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1. INTRODUCAO

1.1. Sepse

Em 2016, a Society of Critical Care Medicine (SCCM) e a European Society of
Intensive Care Medicine (ESICM) publicaram novas definicdes para Sepse baseadas
em uma andlise bastante robusta de grandes bancos de dados, basicamente americanos,
na qual houve uma mudanga conceitual (LAGU et al., 2012). A sepse passa a Ser
definida pela presenca de disfuncdo organica ameacadora a vida secundaria a resposta
desregulada do hospedeiro a uma infeccdo (LAGU et al., 2012; SEYMOUR et al.,
2016). A excessiva producéo de radicais livres, a deplecdo dos estoques antioxidantes
enddgenos e 0 aumento de mediadores inflamatdrios durante a sepse contribuem para
os principais efeitos sisttmicos deletérios na evolucdo da sepse como a hipoxia
tecidual e a faléncia de 6rgdos. Isso torna o estudo e a compreensédo da fisiopatologia
dessa sindrome primordial para tentar alternativas terapéuticas e poder conter esse
processo 0 mais cedo possivel. Seguindo essa proposta, as substancias bioativas com
poder anti-inflamatério e antioxidante vém sendo uma nova forma terapéutica utilizada
em alguns hospitais e na pesquisa cientifica, que pode ser uma nova arma contra a
sepse (SEYMOUR et al., 2016).

Nas Ultimas décadas, as substancias bioativas de origem natural tém despertado
grande interesse por parte dos consumidores, que dao preferéncia para alimentos
funcionais naturais (SILVA et al., 2016; MACHADO et al., 2018; BARTKIENE et al.,
2020). Dentre esses alimentos com propriedades funcionais, destaca-se a prdpolis, um
composto resinoso oriundo de plantas (FIGUEIREDO et al., 2014).

As principais classes de compostos quimicos farmacologicamente ativos
encontrados na propolis sdo flavondides, isoflavonas, compostos fenolicos, xantonas
(SIQUEIRA et al.,, 2009; DE MENDONCA et al., 2015). A propolis verde é
considerada umas das mais populares entre as prépolis brasileiras, e contém
quantidade significativa de artepelina C, um derivado do acido cinamico, que é
responsavel por atividade antiinflamatoria, antimicrobiana, antifangica, anticancer, e
antioxidante (KALIL et al., 2019; GALEOTTI et al., 2018; HOCHHEIM et al., 2019;
SOUSA, 2019).

Segundo Neiva et al. (2014), a propolis diminuiu a expressao de citocinas e/ou
quimiocinas induzidas por lipopolissacarideos (LPS) em células semelhantes a

odontoblastos, em macréfagos e em osteoclastos. Anteriormente, Bachiega et al.



(2012) demonstraram o efeito imunomodulador da propolis na sintese e liberagdo de
citocinas (IL-6, IL-1p e IL-10) por macrofagos peritoneais in vitro, e verificaram que a
prépolis, devido a acdo sinérgica de seus constituintes, pode modular a resposta imune
e inflamatoria dependendo de sua concentracdo. Neste contexto, mesmo se tratando de
uma substancia natural que ha décadas é utilizada de forma empirica pela populacéo,
ainda s8o escassos os ensaios clinicos randomizados em humanos, que comprovem
seus efeitos (FIGUEIREDO et al.,, 2015). Assim, a continuidade de estudos
envolvendo a propolis verde e suas substancias bioativas, principalmente em termos
imunoldgicos associados a estados inflamatdrios, certamente contribuira positivamente

para a recuperagdo, manutencéo e prevencdo de doencas (SUN et al. 2019).

1.2.Extrato Padronizado de Prépolis Verde (EP)

A prépolis é uma substancia resinosa derivada de diferentes partes de plantas, que
sdo coletados por abelhas e modificada dentro da colméia, através da adicdo de
secrecOes proprias das abelhas (TELES et. al. 2015; KUMAZAWA et al., 2004). Ha
centenas de anos a prépolis vem sendo usada com fins terapéuticos. Ja foram descritas
atividade antiviral, antibacteriana, antiinflamatoria, imunomoduladora, antioxidante,
inibidora da expressdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-6 (NAGAI et
al., 2003; NEIVA et al., 2014; PARK et al., 1998, 2000; PARK; ALENCAR; AGUIAR,
2002).

Contudo, sua composi¢do quimica pode variar entre as regides, sendo dependente
do tipo de vegetacdo de que é extraida e da variedade da abelha rainha (ALENCAR et
al.,2007). No Brasil, treze tipos diferentes ja foram descritos (KHAYYAL et al.,1993).
E nesse sentido, Berretta et al. (2012) obtiveram um extrato padronizado de propolis
verde (EP) que possui padronizagdo quanto aos compostos fendlicos e flavondides
totais, além de contemplar os compostos acido caféico, acido p-cumarico, cinamico,
aromadendrina, isosakuranetina e artepelin C, além da padronizac¢do quanto a atividade
biologica (BERRETTA et al., 2012; GONZALEZ-CORTAZAR et al., 2013)



Um estudo com o EP na dose diaria de 375 mg/dia foi realizado com voluntarios,
sem evento adverso observado (CUSINATO, 2017). Além disso, outro estudo para
avaliagdo de interacdo medicamentosa foi realizado através do uso de “cocktail” para
analise das principais enzimas metabolizadoras hepaticas (CYPS) e para a enzima de
transporte. Os resultados mostraram que o0 uso do EP é seguro e sem risco de interacdo
medicamentosa conforme os critérios estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) (CUSINATO et al., 2019).

Um ensaio clinico randomizado, duplo cego, placebo controlado em 32 pacientes
portadores de Doenca Renal Cronica (DRC), demonstrou seguranca na dose de
500mg/dia e reducdo significativa de Proteintria e MCP1 urinario no Grupo Prépolis
comparado com o Placebo 695 [95% CI, 483 to 999] vs. 1403 [95% CI, 1031 to 1909]
mg/24h; p=0,004 e 58 [95% CI, 36 to 95] vs. 98 [62 to 155] pg/mg uCr); p=0.038,
respectivamente (SILVEIRA et al., 2019).

De maior relevancia para o presente trabalho foram os resultados obtidos em
modelo animal de atividade imunoreguladora e antiinflamatéria (MACHADO et al.,
2012), onde os resultados mostraram o efeito da propolis na reducdo da producdo das
citocinas inflamatorias 1L-6 e TNF-alfa, e aumento da citocina reguladora IL-10.
Resultados obtidos em culturas de macrofagos, também demonstraram que a propolis
inibe a producdo de IL-1 beta, via importante em doengas como artrite reumatdide,
dados que validam nossa hipotese de que o uso do EP nos pacientes acometidos por

sepse podem ter seus efeitos minimizados (SILVEIRA et al., 2019).

1.3. COVID-19 X Sepse

A COVID-19, causado pelo novo coronavirus de 2019 (2019-nCoV), renomeado
de coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2), aumentou
rapidamente em escala epidémica desde que apareceu pela primeira vez em Wuhan, na
China, em dezembro de 2019 (WANG et al., 2020a). O espectro clinico da COVID-19
abrange estado assintomatico, quadros leves a quadros severos, caracterizados pela
evolucdo para pneumonia, sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA) e
disfuncdo de maltiplos 6rgéos. As caracteristicas clinicas comuns incluem febre, tosse,
dor de garganta, dor de cabeca, fadiga, dor de cabeca, mialgia e falta de ar. Em um
subconjunto de pacientes, até o final da primeira semana a doenca pode progredir para
pneumonia, insuficiéncia respiratoria e morte (CHEN et al., 2020; SINGHAL, 2020).

Esforcos significativos estdo sendo feitos para a identificacdo/desenvolvimento de



intervencdes farmacoldgicas contra a infeccdo por SARS-CoV-2. Varios farmacos ja
aprovados para outras doencas estdo sendo testados para o tratamento da COVID-19,
incluindo lopinavir / ritonavir (Kaletra®), analogos de nucleosideos, inibidores da
neuraminidase, remdesivir, umifenovir (Arbidol®), inibidores da sintese de DNA (como
tenofovir disoproxil e lamivudina) e a cloroquina. No entanto, até o momento, ha
comprovacao cientifica h4 apenas o estudo da dexametasona como farmaco para o
tratamento da COVID-19 (TOMAZINI, et al., 2020).

A SDRA ¢ a principal causa de morte por COVID-19. Um dos principais eventos
associados a SDRA é a resposta inflamatoria sistémica ndo controlada, resultante da
liberacdo de grandes quantidades de citocinas pré-inflamatoérias (IFN-o, IFN-y, IL-1p,
IL-6, IL-12 , IL-18, IL-33, TNF-a, TGFp, etc.) e quimiocinas (CCL2, CCL3, CCLS5,
CXCL8, CXCL9, CXCL10, etc.) por celulas efetoras imunoldgicas na infeccdo por
SARS-CoV?2. Essa resposta imunoldgica exacerbada leva a faléncia de multiplos 6rgaos
e a morte em casos graves (LI et al., 2020). De fato, os perfis de citocinas em pacientes
diagnosticados com COVID-19 mostraram elevagéo acentuada da citocina tipo 1 (Thl),
interferon-gama (IFN-y) e citocinas pro-inflamatérias (IL-1B e IL-6). Nesse sentido,
citocinas anti-inflamatérias, como IL1-Ra, IL-37 ou IL-38, apresentam-se como
potenciais citocinas terapéuticas para a inflamagdo na infeccdo viral causada pelo
SARS-CoV-2 (CONTI et al.,, 2020). Esses achados podem fornecer informacoes
valiosas para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas contra a SARS-CoV-2.

Anormalidades hematoldgicas, bioguimicas e imunoldgicas foram identificadas
em pacientes infectados com o SARS-CoV-2. Marcadores séricos, alterados como a
hipoalbuminemia, baixo nimero de linfocitos, baixo percentual de neutréfilos e alto
nivel de lactato desidrogenase (LDH), angiotensina Il e proteina C reativa (PCR), foram
associadas a gravidade da lesdo pulmonar em pacientes com COVID-19 (LIU et al.,
2020). Mais especificamente, como revelado Henry et al. (2020), em um elegante
estudo de metanalise, pacientes com COVID-19, que apresentaram quadro grave e fatal
da doenca, também apresentaram aumento significativo da contagem leucocitos,
bilirrubina total, creatinina, enzimas hepéticas (alanina aminotransferase e aspartato
aminotransferase), creatina quinase (CK), IL-6, IL10 e de ferritina sérica. Por outro
lado, tais pacientes apresentaram diminuicao dos valores de hemoglobina e da contagem
de linfocitos e plaquetas, e diminuicédo de linfécitos CD4 e CD8 (HENRY et al., 2020).

A epidemiologiada COVID-19 contemporiza de acordo com o pais, pois medidas

de prevencdo influenciam diretamente com o numero de casos e morte. Determinados



fatores associados a COVID-19 foram indicados, como bioldgicos e sociodemograficos,
além de econdmicos, organizacionais e recursos do sistema de salde. Homens s&o mais
frequente e gravemente acometidos que mulheres, a idade média é de 47 anos e a
maioria das mortes envolve pessoas maiores de 70 anos e com doencas cronicas
associadas, sendo geralmente leve em criancas e adolescentes (WU & MCGOOGAN,
2020). Entretanto, casos de Sindrome Inflamatéria Multissistémica na Infancia
associada a COVID-19 tém sido fatais em alguns casos (SOUZA et al., 2021).

Em maio de 2020, mais de 817.345 pessoas foram confirmadas como infectadas
pelo COVID-19 e, aproximadamente 3,29 milhdes de pessoas morreram devido a
doenca em todo mundo (OMS, 2021). Até o momento, ndo existem estudos abordando a
acdo ou uso da prdpolis em pessoas com sepse que se infectaram pelo COVID-19 ou
por outras causas. Assim, pretende-se avaliar a atividade da prépolis, como coadjuvante
para prevencdo de patologias secundarias causadas pela COVID-19, que pode
apresentar diferentes manifestagcbes, como comprometimento pulmonar grave,
fendmenos trombéticos, envolvimento orgdnico multissistémico, dentre outras
comorbidades ainda pouco esclarecidas na literatura. Entre as caracteristicas, em
destaque estd a evolucdo para disfuncBes organicas nos casos mais graves, que
corroboram para o conceito de sepse (SEYMOUR et al., 2016; SINGER et al., 2016).

E, 0 uso indiscriminado de antimicrobianos para o tratamento da COVID-19 pode
ter colaborado com o aumento seletivo sobre a resisténcia bacteriana nos hospitais.
Estudos estatisticos mostram que uma minoria de pacientes (aproximadamente entre 3%
a 8%) tem coinfeccdo na admissdo hospitalar, logo, ndo se justifica o uso de
antimicrobianos de rotina na auséncia de suspeita clinica especifica de infeccdo
bacteriana (RODRIGUEZ-BANO et al., 2021).

Recentemente, alguns estudiosos presumiram que a doenca provoca uma
tempestade de citocinas, devido a elevada dosagem de marcadores de ativacdo da
coagulacdo e pro-inflamatérios, como o D-dimero e fibrinogénio. Também foram
observados valores aumentados de marcadores inflamatdrios, como proteina C reativa,
ferritina e interleucina 6 (IL-6). Essa hipdtese resultou na utilizacdo de diversas drogas
terapéuticas, variando desde drogas com comprovacdo cientifica, como o uso de
corticosteroides, até drogas terapéuticas dirigidas sem comprovacdo cientifica para o
tratamento de COVID-19, como por exemplo, o tocilizumabe, um farmaco inibidor da
IL-6 (CALFEE, 2020).



Drogas terapéuticas acoplado ao estado nutricional mais debilitado do individuo
séo fatores que influenciam diretamente no agravamento da doenga, e contribuir para
suas manifestacdes clinicas e nas respostas imunes. A dieta tem uma grande capacidade
de modular as respostas celulares aos estimulos ambientais, e um regime nutricional
equilibrado pode melhorar o metabolismo e a funcéo imunoldgica, e tem papel potencial
na melhoria do prognostico inflamatério e mortalidade. Neste contexto, estudos
envolvendo a propolis verde e suas substancias bioativas, principalmente em termos
imunolodgicos associados a estados inflamatdrios, certamente contribuira positivamente
para a recuperacdo e manutencdo da saude e para a prevencdo de doencas (SUN et al.,
2019).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Suplementacao de propolis

O estado nutricional do individuo é um fator que influencia diretamente no
agravamento, nas manifestacGes clinicas e nas respostas imunes. Sendo assim, pode-se
identificar um estado de imunodepressao secundaria ao estado nutricional, decorrente da
deficiéncia absortiva de nutrientes no trato gastrointestinal que passa por alteracdes
significativas ao longo dos processos de tratamento de diversas patologias (MUNIZ-
JUNQUEIRA & QUEIROZ, 2002).

A relagdo direta entre nutricdo e imunidade foi consolidada no inicio da década de
1970, quando se observou gque exames bioquimicos e testes imunoldgicos poderiam ser
incluidos como parametros para avaliacdo do estado nutricional. Além disso, sabe-se
que os micronutrientes influenciam diretamente na estrutura e funcdo das células de
defesa, sendo assim a nutricdo adequada em termos qualitativos e quantitativos podem
contribuir para a preservacdo da atividade do sistema imune (KRABBE, PEDERSEN &
BRUNSGAARD, 2004).

Os macrofagos, como células de defesa, também desempenham um papel
importante no sistema imunolégico, bem como no processo de inflamagdo. Quando
estimulados por lipopolissacarideos (LPS), os macréfagos podem secretar uma
variedade de mediadores inflamatorios, incluindo NO, IL-1 e IL-6 (WANG et al., 2013;
NEIVA et al., 2014). Segundo Wang (2013), um aumento desses mediadores rompe 0
equilibrio imunoldgico e origina inimeras condi¢des inflamatdrias, incluindo choque
séptico, arterosclerose e sugerem que a propolis verde pode exercer uma influéncia
supressora na expressdo da inflamacao destes genes relacionados ao nivel transcricional
(SANTOS et al., 2012).

A prépolis é rica em polifenois e apresenta efeitos benéficos a salde e possui
baixa toxicidade (BURDOCK, 1998), e devido ao sinergismo entre seus diversos
compostos(SANTOS et al.,, 2012). Diversos estudos in vitro mostraram que alguns
produtos a base de plantas exercem funcdo anticancerigenaatravés de alguns
mecanismos, como a inducdo da parada do ciclo e apoptose celular, ativagcdo do sistema
de reparo de DNA, regulacdo das vias de sinalizagcdo envolvendo a progressao do
cancer, e da invasdo das células tumorais a outros tecidos (PATEL, 2015). Nesse

contexto, observa-se a importancia do uso da suplementagdo alimentar com a propolis



verde como estratégia para reducdo da inflamacéo e consequente melhoria do sistema
resposta sistémica a infec¢do dos individuos internados com Sepse por COVID-19 e

outras causas.

2.2. Propriedades da propolis

Com base na constituicdo quimica dos extratos de prépolis, alguns autores
observaram que existe uma grande variacdo na sua composicdo. Essa variacdo esta
relacionada aos tipos, origens das plantas, regido geogréafica e o tipo de abelha que faz a
coleta onde a propolis é produzida (SOARES, 2014; POPOVA et al., 2012).A propolis
normalmente € composta por resina e balsamo de 50 a 60%, sua por¢do de ceras
compreende de 30 a 40%, os Oleos essenciais e aromaticos situam-se entre 5 a 10%, o
polen corresponde 5%, podendo ainda conter minerais (ferro, aluminio, célcio, cobre,
manganés) e vitaminas (B1, B2, B6, C e E). A literatura ja relata mais de 400 diferentes
tipos de compostos diferentes encontrados na prépolis (PARK et al., 2002;
KASKONIENE et al., 2014, De FIGUEIREDO et al., 2015).

Os principais compostos quimicos farmacologicamente ativos encontrados na
prépolis sdo flavonoides, isoflavonas, compostos fendlicos, xantonas (SIQUEIRA et al.,
2009; De MENDONCA et al., 2015). Estes sdo responsaveis por atividades
antimicrobiana, antiinflamatéria, antioxidante, antiviral, antifungica, acdes anti-
cancerigenas, hipotensora, cicatrizante, anestésico, anti-HIV, imunomoduladores, anti-
cariogénico (BARBOSA et al., 2009; De FIGUEIREDO et al., 2014).

As propriedades bioldgicas da propolis estdo diretamente relacionadas aos seus
compostos quimicos, sendo estes muito variados, muitas vezes esse fato, dificulta sua
aplicabilidade terapéutica. Sabe-se que a composi¢do quimica, as propriedades fisicas e
biol6gicas dependem da flora de cada regido visitada pelas abelhas, do periodo de coleta
e da variabilidade genética das abelhas produtoras (PINTO et al., 2001; FERNANDES
etal., 2006; SILVA et al., 2016).

Além da funcéo bioldgica e cor, a propolis apresenta odor e consisténcia variavel
(SANTOS et al., 2012). Em relagdo a cor, podem ser amareladas, esverdeada clara,
marrom escuro, vermelha, verde escuro (PARK et al., 2000). O sabor varia de suave a
forte, amargo e picante, a consisténcia varia de acordo com a temperatura, se 0 ambiente

estiver abaixo de 20°C, sera rigida, se em temperaturas mais altas, a consisténcia da



prépolis podera ser maleavel a levemente rigida (PINTO et al., 2001; FREITAS et al.,
2018).

Atualmente, a propolis brasileira é classificadas em 13 tipos diferentes, de acordo
com suas propriedades fisicas, origem botanica e area geografica de coleta (PARK et
al., 2000, De MELO et al., 2014). Na propolis oriunda da regido nordeste foi obtido os
melhores resultados antimicrobianos, demonstrando alta atividade contra as bactérias
Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans, sendo seguida pela propolis da regido
sul, e a da regido sudeste. Todos 0s grupos proporcionaram elevada atividade
antioxidante, superior a 80%, atividades citotoxicas e anti-HIV (PARK et al.,2000).
Posteriormente, outros pesquisadores (PINTO, PRADO & CARVALHO, 2011)
descobriram o 13° tipo de prdpolis, ela possui composi¢do quimica peculiar, localizada
em manguezais no nordeste brasileiro e foi chamada de Propolis Vermelha Brasileira.

O tipo mais comum e mais estudado € a propolis verde (tipo 12), oriunda da
Baccharis dracunculifolia (BITTENCOURT et al., 2014, FIGUEIREDO et al, 2015,
FREITAS et al, 2018). A propolis verde contém varios compostos bioativos
(BANKOVA, 2005), tais como, derivados de p-cumarico e terpendides que tém
atividade antimicrobiana; o acido cafeico que atua como antiviral e anti-inflamatorio; e
o flavonoide chrisina que é um excelente antifingico (TORETI et al., 2013). O
composto fendlico Artepilina C (3,5-diprenil-4-acido hidroxicinamico), que é um
marcador tipico da prépolis verde, foi evidenciado como responsavel pela funcéo
antitumoral e antioxidante (TORETI et al., 2013, FIGUEIREDO et al., 2015).

A prdpolis verde conquistou maior valorizagdo no mercado mundial. No Japéo,
por exemplo, devido a tradicdo milenar de se utilizar alimentos e remédios naturais, a
prépolis é usada no desenvolvimento de alimentos e farmacos. A populacdo é
incentivada a consumir sucos e outras bebidas contendo prépolis, como aliado a saude.
O produto também ¢ aplicado em outras areas distintas, como na area de cosmético e na
conservacao alimentar (FIGUEIREDO et al., 2014; FREITAS et al., 2018). No Brasil
pesquisas e patentes utilizando propolis verde como conservante natural também foi
desenvolvido por meio de nanoemulsdo de propolis com atividade antioxidante e
antimicrobiana (SEIBERT et al., 2019).

Existem muitos estudos (TORETI et al. 2013; PASUPULETI, 2017) indicando
que a propolis verde apresenta grande potencial e inimeras propriedades benéficas
(Figura 1) para a satde (SANTOS, 2012). Porém, estudos randomizados com humanos

ainda sdo escassos, mesmo sendo uma substancia ja utilizada de forma empirica pela



populacdo ha muitos anos (FIGUEIREDO et al., 2015).Desse modo, o0 interesse para 0
estudo da propolis como alimentos funcionais/nutracéuticos ou como suplemento
nutricional estda aumentando muito (PASUPULETI, 2017), pois possui substancias
bioativas que podem contribuir positivamente para a manutencdo da saude, do bem-
estar e na reducéo de doencas (SUN et Al., 2019).
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Figura 1. Atividades bioldgicas da propolis (adaptada de Pasupuleti et al. 2017).

Considerando o grande ndmero de estudos in vitro sobre os efeitos da prépolis e
de seus componentes, além da incontestavel relevancia do tema, é de interesse buscar
um maior entendimento acerca das possiveis propriedades da propolis na melhora da
autoimunidade. Entdo, se comprovado, o estudo da suplementacdo de propolis verde
poderé ser utilizado na prevencdo de complicacbes da sepse através da correlacdo com
biomarcadores (SOUZA et al., 2013).

Considera-se que um biomarcador ideal deve acrescentar algum tipo de valor ao
julgamento clinico, sendo capaz de diferenciar os individuos sadios dagueles com
doenca em atividade, de normalizar-se ap6s o tratamento adequado e/ou de
correlacionar-se ao prognostico de determinada condi¢do clinica. Além disso, sua
mensuracdo deve ser relativamente rapida, de facil execugdo e custo acessivel
(REINHART; MEISNER, 2011). Os biomarcadores podem ser utilizados isoladamente
ou em conjunto. No ultimo caso, o potencial ganho de desempenho com a utilizacdo de
biomarcadores associados se contrapde com possiveis dificuldades técnicas, custos mais
elevados, e com a dificuldade de interpretacdo dos resultados obtidos quando do uso
concomitante de diferentes variaveis (REINHART; MEISNER; BRUNKHORST,
2006).



As variaveis que serdo monitorizadas inicialmente como biomarcadores de
septicemia serdo: procalcitonia e &cido latico quantitativo. Estes dois parametros serdo
dosados durante trés momentos, sendo estes no primeiro, quinto e décimo dia de
tratamento. Esses biomarcadores podem ser utilizados para auxiliar o diagndstico de
diferentes condicdes clinicas, para a avaliacdo da resposta a determinadas terapéuticas e
como indicadores prognosticos (BIOMARKERS DEFINITIONS WORKING GROUP,
2001).

A Procalcitonina (PCT) é um pré-hormdnio precursor da calcitonina, constituida
por 116 aminoacidos. A PCT é normalmente produzida pelas células neuroenddcrinas C
da tiredide e, em menor quantidade, por células neuroenddcrinas pulmonares. Nos
pacientes com resposta inflamatoria sistémica decorrente de infecgBes, principalmente
de etiologia bacteriana, a PCT passa a ser produzida por praticamente todos os tecidos
do corpo, notadamente figado, bago, pancreas, rins e intestino (MULLER et al., 2001).

Nesses casos, a producdo de PCT, que pode atingir niveis muito elevados, ocorre
devido a expressdo aumentada do gene CALC-1, determinada por citocinas
inflamatdrias, notadamente a IL-1, o fator de necrose tumoral (TNF). Da-se uma
secre¢do por via citocina-simile, ao invés da secrecdo por via hormonal. Acredita-se que
0 pro-hormonio seja liberado em detrimento do horménio maduro, ja que os tecidos
citados ndo possuem grénulos de estocagem, onde a PCT sofreria 0o processamento
enzimatico pos-translacional que ocorre em condicdes fisioldgicas, trauma, insuficiéncia
cardiaca, choque cardiogénico, choque hemorragico e circulacdo extracorpdrea
(ANDRIEVIC et al., 2014; BECKER et al., 2004; WACKER et al., 2013).

Este biomarcador modula a resposta imune durante a infec¢do e inflamacéo,
apresenta fungdes quimiotaticas e modula a liberacdo e producdo do Oxido nitrico
sintetase, citocinas e de proteinas que interferem no ténus vascular. As endotoxinas ou
mediadores liberados pelas infecgdes (o fator de necrose tumoral e interleucinas)
estimulam a liberagdo deste biomarcador (ANDRIJEVIC et al., 2014). E importante
salientar que os niveis de PCT devem ser sempre avaliados no contexto de uma
avaliacdo clinica e microbiolégica. Em pacientes saudaveis, apresenta niveis circulantes
baixos (< 0,1 ng/ml) e, nos pacientes sépticos, a literatura indica diferentes pontos de
corte, sendo que valores iguais ou acima de 0,25 ng/ml sugerem infeccdo bacteriana
(KOPTERIDES; TSANGARIS, 2012).

Entretanto, ensaios clinicos randomizados demonstraram que o nivel de elevacdo

da PCT correlaciona-se com a sobrecarga bacteriana e a severidade da infeccéo,



demonstrando ter implicacBes prognosticas em infecces respiratorias em pacientes
criticos, sendo um bom preditor de mortalidade em CTI (OKSUZ et al., 2014). Estudos
recentes demonstraram que a utilizacdo da PCT para guiar antibioticoterapia parece ser
segura e encurtar a duracdo do tratamento. Por isso, tem sido proposto 0 seu uso nédo
apenas para decisdes sobre o inicio e acompanhamento da terapia antibiotica, mas,
também, como guia de término da terapéutica (BOOLS, 2011; TANRIVERDI et al.,
2015).

Outro biomarcador que deve ser analisado neste estudo é o acido latico (lactato),
0 qual é um intermediario do metabolismo dos carboidratos e derivado
predominantemente do musculo esquelético, cérebro e eritrocitos. A concentracdo
sanguinea é dependente da taxa de producdo e taxa de metabolismo do figado e rins
(AGUIAR, 2019). No estado de choque séptico, a acidose ocorre devido a ma
oxigenacdo tecidual. A acidose latica ndo € incomum e pode levar a uma taxa de
mortalidade superior a 60%, que pode chegar a 100% quando combinada com a
hipovolemia (LOPEZ, 2013). Os niveis de lactato do sangue tém sido utilizados em
varias situacoes, entre elas como marcador de hipoperfusdo tecidual em pacientes com
choque, indicador de ressuscitacdo adequada apds o choque, indice prognostico pos-
ressuscitacdo e fator progndstico em situacGes de doencas graves e como diagndstico
etiolégico (BERGER; DIVILOV; TERESSA, 2019; KLIEGEL et al., 2004; MIZOCK,
1997).

3. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO PROJETO

Existem importantes descobertas de substancias bioativas na propolis com
resultados positivos e benéficos para salde, em torno dos mecanismos de acdo da
prépolis. Apesar de existirem trabalhos cientificos acerca das propriedades
antiinflamatdrias, antioxidantes, bactericidas, fungicidas, anticarcinogénicas e antivirais
da propolis, ainda encontramos poucos estudos abordando acdo da propolis e de seus
extratos em humanos, principalmente em sepse.

A hipétese principal do estudo é que a administracdo de 700 mg de propolis
verde, duas vezes ao dia, iniciando nas primeiras 24h do diagnostico de sepse e por um
periodo de 10 dias possa diminuir os niveis de marcadores inflamatorios e
consequentemente os desfechos de morbidade, mortalidade e dias livres de internagéo

hospitalar.



Este projeto abrange uma colaboracdo cientifica entre a pds graduacdo da Escola
de Nutricdo da Universidade Federal de Ouro Preto, Laboratorio de Anélises Clinicas
Cruz Leal, Hospital Santa Casa da Misericordia de Ouro Preto e Farmécia de
Manipulacdo Nectar Farmacéutica LTDA.

Como desfecho primario teraa acdo da propolis sobre o estado inflamatorio de
pacientes com sepse por COVID-19 e sepse de outras etiologias, internados no
Hospital Santa Casa de Misericérdia de Ouro Preto. JA& como desfecho secundério,
aacdo da propolis sobre tempo de internacdo em ambiente hospitalar, dias livres de

ventilacdo mecanica, dias livre de droga vasoativa e mortalidade.

4. OBJETIVO

4.1. Objetivo geral:

Avaliar o efeito da Propolis Verde Brasileira no nivel sérico de marcadores
inflamatérios em pacientes sépticos internados no hospital, correlacionando com

mortalidade, tempo de internacdo na Hospitalar e tempo de uso de droga vasoativa.

4.2. Objetivo especifico:

Avaliar o efeito da prépolis sobre:

e Glicemia, creatinina, uréia, aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (AST), bilirrubina total, &cido latico e proteina C reativa;

e Parametros hematoldgicos (hemoglobina, eritrdcitos, hematocrito, volume
corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média, concentragdo da
hemoglobina corpuscular média, global e diferencial de leucdcitos e
plaquetas);

e Parametros Gasomeétricos: pH, pressdo arterial de CO2 (PaCO2), pressao
arterial de 02 (Pa0O2), excesso de base (BE), saturacdo da hemoglobina por
02 (sat02), HCO3 (bicarbonato) e a relacdo PaO2 e a fracdo inspirada de O2
(PaO2 /FiO2);

e Os niveis dos biomarcadores inflamatorios: IL-6, IL-1p e IL-10, TNFa;

e Os niveis de Procalcitonina e Acido Latico sérico

e O tempo de internacdo na UTI / Hospitalar, mortalidade, dias livres de
Vasopressor;

e O sistema prognostico SAPS 3 (Simplified Acute Physiology Score 3) de todos

0s pacientes alocados no estudo, visando estabelecer indice preditivo de



mortalidade para pacientes admitidos em UTI (SILVA et al., 2010).

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Desenho experimental

Trata-se de estudo clinico, randomizado, controlado, duplo-cego, que sera
realizado na Santa Casa de Misericdrdia de Ouro Preto, em pacientes com Sepse por
COVID-19 ou de outras etiologias.

No inicio do estudo os objetivos e métodos serdo totalmente explicados aos
pacientes e eles terdo a possibilidade de interromper a cooperacdo ao estudo em
qualquer momento, caso desejem. Aqueles que concordarem serdo convidados a assinar
o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). O protocolo deste estudo sera
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade de Universidade
Federal de Ouro.

Este estudo clinico seréd registrado no ClinicalTrials.Gov antes da inclusdo do
primeiro paciente. Serdo dois grupos: intervencgéo e controle.

O tamanho e configuracdo da amostra foi elaborado de acordo com o estudo de
Afsharpour et al (2019) e estimado em 60 pessoas em cada grupo. A média e o desvio
padrdo na base e no final da intervencdo foi calculada e de acordo com B =0,2 e a =
0,05 na formula (N = [(Z1-o. / 2 + Z1-B) 2 (SD12 + SD22)] / A2) de estimativa do
tamanho da amostra e calculada para 44 pessoas. Considerando a probabilidade de
abandono, foram estimados 35% a mais de voluntarios, sendo assim, serdo selecionadas
60 pessoas para cada grupo — grupo intervencdo (suplementacdo de prépolis) e, outros
60 voluntarios serdo do grupo controle que receberdo capsula placebo.

Todos seguirdo dieta balanceada ja padronizada e fornecida pelo hospital. A
diferenca estara na possibilidade de investigar se a suplementacdo de propolis exerce
influéncia nos biomarcadores avaliados nos voluntarios. Inicialmente, as caracteristicas
demograficas dos pacientes, historia, medicamentos utilizados serdo registrados e
observados no prontuario. Todos os indices antropométricos serdo incluidos: altura,
peso, circunferéncias (cintura, quadril, pescoco e braco) e dobras cutineas serdo
aferidas. O indice de massa corporal (IMC) sera calculado em quilogramas por metro
quadrado.

A avaliagdo do consumo dietético sera realizada por meio das dietas fornecidas
pelo hospital e pela ingestdo de cada paciente a cada 24 horas, quando a suplementacdo

de propolis sera efetuada. Este procedimento seréd registrado durante os dez dias do



estudo. Apds andlise das caracteristicas demograficas, os pacientes serdo randomizados
em grupos de intervencdo (n = 60) e controle (n = 60). Cada sujeito receberd os
suplementos contendo propolis ou preparagdo similar sem a prépolis. A forma, cor e
tamanho dos suplementos serdo semelhantes nos dois grupos. Os suplementos serdo
produzidos e fornecidos por uma empresa especializada na producéo e comercializacao
de prépolis. Os suplementos foram previamente estudados (Figueiredo et al 2015).

Os pacientes serdo acompanhados diariamente para monitoramento do consumo
dos suplementos. Cada voluntirioequipe devera avaliar se conseguiu utilizar os
suplementos. Os pacientes que consumirem de forma erratica os suplementos serdo
removidos do estudo. Amostras de sangue em jejum serdo coletadas nos dias DO, D6 e
D10 do estudo.

5.2. Posologia da prépolis

A dose de 1400 mg/dia que sera utilizada neste estudo foi baseada em estudo
clinico prévio que utilizou dose de 500mg/dia em pacientes com doenca renal cronica
estagio 3, bem como em estudo clinico que utilizou dose de 1200mg/dia em pacientes
com dengue hemorragica, ambos estudos se mostraram seguros (SILVEIRA et al.,
2019; SOROQY et al., 2014).

5.3. Coleta de Amostras de Sangue (Plasma)

Apos jejum noturno, amostras de sangue serdo coletadas dos pacientes analisados.
Amostras de sangue serdo coletadas sem e com anticoagulante EDTA. O material sera
centrifugado (4000 rpm; 4°C; 6 min) para separacdo do plasma. O plasma e 0 soro
obtidos serdo armazenados em aliquotas em tubos tipo eppendorfe a - 80°C.

5.4. Analises Bioquimicas

Para realizacdo das dosagens bioquimicas séricas, serdo utilizados os Kits
comerciais do laboratdrio Bioclin/Quiabasa (Belo Horizonte, MG, Brasil), seguindo o
protocolo disponibilizado pelo fabricante. As dosagens serdo realizadas em triplicata
técnica, através de espectrofotometria por analisador bioguimico automatizado no
Laboratorio Cruz Leal, empresa terceirizado pelo Hospital Santa Casa de Ouro Preto.

A glicose plasmética, o colesterol total e fragGes e triglicérides serdo realizadas
por Kits enziméticos especificos. Sera avaliado também estresse oxidativo, funcdes
hepaticas e renais (AST; ALT; creatinina; acido Urico; uréia) utilizando kits comercial e

multianalisador de acordo com as instrucGes do fabricante.



5.5. Anélise Hematologica

Os valores para hemoglobina, eritrocitos, hematdcrito, volume corpuscular médio,
hemoglobina corpuscular média, concentragdo da hemoglobina corpuscular média e
plaquetas serdo determinados através do analisador automatico ABX Micros 60®,no
laboratdério Cruz Leal de referéncia onde o paciente faz o controle hematdlogico. A
contagem diferencial de leucdcitos sera realizada através da confeccdo de esfregagos
sanguineo corados com Pandtico Rapido InstantProv (Newprov®). Em cada ensaio, 100
células serdo analisadas e contadas. Os laudos serdo emitidos pelo laboratério de
referéncia onde o paciente faz o controle.

5.6. Critérios de incluséo:

Pacientes com idade superior ou igual a 18 anos, com diagndstico de sepse por
COVID-19 ou sepse por outra etiologia e compensados hemodinamicamente.
Consideraremos como compensados hemodinamicamente, os pacientes com seu estado
hemodinamico adequado, podendo estar em uso de drogas vasoativas ou de qualquer
utra forma de suporte cardiovascular, mas que nédo seja fator impeditivo a via enteral.
5.7. Critérios de excluséo:

Pacientes que apresentarem instabilidade hemodinamica durante o estudo que
inviabilize a via enteral, mulheres gravidas ou em lactacdo, alergia a propolis ou
derivados de abelhas, ocorréncia de efeitos colaterais devido a intervencdo, pacientes
com disturbios renais ou hepaticos graves, que apresentarem qualquer doenca aguda que
possa afetar o estudo (cardiovascular, pulmonar ou renal), mudanca na dose de drogas,
mudangas nos niveis de dieta ou atividade fisica, consumo de outros suplementos
alimentares dois meses antes do inicio da pesquisa.

5.8. Avaliacdo de Seguranca

Os pacientes serdo submetidos a avaliacdo laboratorial no primeiro, quinto e
décimo dia para andlise de marcadores de funcdo e lesdo hepatica (Bilirrubina, TGO,
TGP),0s quais ja fazem parte dos exames laboratoriais de rotina em unidades de terapia
intensiva e semi-intensiva.

Os pacientes com critérios para inclusdo no estudo e que tiverem indicacdo de
internacdo hospitalar seguirdo protocolos estabelecidos pela Instituicdo. Todos estaréo
sob 0s mesmos cuidados necessarios.

Os pacientes elegiveis para o Protocolo do Estudo em questdo deverdo iniciar o

tratamento em até 24h apds a randomizagéo/confirmacdo do diagndstico.



5.9. Grupos e Tratamentos
O estudo contara com dois grupos comparadores:
- Grupo Prépolis: Extrato de Prépolis Verde (EPPV) na forma de cdpsulas na dose

de 500 mg de 12/12 horas por 10 dias + Tratamento de suporte clinico padrao.

- Grupo Controle: Tratamento de suporte clinico padrdo, vide protocolo

institucional + cépsulas na forma de placebo de 12/12 horas por 10 dias.

5.9. Randomizacéo e cegamento

A previsdo sera de cento e vinte pacientes (homens e mulheres) alocados por
idade, sexo e peso. A lista da randomizacdo serad gerada eletronicamente utilizando um
software apropriado. A randomizacdo sera realizada em blocos (blocos de 4 pacientes,
1:1) e seré estratificada por idade (<60 anos, e > 60 anos). O sigilo da lista de
randomizacdo sera mantido atraves de um sistema de randomizacdo automatizado e
centralizado acessado via internet. Os pacientes que nao cumprirem 0s critérios de
elegibilidade para participarem do estudo ndo devem ser recrutados e randomizados. Os
pacientes e investigadores principais serdo mantidos em carater cego quanto a alocacéo;
somente o farmacéutico local tera conhecimento da alocacao do tratamento do paciente.
Os assessores e estatisticos responsaveis pelos resultados serdo mantidos em carater
cego em relacéo aos tratamentos alocados. O grupo de tratamento (n =60) recebera 1400
mg de prépolis verde (capsula de 700 mg, 2 vezes ao dia) e o grupo placebo (n = 60)
recebera placebo. Os dois grupos receberao as capsulas correspondentes por 10 dias.

A randomizacdo serd estratificada e realizada em programa computacional,
utilizando os seguintes fatores:

- Idade;

- Diabetes Mellitus Tipos 1 ou 2;

- Hipertensdo arterial sistémica;

- Doenca pulmonar crénica (ASMA ou DPOC);

- Insuficiéncia Cardiaca;

- Acidente Vascular Enceféalico prévio;

- Sintomas graves (SpO2 < 93% ou PaO2/FiO2 < 300 ou FR > 30irpm);
5.10. Secéo de intervencdes:

Cada cépsula de propolis verde brasileira contera prépolis em pd, originaria de

Caeté, Minas Gerais, que sera fornecido por empresa especializada na comercializacdo
nacional e internacional deste produto natural e, capsulas contendo somente amido

serdo utilizadas como placebo. Todas as capsulas terdo aparéncia idéntica, odor



caracteristico, sabor similar e cédigo identificador especifico no qual o investigador e 0s
pacientes estardo ambos cegos até o final da intervencdo. A distribuicdo sera realizada
de acordo com os cddigos de alocacdo apds randomizacdo. Para garantir que o estudo
seja duplo cego, a alocacdo das capsulas sera realizada por um investigador treinado que
ndo participara do estudo. Em entrevista presencial, dados demogréaficos, perfil
alimentar e clinicos serdo obtidos por pesquisador treinado.

5.11. Consideracdes éticas:

Este estudo sera registrado no Comité de Etica da UFOP/Plataforma Brasil. Os
participantes/responsaveis legais serdo convidados através de termo de consentimento
(Anexo 7.1).

5.12. Andlise laboratorial:

Amostras de sangue em jejum serdo coletadas antes e apds a suplementacdo da
prépolis verde brasileira. As amostras serdo processadas no laboratério da Santa Casa
de QOuro Preto.

5.13. Consentimento livre e esclarecido

Os individuos elegiveis para pesquisa serdo convidados a participar do estudo
pelos pesquisadores, baseado no critério de inclusdo, conforme a resolucdo N° 466/12
do CNS. Neste momento, serdo apresentadas as informacOes da pesquisa (objetivos,
riscos, beneficios, e procedimentos aos quais serdo submetidos). Apos a confirmacéo do
desejo de participar voluntariamente da pesquisa, sera entregue uma copia do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para os pacientes ou representantes legais,
para que sejam esclarecidas quaisquer davidas. Sé entdo, com a assinatura do TCLE,
seré formalizada a participacdo do individuo na pesquisa (ANEXO 1).

5.14. Meétodo Estatistico

Dados homogéneos serdo expressos em média e desvio padrdo e dados néo
homogéneos serdo expressos em mediana e variancia. Sera realizado o Test-t pareado
para analise com distribuicdo normal e o teste de Wilcoxon sera utilizado para comparar
as variaveis de distribuicdo anormal. Modelo misto para analise de correlacdo entre as
medidas do desfecho primario e secundario, quando pertinentes, serdo realizadas a fim
de comparacdo entre os grupos ao longo do periodo analisado.Um valor de p< 0.05 sera
indicado como de significancia estatistica.Analise estatistica sera realizada utilizando
SPSS software, verséo 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).
5.15. Monitorizacao da pesquisa

5.15.1. Medidas para a prote¢do ou minimizagdo de quaisquer riscos



Os dados serdo coletados apenas pelos pesquisadores participantes, e
posteriormente, serdo armazenados no computador institucional, para assegurar o
armazenamento das informacdes colhidas. Nao seréo publicados nomes, ou quaisquer
outras informac6es que identifiguem os pacientes inseridos. Os protocolos preenchidos
serdo de inteira responsabilidade dos pesquisadores, assim como seu sigilo.

Durante toda a pesquisa, 0 sujeito sera esclarecido quanto as etapas do estudo,
ficando ciente dos eventuais efeitos adversos que as doses de Propolis, administradas
possam ocasionar. Contudo, as possibilidades de obtencdo dos efeitos positivos
esperados deverdo ser apontadas a todos os pacientes selecionados, com a finalidade de
que a taxa de adesdo aos objetivos da pesquisa seja conforme a esperada pelos
pesquisadores.

Na hipotese de efeitos adversos suspeitos ou confirmados, leves, moderados ou
graves, 0 uso da medicagdo sera interrompido e prontamente sera dado todo o suporte
clinico necessario. Os profissionais médicos assistentes dos pacientes estardo
envolvidos em todo o processo de assisténcia médica, como assim € rotineiramente
feito.

5.15.2. Medidas para Farmacovigilancia

Apesar do uso do Extrato de Propolis (EP) ser considerados seguros e de ndo
existirem relatos de efeitos adversos significativos, serdo monitorizados
sistematicamente marcadores de lesdo hepéatica, bem como avaliacdo clinica para
eventuais sintomas (tontura, nausea) ou sintomas alérgicos (prurido, lesGes em pele) que
sejam associados ao uso de Prépolis. Através de analise clinica pormenorizada seréo
identificados os sintomas que tenham claramente relacdo com o uso da medicacdo. Na
hipétese de alguma reacdo considerada clinicamente importante a propolis serad
imediatamente suspensa, e sera garantido o atendimento médico por médicos
envolvidos no atendimento do paciente. No caso de reacdes adversas, uma ficha de
notificacdo sera preenchida e encaminhada a ANVISA e ao Setor de Farmacovigilancia
da Secretaria Estadual de Saude.

5.15.3. Medidas de monitorizagéo na coleta de dados
Os dados serdo avaliados semanalmente pelos pesquisadores e registrados em

planilhas de acompanhamento.



5.15.4. Previsao de ressarcimento de gastos aos sujeitos da pesquisa

N&o ha despesas pessoais para 0s participantes da pesquisa em qualquer momento
do estudo. Também n&o h& compensacdo financeira relacionada a sua participagao.
5.15.5. Propriedade da Informacéo e divulgacédo da pesquisa

Os dados deste estudo serdo considerados como propriedade conjunta das partes
envolvidas. Os pesquisadores ficam, no entanto, responsaveis por se comprometerem a
tornar publico os resultados obtidos, salvaguardando a identidade dos envolvidos. Os
pesquisadores responsaveis divulgardo os resultados da pesquisa em revistas, eventos,
artigos e periodicos cientificos que possuam interesse comum na area estudada.
5.15.6. Critérios para suspender ou encerrar a pesquisa

Caso seja descoberta qualquer possibilidade de dano iminente ou ocorrido, 0
comité de ética, ao qual estd pesquisa esta vinculado, sera imediatamente avisado e se
necessario, a pesquisa sera suspensa.
5.16. Infraestrutura

A infraestrutura do Hospital Santa Casa de Misericérdia de Ouro Preto oferece
unidades de terapia intensiva, semi-intensiva e enfermarias, com garantia de um bom
atendimento e acompanhamento clinico dos pacientes. O Hospital segue protocolos
institucionais para diagnéstico e manejo da sepse, além de apresentar um departamento
cientifico para acompanhamento dos estudos desenvolvidos.
5.17. Instituicdo Colaboradora para Confecc¢ao e Distribuicdo de Propolis

Nectar Farmaceutica Ltda. (Pharmanectar), CNPJ: 42.917.146/0001-46, situada na
Rua Pernambuco, n® 1066 - Funcionarios, Belo Horizonte - MG, 30130-151 (ANEXO 2).

6. AVALIACAO DOS RISCOS E BENEFICIOS
6.1. Riscos da pesquisa

Os principais riscos estdo relacionados em casos de pacientes que porventura
possam ser alérgicos. A propolis ja é utilizada como alimento, suplemento alimentar e
outros fins terapéuticos ha décadas e tem se mostrado segura, independente de faixa
etaria, sexo e presenga de comorbidades como céncer e Diabetes. Resultados obtidos
pelo nosso grupo de pesquisa liderado pela coordenadora deste projeto, utilizando
Propolis demonstraram através de varios modelos experimentais, que a propolis nao
apresenta potencial ou dano citotoxico de testes e ensaios in vitro e in vivo (Freitas et

al., 2018). Estudos agudos e crénicos ja foram realizados com a propolis em animais



como camundongos, ratos Wistar e coelhos, tendo demonstrado seguranca. Até a
dosagem de 3000 mg/kg néo houve mortalidade dos animais (BURDOCK, 1998).

Além dos resultados de seguranca ja demonstrados, foi também realizado um
importante protocolo clinico para avaliagdo da potencial interacdo da propolis com
outros medicamentos metabolizados pelas principais enzimas hepaticas CYPs e também
pela enzima de transporte PgP (proteina transportadora transmembrana para Vvarios
farmacos, sendo responsavel pelo transporte de varias moléculas, incluindo farmacos,
através da membrana celular), e os resultados mostraram que a propolis é segura e nédo
interage significativamente conforme protocolo da OMS, e desse modo, 0 risco de
interacdo da prépolis é praticamente minimo ou inexistente (CUSINATO et al. 2019).

Os equipamentos e materiais que serdo usados em todos os procedimentos seréo
estéreis e, ou descartaveis. Ndo havera nenhum tipo de intervencdo que possa causar
danos a saude, visto que todos os procedimentos adotados sdo indcuos e tém respaldo na
literatura cientifica. Durante a coleta de sangue pode ocorrer pequeno desconforto ou
pequeno hematoma que, caso ocorra 0 voluntério serd orientado a tratar com banho de
gelo. Porém, todos os esforcos serdo realizados para evitar este problema adotando uma
equipe treinada para esta funcéo.

6.2. Beneficios da pesquisa

Se nossa hipdtese se confirmar, o principal beneficio deste trabalho é a
possibilidade de um novo suplemento para pacientes em sepse, entdo o grupo controle
também recebera a suplementacdo da mesma forma que o grupo experimental com
objetivo de reducdo do impacto da doenca.

Além disso, o voluntario também podera conhecer e receber orientaces quanto ao
estado nutricional e composicdo corporal, adequacdo do consumo alimentar e condicdes
gerais de saude durante a internacdo. E, se assim desejar, receber
aconselhamento/orientacGes nutricionais por um graduando apés a alta hospitalar sob
orientagcdo de nutricionistas. A avaliagdo medica sera diariamente durante o tempo da
internacdo pelo Dr. Jacques Gabriel Alvares Horta, o qual é o pesquisador principal do
projeto e médico da UFOP.

6.3. Comentérios e Consideracgdes sobre a Pesquisa:

O grupo placebo ira receber tratamento convencional na Unidade de Tratamento
Intensivo e 0 grupo intervencdo vai receber a propolis, assim que se verificar o
beneficio, ou seja, se nossa hipotese se confirmar, o principal beneficio deste trabalho é

a possibilidade de um novo suplemento, entdo o grupo controle também recebera a



suplementacdo da mesma forma que o grupo experimental com objetivo de reducdo do
impacto da sepse.
O procedimento de designacgéo dos participantes nos grupos controle ou placebo e

critérios para suspender ou encerrar a pesquisa sao descritos a seguir:



7. ETAPAS DA PESQUISA E CRONOGRAMA

7.1. Etapas da Pesquisa

Etapa | — Revisdo da Literatura durante todo o tempo de execucdo da pesquisa (2021 a
2025)

Etapa Il — Elaboragéo do Projeto de pesquisa (Margo a Abril de 2021)

Etapa |11 — Submiss&o do Projeto de Pesquisa ao Comité de Etica em Pesquisa (Abril de
2021)

Etapa IV — Selecéo de pacientes e avaliacdo laboratorial basal. (apds aprovacdo do CEP
em 2021)

Etapa V — Suplementacéo (apds aprovacao do CEP em 2021)

Etapa VI — Analises bioquimica (diariamente)

Etapa VII - Analise estatistica

Etapa VIII — Andlise e interpretacdo dos dados (diariamente e apds execucdo dos
exames)

Etapa IX- ConclusGes

Etapa X — Divulgacdo dos resultados

Etapa XI - Defesa da tese de doutorado



7.2. Cronograma

2021 2022 2023 2024 2025
PERIODOS /

Trimestre Trimestre Trimestre Trimestre Trimestre
ATIVIDADES 2°[3°|4° 10| 2°|3°(4°|1°|2°|3°|4°|1°]2°]|3°|4°]|1° 2°
Revisdo da Literatura | x [ x [x [x [x |x [x |[x |x [x [x |x |x | x |x
Elaboracéo do | x
Projeto
Submissdo do Projeto X
de Pesquisa ao CEP
Selegcdo de pacientes X |X [x |x |x |x |x
e avaliacéo
laboratorial basal
Suplementagéo X |X [x |x |x |x |x
Anaélises bioquimicas X | X | x [x [x [x
Anadlise estatistica X | x | x |x
Andlise e X | x | x
interpretacdo dos
dados
Conclusoes X | x
Divulgacéo dos X
resultados
Defesa da tese X

Legenda: X (Programado); O (Concluido)




8. ORCAMENTO

O projeto, exames hematoldgicos, bioquimicos, reagentes para analises, Kits
comerciais, matéria prima, entre outros gastos serdo custeados pelo hospital

participante.

COTACAO DE PRECOS

INTERLEUCINA 1 BETA R$ 635,64
INTERLEUCINA 6 R$ 241,80
INTERLEUCINA 10 (IL-10) R$ 165,22
PROCALCITONINA R$ 54,80
TOTAL / PACIENTE R$ 1094,46
TOTAL (R$) PARA UM N DE 120 PACIENTES R$ 131.335,20




ANEXO 1

Vocé ou seu familiar (o paciente) est4 sendo convidado (a) a participar de um
estudo clinico, chamado EFEITO DA PROPOLIS VERDE BRASILEIRA SOBRE
A RESPOSTA INFLAMATORIA SISTEMICA E ANTIOXIDANTE EM
PACIENTES COM SEPSE NA UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA. Este
estudo foi idealizado pela Universidade Federal de Ouro Preto e pela Santa Casa de
Misericordia de Ouro Preto e é coordenado pelos pesquisadores e médicos Dr. Israel
Maia, Dr. Jacques Gabriel Alvares Horta e Professora Dra. Sénia Maria de Figueiredo
com o objetivo de avaliar o efeito da Prdépolis Verde Brasileira no seu sangue na
melhora da inflamag&o na Unidade de Tratamento Intensivo - UTI, para isso vamos
fazer exames para correlacionar com mortalidade sua melhora e o tempo de internagao
na UTI/Hospitalar e tempo de uso dos remédios que ja sdo utilizados durante a
internacéo.

Por favor, reserve um tempo para ler o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e discuta quaisquer duvidas que vocé possa ter com a equipe do estudo e
com seus familiares, amigos e/ou médico particular. Caso vocé nédo esteja apto (a) a
decidir, um representante legal autorizado por vocé assumira essa responsabilidade. Se
aceitar a participacdo, vocé recebera uma via deste documento, rubricada em todas as
paginas e assinada ao final por vocé (paciente ou representante legal) e pelo
pesquisador.

O que é infeccdo a infeccdo generalizada ou Sepse?

E uma infeccdo respiratdria generalizada, que ocorre no corpo todo, conhecida
como septisemia, causada pelo espalhamento de muitos microornismos no seu corpo. O
quadro clinico do paciente pode variar de leve a grave. Alguns casos podem ser mais
graves e nessas situacdes, pode ocorrer sindrome respiratoria aguda grave, que € uma
grande falta de ar, e outras complicacGes, por isso a necessidade de internacdo nesta
UTI.

Ndo ha, até o momento, tratamento especifico, depende de cada pessoa e 0s
medicamentos serdo avaliados caso a caso, especificamente a fim de avaliar o
microorganismo que tenha provado a infecgéo generalizada e assim promover a efetiva
forma de tratar a doenca. O uso de medicamentos com acdo direta contra 0s
microorganismos pode reduzir a carga dos micrébios no organismo e,
consequentemente, diminuir o estimulo da resposta imune do paciente, sendo essencial

para melhores resultados clinicos dos pacientes.



Do que se trata este estudo?

O estudo tem como objetivo suplementar a prépolis verde como auxiliar no
tratamento das infec¢des, a fim de encontrar reduzir a gravidade da infeccdo, isto é, ter
um efeito melhor, na reducéo da carga de micrébios dentro do corpo. Esse suplemento
de propolis sera oferecido separadamente no inicio e durante dez dias de sua internacao,
sempre em associagdo com os tratamentos convencionais.

O suplemento de propolis verde a ser utilizados neste estudo ja possui registro no
Brasil e em outros paises, sendo seguros e efetivos para as indicagdes ja aprovadas.
Utilizaremos no estudo o Cytopropropolis padronizado. A empresa ja possui registros
sobre este suplemento alimentar.

Pretendemos incluir um total de 120 participantes no estudo. A sua participacao
no estudo seré de até 10 dias.

Quais as intervencdes e procedimentos deste estudo?

Todos os pacientes incluidos no estudo serdo acompanhados e receberdo cuidados
em relagdo a: 1. Avaliacdo clinica diaria do médico assistente, verificando se esta bem e
como esta reagindo; 2. Exames laboratoriais de rotina que sera solicitado pelo médico
que estd cuidando de vocé; 3. Exercicios respiratorios com um fisioterapeuta para
melhorar sua respiracdo e seu bem-estar; 4. Verificacdo da sua frequéncia cardiaca
(verificar quantas vezes seu coracdo bate por minuto), da saturacdo de oxigénio
(quantidade de oxigénio que entra em seu corpo que é verificada pelo equipamento que
estd no seu dedo indicador), da frequéncia respiratoria (quantas vezes vocé respira por
minuto), ouvir seu coracdo e medir sua temperatura; 5. Caso vocé ndo se sinta bem
respirando sozinho(a), os médicos poderdo Ihe oferecer auxilio através de uma céanula
com oxigénio ou intubacdo, se vocé ficar muito doente; 6. Para evitar que vocé fique
com machucados nos seus calcanhares e quadril e evitar que tenha sangue parado em
suas veias pela falta de se movimentar (tromboembolismo venoso), serd dado um
tratamento preventivo conforme ja é feito por esta instituicdo; 7. Podem transferir vocé
para quartos com mais monitoramento, caso o0 médico ache necessario; 8. Podem lhe dar
mais medicamentos como antibidticos, corticosteroides (um anti-inflamatério que atua
também como antialérgico), outros medicamentos, sempre conforme indicacdo do
médico assistente.

Serdo coletadas amostras de sangue uma vez por dia num periodo de 10 dias. Ao
final dos dez dias serd feita uma anélise de como seu corpo reagiu com a adi¢do do

suplemento de propolis verde. Como foi o efeito, a partir desta escolha, seguiremos para



avaliando seus exames e avaliando o efeito. A sua participacdo serd muito importante

nesta etapa e ao final dos 10 dias.

Para onde ird& minha amostra coletada?

Os exames de sangue coletado ficardo armazenados no biorrepositorio do estudo
nesta instituicdo para posterior envio para analise no laboratério. O tempo de
armazenagem de sua amostra neste biorrepositério podera ser de até 7 dias (-20°C),
tempo estimado para envio das amostras para a analise. Sua amostra podera ficar
armazenada no biorrepositorio do estudo na UFOP, por um periodo de cinco anos para
que seja analisada e posteriormente sera descartada. Caso retire seu consentimento apos
as coletas de exames, informe a equipe do estudo para que as amostras coletadas néo

sejam utilizadas ou transferidas para analise.

Quais sdo as alternativas a participacao neste estudo?
Vocé nédo precisa participar deste estudo para receber o tratamento padronizado no
hospital para sepse. O tratamento disponivel nesta instituicdo sera fornecido

independente da sua participacdo neste estudo.

Quais sdo os possiveis riscos em participar deste estudo?

Efeitos colaterais

N&o existem muitos relatos sobre efeitos colaterais da suplementacdo de propolis
verde, mas alguns pacientes costumam relatar gases quando o uso é prolongado. Além
disso, é importante vocé relatar se tem alergia a picada de abelha, pois a propolis €
derivada de abelha, entdo vocé pode apresentar alergia a ela, isso € muito importante
vocé nos informar se houver coceira, erupgdes cutaneas.

Apesar desses efeitos colaterais possiveis, a suplementacdo de prépolis verde ja é
utilizada com aprovacéo prévia de 6rgéo reguladora em varios paises. Além disso, todos
esses efeitos colaterais sdo relatados em pacientes com uso prolongado e o participante
deste estudo apenas fara uso por 10 dias, 0 que reduz a chance do aparecimento de tais
efeitos.

Neste estudo avaliaremos todos 0s sinais e sintomas que possam ocorrer com Vocé
durante seu tratamento, caso a equipe do estudo verifique que os efeitos podem estar

fazendo vocé se sentir pior, eles tomardo as providencias necessarias para garantir seu



bem-estar; inclusive interromper o tratamento. Todas as precaucfes serdo tomadas
sempre visando seu bem-estar, garantindo sua seguranca e preservando sua saude.

Caso a equipe do estudo tenha conhecimento de alguma reacdo ou nova
informacdo sobre a suplementacdo de propolis verde, vocé serd informado (a). Se esta
nova informacdo for considerada prejudicial a sua salde, a suplementacdo de propolis
verde serd interrompida imediatamente e vocé sera acompanhado (a) para garantir que
tenha a assisténcia necessaria até a suplementacdo de propolis verde sair completamente
de seu organismo.

Interacdes medicamentosas

Ainda ndo existem estudos sobre a interagdo de medicamentos com
suplementacdo de prépolis verde usados neste estudo, reduzindo ou aumentando seu
efeito ou provocando efeitos indesejados no seu corpo. Desta forma, informamos que
verificaremos a possibilidade de possiveis interacGes e avaliaremos se sera necessario
descontinuar a intervencdo do estudo, caso esteja sendo um risco a vocé. Qualquer
alteracdo de medicamento concomitante sera avaliada pelo risco e beneficio que lhe
dara e vocé serd comunicado (a) sobre qualquer mudanca.

Exames realizados

Os exames realizados neste estudo serdo feitos durante seu periodo de internacéo,
serdo realizados exames laboratoriais de sangue e coletas de secrecdo do nariz com
swab. Os exames de sangue podem causar dor e hematoma no local da puncdo, porém
sdo sensacdes momentaneas. O exame de coleta de secrecdo pode ser um pouco
desconfortavel e vocé pode sentir ardor no nariz, coceira e seus olhos podem lacrimejar.
No entanto, a coleta é rapida e a equipe que fara essa coleta é treinada e garantird que

vocé sinta 0 minimo de desconforto possivel durante o procedimento.

Confidencialidade

A equipe do estudo tera todo o cuidado para garantir que suas informagdes fiquem
seguras e sigilosas e que nenhum dano seja causado e que todo e qualquer risco seja
minimizado. Todos os profissionais que atuam neste estudo sdo treinados para garantir
que todas as acOes sejam tomadas para prevenir qualquer problema antes que possa

acontecer e gerar uma quebra de sua confidencialidade.



Riscos referentes a gestacdo e amamentacao

Durante a participacdo neste estudo ndo € indicado que ocorra gestacao,
independentemente do tipo de fecundacédo (vias normais, fertilizacdo in vitro, doagéo de
sémen), pois no desenvolvimento do feto, conforme visto em estudo em animais nao é
recomendado participacdo em estudos. Sera necessario que mulheres gravidas ou em
amamentacao sejam excluidas para seguranga do feto. Portanto, mulheres que estiverem
amamentando ou apresentarem resultado de exame de gravidez positivo ndo poderéo
participar do estudo. Durante a avaliacdo dos critérios para a participacdo no estudo sera
realizado um teste de beta-HCG para assegurar que vocé (no caso de participante

mulher) ndo esta gravida.

E quais os beneficios em participar?

Vocé podera se beneficiar dos efeitos da suplementacdo de propolis verde, caso
seja sorteado para 0s grupos que contenham a suplementacdo. Podera melhorar rapido
da infeccéo e pode receber alta da UTI mais rapido, mas isso é desconhecido e é o que
pretendemos verificar neste estudo. No entanto, sua participacdo no estudo,
independentemente de ter um beneficio direto ou ndo da suplementacdo de propolis
verde, ajudara a obter informacgdes que poderdo beneficiar outros pacientes infectados
que estdo com septicemia em UTI a ter uma melhor evolucéo, caso a suplementacao de
prépolis verde se demonstre efetiva.

Os participantes serdo ressarcidos por danos relacionados ao estudo?

Sera garantida assisténcia imediata e integral pelo tempo que for necessario aos
participantes no que se refere as complicacdes e danos decorrentes da participacdo na
pesquisa durante o periodo de vigéncia deste estudo. Serdo mantidos todos os direitos
dos participantes do estudo, inclusive o de indenizacdo diante de eventuais danos
decorrentes da participacdo na pesquisa até sua conclusdo. Se o paciente tiver algum
dano ou complicagdes como resultado deste estudo, ele/seu familiar devera contatar a
equipe do estudo o mais breve possivel.

Ao aceitar participar, teremos despesas?

Vocé, sua familia, o0 SUS ou seu convénio médico ndo serdo onerados com a
participacdo no estudo. Os exames realizados e os medicamentos utilizados serdo
custeados pelo patrocinador deste estudo, sem custo algum para vocé. Ndo havera
nenhum ganho ou prejuizo financeiro por participar deste estudo, e a participacdo no

estudo ndo envolve nenhum custo para vocé ou sua familia e a sua participacao se dardo



durante a sua internacao neste hospital. Caso vocé tenha alta antes do final do periodo
de 10 dias, vocé continuard o tratamento em casa e sera solicitado que vocé retorne a

instituicdo para completar as coletas de secrecéo.

Quem tera acesso aos seus registros? As informacoes sdo confidenciais?

Este estudo s6 pode ser realizado através da coleta e uso das informagdes clinicas
dos pacientes. Os registros de sua participacdo neste estudo serdo mantidos sob sigilo e
confidencialidade e serdo acessados de forma restrita, apenas por pessoas ligadas ao
estudo (pesquisadores, equipe e representantes do patrocinador do estudo), que irdo
transferir as informacdes clinicas para formularios especificos (que ndo possuem
informagdes que possam identifica-los) e verificar se o estudo estd sendo realizado
apropriadamente. A equipe do Hospital terd acesso ao seu nome, telefone e data de alta
hospitalar para a realizacdo do acompanhamento telefénico previsto neste estudo.
Apenas um numero, iniciais e/ou data de nascimento serdo utilizados para a sua
identificacdo. A confidencialidade e privacidade de todas as suas informacgfes seréo
asseguradas. O seu nome ou de seus familiares ndo sera identificado em nenhum
relatorio ou publicacao do estudo.

Caso esteja de acordo, o médico particular serd informado da participacdo no
estudo. Isso pode incluir o contato com outros hospitais ou clinicas e / ou contatar os
médicos da comunidade para coletar informacdes de salde relacionadas a este estudo.

Os resultados desta pesquisa serdo divulgados para fins académicos e cientificos.
Em respeito & Constituicdo Federal Brasileira (art. 5°, inciso X), as normas do Conselho
Federal de Medicina e diretrizes éticas nacionais e internacionais vigentes, sua
intimidade, vida privada, honra e imagem sera preservada de forma que nenhuma
informacdo que possa revelar a identidade do paciente participante e de seus familiares

serd fornecida nestas publicagdes.

Posso nédo concordar mais com a minha participagdo, ou de meu familiar, mesmo o
estudo ja estando em andamento?

Vocé tem pleno direito de recusar a participacdo. Se optar por retirar seu
consentimento do estudo apds ter aceitado, tem o direito de fazer isso a qualquer
momento. Independentemente de sua deciséo, a relagdo com o médico ou o tratamento
nesta instituicdo ndo serdo afetados. Caso decida retirar o consentimento, vocé devera

avisar o médico ou a equipe do estudo. Eles garantirdio que o0s procedimentos



apropriados sejam seguidos para efetuar esta retirada e o acompanhamento medico de
rotina ndo serd interrompido ou modificado.

O medico do estudo podera interromper o tratamento do estudo se:

a) A permanéncia no estudo for prejudicial a satde;

b) O paciente precisar de outro tratamento que ndo é permitido neste
estudo;

c) O patrocinador decidir interromper/cancelar o estudo, mas isto somente
acontecera ap0s a avaliacgdo e aprovacdo dos motivos  dessa
interrupcao/cancelamento pelo Comité de Etica em Pesquisa que o aprovoul.

Neste Gltimo caso, esta interrupcdo/cancelamento serd feita caso o estudo
apresente um risco muito grande a seguranca do paciente. De qualquer forma, a
assisténcia integral que for necessaria para garantir sua recuperacdo serd dada pelo
tempo necessario até a total recuperacdo neste hospital e sera garantida pelo estudo, ndo
sendo cobrada do paciente ou de sua familia.

Informamos que no momento em que escolher se retirar do estudo qualquer
amostra biolégica que ainda esteja em posse da equipe do estudo serd destruida e
qualquer anélise pendente, que seja pertinente ao estudo, nao sera realizada.
Informacdes sobre o Comité de Etica em Pesquisa e a Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa

Os Comités de Etica em Pesquisa (CEP) sdo colegiados interdisciplinares e
independentes, de relevancia puablica, de carater consultivo, deliberativo e educativo,
criados para defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e
dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. E
um grupo que realiza a revisdo ética inicial e continua do estudo, para manter sua
seguranca e proteger seus direitos.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Ouro
Preto. Se tiver qualquer duvida em relacdo aos aspectos éticos do estudo, fique a
vontade para entrar em contato no e-mail: cep.propp@ufop.edu.br ou pelo telefone: (31)
3559-1368, horéario de funcionamento: de Segunda a Sexta das 08h as 17h.



Contato no caso de davidas
A equipe do estudo esta a disposi¢cdo para prestar quaisquer esclarecimentos antes,
durante e apos o estudo:

Contato: Hospital Santa Casa de Misericdrdia de Ouro Preto
Investigador: Dr. Jacques Gabriel Alvares Horta.

Contato: gabriel2alvares@yahoo.com.br

Telefone: (31) 99646-1836

Investigador:Deborah Campos Oliveira
Contato: dcobiomed@gmail.com
Telefone: (31) 3551-1116 / Ramal: 1116

Contato do Centro Participante: Médico Pneumologista e Pesquisador
Investigador: Dr. Israel Silva Maia

Contato: ismaia@hcor.com.br

Telefone: (11) 3053-6611 Ramal 8201

Contato: Universidade Federal de Ouro Preto
Investigador: Sénia Maria de Figueiredo
Telefone: (31) 98896-4089

Contato: smfigue@ufop.edu.br


mailto:ismaia@hcor.com.br

Declaracao de Consentimento do Participante
Recebi informacdes escritas e verbais sobre este estudo. Entendo o suficiente sobre os objetivos,
métodos, beneficios e riscos deste estudo e aceito participar, autorizando o acesso aos meus registros
médicos ou os de meu familiar para coleta de informagdes e para o tratamento destes dados. Sei que a
participacdo é voluntéria e é possivel retirar o consentimento sem perder meus direitos ou os direitos de

meu familiar ao tratamento.

Nome por extenso do participante de pesquisa

Assinatura do Participante Data
Nome por extenso do Representante Legal/ Familiar Relagéo com o Paciente
Assinatura Data*

Declaro que as informacdes passadas ao participante foram suficientemente claras e que ele(a)
pode fazer perguntas para tirar suas ddvidas. Informo que o participante entendeu o estudo e deu seu
consentimento de forma livre e esclarecida

Nome por extenso da testemunha imparcial Assinatura Data*
Eu declaro que o(a) participante recebeu informacdes verbais e escritas sobre o estudo e teve
oportunidade de fazer perguntas. De meu ponto de visto, foi dada informacéo suficiente para permitir que

uma deciséo independente fosse tomada sobre a participagéo no estudo.

() Investigador(a)
() Subinvestigador(a)
() Coordenador(a)

0

Nome por extenso da pessoa que obteve o consentimento Assinatura Fungéo no estudo
Data*: / /

*A ser datado pela pessoa que assinou.** Uma testemunha é necessaria se o participante da pesquisa nao puder ler
(por exemplo, se for cego ou analfabeto). A testemunha devera participar de toda a discussdo do consentimento do
participante da pesquisa. Ao assinar este termo, a testemunha garante que as informacfes contidas no termo foram

explicadas ao participante da pesquisa, que ele entendeu o que foi explicado a ele e que ele decidiu participar do

estudo por vontade propria.




ANEXO 2
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