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RESUMO

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DO ROSMARINUS
OFFICINALIS EM MULHERES SUBMETIDAS A
RADIOFREQUENCIA

Autor: Greissi Tatieli Franke Treméa
Orientador: Prof. Dra. Christiane de Fatima Colet

Introdugdo: A gordura abdominal ¢ um fator de riscos a saude associada com: aumento da
pressdo arterial, e do diabetes, além de elevar o risco de doengas cardiovasculares (DCV).
Para a minimizagdo desta gordura, diversos tratamentos com finalidades estéticas tém sido
propostos, dentre eles, o equipamento de Radiofrequéncia, que promove a formacao de um
campo eletromagnético de alta frequéncia, que atua aquecendo seletivamente o tecido
adiposo, elevando o metabolismo local e promovendo lipdlise das células adiposas.
Considerando o mecanismo de agdo previsto pelo uso da radiofrequéncia, prevé-se o
desenvolvimento de efeito inflamatdério no organismo, e este pode estar relacionado com a
ocorréncia de estresse oxidativo, que por sua vez ¢ associado com a aumento de prevaléncia
de comorbidades, a longo prazo. A planta Rosmarinus officinalis (Rosemary), conhecida
popularmente como Alecrim apresenta diversas fun¢des farmacologicas, atribuidas pelo uso
popular, como: hipoglicémico, antiaterogénico, anti-hipertensivo, hipocolesterolémico,
antioxidante, antiinflamatorio, hepatoprotetor, antidepressivo, antiproliferativo e
antibacteriano. Considerando os efeitos descritos para esta planta, em especial sua agdo
antioxidante, prevé-se que a mesma possa exercer um efeito potencial para controlar e
minimizar os danos inflamatdrios, ocasionados pelo uso da radiofrequéncia, sendo este o
diferencial deste estudo. Objetivos: Verificar o potencial efeito antioxidante do Rosmarinus
officinalis na diminui¢do do dano inflamatério ocasionado por uso de radiofrequéncia em
tratamento estético. Métodos: trata-se de um estudo de pesquisa experimental, longitudinal,
analitico, prospectivo, do tipo ensaio clinico randomizado duplo cego, que incluira trinta e
duas mulheres com gordura localizada abdominal. No grupo controle (n=8): serdo realizadas
as sessOes estéticas para redugdo da gordura localizada abdominal e inseridas na dieta
capsulas de placebo. O grupo interveng¢do (n=24): recebera o tratamento para reducdo da
gordura localizada com radiofrequéncia e sera subdividido em: Grupo A, B e C, todos com §
integrantes e estes receberdo 100mg/dia, 500mg/dia e 1000mg/dia de Rosmarinus officinalis,
respectivamente. O estudo sera realizado de dezembro de 2020 a julho de 2021, tendo inicio
apos a aprovagdo no CEP.

Palavras-chave: Rosmarinus officinalis, Terapia por Radiofrequéncia, Estresse Oxidativo,

Antioxidantes, Gordura Abdominal



ABSTRACT

EVALUATION OF THE ROSMARINUS OFFICINALIS ANTIOXIDANT
POTENTIAL IN WOMEN SUBJECT TO RADIOFREQUENCY

Author: Greissi Tatieli Franke Treméa
Advisor: Prof. Dr. Christiane de Fatima Colet

Introduction: Abdominal fat is a health risk factor associated with: increased blood pressure,
and diabetes, in addition to increasing the risk of cardiovascular diseases (CVD). To minimize
this fat, several treatments with aesthetic purposes have been proposed, among them, the
radiofrequency equipment, which promotes the formation of a high frequency electromagnetic
field, which acts by selectively heating the adipose tissue, increasing the local metabolism and
promoting lipolysis adipose cells. Considering the mechanism of action predicted by the use
of radiofrequency, the development of an inflammatory effect in the body is expected, and this
may be related to the occurrence of oxidative stress, which is associated TROCAwith an
increase in the prevalence of comorbidities in the long term. The plant Rosmarinus officinalis
(Rosemary), popularly known as Rosemary has several pharmacological functions, attributed
by popular use, such as: hypoglycemic, anti-atherogenic, anti-hypertensive,
hypocholesterolemic, antioxidant, anti-inflammatory, hepatoprotective, antidepressant,
antiproliferative and antibacterial. Considering the effects described for this plant, especially
its antioxidant action, it is expected that it may have a potential effect to control and minimize
inflammatory damage, caused by the use of radiofrequency, which is the differential of this
study. Goals: To verify the potential antioxidant effect of Rosmarinus officinalis in decreasing
the inflammatory damage caused by the use of radiofrequency in aesthetic treatment.
Methods: this is an experimental, longitudinal, analytical, prospective study, of the
randomized double blind clinical trial type, which will include thirty-two women with
localized abdominal fat. In the control group (n = 8): aesthetic sessions will be carried out to
reduce localized abdominal fat and placebo capsules will be inserted in the diet. The
intervention group (n = 24): it will receive a treatment to reduce localized fat with radio
frequency and will be subdivided into: Group A, B and C, all with 8 members and they will
receive 100mg / day, 500mg / day and 1000mg / day of Rosmarinus officinalis, respectively.
This study will be carried out from December 2020 to July 2021, starting after approval by
the CEP.

Keywords: Rosmarinus officinalis, Radiofrequency Therapy, Oxidative Stress, Antioxidants,

Abdominal Fat.
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1. INTRODUCAO

Os tratamentos estéticos para a reducdo de adiposidades localizadas estdo em
evidéncia em fun¢do de suas caracteristicas ndo invasivas e pelos efeitos colaterais
diminuidos, quando comparados a procedimentos cirurgicos (CHOI et al., 2018). Para
minimizar a gordura localizada abdominal, diversos tratamentos estéticos estdo no mercado
(FRIEDMANN, 2015). O tratamento deste problema, além da questdo estética, tem impacto
na satde, uma vez que a adiposidade representa um fator de risco para doengas
cardiovasculares, conforme o Ministério da Saude (BRASIL, 2017).

Entre os recursos ndo invasivos utilizados na estética para o tratamento de
adiposidades e disfuncdes do colageno, destaca-se a radiofrequéncia. Conforme Vale et al.
(2020) este tratamento faz uso de um equipamento com energia promotora de campo
eletromagnético de alta frequéncia, que atua aquecendo seletivamente o tecido adiposo,
elevando o metabolismo local e consequentemente promovendo lipdlise das células adiposas.
O efeito térmico exercido pela radiofrequéncia ¢ explicado por estudo que descreve que
células adiposas ficam expostas a temperaturas em torno de 44°C, na qual ocorrem lesdes
apoptoticas, que sdo eliminadas por mecanismos fagocitarios (PRINS et al.,1994). Estudos
encontrados demonstram que a aplicagdo da radiofrequéncia tem eficacia no tratamento de
adiposidades localizadas, alguns explicitados no texto abaixo.

Vale et al. 2020 associou a aplica¢do da radiofrequéncia, em gordura abdominal, com
exercicio aerobico, constatando diminui¢do na circunferéncia da cintura. Otto (2016)
apresentou resultados significativos na reducdo de gordura abdominal com uma sessdo de
radiofrequéncia. Tanaka (2015) realizou estudo da aplicacdo da radiofrequéncia monopolar
em diferentes regides do corpo, obtendo reducdo significativa na gordura localizada.

Ademais, estudos com associacdo entre diferentes aparelhos estéticos, incluindo a
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radiofrequéncia, também demonstram resultados positivos na redugdo da gordura localizada,
cujos protocolos foram aplicados em diferentes partes do corpo (BRIGHTMAN et al., 2009;
WINTER, 2009; ADATTO; ADATTO-NEILSON; MORREN, 2014; CHANG et al, 2016;
HANDS-FRE, 2016; SHEK et al 2016; ARABPOUR-DAHOUE et al., 2019).

Para tanto, De Carvalho et al. (2011) relata que o aumento da temperatura gerou sinais
de inflamagdo em modelos animais, como um mecanismo de resposta ao equipamento de
radiofrequéncia, demonstrando que tal procedimento estimula processos inflamatorios no
organismo (INACIO; BERNARDI; ROMANO, 2017; GULDEN et al., 2009; HANTASH et
al., 2009; DE CARVALHO et al., 2011), o que pode ser um fator desencadeante de estresse
oxidativo (REUTER et al., 2010).

No estresse oxidativo, a producao de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) superam a
producao de antioxidantes, e as células inflamatorias produzem substancias mediadoras
atuantes no recrutamento de outras células inflamatérias para o local danificado e
consequentemente, ocorre a produgdo de espécies ainda mais reativas. Todo o processo entre
inflamacao e estresse oxidativo gera um ciclo vicioso, podendo levar a danos em células
epiteliais (REUTER et al., 2010). Nesse sentido, o estresse oxidativo, influenciado por
processos inflamatdrios, esta relacionado com a inflamagdes cronicas, € com doengas cronicas
degenerativas como: Esclerose Lateral Amiotrofica, Alzheimer, Parkinson, Esclerose
Multipla, e pode acelerar os sinais do envelhecimento celular (ASL; GOUDARZI; SHOGHI,
2020).

Para minimizacdo de danos inflamatdrios ocasionados por fatores enddgenos e
exdgenos, como a radiofrequéncia, a suplementacdo com antioxidantes exdgenos pode ser
uma alternativa. Estes quando provenientes de produtos naturais tém sido amplamente
utilizados para diminuir os danos nos tecidos, induzidos por radicais livres. Em especifico, os
polifenois sdo antioxidantes estudados para a protecdo contra o estresse oxidativo relacionado
ao excesso de Espécies Reativas de Oxigénio (ASL; GOUDARZI; SHOGHI, 2020).

Conforme Colica et al. (2018), Rosmarinus officinalis (Rosemary), conhecida
popularmente como Alecrim, possui potencial antioxidante, e serd o objeto de estudo. Esta
planta apresenta diversas func¢des farmacoldgicas atribuidas pelo uso popular, entre as quais:
hipoglicémico, antiaterogénico, anti-hipertensivo, hipocolesterolémico, antioxidante,
antiinflamatorio, hepatoprotetor, antidepressivo, antiproliferativo e antibacteriano. Além
destes usos cita-se: tratamento para a sindrome de abstinéncia a morfina, feridas diabéticas e

distarbios cognitivos (FARKHONDEH, SAMARGHANDIAN, POURBAGHER-SHAHRI,

12



2019). Entre os constituintes antioxidantes mais eficazes do Rosmarinus officinalis, foram
identificados os difenodis diterpenos ciclicos, o 4cido carnosolico e o carnosol (NIETO, ROS,
CASTILLO, 2018). O Rosmarinus officinalis apresenta na sua composi¢do de polifenois,
entre os quais destacam-se: 4acido carnodsico, carnosol e &cido rosmarinico. A estes
atribuem-se  efeitos farmacoldgicos: antioxidantes, anti-inflamatério, antivirais e
antibacterianos (FARKHONDEH, SAMARGHANDIAN, POURBAGHER-SHAHRI, 2019).
Segundo Olivares-Vicente et al. (2018) a atividade dos polifendis esta associada
principalmente com a eliminagdo de espécies reativas do oxigénio.

Nesse sentido, a pesquisa pretende analisar os efeitos do Rosmarinus officinalis, e
verificar se sua suplementacdo pode minimizar os efeitos inflamatorios locais resultantes dos
procedimentos estéticos, e se, apresenta influéncia nos resultados estéticos para reducao de
adiposidades localizadas.

Refor¢ando o apresentado, De Carvalho et al. (2011) relacionou o mecanismo de agdo
previsto pelo uso de radiofrequéncia, com o desenvolvimento de efeito inflamatério no
organismo, € este com a ocorréncia de estresse oxidativo (REUTER et al, 2010), que por sua
vez ¢ associado com a aumento de prevaléncia de comorbidades, a longo prazo (ASL;
GOUDARZI; SHOGHI, 2020). Nao foram encontrados estudos avaliando o estresse celular
desencadeado por procedimentos estéticos, bem como sobre uso desta planta para combater
tal estresse celular. Estima-se que o uso de plantas medicinais com fun¢do antioxidante, como
0 Rosmarinus officinalis, possam minimizar os efeitos inflamatorios, sem reduzir os
resultados estéticos, e considerando a falta de estudos sobre o tema, e sobre o efeito protetor
da referida planta, destaca-se a importancia desta pesquisa. O presente trabalho ¢ um projeto
de inovagdo tecnoldgica e que esta alinhado a politica de plantas medicinais e fitoterapicos

brasileiras.

13



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo ¢ verificar o potencial efeito antioxidante do Rosmarinus
officinalis na diminui¢do do dano inflamatério ocasionado por uso de radiofrequéncia em

tratamento estético.

2.2 Objetivos Especificos

Verificar os efeitos da utilizagdo do Rosmarinus officinalis sobre perfil lipidico e
glicidico de voluntérios que fizeram uso deste fitoterapico.

Verificar os efeitos da utilizagdo do Rosmarinus officinalis sobre o estresse
oxidativo/celular de voluntarios que fizeram uso deste fitoterapico.

Avaliar se a suplementacdo de Rosmarinus officinalis durante tratamento estético para
reducdo de gordura abdominal interfere nos resultados de reducao de adiposidades.

Empregar Ensaio Cometa Alcalino e Ensaio de Micronucleo, para verificar os danos
decorrentes do estresse oxidativo sobre a fita de DNA.

Verificar os danos decorrentes do estresse oxidativo sobre a fita de DNA ocasionado

por uso de radiofrequéncia em tratamento estético.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Gordura Localizada Abdominal e Radiofrequéncia

Procedimentos estéticos para melhora do contorno corporal t€ém apresentado procura
global crescente. A busca por satisfacdo na aparéncia fisica, bem como melhoria na qualidade
de vida, sdo fatores que aumentam a busca por: acompanhamento nutricional adequado,
realizagdo de exercicios fisicos e, complementarmente, de procedimentos estéticos para
reducdo de adiposidades. Mesmo diante das técnicas de cirurgias plasticas modernas, que ja
apresentam redu¢do de riscos e complicacdes, os pacientes buscam cada vez mais métodos
ndo invasivos para seus tratamentos, procedimentos estes com taxas menores de morbidade e
tempo de recuperagdo diminuido (OTTO, 2016).

Um dos principais focos dos procedimentos estéticos ¢ o tratamento de gordura
abdominal, que, segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), pode estar relacionado
com diversos riscos a saude como: aumento da pressao arterial, diabetes, dentre outros fatores
que podem elevar o risco de doengas cardiovasculares (DCV). Nesse sentido, a circunferéncia
da cintura ¢ uma medida considerada para avaliar a gordura visceral do individuo, sendo que,
valor igual ou superior a 94 cm em homens e 80 cm em mulheres indica risco elevado das de
DCV (BRASIL, 2017).

Entre os procedimentos ndo invasivos para tratar gordura abdominal destaca-se a
radiofrequéncia, um tratamento alternativo na reduc¢do da gordura abdominal, com acdo sobre
adiposidades e disfun¢des do colageno. Conforme Mulholland, Paul, Chalfoun (2011), seu

uso faz-se por meio de um equipamento de energia promotora de campo eletromagnético de
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alta frequéncia, que atua aquecendo seletivamente o tecido adiposo, elevando o metabolismo
local e consequentemente promovendo lipolise das células adiposas. Kwon et al (2017) afirma
que adipdcitos aquecidos em temperaturas de 42°C a 45°C, apresentam desnaturagdo da
membrana e liberagdo de lipidios, promovendo a apoptose das células. A radiofrequéncia
concentra a energia principalmente no tecido adiposo subcutineo, sendo essa seletividade
alcangada através da impedancia especifica deste tecido, no qual os circundantes, como
derme, epiderme e musculos apresentam menor impedancia, garantindo que ndo sejam
afetados (HENGARTNER, 2000). Esse efeito térmico sobre os adipdcitos ¢ bastante
conhecido e foi relatado por Prins et al. (1994), que demonstrou que adipécitos in vitro,
sofrem lesdo por apoptose, quando expostos a calor de 44°C, sendo entdo eliminadas por
mecanismos fagocitarios.

Na radiofrequéncia, com o aquecimento do tecido adiposo, acima exposto, eleva-se o
metabolismo local das células. Através de um fendmeno bioquimico reversivel, promovido
pelo aumento da temperatura, ocorre nos adipdcitos a liberagdo e degradagdo de triglicerideos,
culminando com a geragao de glicerol e acidos graxos ndo esterificados, que podem ser
utilizados para produgdo de energia. Essa liberacdo do conteudo lipidico leva a hipotrofia dos
adipdcitos, ou seja, a diminui¢do de seu volume e consequentemente, redugdo de gordura
localizada (MULHOLLAND; PAUL; CHALFOUN, 2011).

Em estudo que associou a aplicagdo da radiofrequéncia, em gordura abdominal, com
exercicio aerobico, verificou-se uma diminuicdo na circunferéncia da cintura, bem como
diminuicdo do tecido adiposo subcutaneo. Os resultados foram verificados apos 4 sessdes de
radiofrequéncia, com temperaturas atingindo na epiderme entre 40°C e 42°C, com intervalos
entre 24 e 72 horas entre as sessoes, combinando-as com exercicio aerdbico moderado. Os
autores apontam resultados significativos, e esta associacdo demonstrou beneficios na
promog¢do de saude, uma vez que a gordura abdominal representa riscos para doencas
cardiovasculares (VALE et al. 2020).

Otto (2016) apresentou resultados significativos na reducdo de gordura abdominal
com uma sessao de radiofrequéncia, com reducao estatistica e clinicamente significativa na
circunferéncia abdominal. Outro efeito atribuido a radiofrequéncia foi promover a
desnatura¢dao do colageno, com imediata contragdo das fibras e ativa¢ao de fibroblastos, como
resposta ao agente térmico agressor. Esse processo culmina com a neocolagénese, provocando
um remodelamento tecidual (AGNE, 2009). Ainda, o estudo de Alexiades- Armenakas, Dover

e Arndt (2008), demonstrou melhora na aparéncia da celulite das pernas, através da aplicagdo
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de Radiofrequéncia unipolar com temperaturas de 40°C a 43°C. No estudo, foram incluidos 10
pacientes e realizadas de 3 a 6 sessdes, com intervalos de 15 dias entre as sessoes. Em 2015,
Tanaka realizou estudo da aplicagdo da radiofrequéncia monopolar em diferentes regides do
corpo, com 20 voluntarios que realizaram 2 sessdes, com intervalos de 6 semanas entre elas e
temperaturas de 44°C a 46°C e constatou-se reducdo volumétrica significativa na gordura
localizada dos individuos.

Em funcdo das alteracdes térmicas promovidas pela radiofrequéncia, ja apresentadas,
ocorre um estresse inflamatério que promove a liberagdo de substincias pré inflamatorias,
estando associada com a promog¢ado da indugdo de citocinas pré-inflamatorias e interleucina-1
B (IL-1B), segundo Hantash et al. (2009).

De Carvalho et al. (2011) em estudo com modelos animais, verificou que nas
primeiras 24 horas apds a aplica¢do da radiofrequéncia, ocorre migracdo de neutréfilos ao
local da aplicagdo e espessamento da epiderme em decorréncia da atividade mitotica das
células basais. Em 24 ou 48 horas apds a aplicacdo, ocorre migragdo de células epiteliais ao
longo das margens da derme. Nesse sentido, conclui-se que o aquecimento adicional danifica
as proteinas, iniciando uma reagdo inflamatoria em consequéncia da liberagdao de substancias
que promovem a vasodilatagdo, como a histamina e bradicina.

Verifica-se assim, que a aplicacdo da radiofrequéncia pode estar associada a processos
inflamatorios no organismo (GULDEN et al, 2009; HANTASH et al, 2009; DE
CARVALHO et al., 2011), sendo geradas assim, espécies reativas de oxigénio, o que pode
estar culminando com um ambiente de estresse oxidativo (REUTER et al, 2010;
BARREIROS; DAVID, ] M; DAVID, J P, 2006).

Parte dos estudos encontrados realizaram associagdes de radiofrequéncia com outros

equipamentos estéticos, que estdo apresentados no Quadro 1:

Quadro 1. Estudos com Radiofrequéncia estética avaliando tamanho de amostra, equipamento utilizado, nimero

de sessoes e resultados encontrados.

Autor Amostra | Equipamentos Numero de Resultados
Ano Temperatura Sessoes

Intervalo entre

as sessoes

Regido
BRIGHTMAN |29 Combinagao de 4 a 5 sessoes Houve reducgao
et al. Infravermelho, a cada 15 dias cumulativa na
2009 circunferéncia
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Vécuo Succao e Abdomen e com o passar
Radiofrequéncia Bragos das sessoes
40°C a 42°C
WINTER, 2009 | 20 Combinagao de 5 sessoes Demonstrou
Infravermelho, semanais reducdo de
Vacuo Succao e Coxas e circunferéncia e
Radiofrequéncia abdomen frouxidao da
42°C pele.
ADATTO; 35 Combinagao de 6 sessoes Redugao de
ADATTO-NEIL Infravermelho, semanais circunferéncia,
SON; Viécuo Sucgdo e Abdomen redugdo na
MORREN Radiofrequéncia flancos, nddegas | camada de
2014 37°C a44°C ou coxas/ gordura
analisada por
ultrassonografia
CHANG et al. 25 Ultrassom Focalizado | 3 sessdes com A técnica
2016 e Radiofrequéncia intervalos de 15 [ apresentou
dias resultados de
Abdomen diminuicgao de
adiposidades
que se manteve
por pelo menos
um ano.
HANDS-FRE 34 Radiofrequéncia 4 sessoes Reducdo na
2016 multipolar sem contato | semanais espessura da
Abdomen gordura
SHEK et al 20 Radiofrequéncia e 3 sessoes a cada | Melhora na
2016 Ultrassom Focalizado | 15 dias circunferéncia
Abdomen abdominal apos
segundo
tratamento.
ARABPOUR-D | 50 Radiofrequéncia e 10 sessoes Os niveis de
AHOUE et al. mulheres | Ultrassom 2 vezes na leptina e
2019 obesas semana, por 5 concentracgao de
semanas LDL reduziram
apos a terapia.

Os estudos incluem associagdes entre técnicas para a reducao da gordura localizada,
sendo na maior parte das vezes com: ultrassom, radiofrequéncia, infravermelho e vacuo
suc¢do. As amostras foram de 10 a 50 voluntarios e o tempo de tratamento variou de 4 a 6

semanas, sendo que o intervalo entre as sessdes foi bastante variavel em cada estudo.
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3.2. Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo € caracterizado como um desequilibrio entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e sua eliminagdo por mecanismos de protecdo, como 0s
antioxidantes, podendo ocasionar uma inflamacdo crénica no organismo (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006). Células inflamatérias produzem substancias mediadoras atuantes no
recrutamento de outras células, com esta mesma fungdo, para o local danificado e
consequentemente, aumenta a producao de espécies ainda mais reativas. Todo o processo
entre inflamagdo e estresse oxidativo gera um ciclo vicioso, que pode danificar células
(REUTER et al., 2010).

As espécies reativas de Oxigénio (ERO), em condicdes fisioldgicas, sdo necessarias
para manter o estado redox celular, desempenhando papel de sinalizagdo celular,
diferenciagdo, proliferagcdo, crescimento, apoptose, regulagdo citoesquelética e fagocitose. No
entanto, quando estes niveis forem aumentados, para além das condigdes fisiologicas, podem
existir danos celulares importantes (FILIPPIN et al., 2008). Os radicais livres de oxigénio sao
agentes indutores da lipoperoxidacdo, que determinam a deple¢do de acidos graxos
insaturados da membrana celular, induzindo a perda da sua integridade e a alteragcdo funcional
de seus receptores e enzimas (BOWLES et al., 1991).

Espécies reativas de oxigénio sdo produzidas nas células por diversos estimulos
fisiologicos e ambientais e compreendem todas as espécies quimicas formadas por reducao
incompleta de oxigénio, gerando os oxidantes. Estas apresentam vida curta e extremamente
reativas, que reagem consigo e com outras moléculas, buscando estabilidade. As espécies
reativas de oxigénio, podem ter origem enddgena e exodgena, sendo as principais fontes
endogenas: peroxissomos, NADPH oxidase, xantina oxidase, mitocondria e citocromo P-450;
e as fontes de origem exodgenas: radiagdo-y, cigarro e solventes organicos (FILIPPIN et al.,
2008). Os radicais livres sdo importantes para manutencdo de determinadas fungdes do
organismo, como em situacdes de necessidade de ativagdo do sistema imunoldgico
(MONCADA; HIGGS, 2001).

As injurias provocadas por estresse oxidativo apresentam efeitos cumulativos e estao
relacionadas a doencgas, como a aterosclerose e o diabetes (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).
Outras doengas relacionadas foram: esclerose lateral amiotrofica e doenga de Alzheimer, além
de disturbios: esclerose multipla, doenga de Parkinson e o envelhecimento (ASL;

GOUDARZI; SHOGHI, 2020). Ainda, inflamagao crdnica tem sido associada a vérias etapas
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da carcinogénese, incluindo transformacdo celular, promogdo, sobrevivéncia, proliferacao,
invasdo, angiogénese e metastase, conforme Reuter et al. (2010).

Tais doencas, acima descritas, estdo relacionadas com uma superprodugdao dessas
espécies reativas, que enfraquece o sistema de defesa antioxidante, o que pode resultar em
comprometimento dos processos fisiologicos e danificar as membranas celulares, lipidios,
proteinas e acidos nucleicos. Os lipidios sdo um dos principais alvos da ERO, devido a
presenca de multiplas ligagdes nos acidos graxos poliinsaturados, estes sao extremamente
suscetiveis a agdo dos radicais livres. Os hidroperoxidos tém efeitos prejudiciais sobre as
células ao reagir com metais de transi¢do, como cobre e ferro, e esta associacdo resulta em
aldeidos altamente reativos, como o malondialdeido (MDA), com potencial para danificar a
membrana celular (ARUOMA, 1998).

A excessiva formacdo endogena de radicais livres pode ser causada por: (1) ativagdo
aumentada de fagdcitos; (2) interrupcao dos processos normais de transferéncia de elétrons na
cadeia respiratoria mitocondrial; (3) aumento da concentragdo de ions metalicos de transicao
por escape do grupamento heme de proteinas em locais de lesao ou doengas metabolicas; e (4)
niveis diminuidos das defesas antioxidantes (FILIPPIN et al., 2008). Sendo o Rosmarinus
officinalis uma planta com potencial antioxidante, esta pode apresentar-se benéfica ao
aumentar os niveis de defesa antioxidantes do organismo, diminuindo a formacgao de radicais
livres.

Os danos mais graves ocasionados a saude humana relacionados ao estresse celular
sdo aqueles causados ao DNA e RNA, uma vez que, se a cadeia do DNA for quebrada, pode
ser reconectada em outra posi¢do alterando, assim, a ordem de suas bases. Tal erro gera
processos de mutacdes e acumulo de bases danificadas. Uma enzima que tenha seus
aminoacidos alterados pode perder sua atividade ou, ainda, assumir atividade diferente.
Ocorrendo na membrana celular, a oxidagao de lipidios interfere no transporte ativo e passivo,
através da membrana, ou ocasiona a ruptura dessa, levando a morte celular. A oxidacao de
lipidios no sangue agride as paredes das artérias e veias, facilitando seu actimulo, com
consequente risco de aterosclerose, podendo causar trombose, infarto ou acidente vascular
cerebral (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Considerando o exposto, conclui-se que o estresse oxidativo ¢ um causador de danos a

saude humana.
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3.2.1. Biomarcadores do Estresse Oxidativo

Os biomarcadores sdo informativos uteis na prevencdo e diagndstico de muitas
doengas em humanos. Em especifico, os biomarcadores de estresse oxidativo podem fornecer
uma associacdo entre o dano oxidativo as macromoléculas (DNA, lipideos e proteinas) e
varias doengas. Um marcador consolidado quando se refere a danos no DNA, ¢ o produto
final da oxidagdo da guanina por radicais hidroxil, o 8-hidroxi-desoxiguanosina (8-OHdG),
sendo este um marcador de estresse oxidativo, cuja presenca no organismo indica oxidacao
das bases do DNA (FILIPPIN et al., 2008).

Os principais biomarcadores para avaliacdo do estresse oxidativo incluem: proteinas
carbonilas e produtos finais de glicagdo avancada (AGE); 3-nitrotirosina; lipoproteina de
baixa densidade oxidada; produtos de oxidagdo lipidica, como 4-hidroxi-nonenal e
malondialdeido (MDA); F2-isoprostanos; produtos de oxidacdo do DNA / RNA, tais como:
8-oxoguanina; glutationa, proteinas tidis e sulfoxido de metionina; e outros (SIES; BERNDT;
JONES, 2017).

Outro biomarcador de estresse oxidativo ¢ o comprimento dos telomeros, cujo
tamanho diminuido indica dano. O ensaio do cometa ¢ um teste que visa mensurar quebras de
células, sendo utilizado para deteccdo de dano de DNA causado por estresse oxidativo. Outra
forma de avaliagdao ¢ o conteudo carbonilico de proteinas, utilizado como marcador de dano
oxidativo em proteinas, sob condi¢des de estresse oxidativo. A oxidacao de proteinas tem
grande importancia, pois com este ocorre fragmentagao das cadeias e oxidacao de quase todos
os tipos de aminoécidos, com producgdo frequente de compostos carbonilados, particularmente
a partir de prolina, arginina e lisina (FILIPPIN et al., 2008).

Os processos oxidantes levam a varios danos, como ja descrito, por isso para analisar
esse processo, ha diversos marcadores Uteis para sua identificagdo, entre enzimas, sistema nao
enzimatico, andlise de Espécies Reativas de Nitrogénio (ERNs), avaliagdo do dano de DNA,
oxidagdo de proteinas, peroxidacdo de lipideos. O Malondialdeido (MDA) ¢ um dos
principais indicadores de dano oxidativo lipidico nas membranas dos individuos. Ele ¢ um
componente de substincias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e o produto final da

peroxidacio lipidica (NINIC et al., 2018). Demais dados estio descritos no Quadro 2:

Quadro 2. Principais Biomarcadores do Estresse Oxidativo.
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Enzimas antioxidantes

Superdoxido Dismutase (SOD)

Catalase (CAT)

Glutationa-peoxidase (GSH-Px)

Glutationa-redutase (GSH-Rd)

Sistema antioxidante

nio enzimatico

GSH: tampao redox sulfidrilico que mantém os residuos
cisteinila da hemoglobina e de outras proteinas do eritrocito, no

estado reduzido

Coenzima Q: papel central na cadeia respiratoria mitocondrial

Acido urico

Vitamina E ou tocoferol: Intercepta o radical peroxila

Vitamina C ou ascorbato

b-caroteno: capacidade de capturar radicais e outras espécies

Proteinas de transporte de metais de transi¢ao: catalisadores

Marcadores de

peroxidagao lipidica

malondialdeido (MDA)

Hidroxinonenal (HNE): produto majoritario da oxidagdo de

acidos graxos poliinsaturados
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Isoprostano: produzidos pela oxidacdo do 4cido araquidonico

Marcadores de Grupos carbonila em proteinas

oxidagdo de proteinas

Marcadores de espécies | Oxido nitrico (NO)

reativas de nitrogénio

Outros marcadores de

Teste do cometa em leucocitos
dano em

macromoléculas

Fonte: Adaptado de (VASCONCELOS et al., 2007).

A literatura apresenta diversos estudos acerca da avaliacdo do efeito de diferentes
extratos de plantas nos biomarcadores relacionados ao estresse oxidativo (JAVID et al 2018;
SRIVASTAVA et al. 2016; HADI et al. 2017; USHARANI; MERUGU; NUTALAPATI 2019;
PANAHI et al., 2016)

O estudo de JAVID et al. (2018) investigou os efeitos da administracdo oral de po
extrato seco de Melissa officinalis em biomarcadores de estresse oxidativo, inflamacdo e
perfil lipidico em pacientes com Angina Estivel Cronica. Com uma amostra de 80
voluntarios, metade destes recebeu 3g por dia desta planta, por 8 semanas. A analise entre os
grupos mostrou que a concentracdo média de MDA e Proteina C Reativa de alta sensibilidade
(hs-CRP) foi significativamente menor no grupo intervengdo, comparado com o grupo de
controle, que recebeu capsulas de placebo, apds a intervengdo. Ainda, as concentracdes
médias de Triglicerideos (TG), concentragao total de colesterol (TC), lipoproteina de baixa
intensidade (LDL-c) foram significativamente menores no grupo de intervenc¢ao.

Srivastava et al. (2016) realizou estudo em pacientes com osteoartrite do joelho, com
objetivo de avaliar a eficacia do extrato de Curcuma longa, incluindo 78 pacientes, cujo grupo

tratamento utilizou este extrato associado com Diclofenaco, duas vezes por dia, controlado
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por placebo e Diclofenaco, seguindo a mesma posologia por 4 meses. Houve maior redugao
nos niveis de biomarcadores de inflamagao (IL-1p), espécies reativas de oxigénio, e MDA no
grupo intervengao, quando comparados com os valores basais.

Em estudo com o objetivo de avaliar os efeitos da Camellia sinensis (cha verde) e de
Hibiscus sabdariffa L (cha azedo) sobre o estresse oxidativo e danos musculares em atletas de
futebol, Hadi et al. (2017) incluiu 54 jogadores divididos aleatoriamente em trés grupos para
receber: 1) 450 mg/d de extrato de cha verde (GTE) (n = 18); 2) 450 mg/d de extrato de
Hibiscus sabdariffa (STE) (n = 18); 3) 450 mg/ de maltodextrina no grupo controle (n = 18).
Ap6s seis semanas de intervencdo, os atletas que receberam suplementos de GTE e STE, em
comparagdo com o placebo, tiveram um nivel de MDA significativamente reduzido. Além
disso, a suplementacao de STE resultou em um aumento significativo no nivel de capacidade
antioxidante total (TAC) em comparacdo com os grupos GTE e placebo. Nao foram
encontrados resultados significativos a reducdo de danos musculares.

Usharani; Merugu; Nutalapati (2019) realizaram estudo para avaliar o efeito do extrato
aquoso padronizado de frutos de Phyllanthus emblica 250 ¢ 500 mg sobre o estresse
oxidativo, inflamagdo sistémica e perfil lipidico em individuos com Sindrome Metabodlica
com disfun¢@o endotelial. O estudo demonstrou que o extrato melhorou significativamente as
variaveis em analise, em ambas as dosagens testadas, mas especialmente em 500 mg, com
redug¢do importante em biomarcadores de estresse oxidativo: 6xido nitrico (NO), glutationa
(GSH) e malondialdeido (MDA) e biomarcador de inflamagao sistémica (hsCRP).

Panahi et al. (2016) realizou estudo com objetivo investigar a eficicia da
suplementagdo com Heracleum persicum na modulacdo de biomarcadores sistémicos de
estresse oxidativo em individuos submetidos a angiografia corondria, com inclusdao de 27
individuos, sendo estes alocados aleatoriamente no grupo intervengdo (n=15): com ingesta
diaria de 300mg de extrato hidroalcoolico de Heracleum persicum; e grupo controle (n=12),
em uso de placebo por um periodo de seis meses. O estudo demonstrou a eficacia do extrato
como antioxidante em individuos com Doenca Arterial Coronariana, ¢ houve redugdo das
concentragcoes de MDA sérico e elevagao de glutationa reduzida (GSH) e TAC, bem como
atividades de Glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT), em comparacdo com o grupo
controle.

Nao foram encontrados estudos que avaliem o estresse oxidativo por procedimentos
estéticos. Acerca de biomarcadores, um estudo teve como objetivo avaliar a combinacao de

radiofrequéncia e ultrassom sobre os indices antropométricos, equilibrio antioxidante
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pro-oxidante (PAB) e proteina C reativa de alta sensibilidade (PCR). Os resultados
demonstram que houve diminuicao de peso e circunferéncia abdominal no grupo que recebeu
a intervengdo, contudo ndo houve alteragdo significativa de atividade no PAB e PCR

(MOHAMMADZADEH et al., 2016).

3.3. Antioxidantes

O dano oxidativo ocorre se uma determinada condi¢do induz um desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes, no qual os oxidantes sdo favorecidos, uma interrupcdo da
sinaliza¢do redox é produzida e pode ocorrer um dano molecular (QUINONEZ-FLORES et
al., 2016).

Considerando os danos relacionados com o estresse oxidativo, € seu potencial de
causar morbidade, ja descrito na secdo anterior, estudos buscam substancias capazes de
minimizar tais danos, e para tal fim destacam-se os antioxidantes, que sdo moléculas
endogenas ou exogenas, capazes de retardar os danos do estresse oxidativo, por meio da
diminui¢do de radicais livres e eliminagdo de EROs. O uso de produtos antioxidantes
justifica-se uma vez que o estresse oxidativo, induzido por ERO, em alguns casos, nao
consegue ser eliminado apenas por antioxidantes enddgenos (ASL; GOUDARZI; SHOGHI,
2020).

Denomina-se como antioxidante qualquer substancia ou composto capaz de eliminar
os radicais livres ou inibir o processo de oxidacao na célula, conforme Quifionez-flores et al.
(2016). O corpo possui defesa antioxidante para prote¢do celular contra danos oxidativos, e
enzimas envolvidas na neutralizagdo ou eliminacdo destas espécies reativas sdo: Superoxido
dismutase (SOD), Glutationa peroxidase (GSH-Px) e Catalase (Cat), Glutationa redutase
(GR), Glutationa-S-transferase (GST), Tioredoxina redutase (TR) e heme oxigenase. Existem
fontes de antioxidantes nao enzimaticos, como vitaminas (A, C, E), flavonodides, carotendides,
glutationa, bem como minerais antioxidantes, como zinco, cobre, manganés, ferritina, selénio
(MATEEN et al. 2016).

A superoxido dismutase ¢ considerada como uma primeira linha de defesa contra as
EROs. Catalisa a conversao do anion superoxido em perdxido de hidrogénio e oxigénio

molecular. A glutationa peroxidase e a catalase sdo importantes enzimas antioxidantes que
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regulam o metabolismo do peroxido de hidrogénio que, quando em excesso, pode causar
danos DNA, RNA e lipidios. A glutationa redutase catalisa a conversao de glutationa oxidada
(GSSG) em glutationa reduzida (GSH), ajudando a manter o ambiente reduzido da célula,
impedindo o estresse oxidativo. A glutationa-S-transferase ¢ uma enzima desintoxicante que
catalisa a conjugacdo de glutationa reduzida a substancias xenobidticas. A glutationa
(L-y-glutamil-L-cisteinilglicina) ¢ um dos importantes antioxidantes presentes no corpo
humano que protege os componentes celulares dos danos causados por radicais livres. E
convertido em sua forma oxidada, pois reduz a ligagao dissulfeto formada dentro de proteinas
citoplasmaticas para cisteina. A forma oxidada de glutationa pode ser reduzida por glutationa

redutase, que usa 0o NADPH como doador de elétrons (MATEEN et al., 2016).

3.4. Rosmarinus officinalis

As plantas medicinais sempre foram exploradas pelas populagdes desde a antiguidade,
e desempenhavam um papel importante no tratamento de doencas. Atualmente, parte dos
medicamentos existentes sdo desenvolvidos a partir de compostos isolados de plantas
medicinais. Desta forma, os produtos naturais t€ém papel importante, ndo apenas pela
utilizacdo de seus compostos bioativos, como também como matéria prima para sintese de
medicamentos. As plantas medicinais sdo uma fonte renovavel de compostos, fornecendo
estruturas quimicas novas e complexas, desencadeando um efeito terap€utico desejavel e com
risco reduzido de complicagdes iatrogénicas, quando comparado com medicamentos
convencionais. Validar e usar plantas como fitofarmacéutico requer desenvolvimento de
pesquisas basicas e aplicadas, a fim de definir eficacia e segurancga desse recurso no mesmo
nivel de exigéncia dos produtos farmacéuticos convencionais, avaliando sua eficacia e
seguranca (ANDRADE et al., 2018).

Uma planta que vem sendo bastante estudada nos ultimos anos ¢ a Rosmarinus
officinalis (Rosemary), conhecida popularmente como Rosmarinus officinalis. Representa um
membro da familia Lamiaceae e seu nome deriva da palavra latina Rosmarinus: "orvalho"
(ros) e "mar" (marinus), ou "orvalho do mar" (COLICA et al., 2018). Diversas fungdes
farmacoldgicas sdo atribuidas como uso popular para esta planta, como: hipoglicémico,

antiaterogénico, anti-hipertensivo, hipocolesterolémico, antioxidante, anti-hipertensivo,
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antiinflamatério, hepatoprotetor, antidepressivo, antiproliferativo e antibacteriano. Além
destes usos cita-se: tratamento para a sindrome de abstinéncia de morfina, feridas diabéticas e
distarbios cognitivos (FARKHONDEH, SAMARGHANDIAN, POURBAGHER-SHAHRI,
2019). Os o6leos essenciais e extratos de Rosmarinus officinalis obtidos de flores e folhas sdo
usados para tratar lesdes de pele leves, erupcdes cutaneas, dor de cabega, dispepsia, problemas
circulatorios, também como expectorante, diurético e antiespasmodico nas cdlicas renais,
parte destas indicagdes sao baseados no uso popular (ANDRADE et al., 2018).

Rosmarinus officinalis (Rosemary) ¢ uma planta aromatica com aproximadamente um
metro de altura, de orientagio vertical. Suas flores sdo azuis e folhas verde-escuras. E mais
frequentemente  encontrada nas regides do  Mediterraineco (FARKHONDEH,
SAMARGHANDIAN, POURBAGHER-SHAHRI. 2019). Diferentes regides geograficas sao
capazes de afetar a composi¢do quimica das plantas e, portanto, suas atividades bioldgicas,
uma vez que esta planta ¢ sensivel a variagdes climaticas (BOURHIA et al., 2019).

O extrato de Rosmarinus officinalis, especialmente suas folhas, tem sido um dos
produtos fitoterapicos mais populares consumidos como agente aromatizante e antioxidante
nas industrias de conservagdo de alimentos e cosméticos (FARKHONDEH,
SAMARGHANDIAN, POURBAGHER-SHAHRI. 2019). E tais extratos podem ser obtidos a
partir de raizes, caules, folhas, flores, frutas, sementes e casca (DE OLIVEIRA; CAMARGO;
DE OLIVEIRA, 2019).

Em relagdo a composicdo quimica destaca-se como de maior importancia: acido
carnosico, epirosmanol, rosmanol, metilcarnosato e isorosmanol. O perfil polifenélico dessas
plantas € caracterizado pela presenga dos constituintes majoritarios: dcido carnodsico, carnosol,
acido rosmarinico e hesperidina. Entre os constituintes antioxidantes mais eficazes, foram
identificados os difenois diterpenos ciclicos, o acido carnosolico e o carnosol (NIETO; ROS;
CASTILLO, 2018).

A toxicidade dos extratos de Rosmarinus officinalis foi abordada por Anadon et al.
(2008), no qual doses de 2.000mg/kg enriquecidos em diterpenos e contendo um menor
numero de flavonoides foram bem tolerados e nao tiveram efeitos adversos ou mortalidade em
modelos animais. Nobile et al. (2016) realizou estudo em 90 individuos que consumiram
diariamente extratos de Rosmarinus officinalis e de frutos citricos, por 3 meses, € ndo foram
verificados efeitos adversos.

A composi¢do e quantidade de compostos presentes nos diferentes extratos de folhas

de Rosmarinus officinalis dependem de varios fatores, como: tipo de solo, clima, idade das
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plantas e o procedimento de extracdo, este ultimo o fator mais importante. O &acido
rosmarinico e outros compostos presentes em menor concentracdo, como acidos
hidroxicinamicos e flavonodides glicosilados, sdo os principais compostos identificados em
extratos soluveis em d4gua, enquanto os diterpenos de abietano, como &cido carnosico,
carnosol ou rosmadial e outros compostos hidrofébicos, como como flavonas metiladas
genkwanin e cirsimaritina, e a flavona hesperetina sdo abundantes no extrato nao solivel em
agua (OLIVARES-VICENTE et al., 2018)

Extratos de Rosmarinus officinalis podem ser classificados em trés grupos principais
com base em sua composicdo quimica: 6leos essenciais, extratos hidrofilicos e hidrofobicos.
A atividade antioxidante dos extratos de Rosmarinus officinalis se deve principalmente aos
diterpenos fenolicos do abietano e ao acido fenolico rosmarinico. No entanto, esse
comportamento depende da hidrofobicidade do ambiente, sendo que o extrato hidrossolavel
exibe uma alta atividade antioxidante na auséncia de um sistema baseado em membrana
(OLIVARES-VICENTE et al., 2018). Os efeitos ja descritos na literatura associados a

Rosmarinus officinalis podem ser vistos nos quadros 3 e 4, abaixo apresentadas.

Quadro 3. Estudos in vivo de Rosmarinus officinalis, avaliando os resultados ¢ dados relativos a metodologia do

estudo
Autor/ Fitoterapico/ Resultados Amostra/
Ano/ Intervencao Tempo de
Acompanhamento
Estudos em Humanos
Moss et al. Oleos essenciais puros de | Rosmarinus 144 participantes
2003 Lavandula angustifolia e | officinalis
Rosmarinus officinalis produziu uma
melhoria
significativa na
qualidade geral da
memoria e fatores
de memoria

secundaria, mas
também produziu
uma diminuicao da
velocidade da
memoria, em
comparacao com
os controles.
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Gedney; Glover; | Oleo essencial de A intensidade e 0 | 26 participantes
Fillingim Lavandula angustifolia e | desconforto da dor | 3 sessoes
2004 Rosmarinus officinalis induzida
experimentalmente
foram
marginalmente
reduzidos apds o
tratamento com
Rosmarinus
officinalis.
Fuchs et al. Extrato de Rosmarinus Diminuiram a 20 participantes
2005 officinalis dermatite
e Calendula officinalis
creme topico
Lukaczer et al. Extrato de Humulus Redugao 54 participantes
2005 lupulus significativa de 2 a 3 vezes ao dia por
e Rosmarinus officinalis | 40% a 50% na 8 semanas

pontuagao para dor
em individuos com
doenga reumatica.

Greenlee et al.
2007

Curcuma longa, Cynara
scolymus, Rosmarinus
officinalis, Schisandra
chinensis, Silybum
marinum, Taraxacum

officinalis

Nao apresentaram
efeitos nas
medidas de
estrogénio. Os
androgenos da fase
folicular inicial

40 mulheres

4 capsulas duas
vezes ao dia por 5
ciclos menstruais

diminuiram.
Jimbo et al. Aroma de 0,04 ml de Todos os pacientes | 28 idosos, sendo 17
2009 Citrus limonum apresentaram com Alzheimer
e 0,08 ml de o6leo melhora 28 dias
essencial de Rosmarinus | significativa na
officinalis pela manha; funcao cognitiva
e 0,08 ml de Lavandula
angustifolia e 0,04 ml de
oleos essenciais de Citrus
sinensis a noite
McCaffrey; Oleo essencial de Menor ansiedade | 40 participantes
Thomas; Rosmarinus officinalis e | com o uso dos
Kinzelman, de Lavandula angustifolia | 6leos em
2009 comparacao com
nenhum uso de
aromaterapia
Balderas et al. 0,02% de extrato de Mudanca 49 participantes

2010

Rosmarinus officinalis,

significativa no
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0,001% de vitamina E e
0,3% de PUFAs inseridas
a dieta

metabolismo
devido a dieta, em
criangas diabéticas

3 vezes na semana
por 12 meses

Pengelly et al.
2012

750 mg; 1500 mg; 3000
mg e 6000 mg de extrato

seco de Rosmarinus
officinalis

A dose mais baixa
750 mg teve um
efeito benéfico
estatisticamente
significativo em
comparagao com o
placebo no
desempenho
cognitivo.

27 participantes
Unica dose

Lindheimer;
Loy; O'connor
2013

Cépsulas contendo Piper
nigrum (2,0 g) e
Rosmarinus officinalis
(1,7 ¢)

Nao induziram
melhorias
consistentes de
curto prazo na
ateng¢ao sustentada,
na motivagao para
realizar tarefas
cognitivas ou nos
sentimentos de
energia mental e
fadiga em adultos
jovens com baixa
energia.

40 participantes
Unica dose

Pérez-Sanchez et

al.
2014

100mg extrato de Citrus
sinensis e Extrato de
Rosmarinus officinalis

Reduziu alguns
eventos
moleculares
relacionados ao
fotodano da pele,
como geragao de
ERO intracelular e
danos ao DNA

10 participantes
12 semanas

Panabhi et al.
2015

Locao contendo 6leo
Rosmarinus officinalis,
3,7mg/ml

Verificou-se um
aumento
significativo na
contagem de
cabelo

100 participantes
6 meses

Azad; Schwiertz
Jentsch
2016

b

Enxaguante bucal
contendo Oleo de
Cymbopogon flexuosus
(0,5%), 6leo de Thymus
zygis (0,5%), 6leo de
folha Rosmarinus

Efeito positivo nos
niveis bacterianos
no biofilme
subgengival.

46 participantes

2 vezes ao dia por 14

dias
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officinalis (0,5%),
emulsionante de oleo de
ricino (6%)

Mahyari et al. Enxaguante bucal de Foi eficaz no 60 participantes
2016 extratos hidroalcoodlicos tratamento da 2 vezes ao dia por 2
de Z. officinale, R. gengivite e sua semanas
officinalis e C. officinalis | eficécia foi
(5%) comparavel a do
enxaguatorio bucal
com clorexidina.
Nobile et al. Extrato seco de Diminui¢do das 90 participantes
2016 Rosmarinus officinalis alteragdes cutaneas
(100mg) e Citrus paradisi | induzidas por
(250mg) UVB e UVA
(diminuigao da
vermelhidao da
pele e
lipoperoxidos)
Moss et al. Agua contendo Extrato Melhora em 80 participantes
2018 de Rosmarinus officinalis | efeitos Unica dose
cerebrovasculares

observados para os
niveis de
hemoglobina
desoxigenada
durante o
desempenho de
tarefas cognitivas

Nematolahi et al.
2018

Extrato de Rosmarinus
officinalis
500 mg

Aumento da
memoria
prospectiva e
retrospectiva,
reducao da
ansiedade e
depressao, melhora
na qualidade do
sono em
estudantes
universitarios.
Notou-se efeitos
diuréticos,
melhorias na pele,
aumento da libido
e apetite.

68 participantes
Duas vezes ao dia
por 1 més
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Perry et al.
2018

Combinagao de extratos
de Salvia officinalis L.,
Rosmarinus officinalis L.
e Melissa officinalis L

A preparagao oral
¢ eficaz na
memoria episodica
verbal em
individuos
saudaveis

44 participantes
Sg/dia por 2 semanas

Valones et al.
2019

Creme dental com extrato
etanodlico 5% de
Rosmarinus officinalis/

A pasta de dentes
tratou eficazmente
0 sangramento
gengival e reduziu
a placa bacteriana.

101 participantes
30 dias

Gomez De
Cedron et al.
2019

Extrato supercritico de
Rosmarinus officinalis
(11,25 mg de diterpeno
fenois) e oleo de figado
de tubardo enriquecido
em alquilglicero6is
bioativos (150 mg)

Positivos efeitos
1Imuno nutricionais

60 participantes

6 semanas

Estudos em

Animais

Mugnaini et al.
2013

6leos essenciais de
Thymus serpillum 2%,
Origanum vulgare 5% e

Houve melhora
para tratamento de
micose devido a

13 ovelhas
2 vezes ao dia por 15
dias

Rosmarinus officinalis 5% | trichophyton
em Oleo de Prunus dulcis | mentagrophytes
Noori Ahmad 100 mg/kg 200 mg/kg e Resultado 50 ratos
Abadi et al. 400 mg/kg de extrato semelhante ao do
2016 Rosmarinus officinalis diazepam,
mostrando um
efeito ansiolitico.
Seyedemadi et 50 mg/kg, 75 mg/kg e 100 | Reducao 72 ratos
al. 2016 mg/kg/dia de Rosmarinus | significativa os 30 dias

officinalis

volumes de infarto
cortical e
subcortical

Murino Rafacho
et al.
2017

Extrato de Rosmarinus
officinalis doses de 0,02 e
0,2%

Funcao diastolica

melhorada, reduziu

a hipertrofia
muscular,
proporcionou
alteracdes

morfoldgicas e

98 ratos infartados
3 meses
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funcionais no

coragao
Nardoni et al. shampoo neutro com Nao houve 14 gatos
2017 adi¢ao oOleo essencial de diferenca 2 semanas

Thymus serpyllum (2%), | significativa os
Origanum vulgare (5%) e | efeitos de cura

Rosmarinus officinalis micologica
(5%)
Hegazy et al. Rosmarinus officinalis e Reducao 32 ratos
2018 Thymus vulgaris significativa do 10 dias
colesterol,
evidenciando os
efeitos
dislipidémicos da
planta

Os estudos em humanos demonstram que os produtos mais utilizados desta da planta
foram oleos essenciais (6 estudos) e em extratos (14 estudos), sendo que o tempo de estudo
variou de 1 dia, com a utilizagdo de dose Unica, até o acompanhamento por 12 meses. A
amostra minima verificada no estudo foi de 20 participantes (FUCHS et al., 2005) e a maior
amostra foi apresentada por Moss et al. (2003) com 144 participantes. Dos 20 estudos
relatados, 7 avaliam os efeitos da Rosmarinus officinalis sobre a memoria e fungdes
cognitivas. Quatro estudos avaliam aspectos relacionados a pele, e 3 estudos avaliam os
efeitos na odontologia. Ademais, 2 estudos avaliam efeitos sobre a dieta, relacionados a
metabolismo e imunidade, 2 verificaram os efeitos sobre a dor, 1 estudo avaliou efeitos sobre
os hormoénios femininos e ainda, 1 estudo avaliou ag¢do de Rosmarinus officinalis sobre a
ansiedade. A maior parte dos estudos avalia a combinacdo de compostos, sendo que apenas
em 7 estudos verifica-se uso isolado de Rosmarinus officinalis. Apenas 1 estudo ndo obteve
nenhum resultado positivo na pesquisa (LINDHEIMER; LOY; O’CONNOR, 2013).

Nos estudos em animais (MUGNAINI et al., 2013; NOORI AHMAD ABADI et al.,
2016; SEYEDEMADI et al., 2016; MURINO RAFACHO et al., 2017; NARDONI et al.,
2017; HEGAZY et al., 2018), as amostras variaram de 13 a 98 animais, € 0 acompanhamento
do estudo minimo foi de 10 dias ¢ maximo de 3 meses. Dos 6 estudos encontrados, 2 relatam
o uso de 6leo essencial de Rosmarinus officinalis, com doses de 5%, em ambos os estudos.
Quatro estudos utilizaram extrato da planta, com doses variando de 50 mg/kg a 400 mg/kg.

Poucos efeitos colaterais foram relatados, sendo que Moss et al. (2013) evidenciou

uma diminui¢do da velocidade da memoria em individuos que utilizaram 6leo essencial de
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Rosmarinus officinalis em relagdo ao grupo controle. Indigestdo foi relatada em estudo de
Greenlee et al. (2007) com a utilizagao de diversos compostos fitoterapicos, incluindo-se o
Rosmarinus officinalis. No estudo de Pengelly et al. (2012), a dose unica de 6000 mg de
extrato seco de Rosmarinus officinalis demonstrou efeitos prejudiciais no desempenho
cognitivo. Ja4 edema nos labios e gengivoestomatite plasmocitica foram efeitos colaterais
relatados por Valones et al. (2019) em estudo para avaliar o indice de sangramento e placas,
apos o uso de creme dental contendo Rosmarinus officinalis a 5%.

Considerando o exposto verifica-se variabilidade nos estudos sobre o Rosmarinus
officinalis, quanto ao uso, tempo de utilizacdo e metodologia empregada, demonstrando a
versatilidade de uso, mas fragilidade nos ensaios clinicos para comprovacao de eficacia e
indicacdo para uso no sistema de saude, evidenciando a importancia de novas pesquisas que

preencham essas lacunas.

Quadro 4. Estudos in vitro de Rosmarinus officinalis, avaliando os resultados e dados relativos a metodologia do

estudo

Autor/ Fitoterapico/ Intervencao Resultados

Ano/

Scheckel; Degner; Acido Rosmarinico, extraido | Efeitos anticancer por

Romagnolo do Rosmarinus officinalis reduzir expressao de o gene

2008 pré-inflamatorio
ciclooxigenase-2 (COX-2)
em em células HT-29 de
cancer de colon

Pérez-sanchez et al. Extrato de Citrus e extrato O aumento da sobrevivéncia

2014 de Rosmarinus officinalis celular e a diminui¢@o na
geracao de ERO intracelular
e danos ao DNA.

Acerca dos estudos in vitro foram encontrados dois com diferengas importantes entre
eles, sendo que um avalia um metabodlito isolado e outro um produto composto com outra
planta, e quanto aos resultados um estudo avaliou atividade antitumoral e outro dano ao DNA.

Apenas um estudo encontrado avalia os efeitos sobre a geragao de espécies reativas de
oxigénio (ERO), sendo o estudo de Pérez-Sanchez et al. (2014) realizado em humanos e em

células cultivadas para avaliar efeitos nocivos dos raios ultravioleta nos queratinocitos. Este,
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demonstrou a capacidade da combinacdo de extratos, incluindo Rosmarinus officinalis, em
diminuir a geragdo de ERO e danos ao DNA induzidos por fototerapia.

Entre os estudos encontrados sobre essa planta, verifica-se os efeitos benéficos sua
utilizacdo devido ao fato de suas propriedades antioxidantes, tendo capacidade em contribuir
para a diminui¢do do estresse oxidativo, condi¢do essa, responsavel pela evolugdo de diversas
doengas (OLIVARES-VICENTE et al., 2018). Mais estudos em humanos sao necessarios para
investigar a eficacia do extrato de Rosmarinus officinalis por tempo prolongado e para outras

doengas, evidenciando a importancia da presente pesquisa.

3.5. Importancia da Fitoterapia

Diante da maior diversidade vegetal do mundo, o Brasil possui grande potencial a
utilizag¢ao de plantas medicinais para fins curativos e de tratamento. Com base neste potencial,
em 2006, através de portaria do Ministério da Sautde GM/MS n° 971, foi criada a Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no SUS (PNPIC) que abrange o uso ¢ o
estudo das Plantas Medicinais, através de Politicas de incentivo a pesquisas € ao uso de
fitoterapicos pelo Sistema Unico de Saude. A fitoterapia, sendo uma terapéutica caracterizada
pelo uso de plantas medicinais em suas diferentes formas farmacéuticas, consiste no uso de
plantas medicinais na arte de curar, ¢ ¢ uma forma de tratamento de origens muito antigas,
relacionada aos primordios da medicina e fundamentada no acumulo de informacgdes por
sucessivas geragoes. Ao longo dos séculos, produtos de origem vegetal constituiram as bases

para tratamento de diferentes doencas (BRASIL, 2015).

Ainda em 2006, através do Decreto da Presidéncia da Republica n°. 5.813, de 22 de
junho, foi criada a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, tendo como
objetivo estabelecer diretrizes e linhas prioritarias para o desenvolvimento de agdes voltados a
garantia do acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil.

Tendo como objetivo geral de garantir a populagdo brasileira o acesso seguro € 0 uso
racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentdvel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional, a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos, tem como diretrizes: 1. Regulamentar o

cultivo; o manejo sustentavel; a produgdo, a distribuicdo, e o uso de plantas medicinais e
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fitoterapicos, considerando as experiéncias da sociedade civil nas suas diferentes formas de
organizacdo. 2. Promover a Formacao técnico-cientifica e capacitagdo no setor de plantas
medicinais e fitoterapicos. 3. Incentivar a formacao e capacitagdo de recursos humanos para o
desenvolvimento de pesquisas, tecnologias e inovacdo em plantas medicinais e fitoterapicos.
4. Estabelecer estratégias de comunicacdo para divulgacdo do setor plantas medicinais e
fitoterapicos. 5. Fomentar pesquisa, desenvolvimento tecnoldgico e inovagao com base na
biodiversidade brasileira, abrangendo espécies vegetais nativas e exoOticas adaptadas,
priorizando as necessidades epidemiologicas da populagdo. 6. Promover a interacdo entre o
setor publico e a iniciativa privada, universidades, centros de pesquisa e Organizagdes Nao
Governamentais na area de plantas medicinais e desenvolvimento de fitoterapicos. 7. Apoiar a
implantacdo de plataformas tecnologicas piloto para o desenvolvimento integrado de cultivo
de plantas medicinais e produgdo de fitoterapicos. 8. Incentivar a incorporagdo racional de
novas tecnologias no processo de produ¢do de plantas medicinais e fitoterapicos. 9. Garantir e
promover a seguranga, a eficacia e a qualidade no acesso a plantas medicinais e fitoterapicos.
10. Promover e reconhecer as praticas populares de uso de plantas medicinais e remédios
caseiros. 11. Promover a adog¢ao de boas praticas de cultivo e manipulagdo de plantas
medicinais e de manipula¢do e producdo de fitoterapicos, segundo legislagdo especifica. 12.
Promover o uso sustentavel da biodiversidade e a reparticdo dos beneficios derivados do uso
dos conhecimentos tradicionais associados e do patrimdnio genético. 13. Promover a inclusao
da agricultura familiar nas cadeias e nos arranjos produtivos das plantas medicinais, insumos
e fitoterapicos. 14. Estimular a producdo de fitoterdpicos em escala industrial. 15. Estabelecer
uma politica intersetorial para o desenvolvimento socioecondmico na area de plantas
medicinais e fitoterapicos. 16. Incrementar as exportagdes de fitoterapicos e insumos
relacionados, priorizando aqueles de maior valor agregado. 17. Estabelecer mecanismos de
incentivo para a inser¢do da cadeia produtiva de fitoterapicos no processo de fortalecimento
da industria farmacéutica nacional (BRASIL, 2006).

As duas politicas oportunizam a discussao sobre as vantagens da incorporacao das
praticas fitoterapicas nos servicos do Sistema Unico de Satide (SUS) e como esse processo
deve ser realizado (BRASIL, 2006). O interesse dessa implementacdo representa, além da
incorporagdao de mais uma terapéutica ao arsenal de possibilidades de tratamento a disposicao
dos profissionais de saude, o resgate de uma pratica milenar, representando praticas culturais

e de educacdo em saude, colaborando com o conhecimento cientifico e o conhecimento
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popular em aspectos de entendimento sobre o adoecimento e as formas de trata-lo
(FIGUEREDO; GURGEL; GURGEL JUNIOR, 2014).

Como apresentado tais politicas incentivam pesquisas com fitoterapicos, justificando a
importancia do presente estudo. Além disso, o presente projeto também se enquadra nos ODS,
no qual, recentemente, foram criados os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS),
como parte da Agenda 2030, um processo coordenado pela ONU que abrange o
desenvolvimento econdmico, a erradicagdo da pobreza, da miséria e da fome, a inclusao
social, a sustentabilidade ambiental e a boa governanca em todos os niveis, incluindo paz e
seguranca, sendo um Plano de Acdo universal. Sdo 17 objetivos e 169 metas de acdo global
para alcance até 2030, em sua maioria, abrangendo as dimensdes ambiental, econdmica e
social do desenvolvimento sustentavel, de forma integrada e inter-relacionada (BRASIL,
2020).

Satude de qualidade ¢ o terceiro dos 17 objetivos, tendo como expectativa do projeto
assegurar uma vida saudavel e promover o bem-estar para todos, em todas as idades, ¢ a
garantia universal de acesso a medicamentos seguros e eficazes. Nesse sentido, a validacao e
o uso de plantas medicinais para a promog¢ao de saude ¢ de suma importancia, uma vez que
este processo traz beneficios a populagdo devido ao fato que de os fitoterapicos apresentam
risco reduzido de complicagdes iatrogénicas, quando comparado com medicamentos
convencionais, além de representarem acesso a terapéutica facilitado e biodisponivel. A
ampliagdo das opgdes terapéuticas ofertadas aos usuérios do Sistema Unico de Saude, com
garantia de acesso a plantas medicinais, fitoterapicos e servigos relacionados a fitoterapia,
com seguranca, eficacia e qualidade, na perspectiva da integralidade da atencdo a satde, ¢
uma importante estratégia com vistas a melhoria da atengdo a saude da populacao e a inclusao
social (BRASIL, 2020).

Da mesma forma, a utilizagdo de plantas medicinais colabora com o Objetvo 12:
Consumo ¢ Produgdo Responsaveis, no qual se planeja o uso eficiente de recursos naturais
através de estilos de vida em harmonia com o meio ambiente. A utilizacdo de plantas
medicinais colabora com a preservagdo das espécies, a reaproximacao do ser humano da
natureza e a conservacdo do conhecimento popular transmitido por meio dos tempos
(FAVILLA & HOPPE, 2011).

Ainda, diante do décimo objetivo: Reduzir a desigualdade dentro dos paises e entre
eles, o desenvolvimento do setor de plantas medicinais e fitoterapicos pode se configurar

como importante estratégia para o enfrentamento das desigualdades regionais existentes em
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nosso pais, podendo prover a necessaria oportunidade de insercdo socioecondmica das
populagdes de territérios caracterizados pelo baixo dinamismo econdmico e indicadores
sociais precarios. A estruturacao de cadeias e arranjos produtivos locais voltados a exploragao
agricola e comercial de plantas medicinais e fitoterapicos podem contribuir para a diminui¢ao
de discrepancias de concentragdo de renda entre as regides do pais (BRASIL, 2006).

Ademais, o estudo da planta Rosmarinus officinalis corrobora com a Politica Nacional
de Medicamentos, aprovada em 1998, que em sua diretriz, “Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico”, prevé a continuidade e expansdo do apoio a pesquisas para o aproveitamento
do potencial terapéutico da flora e fauna nacionais, enfatizando a certificagdo de suas
propriedades medicamentosas. Tendo em vista a grande disponibilidade em substancias
oferecidas pela natureza, a fitoterapia esta presente em grande parte dos medicamentos
disponiveis, tanto como componente bioativo, quanto como matéria-prima para

medicamentos, justificando a importancia da pesquisa na area (BRASIL, 2001).
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4. MATERIAIS E METODOS

O Fluxograma do procedimento de randomizacdo estd de acordo com o Consolidated

Standards of Reporting Trials (CONSORT) e pode ser visto na Figura 1.
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Figura 1. Fluxograma de alocagdo dos pacientes na pesquisa e intervengoes realizadas.

4.1. Métodos

4.1.1. Desenho do estudo

Seréd realizada uma pesquisa experimental, longitudinal e analitica, prospectiva, do
tipo ensaio clinico randomizado duplo cego. Serdo utilizadas analises bioquimicas, avaliagao

de niveis lipidicos e proteicos, e a presenca de marcadores de estresse oxidativo.

4.2. Participantes

4.2.1. Critérios de Inclusio

Serdo incluidas no estudo mulheres de 18 a 50 anos, e que apresentem gordura
localizada abdominal. Mulheres que ndo apresentem comorbidades: hipertensdo, diabetes e

doengas autoimunes, que ndo tenham realizado procedimentos estéticos ndo invasivos nos
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ultimos 30 dias, e que ndo estejam em dieta alimentar restritiva. O protocolo sera aplicado nos

meses de dezembro de 2020 a abril de 2021.

4.2.2. Critérios de Exclusao

Serao excluidas do estudo as participantes que forem pessoa natural incapaz, gestantes
ou lactantes, mulheres que fazem uso de medicamentos anti-inflamatorios, medicamentos
fitoterapicos e produtos emagrecedores, que tenham alergia ou intolerdncia ao Rosmarinus
officinalis, assim como que apresentem sensibilidade ou alergias e contraindicagdes da
Radiofrequéncia. Também serdo excluidas mulheres obesas, com IMC>=30 (WHO, 1995),
calculado através da formula indice de Massa Corporal (IMC) = Peso (kg) Altura? (m)
(BRASIL, 2011), mulheres que tenham realizado procedimentos estéticos invasivos nos
ultimos 12 meses e as que ndo aceitem participar da pesquisa, ou ndo assinarem o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido

4.3. Coletas de Dados e Intervencoes

O estudo sera realizado em uma clinica privada multidisciplinar que apresenta entre os
seus servigos, os de estética, localizada no municipio de Ajuricaba - RS. A clinica Studio
Bella Forma, onde serdo realizadas as aplicacdes de radiofrequéncia, bem como as avaliagdes
e as coletas sanguineas ¢ um espaco multidisciplinar, que apresenta os servicos com
profissional nutricionista, atividade fisica funcional e estética. Trata-se de publico do sistema
privado, que acessam este local em busca dos servigos supracitados. Quem realiza os
atendimentos sdo: nutricionista, educador fisico e uma esteticista. Sendo esta ultima que fara
as avaliagdes antropométricas e as aplicacdes da Radiofrequéncia. A clinica possui os
recursos necessarios para o procedimento (fita métrica, adipdmetro, balangas, radiofrequéncia,
espatulas, maca, lengois descartdveis e gel). A proprietaria, Geisa Buchanelli, educadora
fisica, declara que ndo ha conflito de interesses.

As capsulas de Rosmarinus officinalis que serdo utilizadas no estudo serao produzidas
com extrato seco adquirido em fornecedor habilitado, da empresa FLORIEN FITOATIVO,

com laudo e controle de qualidade, seguindo os testes de qualidade preconizados na
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Farmacopeia Brasileira, conforme RDC N° 298, DE 12 DE AGOSTO DE 2019 (BRASIL,
2019).

A manipulagdo das céapsulas de fitoterapico e placebo sera realizada na Farmacia
Universitaria da Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul -
UNIJUI e serdo identificadas com LETRAS (A, B, C, D) para permitir o cegamento dos

participantes da pesquisa.

4.4. Intervencoes

As participantes do estudo serdo divididas em dois grupos: controle (GC) e
intervengdo (GI). Ambos os grupos receberdo a aplicacdo de 12 sessdes estéticas com o
equipamento de Radiofrequéncia Hertix KLD, 3 vezes na semana, por 4 semanas. A
radiofrequéncia sera aplicada na regido abdominal, subdividida em 4 regides de 100cm? por
10 minutos em cada regido. Para a aplicagao sera utilizado gel neutro. Esse procedimento sera
realizado pela pesquisadora, Tecnologa em Estética e Cosmética, com experiéncia e formagao
para o manuseio do equipamento de Radiofrequéncia. O equipamento de Radiofrequéncia
utilizado sera Hertix da marca KLD, com registo na ANVISA (10245239008). O
equipamento ¢ de propriedade da pesquisadora.

A intervencao farmacoldgica com uso de Rosmarinus officinalis ocorrerd no mesmo
periodo da realizagdo do tratamento estético (4 semanas).

Grupo controle: serdo realizadas as sessOes estéticas para reducdo da gordura
localizada abdominal com radiofrequéncia e inseridas na dieta capsulas de placebo (farinha).

Grupo intervencio: serd dividido em 4 subgrupos:

e Grupo A: que recebera o tratamento para reducdo da gordura localizada abdominal
com radiofrequéncia e suplementagao na dieta de 100mg/dia de Rosmarinus officinalis
em capsulas.

e Grupo B: que receberd o tratamento para reducdo da gordura localizada abdominal
com radiofrequéncia e suplementagao na dieta de 500mg/dia de Rosmarinus officinalis
em capsulas.

e Grupo C: que receberd o tratamento para reducao da gordura localizada abdominal
com radiofrequéncia e suplementagdo na dieta de 1000mg/dia de Rosmarinus

officinalis em cépsulas.
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e Grupo D: que recebera apenas as capsulas de suplementagdo na dieta de 1000mg/dia

de Rosmarinus officinalis.

4.5. Desfechos

4.5.1. Primarios

Atividade antioxidante Rosmarinus officinalis, avaliando pelas enzimas TBARS,

SOD, CAT, GSH e GPx, comparando os grupos controle e intervengao.

4.5.2. Secundarios

Reducao de adiposidades localizadas abdominais;
Melhora na fung¢do hepatica;

Efeito diurético do Rosmarinus officinalis.

4.6. Coleta de Dados

4.6.1. Mensuracoes

- Medidas antropométricas

Seré elaborada uma ficha de anamnese dos participantes, na qual serdo avaliados os
critérios: peso, agua corporal, indice de massa magra e indice de massa gorda, estas
verificados com uso de uma balanca de bioimpedancia. Na anamnese também ira constar as
informacodes pessoais, historico de saude e habitos diarios.

Serdo realizadas as medidas com fita métrica, seguindo as Orientagdes para a Coleta e
Analise de Dados Antropométricos em Servicos de Saude (BRASIL, 2011), estando o
participante em pé, ereto, abdomen relaxado, bragos estendidos ao longo do corpo e as pernas

paralelas, ligeiramente separadas e utilizando apenas roupas intimas. A fita métrica deve estar
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no mesmo nivel em todas as partes da cintura e serd pedido para que o participante inspire e
expire totalmente, para anotar o valor. Para padroniza¢do das medidas do abdomen serdo
avaliados os pontos: 1°: logo abaixo dos seios; 2°: S5cm acima da cicatriz umbilical; 3°: sobre a
cicatriz umbilical; 4°: 5cm abaixo da cicatriz umbilical; 5°: medida do quadril, que sera
realizada no maior perimetro do quadril.

A dobra cutanea abdominal serd mensurada com o auxilio de um adipémetro, para
quantificar a gordura localizada naquela regido do corpo e sera realizada em 3 pontos: 1°:
Dobra horizontal posicionada lateralmente a 3 cm de distancia da cicatriz umbilical e 1 cm
abaixo do centro da cicatriz umbilical; 2°: Dobra vertical localizada lateralmente a 2 cm da
cicatriz umbilical; 3°: dobra localizada lateralmente de 3 a 5 cm da cicatriz umbilical. As
medidas serdo realizadas no lado direito do corpo, 3 vezes em cada ponto, sendo anotada a
média entre os numeros encontrados (MACHADO, 2008).

Para fins comparativos, as participantes serdo fotografadas antes (D1) e ap6s o término
do tratamento (D30). A circunferéncia e as pregas cutaneas serdo coletadas ao final de todas
as sessoes estéticas e serao registradas na ficha de acompanhamento.

A avaliacdo da ficha de anamnese, pregas cutaneas, circunferéncia e fotografias sera
realizada por profissional Tecnologa em Estética e Cosmética, com a presenga de uma

profissional auxiliar.

- Estresse Oxidativo

Serdo utilizados ensaios bioquimicos de Catalase, Superoxido dismutase, Glutationa
Redutase, Glutationa peroxidase, Proteinas carboniladas e Lipoperoxidagdo tecidual. Os testes
serdo realizados no UNILAB — Laboratorio de Analises Clinicas da UNIJUI. Tais analises,
assim como as demais explicitadas abaixo serdo realizadas com amostras coletadas no D1 e
D30.

Para o preparo das amostras sera utilizado sangue com heparina, sendo este
precipitado com TCA 40%, na propor¢do de 2ml de sangue para 1 ml de TCA, homogeneizar
e depois centrifugar por 10 minutos a 3000 rpm e utilizar o sobrenadante. Todos serdo

estimados por método espectrofotométrico.
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Para a atividade da Lipoperoxidacdo Tecidual (TBARS) utiliza-se 250ul da amostra
e incuba-se com 50ul de agua, 600ul de acido fostorico 1% e 600ul de TBA 0,6%, por 1 hora
a 100 °C. Deixar esfriar e ler em 532nm.

Para a atividade da enzima Catalase (CAT) deve-se pipetar na cubeta de leitura:
1860ul de TFK e 20 pl de amostra. Apds isso, adicionar 105ul de H,O, e iniciar a leitura, em
240nm.

Para o Superoxido Dismutase (SOD) dilui-se as amostras na propor¢do de 1:10.
Pipetar na cubeta de leitura: 1000pl de Tampado Glicina e 20 pl de amostra. Apds isso
adiciona-se 17ul de epinefrina e inicia-se a leitura em 480nm. Para deslocar a curva para
esquerda, adiciona-se NaOH 0.1 M e para curva para direita, adiciona-se HC1 0.1 M.

Para a dosagem da enzima Glutationa Redutase (GSH), pipeta-se na cubeta de
leitura: 750ul do Sistema (TFK 0.15 M, pH 7.0 com EDTA 1.5mM e NADPH 0.15mM), 10ul
de agua e 50ul da amostra. A leitura € realizada no espectrofotdometro a 340nm, com
intervalos de leitura de 30 segundos, durante 2 minutos. Apo6s isso adicionar 50ul do substrato
(GSSG 20mM) na cubeta e ler novamente no mesmo comprimento de onda, com intervalos
de leitura de 30 segundos, durante 2 minutos.

Para a dosagem da enzima Glutationa Peroxidase (GPx) deve-se pipetar na cubeta de
leitura: 850ul do Sistema (NADPH, GSH, GR (500 U/ 2 ml), Azida 100mM e TFK 100mM
pH 7.0), 50ul de 4gua e 50ul da amostra. Apos isso adicionar 100ul do substrato (H,O, 4mM)
na cubeta. Lé-se no espectrofotdometro a 340nm, com intervalos de leitura de 30 segundos,
durante 2 minutos.

A Carbonilacdo das Proteinas ¢ analisada com o preparado seguindo a diluicdo de
plasma 1:80 em Tris/HCI 10mM, pH=7,4, prepara-se tubos com 1 ml de amostra e 200ul de
DNPH, incuba-se os tubos por 1 hora no escuro a temperatura ambiente, agita-se a cada 15
minutos, apds adiciona-se 500ul de tampao de desnaturagdo (fosfato de soédio 150 mM
pH=6.8 ¢ SDS), 1,5 ml de etanol e 1,5 ml de hexano em cada tubo. Agita-se todos os tubos
por 40 segundos. Centrifuga-se por 15 min a 3000 rpm. Ressuspender em 1 ml de tampao de

desnaturagdo. Lé-se em 370nm.

- Dano ao DNA
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Serdo utilizados também o Ensaio cometa e Ensaio de Micronucleo para verificar
danos ao DNA. Os testes serdo realizados no UNILAB — Laboratorio de Andlises Clinicas da
UNIJUL

No ensaio Cometa células nucleadas sdo incorporadas em agarose sobre uma lamina e
lisadas por uma solugdo, esta solucao “digere” as membranas nucleares das células permitindo
a liberacdo do nucléolo e fragmentos de DNA. A eletroforese ¢ realizada em pH alcalino. Os
fragmentos de DNA migram no sentido da “cabe¢a” até sua “cauda”, refletindo a quantidade
de quebras do DNA. As laminas produzidas com a utilizagdo da técnica serdo analisadas em
microscopio Optico com aumento de 40X, e para a leitura e analise dos dados gerados no

ensaio, utiliza-se o software Comet Score™,

4.6.2. Analise Bioquimica

As analises bioquimicas convencionais de Creatinina, Creatinoquinase — MB
(CK-MB), Gamaglutamiltranspeptidase (Gama-GT), Fosfatase alcalina, Transaminase
glutamico-oxalacética (TGO/AST), Transaminase Glutamico Pirtivica (TGP/ALT), Colesterol
total, Lipoproteina de alta densidade (HDL), Lipoproteina de baixa densidade (LDL) e de
triglicerideos serdo realizadas no UNILAB — Laboratorio de Analises Clinicas da UNIJUIL, um
laboratério de prestacdo de servico e de ensino da Universidade, no D1 e D30. A coleta destas

amostras seguira os protocolos do laboratorio contratado.

4.7. Tamanho da Amostra

Participarao do estudo 40 pacientes divididos em cinco grupos: A) controle (8
pacientes); B) em uso de Rosmarinus officinalis 100 mg/dia; C) em uso de Rosmarinus
officinalis 500 mg/dia; D) em uso de Rosmarinus officinalis 1000 mg/dia; E) em uso de
Rosmarinus officinalis 1000 mg/dia apenas.

O tamanho da amostra foi determinado conforme amostragem intencional

considerando analise bifatorial.
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As pacientes serdo convidadas conforme banco de dados da clinica Studio Bella
Forma, serdo selecionadas as que atendam aos critérios de inclusdo. Apos serd disponibilizado
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para a voluntaria, que, apos ler todas as

informacgdes e atender aos critérios de inclusdo ¢ exclusao, fara a assinatura, se assim decidir.

4.7.1. Randomizacao

4.7.1.1. Sequéncia geracao

Serdo selecionadas 32 pacientes que atenderam os critérios de inclusdo, e estes
randomizados em grupo controle ¢ A, B, C e D com 8 participantes em cada grupo
supracitado. Para randomizacao, sera utilizado o programa Microsoft Excel Software 2016, no
qual serdo atribuidos um numero de 1 a 40 para cada paciente e a alocagdo realizada
utilizando o comando ‘“aleatorio entre”. Para os ntimeros repetidos sera gerado um novo
numero pelo comando. Cada participante selecionado serd alocado entre os grupos, segundo
uma tabela de randomizacdo simples, gerada pelo programa supracitado. Para minimizar
vieses de pesquisa os grupos serdo estratificados de acordo com faixa etaria e valor de prega

cutanea.

4.7.1.2. Implementacio

A sequéncia de randomizacdo serd gerada pelo autor, atendendo ao critério de que
serdo incluidas em cada um grupo numero semelhante de pessoas com mesmas

caracteristicas: idade e tamanho da prega cutanea.

4.7.1.3. Cegamento

Os participantes da pesquisa serdo cegos, assim como o pesquisador que ird realizar o

protocolo estético. Um segundo pesquisador fara o controle dos grupos e dos tratamentos.
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4.8. Métodos Estatisticos

4.8.1. Analise estatistica

Todas as andlises serdo conduzidas utilizando o software Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) versdao 23.0. A normalidade dos dados sera
testada por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados continuos descritos através de
média £ desvio padrdo (DP) ou mediana (intervalo interquartil), e os dados categoricos
através de frequéncia absoluta e relativa. Para verificar a associagdo entre duas ou mais
variaveis qualitativas sera utilizado o teste de hipotese do Qui-quadrado de Pearson e Odds
ratio. Para as variaveis quantitativas sera utilizado o teste de comparagdo de médias para
amostras ndo paramétricas e independentes teste de Mann-Whitney e Kruskall Willes e para
analise paramétrica teste t de student. Para todos os testes serd considerado o nivel de 5% de

significancia.
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5. ASPECTOS ETICOS

Para a realizagdo dessa investigacdo serdo observados todos os preceitos éticos que
regem pesquisas com pessoas, conforme o preconizado na Resolucdo n°® 466, de 12 de
dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Satde, Ministério da Saude. O presente projeto
somente sera implementado apds a aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIJUI.

Todos os participantes serao informados quanto aos objetivos, finalidades da pesquisa,
€ que a participagdo serd voluntéria, sem beneficios monetarios.

Seréd garantida a eles, manuten¢do de sigilo da identidade e privacidade na coleta de
dados. Apods essa explanagao, eles serdo convidados a integrar a pesquisa. Aos que aceitarem,
serd oferecido o TCLE (Apéndice A) em duas vias, uma em poder de cada participante e outra
da pesquisadora. Os participantes serdo igualmente informados da liberdade de interromper
sua participagcdo em qualquer momento da pesquisa, sem Onus.

Os resultados serdo socializados e a pesquisadora se disponibilizara a apresenta-los
formalmente, conforme desejo dos participantes. Sequencialmente, os artigos cientificos
resultantes do estudo serdo submetidos a avaliacdo de periddicos da area, com vistas a
publicagcdo. Também serdo construidos resumos simples e expandidos, submetidos a eventos
nacionais e internacionais da area.

Os dados da pesquisa permanecerdo sob a guarda e responsabilidade da pesquisadora

por cinco anos e apods, incinerados.

5.1. Riscos

Serdo realizadas coletas de sangue antes das sessdes estéticas e apos a finalizagdo de
todo o tratamento. Estas, serdo realizadas por pesquisadores no local da pesquisa, seguindo
todos os cuidados de biosseguranga e as amostras encaminhados para o laboratorio de anélises
clinicas terceirizado e para o laboratério de quimica que fardo as devidas analises. Existem
riscos relativos a pung@o venosa que serdo informados aos participantes.

Existem riscos de efeitos colaterais relacionados com a planta como: diminui¢do da
velocidade da memoria (MOSS et al., 2013), indigestdio (GREENLEE et al., 2007), efeitos
prejudiciais no desempenho cognitivo (PENGELLY et al.,, 2012), embora os dados da
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literatura apontam pouco risco. Além disso, podem ter riscos de queimadura por
radiofrequéncia.

Serao avaliados individualmente todos os participantes da pesquisa, em ambiente
adequado, com profissional habilitado para realizar a medi¢do das -circunferéncias,
adipometria, avaliagdo de bioimpedancia e fotos. As sessOes estéticas serdo realizadas
individualmente, assim como os questionarios serdo aplicados de forma individual e em
ambiente adequado.

Caso o participante tenha alguma reacdo, tanto aos componentes das cépsulas, quanto
aos procedimentos estéticos, este sera encaminhado ao médico, sendo custeado pela
pesquisadora. Ainda, caso o participante apresente desconforto em algum momento da
pesquisa, afetando sua saude mental ou fisica, a pesquisadora o encaminhara para assisténcia
especializada conforme sua necessidade, sendo médica, psicologa, ou outra area da saude

necessaria para seu bem-estar, sendo custeado pela pesquisadora.

5.2. Beneficios

Os beneficios do estudo relacionam-se ao conhecimento das propriedades do
Rosmarinus officinalis, considerando que seus efeitos anti-inflamatorios podem ser utilizados
para diversos fins na promoc¢do de saude. Através da minimizacdo do estresse celular,
ocasionados por procedimentos estéticos, o Rosmarinus officinalis pode ser utilizado como
coadjuvante nestes tratamentos, prevenindo consequéncias provenientes do envelhecimento

celular, que pode ser responsavel por co-morbidades.
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6. CRONOGRAMA

Ano

2020

2021

Meés

Atividades

Redacao do
projeto

10

11

12

10

11

12

Pesquisa
Bibliografica

Envio ao Comité
de Etica

Realizacao dos
Protocolos
Estéticos

Analises
Bioquimicas

Organizacgiao do
Banco de Dados

Analise dos Dados

Redacio de
Artigos
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7. ORCAMENTO

Valor (RS)
Pessoal Unidade | Quantidade
Unidade Total
Christiane de Fatima Colet -
) Horas
Orientadora - -
Greissi Tatieli Franke Treméa
. Horas
- Académica - -
Subtotal 1 -
Material de Consumo
Pacote ¢/
Papel A4 500 I 16,9 16,90
Impressao Unidade 75 0,15 11,25
Caneta Unidade 1 2,5 2,50
Lapis Unidade 1 1 1,00
Combustivel Litros 27 5 135,00
Seringa Unidade 64 0,7 44,80
Agulha Unidade 65 0,6 39,00
Garrote Unidade 1 10 10,00
Luvas Caixa c/ 100 1 45 45,00
Tubo de coleta com EDTA Unidade 64 0,5 32,00
Reagentes para ensaios Unidade 1 1000 1000,00
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Gel condutor Bag Skg 1 30 30,00

Fita métrica Unidade 1 5 5,00
Adipdmetro Unidade 1 360 360,00
Balanga de Bioimpedancia Unidade 1 399 399,00

Cubetas e espatulas Unidade 1 20,8 20,80

Extrato Rosmarinus

Officinalis Unidade 1 500 500,00

Lencol descartavel Unidade 1 11,9 11,90
Analises Bioquimicas Unidade 80 81,08 6487,00

Subtotal 2

RS 5.864,15

TOTAL (Subtotal 1 + Subtotal 2)

R$

5.864,15

Os recursos para o desenvolvimento deste projeto

responsabilidade da pesquisadora.

serao

inteiramente

de
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APENDICE A: ANAMNESE - QUESTIONARIO

DADOS PESSOAIS

Nome: Datade Nasc._ [/ /
Filhos: () Sim () Nao - Quantos:

Profissao:

Endereco:

Telefone:

E-mail:

Data da avaliacao: )

HISTORICO

Ja recebeu algum tratamento estético? ( ) Sim ( ) Nao — Ha quanto

tempo:

Qual procedimento:

Pratica exercicios fisicos: ( ) Sim () Nao - Quantas vezes na semana:

Faz acompanhamento nutricional? () Sim () Nao
Faz uso de algum medicamento ou fitoterapico? ( ) Sim () Ndo Qual:

Alergia a medicamentos / cosméticos? ( ) Sim ( ) Nao - Qual?

Ja fez algum procedimento cirargico? () Sim () Nao Qual (ais)? Ha quanto
tempo?
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Ciclo menstrual: ( ) Normal () Regular ( ) Irregular
Faz uso de contraceptivo? ( ) Sim( )Nao -
Qual?

Portador de marcapasso? ( ) Sim ( ) Nao

Préteses: () Sim () Nao

63



APENDICE B: INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

MENSURAGOES
Circunferéncias (cm)
PONTOS DO D30
antes de iniciar o apos término do
tratamento tratamento

abaixo do seio

5 cm acima da cicatriz
umbilical

sobre a cicatriz umbilical

5 cm abaixo da cicatriz
umbilical

quadril

TOTAL

RELAGAO
CINTURA-QUADRIL

PREGAS CUTANEAS (mm)

DIAO D30

Dobra 1 1 Média Dobra 1 1 Média
2 2
3 3

Dobra 2 1 Média Dobra 2 1 Média
2 2
3 3

Dobra 3 1 Média Dobra 3 1 Média
2 2
3 3

Dobra 1: Dobra horizontal posicionada lateralmente a 3 cm de distancia da cicatriz umbilical
e 1 cm abaixo do centro da cicatriz umbilical
Dobra 2: Dobra vertical localizada lateralmente a 2 cm da cicatriz umbilical

Sobra 3: dobra localizada lateralmente de 3 a 5 cm da cicatriz umbilical.
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COMPOSICAO CORPORAL

DO

D30

PESO (kg)

HIDRATAGAO

MASSA MAGRA

MASSA GORDA

ALTURA

IMC

RELATO DA VOLUNTARIA

Seréo utilizados S para “sim” e N para “ndo” quando a voluntaria for questionada.

Sessao

8

9

10

11

12

Notou qualquer alteragdo com a
utilizagdo das capsulas?

Sentiu efeitos benéficos pelas
capsulas?

Teve melhorias no sono?

Observou alguma alteragio de
humor?

Notou melhora no aspecto da
pele?

Notou diferenca na gordura
abdominal?

Relatos adicionais:
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FICHA DE ACOMPANHAMENTO

CIRCUNFERENCIA (cm)
Sessao
0 1 2 3 4 5 6 7 |8 9 (10 | 11 | 12
DATA
PONTOS
abaixo do
seio
5cm acima
da cicatriz
umbilical
sobre a
cicatriz
umbilical
5 cm abaixo
da cicatriz
umbilical
PREGAS CUTANEAS (mm)
DIAO SESSAO 1
Dobra 1 1 Média Dobra 1 1 Média
2 2
3 3
Dobra 2 1 Média Dobra 2 1 Média
2 2
3 3
Dobra 3 1 Média Dobra 3 1 Média
2 2
3 3
SESSAO 2 SESSAO 3
Dobra 1 1 Média Dobra 1 1 Média
2 2
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3 3
Dobra 2 1 Média Dobra 2 1 Média
2 2
3 3
Dobra 3 1 Média Dobra 3 1 Média
2 2
3 3
SESSAO 4 SESSAO 5
Dobra 1 1 Média Dobra 1 1 Média
2 2
3 3
Dobra 2 1 Média Dobra 2 1 Média
2 2
3 3
Dobra 3 1 Média Dobra 3 1 Média
2 2
3 3
SESSAO 6 SESSAO 7
Dobra 1 1 Média Dobra 1 1 Média
2 2
3 3
Dobra 2 1 Média Dobra 2 1 Média
2 2
3 3
Dobra 3 1 Média Dobra 3 1 Média
2 2
3 3
SESSAO 8 SESSAO 9
Dobra 1 1 Média Dobra 1 1 Média
2 2
3 3
Dobra 2 1 Média Dobra 2 1 Média
2 2
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3 3
Dobra 3 1 Média Dobra 3 1 Média
2 2
3 3
SESSAO 10 SESSAO 11
Dobra 1 1 Média Dobra 1 1 Média
2 2
3 3
Dobra 2 1 Média Dobra 2 1 Média
2 2
3 3
Dobra 3 1 Média Dobra 3 1 Média
2 2
3 3
SESSAO 12
Dobra 1 1 Média
2
3
Dobra 2 1 Média
2
3
Dobra 3 1 Média
2
3
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ANEXO A: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE REGIONAI. DO NOROESTE DO ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL

J Reconbenda pela Porari
UNIVERSIOADE REGIONAL Regionaltzada palas an mMr l-r.rla 1626d mn mws nou IVII/'IDH n* 818 de 270571994 - DO\ 30/05/1794

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a) Senhor (a)

Estamos desenvolvendo uma pesquisa cujo titulo é “AVALIACAO DO
POTENCIAL ANTIOXIDANTE DO ROSMARINUS OFFICINALIS EM PACIENTES
SUBMETIDOS A RADIOFREQUENCIA”.

Este € um convite para vocé participar desta pesquisa e cabe a vocé decidir
se quer participar. Se estiver interessado em participar, vocé deve ler este termo e
assinar a ultima via para mostrar que concorda em participar da pesquisa.

Trata-se de uma pesquisa experimental, com abordagem quantitativa e
estatistica que visa avaliar o perfil de estresse oxidativo de pacientes em tratamento
para gordura localizada abdominal com radiofrequéncia, associado ao uso de
capsulas de extrato seco de alecrim, com a finalidade verificar o poder antioxidante
da planta. Esta pesquisa € necessaria devido a possivel relagdo entre estresse
oxidativo e a aplicagdo do equipamento estético de radiofrequéncia, sugerindo que o
alecrim traria beneficios a saude dos participantes.

Diante do exposto, o presente estudo visa analisar se essa caracteristica esta
presente na populacdo a ser estudada e tem como objetivo verificar o potencial
efeito antioxidante do Rosmarinus officinalis na diminuicdo do dano inflamatorio
ocasionado por uso de radiofrequéncia em tratamento estético.

Essa pesquisa sera feita através de uma anamnese, aplicagcéo de 12 sessoes

estéticas com radiofrequéncia, por 3 vezes na semana, associada a ingesta de
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capsulas de extrato seco de Rosmarinus officinalis. Os dados serdo tabulados e
transcritos, sendo posteriormente analisados pelos pesquisadores. Além disso,
havera analises em amostra biologica de sangue dos pacientes através da técnica
da catalase, técnica da superoxido dismutase, técnica do SH-n&o proteico, técnica
da lipoperoxidacéo tecidual e exames bioquimicos como creatinina, creatinoquinase
— MB (CK-MB), gamaglutamiltranspeptidase (Gama-GT), fosfatase alcalina,
transaminase glutamico-oxalacética (TGO/AST), transaminase glutadmico piravica
(TGP/ALT), colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL), lipoproteina de
baixa densidade (LDL) e de triglicerideos, proteina C-reativa.

Como vocé respondera a um questionario e sera feita coleta de amostra
bioldgica, sangue, existe o risco de constrangimento, medo, desconforto e retorno de
lembrangas que |he causem sofrimento psiquico. O beneficio que esse estudo
constitui € conhecer os beneficios celulares do uso do alecrim. Caso vocé apresente
algum problema pelo desconforto pelo procedimento de coleta ou que alguma
pergunta possa ter causado, a pesquisadora o encaminhara que vocé seja assistido.

Os critérios de inclusdo sao: ser mulher e ter entre 18 a 50 anos, e que
apresentem gordura localizada abdominal e n&o apresentem comorbidades:
hipertensdo, diabetes e doencas autoimunes, que nao tenham realizado
procedimentos estéticos ndo invasivos nos ultimos 30 dias, e que nao estejam em
dieta alimentar restritiva. Serdo excluidas do estudo as participantes que forem
gestantes ou lactantes, mulheres que fazem uso de medicamentos
anti-inflamatérios, medicamentos fitoterapicos e produtos emagrecedores, que
tenham alergia ou intolerAncia ao Rosmarinus officinalis, assim como que
apresentem sensibilidade ou alergias e contra indicacbes da Radiofrequéncia.
Também serdo excluidas do estudo mulheres obesas, mulheres que tenham
realizado procedimentos estéticos invasivos nos ultimos 12 meses e as que nao
aceitem participar da pesquisa, ou ndo assinarem o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Nés pesquisadores garantimos seu anonimato esta assegurado e as
informacdes obtidas serdo utilizadas apenas para fins cientificos vinculados a este
projeto de pesquisa; podendo vocé ter acesso as suas informagdes e realizar
qualquer modificacdo no seu conteudo, se julgar necessario. Vocé tem liberdade

para recusar-se a participar da pesquisa, ou desistir dela a qualquer momento sem
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que haja constrangimento, podendo vocé solicitar que as informagbdes sejam
desconsideradas no estudo. Mesmo participando da pesquisa podera recusar-se a
responder as perguntas ou a quaisquer outros procedimentos que ocasionem
constrangimento de qualquer natureza.

Esta garantido que vocé nao tera nenhum tipo de despesa financeira durante
o desenvolvimento da pesquisa, como também, ndo sera disponibilizada nenhuma
compensacao financeira.

Eu, Christiane de Fatima Colet, bem como Greissi Tatieli Franke Treméa
assumimos toda e qualquer responsabilidade no decorrer da investigacdo e
garantimos que as informagdes somente serdo utilizadas para esta pesquisa,
podendo os resultados vir a ser publicados.

Se houver duvidas quanto a sua participacdo podera pedir esclarecimento a
qualquer um de nés, nos enderecos e telefones abaixo:

Christiane de Fatima Colet - Rua do Comércio, 3.000 — Departamento de
Ciéncias da Vida - Bairro Universitario - ljui/RS — 98700-000. Fone: (55) 3332-0461.
Email: christiane.colet@unijui.edu.br

Greissi Tatieli Franke Treméa - Rua do Comércio, 3.000 — Departamento de
Ciéncias da Vida - Bairro Universitario - ljui/RS — 98700-000. Fone: (55) 3332-0461.
Email: greissi.tremea@unijui.edu.br

Ou ao Comité de Etica em Pesquisa da UNIJUI - Rua do Comércio, 3.000 -
Prédio BETA — Sala Beta 02-12 - Caixa Postal 560 - Bairro Universitario - ljui/RS -
98700-000. Fone (55) 3332-0301, e-mail: cep@unijui.edu.br.

Todos os documentos ficardo sob a responsabilidade do pesquisador

principal, por um periodo de cinco anos e apos serao deletados e/ou incinerados.
O presente documento foi rubricado e assinado em duas vias de igual teor,
ficando uma com o entrevistado ou responsavel legal e a outra com os

pesquisadores.

Eu, , CPF , ciente das informacdes

recebidas concordo em participar da pesquisa, autorizando-os a utilizarem as

informagdes por mim concedidas e/ou o meu prontuario.
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Assinatura do entrevistado

Christiane de Fatima Colet
000.929.000-11

Impresséo dactiloscopica

Greissi Tatieli Franke Treméa
027.039.440-04
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