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Desenho de Estudo / Apoio Financeiro

Desenho do Estudo:

Condicdes de saude ou problemas

Intervencéo/Experimental

Condigao de saude ou Problema

voluntarios néo diabéticos

| voluntarios sem doencas degenerativas

| voluntarios ndo usuarios de medicagao psicotrépica para ansiedade, stress e depresséo

Descritores Gerais para as Condi¢des de

CID1-10:Classificagdo Internacional de Doencas

Cadigo CID Descrigao CID
Z73.3 "Stress" nao classificado em outra parte
R46.6 Inquietacao e preocupacao exageradas com acontecimentos "estressantes”
N39.3 Incontinencia de tensao ("stress")
T38.3 Insulina e drogas hipoglicemiantes orais [antidiabeticos]
F06.4 Transtornos da ansiedade organicos
E10 Diabetes mellitus insulino-dependente
Y42.3 Insulina e hipoglicemicos orais (antidiabeticos)
G90.3 Degeneracao multissistemica
F43 Reacoes ao "stress" grave e transtornos de adaptacao
G311 Degeneracao cerebral senil, nao classificadas em outra parte
F41.0 Transtorno de panico [ansiedade paroxistica episodica]
F41.1 Ansiedade generalizada
F43.0 Reacao aguda ao "stress"
F43.1 Estado de "stress" pos-traumatico
F43.8 Outras reacoes ao "stress" grave
F43.9 Reacao nao especificada a um "stress" grave

DeCS:Descritores em Ciéncia da Saude

Caddigo DECS

Descricdo DECS

C10.574

Doencas Neurodegenerativas

C18.452.394.750

Diabetes Mellitus

F01.145.126.350 Depressao

F03.600.300 Transtorno Depressivo

F03.080.931 Transtornos de Estresse Traumatico
F01.470.132 ansiedade

F01.145.126.990 Estresse Psicol6gico
F03.080.725 Transtornos fobicos

F03.080.931.500 Transtornos de Estresse P6s-Traumaticos
F03.080 Transtornos de ansiedade

Descritores Especificos para as Condi¢gdes de Saude

CID1-10:Classificagao Internacional de Doencas

Cadigo CID Descricao CID
E10 Diabetes mellitus insulino-dependente
G90.3 Degeneracao multissistemica
F43 Reacoes ao "stress" grave e transtornos de adaptacao
F41.1 Ansiedade generalizada

DeCS:Descritores em Ciéncia da Saude

Caddigo DECS Descri¢cdo DECS
C18.452.394.750 DiabetesMellitus
F01.470.132 Ansiedade

F01.145.126.990

Estresse Psicologico

F01.145.126.350

Depressao

C10.574

Doencas Neurodegenerativas




Tipo de Intervencédo:  Experimental

Natureza da Intervencéo

e Outro inalacao de 6leo essencial de Citrus

—_— Descritores da Intervencéo

Descritores da Intervencao

Intervencoes

sala aromatizada

Fase
® Fase 1

Haveréa uso de placebo ou a existéncia de grupos que ndo serdo submetidos em nenhuma intervengéo:

O Grupo placebo se faz necessario para verificagdo se os resultados obtidos séo decorrentes da acao psicolégica da percepc¢éo olfativa da inalagdo
de aroma agradavel.O Grupo controle, grupo sem nenhuma intervengéo, se faz necessario para a obtencéo dos dados de normalidade.

Desenho:

Voluntérios irdo permanecer em sala aromatizada durante 60 minutos, 1 vez por semana, durante 8 semanas consecutivas, nas 4 estacdes
climaticas do ano (primavera, verdo, outono e inverno). Serdo organizados 3 grupos de voluntarios (Grupo estudo, Grupo placebo, Grupo controle).
O Grupo de estudo inalara a volatilizagéo de 6leo essencial de citrus. O Grupo placebo inalara a volatilizagdo de produto sintético com aroma
semelhante ao citrus, acetato de octila. O grupo controle inalara a volatilizagao de soro fisiol6gico. Serdo realizadas coletas de saliva e aplicagéo de
protocolos de psicologia em 5 momentos: no inicio do estudo, no final do estudo e entre as 4 estagdes climaticas do ano (primavera-verao, veréo-
outono, outono-inverno). Na saliva sera feita a dosagem de hormdnios ligados ao bem estar e ao ciclo circadiano (rel6gio biol6gico). Os protocolos
de psicologia serdo os relacionados a avaliacéo de estados e sintomas de estresse, ansiedade e depressao.

Apoio Financeiro

CNPJ Nome E-mail Telefone Tipo

Financiamento
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Palavra Chave

Palavra-chave

Avaliacéo psicobiolégica

Melatonina

Cortisol

Oleo essencial de citrus

Ansiedade

Estresse

Linalol

Limoneno




Detalhamento do Estudo

Resumo:

A ansiedade é um dos mais frequientes distirbios do sistema nervoso central (SNC). Esta desordem é considerada um significante problema de
saude publica, afetando um amplo segmento da populag&o e ocasionando grandes gastos relacionados diretamente com os cuidados da doenga e
hospitalizagdes ou, indiretamente, como no caso de mortalidades e morbidades (DUPONT et al., 1996; BALLENGER, 2000).0 estresse esta
envolvido na etiologia de inUmeras doengas, incluindo transtornos psiquiatricos (depresséo, ansiedade, psicoses) (TSIGOS e CHROUSQOS, 2002).
Nele ocorre a ativacéo do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (eixo HPA) que desencadeia respostas mais lentas e prolongadas, desempenhando um
papel crucial na adaptagao do organismo ao estresse. Ambos os estados emocionais da ansiedade e estresse, bem como seus sintomas,
relacionam-se com a depressdo. Recentemente, a indistria farmacéutica tem investido na avaliagdo da utilizagédo 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 psicobiolégicas e psicofarmacoldgicas desses 6leos volateis sdo conhecidas, visto que os receptores do
olfato estéo diretamente ligados ao sistema limbico; o que justifica a associagdo de odores com a emocéo.Através deste projeto pretende-se fazer
uma avaliagdo psicobioldgica, psicofarmacoldgica e psicoldgica em voluntéarios humanos através dos sintomas dos estados de ansiedade, estresse e
depressdo, visando auxiliar nos estudos da agédo ansiolitica e anti-estresse do OE Citrus sinensis (L.) Osbeck e do OE Citrus aurantium Lineu
absorvidos pela via inalatéria. Esta avaliagdo sera mediante testes psicolégicos - aplicacéo e analise do Protocolo BAI, Inventario de Sintomas de
Stress para Adultos de LIPP, Inventéario de Ansiedade Traco e Estado (IDATE), Escala de Afeto Positivo e Afeto Negativo (PANAS), General Health
Questionnaire (GHQ) - 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.

Introdugéo:

O uso dos 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 composic¢des farmacéuticas e
comercializados na sua forma bruta ou beneficiada, forne-cendo substéncias purificadas como o limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol, safrol,
linalol (SILVA-SANTOS et al., 2006). Na Ultima década, a indUstria farmacéutica tem investido na avaliagéo 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 sado conhecidas, visto que os receptores do olfato estdo
diretamente ligados ao sistema limbico do SNC, o que justifica a associa¢édo de odores com a emogédo (BAGETTA et al., 2010; HEUBERGER et al.,
2010; UMEZU, 2006, 2012; HORII et al., 2013; LV et al., 2013). Véarios resultados de investigagdes 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 inalacéo de OE de lim&o, Citrus limon (KOMIYA et al., 2006), a administracéo 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 Tahiti), Citrus reticulata Blanco (tangerina) e C. aurantium em camundongos. O OE de néroli, obtido por arraste de vapor das flores
de C. aurantium, cujos componentes majoritarios eram o limoneno (97,83%) e o mirceno (1,43%), demonstrou ter efeito ansiolitico em animais
gerbils (Meriones unguiculatus, também chamados de “ratos do deserto”), quando estes foram submetidos a sua inalagdo, sendo que este efeito
ansiolitico do OE néroli foi superior ao do medicamento Xanax, cujo principio ativo € o BZP alprazolam (CHEN et al., 2008). Relevantes também,
foram os resultados obtidos por LEITE et al. (2008), relativos & diminuicdo da ansiedade em ratos submetidos a inalagcdo do OE de C. aurantium rico
em limoneno e mirceno. A acao ansiolitica do OE de C. sinensis foi estudada mediante ensaios com pacientes, que inalaram este aroma na ante-
sala de consultério dentario (LEHRNER et al., 2000; LEHRNER et al., 2005; KRITSIDIMA et al., 2010). LEHRNER e colaboradores (2005)
demonstraram que a inalagdo deste OE, com composi¢do quimica de 95,3% de limoneno e 1,88% de mirceno, provocou a redugdo da ansiedade, o
aumento do estado de alerta, 0 aumento do estado de calma e a melhoria do humor dos pacientes. Tal constatacéo foi feita através dos testes
psicoldgicos de avaliagcdo 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 voluntérios humanos que
inalaram OE C. sinensis, com composi¢éo quimica contendo 54,48% de limoneno, constataram a diminuicdo do estado de ansiedade através de
testes fisiologicos e psicolégicos. FATURI e colaboradores (2010) em seus estudos com ratos, obtiveram resultados de agao ansiolitica apds a
inalacdo do OE de C. 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 inalacédo do isémero 6ptico (R)-(+)-limoneno por camundongos, obtendo resultados da acao ansiolitica
deste componente quimico presente no OE de C. sinensis.A agéo ansiolitica do OE de C. sinensis, constatada através da redugdo do nivel de COR
no fluido oral de criangas em idades de 6 a 9 anos, foi estudada por JAFARZADEH e colaboradores (2013), mediante a inalagéo deste OE. A
composicdo 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¢éo de muitos OE e tem sido amplamente estudado. Ele pode estar presente em 6leos
citricos, sendo que é um dos majoritarios do 6leo 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 apresenta agéo ansiolitica, de alivio da tensdo emocional (YAMADA et al., 2005),
efeito sedativo e anticonvulsivante (LINCK et al., 2009). A agdo ansiolitica do linalol também foi demonstrada pela administracéo 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 laboratério da Alemanha registrou e langou no mercado o medicamento Silexan®, cuja composigao 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 investigagdes evidenciaram a agado ansiolitica deste medicamento, ao ser ingerida 01 (uma) capsula diariamente
por periodo de 14 dias consecutivos (KASPER, 2013), demonstrando que Silexan® é tao eficaz quanto o benzodiazepinico (BDZ) Lorazepam, em
adultos com desordem de ansiedade generalizada (WOELK e SCHLAFKE, 2010; KASPER, 2013). No estudo de SCHUWALD et al. (2013) foi
demonstrado que o Silexan®, atua de forma semelhante ao medicamento pregabalina, inibindo o influxo de calcio nos neurdnios pré-sinapticos do
hipocampo. Deste modo eles indicam seu uso clinico por via oral para tratar ansiedade. A agdo ansiolitica do Silexan® n&o se caracteriza como a
acdo de um BDZ, o que pode explicar a auséncia de tolerancia, dependéncia e sindrome de abstinéncia pelo OE de lavanda (SILENIEKS et al.,
2013). UEHLEKE et al. (2012), em seus resultados, constataram a agéo do Silexan® também em situagdes de estresse pos-traumatico, vindo ao
encontro da investigacdo de TODA e MORIMOTO (2008), relativa a reducéo do estresse em voluntarios humanos quando submetidos & inalagéo do
Oleo essencial de lavanda (Lavandula officinalis). Uma das hipéteses do mecanismo da agdo ansiolitica do OE de Lavandula officinalis sustentam
gue este OE, através de seus componentes, é uma potente droga ansiolitica, semelhante ao fArmaco pregabalina, que reduz o influxo de célcio nos
terminais pré-sinapticos em neurénios hiperexcitados, reduzindo desta forma a liberagdo de neurotransmissores excitatérios, como o glutamato
(SIMONNET, 2008; CARRASCO et al., 2013; CASTRO et al., 2013). TODA e MORIMOTO (2008) constataram a redugdo do estresse em voluntarios
humanos, através da medic@o do horménio COR no fluido oral, quando estes voluntarios foram submetidos a inalacdo do OE de lavanda (Lavandula
officinalis). O estudo experimental submetia os voluntarios a uma situagdo de estresse e imediatamente apés, a inalagdo de um papel embebido
com o OE durante 10 min. Mesmo sugerindo a necessidade de aprofundamento nas investigacdes, os autores concluiram que o OE de lavanda
apresenta um efeito de alivio do estresse. Os resultados de investigagcdes mostram que alguns constituintes quimicos dos OE possuem agao
diferenciada de acordo com a sua quiralidade, ou seja, além da sensibilidade olfativa de fragrancia diferenciada, os isdbmeros épticos atuam
distintamente em relag&o a ansiedade (PADRAYUTTAWAT et al., 1997; SMITH, 2009). NOLDNER e colaboradores (2011) atribuem a a¢io
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 fisiolégicos da inalagdo dos isdomeros quirais (R)-(-)-linalol e (S)-(+)-linalol,
separadamente, foram estudados por HOFERL e colaboradores (2006) através dos parametros de avaliagdo do estresse. O estudo submeteu
voluntarios humanos a estes componentes em concentragao inferior ao limite de detecc¢éo 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 isbmeros exercem
efeitos no sistema enddcrino, com a redugao do nivel do COR no fluido oral, demonstrando um relaxamento. Neste estudo o isdmero (S)-(+)-linalol
demonstrou ser um agende ativador, quando avaliado frente a atividade eletrodérmica, aumentando o estado de alerta; e o isdbmero (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 percepgao olfativa, levando a conclusdo de que sua agdo da-se sem levar em conta a
sensacao aromatica.NAKAMURA e colaboradores (2009) em relagéo ao (R)-(-)-linalol, e YAMAMOTO e colaboradores (2013) em relagéo ao (S)-
linalol, avaliaram o efeito da sua inalag@o em ratos submetidos ao estresse por isolamento durante 2 hs (detalhes na Tabela 4). Constataram
alteracdes de parametros hormonais (corticosterona e adrenocorticotréfico), sanguineos (glébulos brancos, neutrdfilos, linfocitos) e de genes ligados
ao estresse, indicando sua diminuicéo, entretando em ambos os estudos néo foi detectado a redugéo do nivel da CORT plasmaética. LIMA e
colaboradores (2013) sugerem que o isdbmero 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 inalagéo 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 avaliagdo dos voluntarios submetidos ao estudo.A
busca do mecanismo neurolégico desta a¢do estd em investigagdo, sendo que os efeitos ansioliticos poderiam ser devido a uma interagdo dos
componentes do OE atuando em diferentes sistemas de neurotransmissores (BRADLEY et al., 2007). BAGETTA e colaboradores (2010) estudaram
neurofarmacologicamente a agao do OE de bergamota (Citrus bergamia Risso) nos sintomas de ansiedade induzida por estresse, transtornos leves
de humor e dor do cancer. Eles constataram que este OE é capaz de interferir no hipocampo dos mamiferos, na plasticidade sinaptica normal e
patolégica. A neuroprotecéo foi observada no decurso de uma isquemia cerebral e dor. Estes autores associam estes efeitos aos componentes do
OE, entre eles o linalol e o acetato de linalila. BASTARD e TIRAN (2009) relatam que a ansiedade pré-natal tem sido associada a altera¢des no eixo
hipotadlamo-hipéfise-adrenal materno, podendo afetar o desenvolvimento fetal e psicologico da crianga. Os tratamentos convencionais séo baseados
em técnicas de psicoterapia e medicamentos psicoativos, sendo que os medicamentos ansioliticos BZP foram encontrados no leite materno, e foram
associados a sedagéo e a hipotermia de bebés. Os autores sugerem a utilizacdo dos OE, através da inalagcdo e massagem, 0s quais demonstraram
resultados de melhora significativa na reducédo da ansiedade. Outra vantagem é que as parturientes ndo veem na utilizacdo dos OE, o estigma
negativo associado as drogas psicoativas. WOLFFENBUTTEL (2014) demonstrou a ag&o ansiolitica e sedativa do OE de Citrus sinensis rico em R-
(+)-limoneno através da inalagéo por camundongos.Varios ensaios experimentais em voluntarios humanos geraram resultados significativos em
relagdo a diminuir os sintomas de ansiedade, estresse e em gerar sensagao de bem-estar. Na Tabela 1 apresentamos uma breve revisao destas
publicacbes, as quais utilizaram OE de Citrus, seus componentes linalol e limoneno, Lavandula officinalis rica em linalol, em voluntarios humanos. O
estado emocional de ansiedade e o horménio metalonina (MEL):A ansiedade pode ser definida como "o estado de tenséo, apreenséo, vago ou
difuso, na maioria das vezes acompanhado por sensacdes fisiologicas desconfortaveis, como aumento da frequéncia cardiaca, aumento da pressao
arterial, entre outros. E estimulada a partir de situacdes que sinalizem potencialmente um perigo, levando a inquietagdo" (BRANDAO, 2004). A
ansiedade é uma patologia de ordem da salde 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 BDZ foram os farmacos de escolha, pois séo eficazes
no controle de seus sintomas e apresentam a vantagem de oferecerem alivio num curto espago de tempo. Entretanto, mesmo o uso em curto prazo
tem sido associado a efeitos adversos importantes, tais como sedacgdo, 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 s&o 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 sao associados a ansiedade, dentre eles a produgéo endégena 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 transdugéo, ou converséao, do sinal da informag&o ambiental para o sistema neuroenddcrino (AFIFI e BERGMAN,
2008). A glandula pineal secreta as aminas biogénicas serotonina, noradrenalina e MEL. A MEL é 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 produgao sofre uma variagao ritmica ao longo
do dia, por isto é 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., 2013b). Ela age através da
ativacao de receptores especificos, sendo que inUmeros dados demonstram outras fungdes neuroenddcrinas, além do ritmo noite-dia. Embora a
MEL n&o possa ser denominada de horménio do bem-estar, estudos demonstram que sua atividade esta relacionada com inimeras fungées ligadas
a sensacgao de bem-estar, humor e saide 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 acéo de controle neuroendécrino (ESQUIFINO et al., 2007; LUGO et al., 2010; ETAIN et al., 2011; LUGO, 2011; KIM et al., 2013b). Os estudos
na area da salde mental seguem investigando a MEL, pois verifica-se a alteragcéo de sua secregao ritmica em quase todas as patologias psiquicas
de transtorno afetivo sazonal, depresséo 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 atuacéo da MEL na melhora de
estados de depresséo leve induzidos por estresse cronico (DETANICO et al., 2009; TAN et al., 2013). Estes resultados indicam que a MEL: (a) In
vitro, aumenta o nimero de novos neurdnios derivados de células neuronais do hipocampo do adulto; (b) In vitro, aumenta a sobrevivéncia de
células progenitoras neurais e neurdnios imaturos pés-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 exégena com tal especificidade (MIRICK
e DAVIS, 2008; KELLEHER et al., 2014). Este efeito neuroprotetor esta sendo estudado com resultados positivos em patologias de desordem
neurodegenerativa, como a Doenga de Alzheimer (HOPPE, 2009), Doencga de Parkinson (BASSANI, 2013), cardioprotetor e hepatoprotetor
(SANTOS, 2010). KONRATH e colaboradores (2005), demonstraram que a MEL pode atuar no pré-operatério e no pés-operatério devido as suas
propriedades analgésicas e antiinflamatérias, e também no tratamento da insénia (ZHDANOVA et al., 2001). Em relagao a toxicidade, a utilizagéo 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).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 formagé&o da N-acetilserotonina (NAS). A enzima hidroxindol-O-
metiltransferase (HIOMT) catalisa a reacé@o de conversao do NAS em MEL (N-acetil-metoxitriptamina). Esta enzima seria 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 producédo endégena 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). O estado emocional de estresse e o hormodnio cortisol (COR):O estresse é um estado emocional que pode ser
definido por: "situagdes onde as exigéncias excedem a capacidade adaptativa de um organismo, gerando mudangas psicoldgicas e biologicas, o que
por sua vez, aumenta o risco do desenvolvimento de um estado de doenca" (COHEN et al., 1997).E considerado uma patologia da area da satde
mental com significativa importancia (SOARES e ALVES, 2006). No estresse, neur6nios do nucleo paraventricular (PVN) do hipotadlamo secretam o
horménio liberador de corticotropina (CRH). A CRH estimula a sintese e liberagdo do hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH) na glandula hipéfise
(pituitaria) anterior, além de outros neurohormonios 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 secregéo de glicocorticoides (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
ilustracéo dos érgéos envolvidos na produgdo do COR, onde o sistema HPA (eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal) regula a secre¢do de COR / CORT
da glandula adrenal como uma resposta fisioldgica ao estresse (NICOLAU, 2010). Desta forma o COR é considerado um horménio marcador do
estado de estresse, sendo avaliado no fluido oral, soro e plasma, em voluntarios humanos, em investiga¢des que o relacionam com a qualidade do
sono e comportamentos em criangas (KIRSCHBAUM et al., 1993; KELLER, 2006; HELLHAMMER et al., 2009; SCHER et al., 2010) e em animais
apos ensaios de estresse cronico ou agudo (SUTOH et al., 2013; BERGAMINI et al., 2014).0 COR também apresenta variagdo de concentragao
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).Interrelacdes hormonais [melatonina, cortisol, chromogranin A (Cg A), testosterona, leptina, grelina, serotonina,
prolactina, hormonio de crescimento (GH), adrenocorticotropina, (ACTH), neuropéptido K (NPK), TNF alfa, interleucina 2 (IL 2), interleucina 6 (IL 6),
interleucina 10 (IL 10)]:Inumeros sé&o os estudos que procuram esclarecer a interrelagdo entre os horménios que possuem ligagdo com o ciclo
circadiano, pois estes estéo interligados de uma forma harménica e estavel, bem como as suas influéncias nos aspectos psiquiatricos e psicoldgicos
no ser humano (DOBROW et al., 2002; JURUENA, et al., 2007; SUGIMOTO et al., 2009). Deste modo as suas alteracdes e variacdes afetam o
organismo como um todo, incluindo o desequilibrio que leva a obesidade. Alguns destes horménios e transmissores s&o: melatonina, cortisol,
chromogranin A (Cg A), testosterona, leptina, grelina, serotonina, prolactina, hormonio de crescimento (GH), adrenocorticotropina, (ACTH),
neuropéptido K (NPK), TNF alfa, interleucina 2 (IL 2), interleucina 6 (IL 6), interleucina 10 (IL 10) (ESQUIFINO et al., 2007; CANO et al., 2008;
CANO et al., 2009; ALLISON et al., 2010; CANO et al., 2010; ELLENBERG et al., 2010; LORDELO et al., 2010; LUGO et al., 2010; PURNELL et al.,
2010; SCHMID et al., 2010; LUGO, 2011).TESTES PSICOLOGICOS:1- INVENTARIO DE ANSIEDADE DE BECK (PROTOCOLO BAI: sintomas de
ansiedade)O Inventéario de Ansiedade de Beck (BAI), criada por Aaron Beck, € um questionario de autorrelato com 21 questes de mdltipla 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 questéo apresenta quatro possiveis
respostas (nada, levemente, moderadamente, severamente). A BAI pode ter um resultado maximo de 63 e as categorias séo: 0-7 (grau minimo de
ansiedade), 8-15 (ansiedade leve), 16-25 (ansiedade moderada), e 26-63 (ansiedade severa) (CUNHA, 2001). 2- INVENTARIO 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-exaustéo (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 psicolégica. A avaliagdo clinica pode ser feita
através das tabelas percentuais padronizadas do teste. Nesta perspectiva, se qualquer um dos escores brutos atingir os limites pré-determinados
(maior que 6 em Q1, maior que 3 em Q2, maior que 8 em Q3) pode-se constatar a presenga de estresse. A fase de alerta € denominada como o
primeiro momento em que o0 sujeito vivencia eventos estressores, onde a energia para o enfrentamento destas situa¢cdes vem da producao de
adrenalina. Nesta fase considera-se que o estresse ainda ndo traz maleficios fisicos e psicolégicos graves. Na fase de resisténcia entende-se que o
estresse persistiu, exigindo que o sujeito continue enfrentando os estressores, tentando estabelecer a homeostase interna. Caso a frequéncia ou a
intensidade do estresse persista ainda mais, o sujeito passa para a fase de quase-exaustdo, na qual o estresse pode preceder o adoecimento do
sujeito. A exaustéo, ultima fase do modelo quadrifasico de estresse, é considerada a mais nociva, pois compreende o momento em que ha o
aumento da probabilidade do aparecimento de doencas fisicas e psiquicas (LIPP, 2000). 3- 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 avaliagao 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 versao 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 verséo reduzida do IDATE (FIORAVANTI-BASTOS et al., 2011).4- 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; = .88) e negativo (p.ex.
medroso; =.86). Por meio de uma escala Likert de cinco pontos variando entre muito pouco ou nada até extremamente, os participantes devem
avaliar o grau em que vivenciaram estes afetos ultimamente. Os escores para afeto positivo e afeto negativo séo gerados separadamente, sendo
gue quanto maior o escore, maior é o relato do afeto (GIACOMONI e HUTZ, 1997).5- GENERAL HEALTH QUESTIONNAIRE (GHQ)Este
instrumento € uma escala de 60 itens, que avalia a saude mental de adultos ndo-clinicos através de uma escala de Likert de quatro pontos. A
pontuagé&o geral, que é a finalidade do presente estudo, pode ser usado como um indicador de bem-estar psicoldgico (SARRIERA et al., 1996).
Quanto maior a pontuagdo (méaximo de 240), pior € a avaliagdo de sensagdo de bem-estar psicoldgico do individuo. O GHQ-60 foi originalmente
desenvolvido por GOLDBERG (1976) e foi validado no Brasil por PASQUALI (1994a), o que mostra uma boa consisténcia interna com um alfa global
coeficiente de 0,95.

Hipotese:

A inalagao sistematica de 6leo essencial de Citrus pode alterar os sintomas dos estados emacionais de ansiedade, estresse e depressao, através da
alteracao de hormdnios relacionados ao ciclo circadiano e afins.

Objetivo Primario:

Avaliar a influéncia da inalagéo 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 psicobiolégico, psicofarmacoldgico e psicolégico, nos sintomas relacionados a ansiedade, ao estresse e a depressao,
em voluntarios humanos.

Objetivo Secundario:

1- Avaliar o perfil psicolégico de voluntarios expostos por via inalatéria 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 GENERAL HEALTH QUESTIONNAIRE
(sintomas de bem estar psicolégico).2- Quantificar horménios ligados ao ciclo circadiano (rel6gio biolégico) e as variaveis psicolédgicas e
comportamentais, no fluido oral de voluntarios expostos por via inalatéria 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 hormoénios sdo os seguintes:
melatonina, cortisol, chromogranin A (Cg A), testosterona, leptina, grelina, serotonina, prolactina, hormonio de crescimento (GH),
adrenocorticotropina, (ACTH), neuropéptido K (NPK), TNF alfa, interleucina 2 (IL 2), interleucina 6 (IL 6), interleucina 10 (IL 10).

Metodologia Proposta:

Voluntéarios irdo permanecer em sala aromatizada durante 60 minutos, 1 vez por semana, durante 8 semanas consecutivas, nas 4 estacdes
climaticas do ano (primavera, verdo, outono e inverno). Serdo organizados 3 grupos de voluntarios (Grupo estudo, Grupo placebo, Grupo controle).
O Grupo de estudo inalara a volatilizagéo de 6leo essencial de citrus. O Grupo placebo inalara a volatilizagao



de produto sintético com aroma semelhante ao citrus, acetato de octila. O grupo controle inalara a volatilizagdo de soro fisiol6gico. Serdo realizadas
coletas de saliva e aplicagdo de protocolos de psicologia em 5 momentos: no inicio do estudo, no final do estudo e entre as 4 estagdes climaticas do
ano (primavera-verdo, verao-outono, outono-inverno). Na saliva sera feita a dosagem de horménios ligados ao bem estar e ao ciclo circadiano
(relégio bioldgico). Os protocolos de psicologia serdo os relacionados a avaliagao de estados e sintomas de estresse, ansiedade e depresséo. Os
hormonios que serdo dosados no fluido oral s&o: melatonina, cortisol, chromogranin A (Cg A), testosterona, leptina, grelina, serotonina, prolactina,
hormonio de crescimento (GH), adrenocorticotropina, (ACTH), neuropéptido K (NPK), TNF alfa, interleucina 2 (IL 2), interleucina 6 (IL 6),
interleucina 10 (IL 10). Os protocolos de psicologia que seréo aplicados sdo: INVENTARIO DE ANSIEDADE DE BECK (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, ESCALA DE AFETO POSITIVO E AFETO NEGATIVO — PANAS, GENERAL HEALTH QUESTIONNAIRE (GHQ).

Critério de Incluséo:

Voluntérios: idade 20-40 anos, ndo usudrios de medicagao psicotrépica, sem patologias degenerativas, ndo diabéticos.
Critério de Excluséo:

Voluntérios: idade fora da faixa 20-40 anos, usuarios de medicagdo psicotrépica, com patologias degenerativas, diabéticos.
Riscos:

N&o ha desconforto ou riscos para os voluntarios.

Beneficios:

Os beneficios é a possibilidade da utilizacdo de uma aroma natural, com baixo custo e sem efeitos colaterais de dependéncia e abstinéncia, para
aliviar os sintomas das patologias da area da satde mental: ansiedade, estresse e depresséao.

Metodologia de Anélise de Dados:

Os resultados serdo analisados por estatisticas descritivas e andlise 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 estudo, 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).

Desfecho Primério:

De acordo com os dados ja estudados através da revisao bibliografica e do desenho experimental aplicado no presente estudo, esperamos que a
inalacdo dos 6leos essenciais de Citrus provoquem a reducéo dos sintomas de ansiedade, de estresse e, por consequencia, de depresséo; bem
como ocorra a alteragéo das quantidades dos horménios relacionados a estes estados emocionais.

Tamanho da Amostra no Brasil: 102

Paises de Recrutamento

Pais de Origem do Estudo Pais N° de participantes da pesquisa

Sim BRASIL 102

Outras Informacdes

Havera uso de fontes secundarias de dados (prontuéarios, dados demograéficos, etc)?
N&o

Informe o nimero de individuos abordados pessoalmente, recrutados, ou que sofrerdo algum tipo de intervencéo neste centro de
pesquisa:

102
Grupos em que serdo divididos os participantes da pesquisa neste centro
ID Grupo N° de Individuos Intervencdes a serem relizadas

Grupo placebo 34 inalacdo de substancia sintética com aroma de citrus, acetato de octila
(FEMA 2806)

Grupo controle 34 inalacéo de soro fisiolégico

Grupo estudo 34 inalagao de 6leo essencial de Citrus sinensis (L.) Osbeck e OE Citrus
aurantium Lineu

O Estudo é Multicéntrico no Brasil?
N&o

Prop6e dispensa do TCLE?
N&o

Havera retengdo de amostras para armazenamento em banco?
Nao

Cronograma de Execugao

Identificacdo da Etapa Inicio (DD/MM/AAAA) Término (DD/MM/AAAA)
cadastramento dos voluntéarios 01/08/2015 31/08/2015
12 coleta de fluido oral e aplicacéo dos protocolos de [21/09/2015 25/09/2015

psicologia

aromatizagao/inalagio na primavera 28/09/2015 20/11/2015




22 coleta de fluido oral e aplicagdo dos protocolos de |04/01/2016 08/01/2016
psicologia

aromatizagédo/inalagéo no verao 11/01/2016 03/03/2016
32 coleta de fluido oral e aplicagdo dos protocolos de |14/03/2016 18/03/2016
psicologia

aromatizagao/inalacdo no outono 21/03/2016 13/05/2016
42 coleta de fluido oral e aplicagdo dos protocolos de |20/06/2016 24/06/2016
psicologia

aromatizagao/inalagdo no inverno 27/06/2016 19/08/2016
52 coleta de fluido oral e aplicagdo dos protocolos de |22/08/2016 26/08/2016
psicologia

dosagem dos hormdnios no fluido oral 01/09/2016 28/02/2017
avaliacdo dos protocolos de psicologia 01/09/2016 28/02/2017
analise dos resultados, calculo estatistico, 01/03/2017 30/06/2017
conclusdes e publicagéo dos resultados

Orgamento Financeiro

Identificacéo de Orcamento Tipo Valor em Reais (R$)
coletores de fluido oral (Salivettes) Outros R$ 500,00
Inibidor de protease Outros R$ 200,00
Protocolos de psicologia Outros R$ 200,00
material diverso (cépias, luvas, ponteiras, etiquetas) |Outros R$ 300,00
Kits de analises para imunoensaio Outros R$ 1.000,00
Acetato de octila (substancia placebo) Outros R$ 200,00
Total em R$ R$ 2.400,00

Outras informacgdes, justificativas ou consideracdes a critério do pesquisador:

Os 6leos essenciais de Citrus sinensis e de Citrus aurantium foram doados pela empresa Laszlo Ltda. Os aromatizadores ceramicos foram doados
pela empresa ViaAroma Ltda.
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