31 anos) parametros fisiolégicos etal., 2004
Montgomery-Asberg
POSITIVO Depression Rating Scale
Citrus limon, massagem (MADRS); Tyrer Brief Anxiety
Citrus bergamia, (ansiedade e 40 min/15 dias/12 Scale (TBAS); questionario
Lavandula officinalis e depresséo) (4 gotas do OE diluido em 15mL de 6leo vegetal) semanas ndo especificado 32 pacientes Hospital Depression Anxiety LEMON, 2004

outros

Scale (HADS)

Lavandula officinalis

Parcialmente
POSITIVO

(ansiedade,
depressao, qualidade
do sono, qualidade de

massagem

(solugéo do OE a 1% com dleo vegetal de
amendoa, 4 semanas consecutivas)

30 min/1x semana

ndo especificado

42 pacientes com
diagndstico de cancer

VAS e Modified Tursky Pain
Descriptors; Verran and Snyder-
Halpern (VSH); Hospital Anxiety

and Depression (HAD);

Rotterdam Symptom Checklist SODEN et al., 2004

vida) (RSCL).
POSITIVO inalagao 11 horas 200 pacientes ansiedade (State-Trait Anxiety
Citrus sinensis (18-77 anos); Inventory, STAI); humor, calma, LEHRNER
e (ansiedade e humor)  (vaporizacao através de difusor elétrico, em sala de (7h30min- ndo especificado duragao do estudo: 15 alerta (Mehrdimensionale et al., 2005
Lanvandula officinalis 16m?, cada OE separadamente) 18h30min) meses Befindlichkeitsfragebogen,

MDBF)

10



Tabela 1 - continuacéo

RESULTADO tempo de voluntarios humanos
aplicacéo exposicao instrumentos de avaliagéo referéncia
OE ou componente (avaliagdo do ensaio) controle (incluindo grupo teste e bibliogréafica
(detalhes) ao OE grupo controle) (testes)
inalagéo
(R)-(-)-linalol POSITIVO cortisol salivar, pressdo
e em concentracdo 100 menor que o limite da 4 homens e 4 mulheres por sanguinea, batimentos
(S)-(+)-linalol (estresse) sensibilidade olfativa para cada um dos isdbmeros 90 min ar atmosférico grupo cardiacos, atividade HOFERL et al., 2006
(vaporizagéo) (total de 24 voluntarios) eletrodérmica
(separadamente)
Citrus aurantium (neroli) POSITIVO Maternity Blues Scale; State-
e massagem Trait Anxiety Inventory; Profile
Lavandula officinalis (ansiedade) (solugdo com ¢6leo vegetal contendo 0,5% de 30 min néo especificado 36 mulheres of Mood States (POMS); IMURA et al., 2006
(lavanda) mistura dos OE de neroli e lavanda) Feeling toward Baby Scale

NEGATIVO,
sem significancia

Lavandula officinalis (ansiedade)

inalagéo

(vaporizagdo através de difusor elétrico, em sala de
16m°, cada OE separadamente)

ndo especificado

nao especificado

118 pacientes a espera dos
exames de colonoscopia e
esofagogastroduodenoscopia

State Trait Anxiety Inventory
(STAI)

MUZZARELLI et al.,
2006

massagem

Citrus limon, POSITIVO (mistura dos OE diluidos em 6leo vegetal de jojoba medi¢do da presséo sanguinea;
Lavandula officinalis e a 3% vlv, por 2 periodos de 3 semanas 36 voluntarias mulheres Spielberg’s State-Trait Anxiety
outros (ansiedade e consecutivas com massagem+1 semana sem 20min/3x semana ndo especificado idosas (65-85 anos) Inventory (STAI)-X1; Rosenberg RHO et al., 2006
bem estar) massagem) Self-Esteem Scale (RSE)
POSITIVO
Inalagéo ndo especificado 95 estudantes guestionario e STAI (State Trait KUTLU et al., 2008

incenso de lavanda (ansiedade) (10 incensos, sala com area de 165.93 m3) 60 min Anxiety Inventory)
POSITIVO cortisol e chromogranin A
Inalagédo 30 voluntérios (CgA) salivar; visual analog TODA e
Lavandula officinalis (estresse) (papel umedecido com 150pL de OE) 10 min ndo especificado (21 a 26 anos) scale; Uchida—Kraepelin test MORIMOTO, 2008
Parcialmente
Citrus sinensis, POSITIVO massagem State Anxiety Inventory (SAl);
Lavandula officinalis Visual Analog Scale; Face
e outros (ansiedade) (mistura dos 3 OE na proporgéo 2:1:1 em solugéo 45 min ndo especificado 13 voluntarios Scale (humor); cortisol salivar; TAKEDA et al., 2008
1% com o6leo vegetal Macadamia integrifolia) imunoglobulina A salivar;
Parcialmente inalagao STAI (State Trait Anxiety
Lavandula officinalis, POSITIVO Inventory); parametros
bergamota, (trés difusores elétricos, em sala de 193 cm3, 46 voluntarios estudantes de fisiolégicos; VAS (visual
outros (ansiedade e contendo 1 gota de cada OE diluido em 100ml de nao especificado enfermagem analogue scale) = resposta a KIM et al., 2010
estresse) agua destilada) 60 min questionario com escala

11



Tabela 1 - continuacéo

RESULTADO tempo de voluntarios humanos
aplicacéo exposicao instrumentos de avaliagao referéncia
OE ou componente (avaliagéo do ensaio) controle (incluindo grupo teste e bibliografica
(detalhes) ao OE grupo controle) (testes)
Hamilton Anxiety Rating Scale
(HAM-A-totalscore); SAS (Self—
rating Anxiety Scale), PSWQ-
POSITIVO ingestéo oral PW (Penn State Worry
Lavandula officinalis 78 pacientes Questionnaire), SF 36 Health WOELK e

(ansiedade)

1x dia/6 semanas
(capsula de Silexan®, contendo 80 mg de OE)

Lorazepan (i.p.)

(18 a 65 anos)

survey Questionnaire and
Clinical Global Impressions of
severity of disorder (CGI)

SCHLAFKE, 2010

POSITIVO inalagao
(vaporizagdo através de difusor elétrico, 2 mL de 30 criancas (6-9 anos) em cortisol salivar e pressao JAFARZADEH
Citrus sinensis (ansiedade) OE em sala 10m2) 1h ndo especificado tratamento dentario sanguinea etal., 2013
POSITIVO inalagéo
Citrus bergamia State Trait Anxiety Inventory
(bergamota) (ansiedade) (sala aromatizada) 30 min ndo especificado 109 pacientes (STAI) Nl et al., 2013

12
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1.1. O Estado Emocional de Ansiedade e o Hormdnio Metalonina (MEL)

A ansiedade pode ser definida como "o estado de tenséo, apreensao, vago ou
difuso, na maioria das vezes acompanhado por sensacdes fisioldgicas
desconfortaveis, como aumento da frequéncia cardiaca, aumento da presséo
arterial, entre outros. E estimulada a partir de situacdes que sinalizem

potencialmente um perigo, levando a inquieta¢éo” (BRANDAO, 2004).

A ansiedade é uma patologia de ordem da salude mental que causa
sofrimento e elevados custos para a sociedade (DUPONT et al, 1996;
BALLENGER, 2000; JAMES et al., 2013). Quanto ao seu tratamento, durante muitos
anos os benzodiazepinico foram os farmacos de escolha, pois séo eficazes no
controle de seus sintomas e apresentam a vantagem de oferecerem alivio num curto
espaco de tempo; entretanto, mesmo 0 uso em curto prazo tem sido associado a
efeitos adversos importantes, tais como sedagdo, comprometimento psicomotor,
amnésia anterégrada (incapacidade de formar lembrancas de fatos recentes) e
ainda dependéncia, caracterizada pela presenca de sindrome de abstinéncia e
tolerancia (BUFFET-JERROT et al., 1998; SCHMITT e KAPCZINSKI, 2004;
SADOCK et al., 2005). Atualmente, as ferramentas terapéuticas disponiveis para
tratar ansiedade apresentam efeitos colaterais importantes ou ndo sao eficazes para
parte dos pacientes (BALLENGER, 2000; WOELK e SCHLAFKE, 2010), portanto a
avaliacdo de novos compostos com potencial atividade ansiolitica pode trazer novas
alternativas de tratamento mais eficazes e seguras, uma vez que cerca de 43% dos
pacientes que apresentam transtornos da ansiedade usam algum tipo de terapéutica
complementar (ERNST, 2006).

Varios mecanismos neuroldgicos e hormonais sdo associados a ansiedade,
dentre eles a produgdo enddgena de MEL que é uma substancia secretada pela
glandula pineal. Esta glandula localiza-se no cérebro, na area imediatamente rostral
ao coliculo superior, no teto do terceiro ventriculo e esta envolvida na transduc¢éo, ou
conversao, do sinal da informagdo ambiental para o sistema neuroenddécrino (AFIFI
e BERGMAN, 2008). A glandula pineal secreta as aminas biogénicas serotonina,
noradrenalina e MEL. A MEL ¢€ sintetizada a partir da serotonina em um modo
ritmico, que flutua com o ciclo diario de luz, sendo liberada na corrente sanguinea.

Deste modo, sua producdo sofre uma variagdo ritmica ao longo do dia, por isto é
13
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considerada um marcador do ciclo circadiano (LEWY et al., 1999; ARENDT et al.,
2005; KLERMAN, 2005; PANDI-PERUMAL e CARDINALI, 2007; AFIFI e
BERGMAN, 2008; SOUSA NETO e CASTRO, 2008; BEDROSIAN et al., 2013; KIM
et al.,, 2013). Ela age através da ativagdo de receptores especificos, sendo que
inimeros dados demonstram outras fungdes neuroenddcrinas, além do ritmo noite-
dia. Embora a MEL né&o possa ser denominada de horménio do bem-estar, estudos
demonstram que sua atividade esta relacionada com inimeras funcdes ligadas a
sensacdo de bem-estar, humor e salde neuropsiquica tais como suas atividades
ansiolitica, antidepressiva, estabilizadora de humor e sedativa (KOOP et al., 2000;
FONSECA e PORTO, 2004; POYARES et al., 2005; GUENOLE et al., 2011; REITER
et al., 2009; HANSEN et al.,, 2014), além da acdo de controle neuroenddcrino
(ESQUIFINO et al., 2007; LUGO et al., 2010; ETAIN et al., 2011; LUGO, 2011; KIM
et al., 2013). Os estudos na area da saude mental seguem investigando a MEL, pois
verifica-se a alteracdo de sua secrecdo ritmica em quase todas as patologias
psiquicas de transtorno afetivo sazonal, depressdo unipolar, desordem bipolar,
comportamento suicida, bulimia, anorexia, esquizofrenia, desordem do panico e
desordem obsessiva compulsiva (PACCHIEROTTI et al.,, 2001; CUESTA et al.,
2013).

Estudos apontam também a atuacdo da MEL na melhora de estados de
depressao leve induzidos por estresse crénico (DETANICO et al., 2009; TAN et al.,
2013). Estes resultados indicam que a MEL: (a) In vitro, aumenta o nUmero de novos
neurénios derivados de células neuronais do hipocampo do adulto; (b) In vitro,
aumenta a sobrevivéncia de células progenitoras neurais e neurénios imaturos pos-
mitéticas. Sugerem que a MEL administrada por meio do seu receptor, pode
modular a sobrevivéncia dos neurdnios recém-nascidos no hipocampo de adultos,
tornando-se a primeira substancia exdgena com tal especificidade (MIRICK e
DAVIS, 2008; KELLEHER et al.,, 2014). Este efeito neuroprotetor estd sendo
estudado com resultados positivos em patologias de desordem neurodegenerativa,
como a Doenca de Alzheimer (HOPPE, 2009), Doenca de Parkinson (BASSANI,
2013), cardioprotetor e hepatoprotetor (SANTOS, 2010). KONRATH e colaboradores
(2005), demonstraram que a MEL pode atuar no pré-operatorio e no pos-operatorio
devido as suas propriedades analgésicas e antiinflamatérias, e também no
tratamento da insénia (ZHDANOVA et al., 2001).
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Em relacdo a toxicidade, a utilizacdo de MEL exdgena sugere efeitos
antioxidante, aterogénico, atéxico, ndo-mutagénico (ANISIMOV, 2003). Outro estudo
demonstra que o pré-tratamento com MEL impede a toxicidade induzida na
espermatogénese, o que poderia ser usado conjuntamente como suplemento para
proteger as pessoas submetidas a quimioterapia, protengendo-as dos efeitos
colaterais de toxicidade reprodutiva (CHABRA et al., 2014).

Na Figura 1 apresentamos a via neural, que transmite a informacdo da luz
exterior para a glandula pineal (a) e também a visualizacdo da anatomia cerebral

com a localizacéo da glandula pineal e a secre¢édo da MEL no sangue (b).

15
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(b)

Mecanismo de estimulacdo da secrecdo de melatonina.

Figura 1 - (a) Representacdo esquematica dos vérios estimulos sofridos pela
glandula pineal, com destaque a via do estimulo luminoso através da retina
(Adaptado de SIMONNEAUX e RIBELAYGA, 2003); (b) Localizacdo cerebral da
glandula pineal e sua estimulagdo via luz-retina produzindo e liberando a MEL no
sangue
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Na Figura 2, apresentamos de forma esquemaética a rota de biotransformacao
da MEL a partir do triptofano, chegando a serotonina e entdo a MEL, com as suas

respectivas estruturas quimicas.
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Figura 2 - (a) rota de biotransformacéo do triptofano, via serotonina, a MEL contendo
as enzimas envolvidas; (b) rota simplificada (Adaptado de MAGANHIN et al., 2008).

A MEL é sintetizada a partir do aminoacido triptofano. A enzima triptofano
hidroxilase (TH) converte o triptofano, ativamente transportado através da
membrana celular, em 5-hidroxitriptofano (5-HTP). Na pineal, esta etapa seria o fator
limitante na biossintese de serotonina. A 5-hidroxitriptofano descarboxilase (5-
HTPD) remove o grupo alfa-carboxil terminal do 5-HTP e o transforma em serotonina
(5-hidroxitriptamina). A N-acetiltransferase (NAT) catalisa a transferéncia do grupo
acetil para a serotonina a partir do acetil-CoA, resultando na formacédo da N-
acetilserotonina (NAS). A enzima hidroxindol-O-metiltransferase (HIOMT) catalisa a

reacao de conversao do NAS em MEL (N-acetil-metoxitriptamina). Esta enzima seria
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o fator limitante na producdo da MEL. Nesta rota de biossintese da melatonina, a
sintese da serotonina a partir do triptofano é estimulada pela luz, no entanto a
atividade da enzima N-acetiltransferase (NAT) é estimulada pela auséncia de luz, o
escuro (REITER, 1991; BOUTIN et al.,, 2005; PANDI-PERUMAL et al.,, 2006;
MAGANHIN et al., 2008).

Nos humanos, a producdo enddégena de MEL atinge o seu valor plasmatico
maximo entre 02:00 h - 03:00 h (da madrugada), declinando ao longo do dia
(MOCCHEGIANI et al., 1998; SIMONNEAUX e RIBELAYGA, 2003; CORBALAN-
TUTAU et al., 2014).

1.2. O Estado Emocional de Estresse e o Horménio Cortisol (COR)

O estresse € um estado emocional que pode ser definido por: "situagées onde
as exigéncias excedem a capacidade adaptativa de um organismo, gerando
mudancas psicologicas e biolégicas, o que por sua vez, aumenta o risco do

desenvolvimento de um estado de doenca" (COHEN et al., 1997).

O estresse é considerado uma patologia da area da saude mental com
significativa importancia (SOARES e ALVES, 2006). No estresse, neurdnios do
nucleo paraventricular (PVN) do hipotalamo secretam o horménio liberador de
corticotropina (CRH). A CRH estimula a sintese e liberacdo do hormoénio
adrenocorticotrofico (ACTH) na glandula hipéfise (pituitaria) anterior, além de outros
neurohorménios e peptideos cerebrais, como beta-endorfinas e prolactina. O ACTH
age na glandula adrenal, localizada na parte superior dos rins, desencadeando a
sintese e a secrecao de glicocorticéides (principalmente o COR em humanos) pelo
cortex da supra-renal (TSIGOS e CHROUSOS, 2002; CARRASCO e VAN DE KAR,
2003; ALGHASHAM e RASHEED, 2014). Na Figura 3 apresentamos uma ilustragao
dos orgaos envolvidos na producdo do COR, onde o sistema HPA (eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenal) regula a secrecdo de COR / CORT da glandula adrenal como uma
resposta fisiologica ao estresse (NICOLAU, 2010). Desta forma o COR é
considerado um hormdnio marcador do estado de estresse, sendo avaliado no fluido
oral, soro e plasma, em voluntarios humanos, em investigacdes que o relacionam

com a qualidade do sono e comportamentos em criangas (KIRSCHBAUM et al.,

18



1 1993; KELLER, 2006; HELLHAMMER et al., 2009; SCHER et al., 2010) e em
2 animais apés ensaios de estresse cronico ou agudo (SUTOH et al., 2013;
3 BERGAMINI et al., 2014).

Hipdfise
anterior

5
Glandula 7 % }
adrenal S _

Cortisol / Corticosterona (roedores)

Mudangas fisiolégicas
de apoio a resposta
de luta-ou-fuga

4

5 Figura 3 - llustracdo dos 6rgaos envolvidos e 0 mecanismo simplificado da producéo
6 do hormdnio COR (Adaptado de NICOLAU, 2010).

-,

8 Na Figura 4 apresentamos de forma esquematica a biotransformacdo do COR
9 e a Corticosterona (CORT) em humanos e em roedores e suas estruturas quimicas.
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Figura 4 - Rota de sintese dos horménios esterdides COR e CORT produzidos pelas
glandulas adrenais em humanos e em roedores, respectivamente (Adaptado de
KOSIR et al., 2012).

O COR também apresenta variagcdo de concentracdo plasmatica de acordo
com a hora do dia, podendo ser usada como marcador do ciclo circadiano
(KLERMAN, 2005; PEREIRA et al., 2009; CORBALAN-TUTAU et al., 2014).

1.3. Inter-relacdes hormonais

Indmeros sé@o os estudos que procuram esclarecer a inter-relacdo entre os
hormdnios que possuem ligacdo com o ciclo circadiano, pois estes estado interligados
de uma forma harmoénica e estavel, bem como as suas influéncias nos aspectos
psiquiatricos e psicologicos no ser humano (DOBROW et al., 2002; JURUENA et al.,
2007; SUGIMOTO et al., 2009). Deste modo as suas alteracdes e variagbes afetam
0 organismo como um todo, incluindo o desequilibrio que leva a obesidade. Alguns
destes hormonios e transmissores sao: melatonina, cortisol, cromogranina A (Cg A),
testosterona, leptina, grelina, serotonina, prolactina, horménio de crescimento
(GH), adrenocorticotropina, (ACTH), neuropéptido K (NPK), fatores de necrose
tumoral alfa (TNF a), interleucina 2 (IL 2), interleucina 6 (IL 6), interleucina 10 (IL
10) (PURNELL et al., 2004; ELLENBERG et al.,, 2006; SCHMID et al., 2006;
ESQUIFINO et al.,, 2007; CANO et al., 2008; CANO et al., 2009; ALLISON et al.,
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2007; CANO et al., 2010; LORDELO et al., 2007; LUGO et al., 2010; LUGO, 2011;
GUPTA et al., 2014).

Na Figura 5 apresentamos de uma forma esquematica a relacdo entre o
"relégio bioldgico", ou ciclo circadiano, e os SNC e SNP (Sistema Nervoso
Periférico).

Physiological activities

Y N ! : . 'I. ‘ f.’ by
/ S Jr
p |
r e Autonomic innervation, > )
Humoral factors /)/
~ l 1/

Food and feeding regimens

L

\.

v

Figura 5 - Esquema do sinais de restabelecimento para o "relégio biolégico" ,
relacionado com o SNC e o SNP (Sistema Nervoso Periférico) (FROY et al., 2011).

Na Figura 6, apresentamos a relacdo entre os horménios Melatonina e
Cortisol em humanos, onde se observa uma alternancia entre os picos plasmaticos

da Melatonina e do Cortisol, ao longo do ciclo circadiano, ou seja, ao longo do dia.
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Figura 6 - Relacdo entre os hormonios Melatonina e Cortisol em humanos, com a
alternancia entre os picos plasmaticos da Melatonina e do Cortisol, ao longo do ciclo
circadiano do dia.

Nas Tabelas 2 e 3 apresentamos uma breve revisdo bibliografica dos

métodos analiticos utilizados para a medicdo dos hormdnios MEL e COR,
respectivamente.
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Tabela 2 - Revisao bibliografica dos métodos analiticos para a analise de MEL em diversas matrizes de humanos

matriz

Método analitico unidade e dados de detec¢édo populacdo (anticoagulante, quando houver) referéncia bibliografica
CGJ/EM (derivatizagdo com Pentafluorpropionico Anidro - PFPA) 20 pg/mL (LD) humanos (n&o especificado) plasma (n&o especificado) COVACI et al., 1999
radioimunoensaio (RIA) 10 pg/mL (LD) humanos (n = 14) plasma (néo especificado) LEWY et al., 1999
CL-RIA; 15 pg/mL (LD);
CG-EM (extracéo por SPE, derivatizagdo com Pentafluorpropionico Anidro - 1 pg/mL (LD)
PFPA) humanos (n&o especificado) plasma (n&o especificado); fluido oral SIMONIN et al., 1999
CG/EM; CLAE-DF; CLAE-EM; RIA; ELISA néo especificado humanos e animais plasma, soro, urina, fluido oral MIRICK e DAVIS, 2008

Tabela 3 - Revisédo bibliografica dos métodos analiticos para a analise de COR em diversas matrizes de humanos

matriz
Método analitico unidade e dados de deteccdo populacio (anticoagulante, quando houver) referéncia bibliografica
CG/EM mg/g creatinina criangas e adolescentes urina HOMMA et al., 2007
HPLC (SPE-C18) 0,1 nmol/L (LD) humanos saliva PALO et al., 2009
MEKC*** /UV (detector de ultravioleta, 254nm); 0,5 ng/mL (LD), 2,0 ng/mL (LQ) humanos (n = 20) urina BACZEK et al., 2012
fluido oral, plasma (EDTA),
CLAE-DAD (detector de arranjo de diodo, 240nm) 1,5 ng/mL (LD) humanos (n = 22) sangue, urina, DBS* e DUS** SARACINO et al., 2014
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1.4. Testes Psicoldgicos

A. Inventario de ansiedade de Beck (PROTOCOLO BAI: sintomas de
ansiedade)

O Inventario de Ansiedade de Beck (BAI), criada por Aaron Beck, é
um questionario de autorrelato com 21 questdes de multipla escolha, utilizada
para medir a severidade da ansiedade de um individuo. As 21 questdes
expressam sintomas comuns de ansiedade (como sudorese e sentimentos de
angustia) e indagam o quanto individuo tem sentido estes sintomas na ultima
semana. Cada questdo apresenta quatro possiveis respostas (nada,
levemente, moderadamente, severamente). A BAI pode ter um resultado
maximo de 63 e as categorias sdo: 0-7 (grau minimo de ansiedade), 8-15
(ansiedade leve), 16-25 (ansiedade moderada), e 26-63 (ansiedade severa)
(CUNHA, 2001).

B. Inventéario de sintomas de stress para adultos de LIPP (ISSL) (sintomas
de estresse)

O ISSL tem como objetivo detectar a presenca de estresse e identificar a fase
do estresse em que a pessoa se encontra, bem como a predominancia de
sintomas fisicos e/ou psicolégicos em cada fase. E constituido de trés quadros:
o primeiro diz respeito aos sintomas apresentados nas ultimas 24 horas — fase
de alerta (Q1); o segundo é relativo aos sintomas experimentados na ultima
semana — fases de resisténcia e quase-exaustao (Q2); e o terceiro se refere
aos sintomas apresentados no ultimo més — fase de exaustdo (Q3). E
composto por 53 itens, sendo 34 de natureza somatica e 19 de natureza
psicoldgica.

A avaliacao clinica pode ser feita através das tabelas percentuais padronizadas
do teste. Nesta perspectiva, se qualquer um dos escores brutos atingir 0os
limites pré-determinados (maior que 6 em Q1, maior que 3 em Q2, maior que 8
em Q3) pode-se constatar a presencga de estresse.

A fase de alerta é denominada como o primeiro momento em que 0 sujeito
vivencia eventos estressores, onde a energia para o enfrentamento destas
situacbes vem da producdo de adrenalina. Nesta fase considera-se que o
estresse ainda nao traz maleficios fisicos e psicoldgicos graves. Na fase de

resisténcia entende-se que o estresse persistiu, exigindo que o sujeito continue
24
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enfrentando os estressores, tentando estabelecer a homeostase interna. Caso
a frequéncia ou a intensidade do estresse persista ainda mais, o0 sujeito passa
para a fase de quase-exaustdo, na qual o estresse pode preceder o
adoecimento do sujeito. A exaustdo, Ultima fase do modelo quadrifasico de
estresse, é considerada a mais nociva, pois compreende o0 momento em que
h& o aumento da probabilidade do aparecimento de doencas fisicas e psiquicas
(LIPP, 2000).

C. Inventario de ansiedade traco e estado — IDATE

Este inventario € composto por duas escalas, cada uma com 20 questdes que
medem separadamente ansiedade estado e ansiedade traco. Na ansiedade
estado, as perguntas referem-se a como a pessoa se sente no momento em
que a avaliacao esta sendo feita; as perguntas da ansiedade traco representam
como a pessoa sente-se normalmente. As respostas indicam os niveis de
ansiedade nestes dois contextos por meio de uma escala Likert de quatro
pontos que varia de nenhum pouco a muito. Quanto maior o escore, maior o
nivel de ansiedade. A versédo brasileira apresenta alfas de Cronbach de .89
para a escala de ansiedade estado e .88 para ansiedade traco (PASQUALI et
al.,, 1994). Recentemente foi validada uma versdo reduzida do IDATE
(FIORAVANTI-BASTOS et al., 2011).

D. Escala de afeto positivo e afeto negativo — PANAS

Esta escala, adaptada ao Brasil, consiste em 20 descritores para cada
categoria de afeto: positivo (p. ex. entusiasmado; a = .88) e negativo (p.ex.
medroso; a = .86). Por meio de uma escala Likert de cinco pontos variando
entre muito pouco ou nada até extremamente, 0s participantes devem avaliar o
grau em que vivenciaram estes afetos ultimamente. Os escores para afeto
positivo e afeto negativo sdo gerados separadamente, sendo que quanto maior
0 escore, maior € o relato do afeto (GIACOMONI e HUTZ, 1997).
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E. Questionario de Saude Geral de Goldberg (QSG)

Este instrumento é uma escala de 60 itens, que avalia a saude mental de
adultos néo-clinicos através de uma escala de Likert de quatro pontos. A
pontuacao geral, que € a finalidade do presente estudo, pode ser usado como
um indicador de bem-estar psicolégico (SARRIERA et al., 1996). Quanto maior
a pontuacdo (maximo de 240), pior é a avaliacdo de sensacdo de bem-estar
psicolégico do individuo. O GHQ-60 foi originalmente desenvolvido por
GOLDBERG e colaboradores (1976, General health questionnaire GHQ) e foi
validado no Brasil por PASQUALI e colaboradores (1994a), o que mostra uma
boa consisténcia interna com um alfa global coeficiente de 0,95.
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2. OBJETIVO

Avaliar a influéncia da inalagdo do OE Citrus sinensis (L.) Osbeck (elevado
teor de limoneno) e do OE Citrus aurantium Lineu (elevado teor de linalol e acetato
de linalila) no perfil psicofarmacologico e psicologico, nos sintomas relacionados a

ansiedade e ao estresse, em voluntarios humanos.

Este estudo procurard consolidar cientificamente, o que esta fundamentado
em evidéncias empiricas, que € a reducdo dos sintomas de ansiedade e de
estresse, supondo atuacdo ansiolitica e anti-estresse dos OE Citrus sinensis (L.)
Osbeck e do OE Citrus aurantium Lineu, cujos componentes majoritarios sdo o

limoneno, mirceno, linalol e acetato de linalila, quando inalados.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o perfil psicologico de voluntarios expostos por via inalatoria ao OE
Citrus sinensis (L.) Osbeck (elevado teor de limoneno) e OE Citrus aurantium Lineu
(elevado teor de linalol e acetato de linalila) através do PROTOCOLO BAI (sintomas
de ansiedade) e INVENTARIO DE SINTOMAS DE STRESS PARA ADULTOS DE
LIPP (ISSL) (sintomas de estresse), INVENTARIO DE ANSIEDADE TRACO E
ESTADO - IDATE (sintomas de ansiedade) , ESCALA DE AFETO POSITIVO E
AFETO NEGATIVO — PANAS (sintomas de afeto) e Questionario de Saude Geral de

Goldberg (QSG) (sintomas de bem estar psicolégico).

Quantificar hormonios ligados ao ciclo circadiano (relégio biolégico) e as
variaveis psicologicas e comportamentais, no fluido oral de voluntarios expostos por
via inalatdria ao OE Citrus sinensis (L.) Osbeck (elevado teor de limoneno) e OE
Citrus aurantium Lineu (elevado teor de linalol e acetato de linalila), através de

metodologia de imunoensaio Luminex® . Os hormonios séo os listados no Quadro 1.
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Quadro 1 - Horménios que terdo a metodologia de analise simultanea validada

1. melatonina 9. hormonio de crescimento (GH)

2. cortisol 10. adrenocorticotropina (ACTH)

3. cromogranina A (Cg A) 11. neuropeptideo K (NPK)

4. testosterona 12. fatores de necrose tumoral alfa (TNF a)
5. leptina 13. interleucina 2 (IL 2)

6. grelina 14. interleucina 6 (IL 6)

7. serotonina 15. interleucina 10 (IL 10)

8. prolactina
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3. METODOLOGIA

A metodologia sera baseada em voluntarios, inalando substancias
vaporizadas em sala climatizada durante 60 minutos, uma vez por semana, durante
8 semanas consecutivas, nas quatro esta¢des climatica de um ano - verdo, outono,
inverno e primavera -, durante um ano. Tal fato levard em consideracdo a
luminosidade e as caracteristicas de cada estacao climatica do ano, o que relaciona-
se com o funcionamento da glandula pineal e com a producdo de hormdénios, como

por exemplo a melatonina.

Espera-se que ocorra o beneficio da reducdo dos sintomas e a alteragéo dos
hormdnios ligados a ansiedade e ao estresse, pela inalacdo dos OE no Grupo Teste,
e que ndo ocorra nenhum beneficio destas alteracbes com a inalacdo do placebo
Acetato de Octila no Grupo Placebo, nem na inalacdo da solucédo salina no Grupo

Controle.

A dindmica da metodologia é apresentada no Quadro 2 e na Figura 7.
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Quadro 2 - Desenho experimental

Estacdo Grupo teste Grupo placebo Grupo controle
climatoldgica
1 | aplicacao dos testes aplicacdo dos testes aplicacdo dos testes
psicol6gicos psicologicos psicolégicos
2 | coleta do fluido oral em coleta do fluido oral em | coleta do fluido oral em
Salivette® Salivette® Salivette®
3 | inalacdo do OE durante 60 | inalac&o do placebo inalacdo de ar
INVERNO min/ 1 X por semana (8 durante 60 min (8 atmosférico durante 60
semanas consecutivas) semanas min (8 semanas
consecutivas) consecutivas)
4 | coleta do fluido oral em coleta do fluido oral em | coleta do fluido oral em
Salivette® Salivette® Salivette®
5 | aplicagéo dos testes aplicacédo dos testes aplicacédo dos testes
psicol6gicos psicologicos psicolégicos
6 | intervalo de 4 semanas intervalo de 4 semanas | intervalo de 4 semanas
aplicacéo dos testes aplicacdo dos testes aplicacdo dos testes
psicol6gicos psicolégicos psicol6gicos
8 | coleta do fluido oral em coleta do fluido oral em | coleta do fluido oral em
Salivette® Salivette® Salivette®
9 | inalacdo do OE durante 60 | inalacdo do placebo inalacdo de ar
min/ 1 x por semana (8 durante 60 min (8 atmosférico durante 60
PRIMAVERA semanas consecutivas) semanas min (8 semanas
consecutivas) consecutivas)
10 | coleta do fluido oral em coleta do fluido oral em | coleta do fluido oral em
Salivette® Salivette® Salivette®
11 | aplicacéo dos testes aplicacdo dos testes aplicacdo dos testes
psicol6gicos psicoldgicos psicolégicos
12 | intervalo de 4 semanas intervalo de 4 semanas | intervalo de 4 semanas
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Quadro 2 - continuagao

Estacdo Grupo teste Grupo placebo Grupo controle
climatoldgica
13 | aplicacdo dos testes aplicacdo dos testes aplicacdo dos testes
psicoldgicos psicologicos psicolégicos
14 | coleta do fluido oral em coleta do fluido oral em | coleta do fluido oral em
Salivette® Salivette® Salivette®
15 | inalacdo do OE durante inalacédo do placebo inalacdo de ar
VERAO 60 min/ 1 x por semana durante 60 min (8 atmosférico durante 60
(8 semanas semanas min (8 semanas
consecutivas) consecutivas) consecutivas)
16 | coleta do fluido oral em coleta do fluido oral em | coleta do fluido oral em
Salivette® Salivette® Salivette®
17 | aplicacdo dos testes aplicacédo dos testes aplicacédo dos testes
psicologicos psicologicos psicolégicos
18 | intervalo de 4 semanas intervalo de 4 semanas | intervalo de 4 semanas
19 | aplicacéo dos testes aplicacdo dos testes aplicacdo dos testes
psicoldgicos psicolégicos psicolégicos
20 | coleta do fluido oral em coleta do fluido oral em | coleta do fluido oral em
Salivette® Salivette® Salivette®
21 | inalacdo do OE durante inalacédo do placebo inalacdo de ar
60 min/ 1 x por semana durante 60 min (8 atmosférico durante 60
OUTONO (8 semanas semanas min (8 semanas
consecutivas) consecutivas) consecutivas)
22 | coleta do fluido oral em coleta do fluido oral em | coleta do fluido oral em
Salivette® Salivette® Salivette®
23 | aplicagéo dos testes aplicacdo dos testes aplicacdo dos testes
psicoldgicos psicoldgicos psicolégicos
24  AVALIACAO DOS TESTES PSICOLOGICOS
25 QUANTIFICAGAO DOS HORMONIOS NO FLUIDO ORAL NO
EQUIPAMENTO DE IMUNOENSAIO LUMINEX® (UCM / MADRID)
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A cada estacao climatica - verdo, outono, inverno, primavera - 0 experimento

segue a dinamica do fluxograma da Figura 7.

PSICOLOGICO
aplicacédo de testes

FARMACOLOGICO
coleta de fluido oral

imediatamente 1

inalagdo durante 60 [ ] @

minutos, por 8 semanas [ 4
consecutivas

imediatamente 1

PSICOLOGICO
aplicacdo de testes

FARMACOLOGICO
coleta de fluido oral

N

Figura 7 - Esquema fluxograma da parte experimental

Apbs o término da parte experimental os dados dos testes psicoldgicos serdo
analisados no InTCC e as amostras de fluido oral serdo analisadas por técnica
analitica de imunoensaio no equipamento Luminex® na UCM (Universidade

Complutense de Madri/Espanha), como representados nas Figuras 8 e 9.
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ANALISE DOS DADOS DOS TESTES PSICOLOGICOS

ANALISE DO FLUIDO ORAL

Equipamento Lumine®x
em Madrid

-

/

Figura 8 - Andlise dos dados

QUANTIFICAGAO DO
ANALITO: 22 LASER

IDENTIFICACAO DA
MICROESFERA
(ANALITO): 12 LASER
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radiagBes, pois a
coloragdo da esferaé
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Este produto final possui a capacidade de emitir fluorescéncia, a partir
da Ficoeritrina, quandoexcitado porum laser.
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Figura 9 - Equipamento de imunoensaio Luminex® da UCM (Universidade
Complutense de Madrid/ Faculdad de Medicina, na Espanha). (a) imagem ampliada
da microesfera contendo duas cores distintas, uma na parte exterior e outra no
interior; (b) placa com 96 pocos, cada poc¢o para uma amostra, standard ou controle;
(c) vista frontal do equipamento Luminex® 200™ IS; (d) imagem da amostra sendo
succionada pelo duto do sistema Luminex® e submetida aos dois lasers; (e) imagem
ampliada do sistema microesfera-anticorpo submetida aos dois lasers vermelho (635
nm) e verde (532 nm) (Fonte: adaptado de Luminex xMAP® University Training).

3.1. Local de Realizacdo dos Ensaios

O local dos ensaios sera realizado nas instalacdes do Instituto de Terapias
Cognitivo-Comportamentais (INnTCC), localizado na Avenida Plinio Brasil Milano, 232,
T - Higienopolis - Porto Alegre, RS. O INTCC € uma instituicdo privada de ensino,
pesquisa, atendimento e consultoria na area da saude metal. Possui instalacdes
adequadas para esta pesquisa. O Instituto de Terapias Cognitivo-Comportamentais
(INTCC) é coordenado por uma equipe onde a PsicOloga Dra Adriana Selene
Zanonato é a responsavel pelo acompanhamento e assessoria deste projeto. Dra
Adriana é Psicologa , Terapeuta de Casais e de Familias - Co-cordenadora ,
professora e Supervisora do Instituto da Familia de Porto Alegre. Membro do
Conselho Deliberativo e Cientifico da Associacdo Gatcha de Terapia Familiar. E Co-
coordenadora do Curso de Formacédo em Terapias Cognitivo-Comportamentais do
Instituto da Familia de Porto Alegre e . Co- cordenadora do Ambulatorio de TCC na
Infancia do mesmo Instituto Co-autora dos livros: Trabalhando com criancas e suas
familias: casos clinicos ilustrados e Trabalhando com criangcas e suas familias:
histdrias terapéuticas (http:/lattes.cnpq.br/9394781099139022).

A aplicacéo e avaliacdo dos protocolos da area da psicologia serao realizados
pelos psicélogos Adriana Selene Zanonato, Laura Nunes Wolffenbuittel
( http://lattes.cnpq.br/6038953107906179) e pela Dr Carolina Baptista Menezes. Dra
Carolina Possui graduacdo em Psicologia pela Pontificia Universidade Catolica do
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Rio Grande do Sul. Foi bolsista de iniciagdo cientifica nas &reas de
Epidemiologia/Saude Coletiva e Psicologia Social. Fez mestrado com bolsa CNPq
em Psicologia pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul, tendo investigado a
associacdo entre o tempo e a frequéncia de pratica de meditacdo sentada e
silenciosa e 0 bem-estar psicolégico e personalidade. Fez doutorado com bolsa
CNPg na mesma instituicAo, no Laboratério de Psicologia Experimental,
Neurociéncias e Comportamento. O foco de investigacéo foi o efeito de um ensaio
controlado com meditacdo sentada e silenciosa na regulacdo emocional e controle
cognitivo. E professora do curso de Psicologia da Universidade Federal de Pelotas.
Os temas de interesse séo 0s processos psicoldgicos basicos, a psicologia cognitiva
experimental, o estudo da meditacdo dentro destas areas de conhecimento, e
estudos de intervencdo e aplicacdo clinica da meditacdo/mindfulness.
(http://lattes.cnpq.br/1227895913030815)

O InTCC disponibilizara salas e auditorio para a realizacao deste estudo: sala
02 (40m?), sala 04 (40m?), sala 07 (50m?), auditério (60m?). Os voluntarios
permanecerdao nestes ambientes (salas e auditério) aromatizados com OE durante
60 minutos, 1 vez por semana, durante 8 semanas consecutivas, sempre no mesmo
horario, visando ndo haver variacdo devido ao ciclo cicardiano dos hormdnios
pesquisados (melatonina, cortisol, cromogranina A (CagA),
testosterona, leptina, grelina, serotonina, prolactina, hormonio de crescimento (GH),
adreno corticotropina (ACTH), neuropéptido K (NPK), fatores de necrose tumoral alfa
(TNF a), interleucina 2 (IL 2), interleucina 6 (IL 6), interleucina 10 (IL 10).

3.2. Aplicacéo dos Testes Psicoldgicos

Os psicologos Adriana Selene Zanonato, Laura Nunes Wolffenblttel e Dr
Carolina Baptista Menezes aplicardo e avaliardo os resultados dos protocolos
PROTOCOLO BAI (niveis de ansiedade ou bem estar), INVENTARIO DE
SINTOMAS DE STRESS PARA ADULTOS DE LIPP (ISSL) (niveis de estresse ou
ndo), INVENTARIO DE ANSIEDADE TRACO E ESTADO (IDATE), ESCALA DE
AFETO POSITIVO E AFETO NEGATIVO (PANAS) e QUESTIONARIO DE SAUDE
GERAL DE GOLDBERG (QSG), nos voluntarios submetidos a este estudo. Os
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testes serdo aplicados nos momentos que antecedem e precedem os periodos de
inalacdo de cada estacgéo climatica.

A aplicacdo dos protocolos de avaliacdes psicoldgicas serédo realizadas nas
instalacdes do INTCC, Instituto de Terapias Cognitivo-Comportamentais (INTCC),

localizado na Avenida Plinio Brasil Milano, 232, T - Higiendpolis - Porto Alegre, RS.

3.3. Ambiente de Inalacéo (salas no InTCC)

Sala com dimensdes definidas, limpa, organizada, sem poeira ou mofo,
climatizada a 22°C. A sala seré preparada anteriormente com a aromatizagdo prévia
por 15 minutos, de modo que o ambiente esteja pronto para o inicio do teste. A
aromatizacdo serd realizada mediante o uso de aromatizadores ceramicos elétricos
de modo a ambientar toda a sala. Cada aromatizador ceramico tem a capacidade de
aromatizar em média 30m? com 10mL de produto durante 60 minutos. Os voluntarios
permanecerao na sala aromatizada por 60 minutos, com periodicidade de 1 vez por
semana, totalizando 8 semanas consecutivas em cada estacdo climatica do ano

(verdo, outono, inverno, primavera).

3.4. Cadastramento dos Voluntarios Humanos

Os voluntérios serédo cadastrados e selecionados pelo INTCC juntamente com
a autora deste projeto. A populacdo sera de homens e mulheres em idade de 20 a
40 anos, nao diabéticos, sem patologia crbnica degenerativa, sem o0 uso de
medicagdo psicotropica, sem uso de medicagdo Melatonina. Estes dados seréao
obtidos através de questionario sigiloso sociodemografico aplicado no INTCC. Todo
voluntario que sofrer trauma psicoldgico intenso durante este estudo tera seus dados

desconsiderados.

O numero total de voluntarios (n) para este estudo serad de 102 individuos,
divididos em 3 grupos (grupo teste, grupo placebo e grupo controle).
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3.5. Critérios de Exclus&o dos Voluntarios

Os critérios de exclusdo dos voluntarios a este projeto de pesquisa séo
individuos com idade fora da faixa de 20 a 40 anos, diabéticos, com patologia
cronica degenerativa, em uso de medicacao psicotropica e/ou em uso de medicacao
Melatonina.

3.6. Critérios para Estabelecimento do Tamanho Amostral por Grupo

Segundo a Tabela 4 que apresenta a estimativa de amostra para comparagao
de grupos usando teste t, o tamanho amostral de 34 individuos por grupo, garante
uma magnitude de 0,80 (razoavel), com um alfa de 0,05 e um beta (poder) de 90%
(ou seja, B=0,10) (HULLEY et al., 2013).

Tabela 4 - Tamanho amostral por grupo usando o teste t (HULLEY et al.,

2013).

One-sided « = 0.005 0.025 0.05
Two-sided « = 0.01 0.05 0.10

E/S* = 005 0.10 0.20 005 0.10 0.20 0.05 0.10 0.20

0.10 3,565 2978 2338 2,600 2103 1571 2,066 1,714 1,238

0.15 1,586 1,325 1,040 1,157 935 699 963 762 551

0.20 893 746 586 651 527 394 542 429 310

0.25 572 478 376 417 338 253 357 275 199

0.30 398 333 262 290 235 176 242 191 139

0.40 225 188 148 164 133 100 136 108 78

0.50 145 121 96 105 86 64 88 70 51

0.60 101 85 67 74 60 45 81 49 36

0.70 75 63 50 55 44 34 45 36 26

i 0.60 58 49 39 42 @ 26 35 28 21

0.90 46 39 21 34 : 21 28 22 16

1.00 38 32 26 27 23 17 23 18 14

Desta forma, este projeto utilizara o numero total de voluntarios n=102,
garantindo que os dados obtidos com o estudo representem corretamente os fatos,

possibilitando que as conclusdes sejam as mais precisas e exatas possiveis.
3.7. Maneira de Exposi¢cado dos Voluntérios nos Grupos

Os voluntarios serdo expostos pela via inalatéria, a substancia volatilizada

com aromatizador elétrico, durante 60 min, em sala ampla de 60 m?, permanecendo
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sentados em ambiente com luminosidade e espacoso, juntos em um numero de até

34 voluntérios por grupo.

A- Grupo teste, sala aromatizada com aroma natural:

O produto aromatizado sera uma mistura pura de OE Citrus sinensis (L.)

Osbeck (laranja doce) e de OE Citrus aurantium Lineu (laranja amarga).

B- Grupo placebo, sala aromatizada com aroma _sintético: O produto

aromatizado sera o Acetato de Octila, 10% v/v (volume/volume) diluido em

solucao salina (0,9% NacCl, Cloreto de Sadio).

C- Grupo controle, sala aromatizada com solucdo salina: O produto

aromatizado sera solucéo salina (0,9% NacCl, Cloreto de Sodio).

3.8. Riscos da Pesquisa e Seguranca Toxicoldgica

3.8.1. Testes Psicologicos

Esta pesquisa ndo acarreta danos e riscos aos voluntarios, mediante a
aplicacao dos protocolos de psicologia PROTOCOLO BAI (sintomas de ansiedade),
INVENTARIO DE SINTOMAS DE STRESS PARA ADULTOS DE LIPP (ISSL)
(sintomas de estresse), INVENTARIO DE ANSIEDADE TRACO E ESTADO — IDATE
(sintomas de ansiedade), ESCALA DE AFETO POSITIVO E AFETO NEGATIVO -
PANAS (sintomas de afeto) e QUESTIONARIO DE SAUDE GERAL DE GOLDBERG

(QSG), (sintomas de bem estar psicologico).

3.8.2. Substéancias inaladas

Esta pesquisa ndo acarreta danos ou riscos aos voluntarios pela inalacao
continua e prolongada do 6leo essencial de Citrus sinensis (L.) Osbeck (laranja
doce), do oleo essencial de Citrus aurantium Lineu (laranja amarga), do placebo

Acetato de Octila e do controle Solug&o Salina.
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3.8.2.1. Grupo Teste, Oleos Essenciais

Os OE Citrus sinensis (L.) Osbeck e OE Citrus aurantium Lineu foram obtidos
mediante doacdo da empresa Laszlo Aromaterapia Ltda.

Ambos os OE deste projeto serdo utilizados de forma integral, sem isolamento
de fracOes, partes ou moléculas e tiveram sua composi¢cdo quimica conhecida e
analisada, comprovando tratar-se das plantas alimenticias de laranja-doce (Citrus
sinensis (L.) Osbeck) e laranja amarga (Citrus aurantium Lineu), com composi¢céo
guimica sem toxicidade e em grau alimenticio, cujos componentes majoritarios sao o
limoneno, mirceno, linalol e acetato de linalila, ndo apresentando perigo toxicolégico
aos voluntarios (WOLFFENBUTTEL et al., 2015).

A administracéo por inalacdo dos OE de Citrus sinensis (L.) Osbeck (laranja-
doce) e de Citrus aurantium Lineu (laranja-amarga), de acordo com a metodologia
apresentada neste projeto, de forma continua e prolongada, ndo apresenta riscos de
toxicidade aos voluntarios, pois ambos os OE sao regulamentados pela U.S. Food
and Drug Administration Protecting and Promoting Your Health (FDA, 2014), sendo
seu uso reconhecido como seguro em humanos (GRAS, Generally Recognized as
Safe), inclusive como aditivo alimentar, sendo também regulamentado pela
International Fragrance Association (IFRA) padroniza o uso destes OE para uso em
produtos de fragrancias e perfumaria (MASTEN, 2004; MONTESINOS-HERRERO e
PALOU, 2010).

Espera-se que ocorra o beneficio da reducéo dos sintomas e a alteracdo dos
hormoénios ligados a ansiedade e ao estresse, com a inalagdo dos OE nos

voluntarios do Grupo Teste.

3.8.2.2. Grupo Placebo, Acetato de Octila
A administracdo por inalagdo do Acetato de Octila, de acordo com a
metodologia apresentada neste projeto, n&o apresenta riscos de toxicidade aos

voluntéarios.

O acetato de octila (CAS number 112-14-1) possui aroma caracteristico de
laranja e € um produto seguro toxicologicamente (DAUGHTREY et al., 1989;
DAUGHTREY et al., 1989a). Possui numero FEMA 2806 (Flavour Extracts
Manufactures), sendo considerado um ingrediente natural, uma vez que esta

presente em alguns OE de citrus em infima quantidade que varia de 0,01 a 0,3%
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(WOLFFENBUTTEL et al., 2015). O acetato de octila possui regulamentagdo de uso
seguro como aditivo flavorizante em alimentos para humanos pela U.S. Food and
Drug Administration Protecting and Promoting Your Health (FDA, 2014).

Espera-se que ndo ocorra nenhum beneficio ou nenhuma alteracéao fisiologica
ou sintomética em relacdo a ansiedade e ao estresse, com a inalacdo do placebo
Acetato de Octila nos voluntarios do Grupo Placebo.

3.8.2.3. Grupo Controle, Solucéo Salina
A substancia inalada pelo grupo controle é a solucdo salina ou soro
fisioldgico, cuja composi¢cdo quimica é 0,9% NaCl (cloreto de sédio), a qual ndo
apresenta toxicidade para os voluntarios, na metodologia apresentada neste projeto.
Espera-se que ndo ocorra nenhuma beneficio ou alteracdo fisiolégica ou
sintomética em relacdo a ansiedade e ao estresse, com a inalagdo do controle

Solugdo Salina nos voluntarios do Grupo Controle.

3.9. Coleta de Amostra Fluido Oral

Através de Salivette® serdo coletadas amostras de fluido oral de todos os
participantes voluntarios deste experimento nos momentos que antecedem e apos

os periodos de inalacdo de cada estacéo climatica.

Imediatamente apds a coleta, todas as amostras serdo transportadas até a
Universidade (UFRGS) em caixa refrigerada e entdo armazenadas em freezer de

temperatura -80°C até o momento do translado das amostras.

Em periodo de 30 minutos anterior a coleta da saliva, os voluntarios n&o

devem ter ingerido nenhuma alimentacéo sélida ou liquida.

3.10. Integralidade das Amostras de Fluido Oral

As amostras de fluido oral serdo retiradas do freezer -80°C da UFRGS (Brasil)
e serdo Iimediatamente acondicionadas em recipiente caixa-isolante-térmico
contendo gelo seco, capaz de manter as amostras de modo ideal por 72 horas,
sendo possivel deste modo, o seu translado por aeronave em um v6o comercial

transcontinental até Madri. Chegando a Madri (Espanha), as amostras seréo
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imediatamente levadas a universidade UCM, e armazenadas em freezer -80°C. Este
procedimento ndo acarretara prejuizo as andlises dos hormdnios, conforme estudo
prévio (WOLFFENBUTTEL, 2014).

3.11. Dosagens dos Horménios no Fluido Oral

A obtencdo dos niveis de melatonina, cortisol, cromogranina A (Cg A),
testosterona, leptina, grelina, serotonina, prolactina, horménio de crescimento
(GH), adrenocorticotropina, (ACTH), neuropéptido K (NPK), fatores de necrose
tumoral alfa (TNF a), interleucina 2 (IL 2), interleucina 6 (IL 6), interleucina 10 (IL
10) serdo através de ensaios com kits para Imunoensaio no equipamento Luminex®
em parceria com o Laboratério do Departamento de Bioguimica y Biologia Molecular
lll, da Facultad de Medicina, da Universidad Complutense de Madrid na Espanha,

sob coordenacéo e orientacdo da Catedratica Prof2 Dr. Ana Isabel Esquifino.

4. DESCARTE DE MATERIAIS

Todos os procedimentos serdo realizados de acordo com legislacdo vigente
no Brasil. Quanto aos procedimentos relacionados a execucdo das técnicas
comportamentais propostas no projeto, serdo obedecidos os cuidados pertinentes a
adequada manipulacdo do material utilizado.

5. ESTATISTICA

Os resultados serdo analisados por estatisticas descritivas e analise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguida de teste post hoc de Student-Newman-
Keuls. Sera utilizado o programa SPSS 20.0 para a analise estatistica. O n de 34
em cada grupo (grupo teste, grupo placebo e grupo controle), visa a estimativa de
amostra para comparacao de grupos usando teste t, com uma magnitude de 0,80

(razoavel), com um alfa de 0,05 e um beta (poder) de 90% (ou seja, B=0,10).
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6. RESULTADOS FINAIS

Os resultados obtidos serdo publicados em revistas técnicas académicas e
cientificas, bem como serdo divulgados na midia de saude, sempre vinculando os

nomes dos patrocinadores e colaboradores deste estudo.
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7. CRONOGRAMA DE ATIVIDADES - 2015/2017

Este cronograma previsto para a pesquisa sera executado caso 0 projeto seja
APROVADO pelo Sistema CEP.

32 estacao
4 12 estagéo 22 estagdo | climatica | 42 estacéo 6 meses 6 meses
semanas | climatica (3 | climatica (3 | (3 meses) | climatica (3 (apos a (ap6s a
ATIVIDADES/ (no més | meses) apos meses) apos a meses) finalizagdo | finalizag&o
DURACAO posterior a| a aprovagao apos a aprovacgao apos a da ultima da dltima
aprovagéo | do projeto aprovacéo | do projeto [ aprovagéo | coleta na 42 | coleta na 42
do projeto pelo CEP do projeto | pelo CEP | do projeto estagdo estacdo
pelo CEP) pelo CEP pelo CEP climatica) climatica)
Cadastramento e
selecdo dos X
voluntarios humanos
coleta de fluido oral
(antes e ap0s os X X X X
periodos de inalagéo)
Aplicagdo dos testes
psicoldgicos nos X X X X
voluntario
(antes e apos os
periodos de inalagéo)
Dosagem dos
hormonios no fluido X X
oral por imunoensaio
LUMINEX®
(em Madrid na
Espanha)
Andlise dos
resultados X X
Redacao de trabalhos
cientificos X
Participacdo em
encontros e X
congressos cientificos
Relatorio final X
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1 8. TERMOS DE CONCORDANCIA DE CO-PARTICIPACAO

2
3
Departamento de Bioquimica v Biologia Molecular ITT
Facultad de Medicina
Universidad Complutense
28040 Madrid
Phone 34913947189 (1678)
Fax 34913941691
E-mail pelavosi@med.ucm.es
Dra. Renata Pereira Limberger
Programa Postdoctoral
Facultad de Ciencias Farmacéuticas
Universidad Federal de Rio Grande do Sul
(Brasil)
http:/www.ufrgs. br/farmacia Madrid 26 de Junio de 2015
Por la presente te informo de que mi grupo de investigacion, situado en el
Departamento de Bioquimica v Biologia Molecular III de la Universidad
Complutense de Madrid v que vo dirijo, es de acuerdoa co-participar en el
provecto de investigacion titulado "Estudio psicobiocldgico aceite esencial
especies de Citrus (Rutaceae) ", con el investizador Dr. Renata Pereira
Limberger (Farmacia, Facultad de Farmacia / UFRGS / Brasil).
A la espera de tus noticias te saluda atentamente
(cta
Ana I Esquifino Parras
Catedriatica

44



Termo de Concordancia de co-participacdo

Eu, Carolina Baptista Menezes, doutora em Psicologia, concordo em co-
participar no projeto de pesquisa sob o titulo "Estudo psicobiolégico de oleo
essencial de espécies de Gitrus (Rutaceae)”, tendo como pesquisadora Prof® Dr
Renata Pereira Limberger (Faculdade de Farmacia/lUFRGS).

Sendo o que tinha,

Pelotas/RS, 26 de junho de 2015.

¥, = w3
: , 2 ,/’;7’/‘ .{_,{,AL-L/’-’»’S
e e s E o e
éa..,»m:! At L X

Carolina Baptista Menezes
email: menezescarolina@hotmail.com
tel: 5399014803
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Termo de Concordancia de co-participacao

Eu, Adriana Selene Zanonato, Psicéloga, coordenadora do Instituto de
Terapias Cognitivo-Comportamentais (InTCC), concordo em co-participar no
projeto de pesquisa sob o titulo "Estudo psicobiolégico de dleo essencial de
espécies de Citrus (Rutaceae)", tendo como pesquisadora Dr Renata Pereira

Limberger (Farmacéutica, Faculdade de Farmacia/ UFRGS).

Sendo o que tinha,

Porto Alegre/RS, 26 de junho de 2015.

Adriana Selene Zanonato
email: adrianazanonato@psicoclin.net
tel: 5130223006
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Termo de Concordancia de co-participagéo

Eu, Laura Nunes Wolffenbuttel, Psicologa, concordo em co-participar no
projeto de pesquisa sob o titulo "Estudo psicobioloégico de 6leo essencial de
espécies de Citrus (Rutaceae)", tendo como pesquisadora Dr Renata Pereira

Limberger (Farmacéutica, Faculdade de Farmacia/ UFRGS).

Sendo o que tinha,

Porto Alegre/RS, 26 de junho de 2015.

Lavea N - \WolfFeand kel

Laura Nunes Wolffenbuttel
email: lauranunesw@gmail.com
tel: 5199335092
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9. TERMO DE DOACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

CARTA DE DOACAO

Limberger os seguintes produtos:

A Laszlo Aromatologia Ltda ME, inscrita sob o CNPJ 07.997.093/0001-10, Inscricdo estadual
001006573.00-97, com funcionamento a Rua Itatna, n° 66, CEP 31.110-070, Municipio de Belo
Horizonte, Bairro Colégio Batista, telefone (31) 3486-2765, doa para Profa. Dr. Renata Pereira

= DISCRIMINAGAO | vowuME |  MARCA
OE Citrus sinensis (L.) Osbeck (laranja doce) 1L Laszlo
OE Citrus aurantium Lineu (laranja amarga) 1L

Laszlo

// /
i N

7{;/;'1’5.‘,

Belo Horizonte, 02 de Julho de 2015.

| Lasz-lo Aromatologia Ltda ME
CNPJ 07.997.093/0001-10
Fabian Laszlo Soares Flegner
043.632906-92
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