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RESUMO

Introdução: O excesso de gordura corporal desencadeia um estado inflamatório crônico e de estresse oxidativo sistêmico, condições estas que se encontram na gênese de muitas comorbidades associadas à obesidade. O controle dessas condições favorece um melhor padrão de saúde do indivíduo obeso. Para isso, vislumbra-se a utilização de suplementos dietéticos com efeitos anti-inflamatórios e antioxidantes. Uma alternativa seria a própolis vermelha de Alagoas, em virtude de seus elevados níveis de isoflavonoides. A comprovação da eficácia dessa suplementação na melhoria de parâmetros bioquímicos e de composição corporal contribuirá para a disponibilização de mais um recurso a ser adotado na promoção da saúde de indivíduos com obesidade, condição que vem paulatinamente ganhando relevância como problema de saúde pública. Adicionalmente, irá agregar valor a esse importante produto alagoano, possibilitando o fortalecimento de sua cadeia produtiva e a geração de renda, sobretudo para os trabalhadores rurais pertencentes a comunidades em vulnerabilidade social. 
Objetivo: Investigar a eficácia da suplementação com a própolis vermelha de Alagoas sobre a melhoria do perfil metabólico e de composição corporal de mulheres obesas. 
Métodos: Ensaio clínico randomizado, de Fase II, placebo-controlado e duplo cego, que envolverá 100 mulheres obesas (IMC ≥35 Kg/m²), com idades entre 19 e 40 anos, assistidas pelo Programa de Cirurgia Bariátrica do Hospital Universitário Professor Alberto Antunes (HUPAA), de Maceió, Alagoas. As mulheres serão alocadas em dois grupos, um dos quais receberá extrato de própolis (2 cápsulas de 500 mg/dia, tomadas após o almoço), durante 12 semanas, enquanto o outro grupo fará idêntico procedimento, mas invés de própolis receberão placebo (celulose). Todas as voluntárias serão inicialmente submetidas a um inquérito sociodemográfico, clínico, antropométrico, dietético, bioquímico, de saúde e dispêndio energético, o qual será repetido ao final de 12 semanas de suplementação. Para avaliação do perfil bioquímico, serão utilizados indicadores relacionados ao metabolismo lipídico e glicídico, à função hepática e tireoidiana, estado inflamatório e de estresse oxidativo. A composição corporal será identificada por meio de métodos antropométricos e por ultrasonografia (BodyMetrix Pro®). A taxa metabólica de repouso será estimada por calorimentria indireta (Metacheck®) e o gasto energético pelo uso de acelerômetros (ActiGraph wGT3X-BT, Pensacola, FL, USA).  Na análise estatística, serão utilizados métodos pertinentes conforme a aderência ou não dos dados aos pressupostos paramétricos. Estatísticas univariada e multivariável serão empregadas.  Em todas as situações, diferenças significantes serão assumidas quando p<0,05. Para minimizar o risco de viés por perdas de acompanhamento, será utilizado o método de intenção de tratar. O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do HUPAA (CAAE: 57474522.9.0000.0155).
Palavras chaves: Tratamento da Obesidade, Estresse Oxidativo, Resistência à Insulina, Compostos Bioativos de Plantas, Própolis.

ABSTRACT

Introduction: Excess body fat triggers a chronic inflammatory state and also systemic oxidative stress, conditions that are in the genesis of many comorbidities associated with obesity. The control of these conditions favors a better health standard for the obese individual. For this, it is envisaged the use of supplements with anti-inflammatory and antioxidant effects, such as red propolis from Alagoas, due to its high levels of isoflavonoids. Attesting of its efficacy in improving biochemical parameters and body composition will contribute to the availability of yet another resource to be adopted in promoting the health of individuals with obesity, a condition that has gradually gained relevance as an important public health problem. Additionally, it will add value to this important product from Alagoas, enabling the strengthening of its production chain and the generation of employment and income, especially in the context of family farmers in communities in social vulnerability.

Objective: To investigate the efficacy of supplementation with red propolis from Alagoas on improving the metabolic profile and body composition of obese women. 

Methods: A randomized, Phase II, placebo-controlled, double-blind clinical trial, which will involve 100 obese women (BMI ≥35 kg/m²), aged between 19 and 40 years, assisted by the Bariatric Surgery Program of the University Hospital Prof. Alberto Antunes  (HUPAA), from Maceió, Alagoas. The women will be allocated into two groups, one of which will receive propolis extract (2 capsules of 500 mg each, taken for 12 weeks), while the other will undergo the same procedure, but will receive placebo (starch). All volunteers will initially undergo a sociodemographic, clinical, anthropometric, dietary, biochemical, health and energy expenditure survey, which will be repeated (except sociodemographic) at the end of a 12-week supplementation period. To evaluate the biochemical profile, indicators related to lipid and glucose metabolism, liver and thyroid function, inflammatory status and oxidative stress will be used. Body composition will be identified through anthropometric, bioimpedance and ultrasonography methods. The resting metabolic rate (RMR) will be estimated by indirect calorimetry and the energy expenditure by the use of accelerometers. In the statistical analysis, relevant methods will be used according to the adherence of the data to the parametric assumptions. Data will be analyzed using univariate and multivariate statistics. In all situations, significant differences will be assumed when p<0.05. To minimize the risk of bias due to loss of follow-up, the intention-to-treat method will be used. The study was aproved to the Research Ethics Committee of the HUPAA (CAAE: 57474522.9.0000.0155).
Key words: Obesity Treatment, Oxidative Stress, Insulin Resistance, Plant Bioactive Compounds, Propolis.
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1 INTRODUÇÃO
1.1 CONTEXTUALIZAÇÃO DO PROBLEMA
A obesidade é uma doença crônica, multifatorial, caracterizada por excesso de gordura corporal em nível que compromete a saúde do indivíduo. Trata-se de um dos mais importantes problemas de saúde pública da atualidade, tanto no Brasil como no mundo, em virtude de sua alta prevalência e por se constituir em fator de risco para inúmeros agravos à saúde1. Indivíduos obesos apresentam maior suscetibilidade ao desenvolvimento de doenças cardiovasculares, resistência à insulina, dislipidemias, doença hepática gordurosa não alcoólica e diversos tipos de câncer 
 ADDIN EN.CITE 
2, 3
. 

Segundo dados da Pesquisa Nacional de Saúde 4, 60,3% dos adultos brasileiros apresentam excesso de peso e, dentre estes, 25,9% obesidade. Mulheres apresentam prevalências superiores às dos homens: 62,6% vs. 57,5% para o excesso de peso e 29,5% vs. 21,8% para a obesidade. 

O excesso de gordura corporal desencadeia um estado inflamatório crônico caracterizado pelo aumento na produção de adipocinas pró-inflamatórias e diminuição na secreção de adipocinas anti-inflamatórias. Em associação a essa condição, há infiltração do tecido adiposo por macrófagos ativados, os quais se apresentam como a principal fonte de citocinas inflamatórias
 ADDIN EN.CITE 
5-8
. Além de cronicamente inflamado, o indivíduo obeso apresenta um importante quadro de estresse oxidativo sistêmico, derivado do desequilíbrio entre fatores oxidantes e antioxidantes, provavelmente associado ao acúmulo de gordura corporal 9. O processo inflamatório crônico e o estresse oxidativo estão na gênese de vários processos patológicos relacionados às comorbidades da obesidade
 ADDIN EN.CITE 
10-12
. Portanto, o controle dessas situações pode ser favorável a um melhor padrão de saúde do indivíduo obeso. 

Ferreira et al. (2013)13 verificaram que, em Alagoas, a obesidade acometia expressivamente mais mulheres quilombolas do que mulheres da população não quilombola. Argumentaram que tal disparidade, mais do que por questões étnicas, seria explicada por diferenciais relacionados a um estilo de vida não saudável, determinado pelo menor acesso aos bens e serviços. Ocorre que a prevenção e controle da obesidade requer modificações de hábitos de vida, particularmente daqueles pertinentes ao padrão alimentar
 ADDIN EN.CITE 
14
. No entanto, em cenários de maior vulnerabilidade social (onde sobrevive importante proporção da população alagoana), o baixo poder aquisitivo se associa a um padrão alimentar de menor custo, caracterizado por alta densidade energética e baixos níveis de nutrientes essenciais
 ADDIN EN.CITE 
15, 16
. Sob tal situação, são necessárias estratégias complementares para aumentar a efetividade das intervenções direcionadas à prevenção da obesidade e suas comorbidades.

Nessa perspectiva, pesquisas sobre as propriedades funcionais dos alimentos e seus compostos bioativos têm emergido com o objetivo de encontrar alternativas que auxiliem na melhoria dos parâmetros antropométricos e bioquímicos de indivíduos obesos17 18. Entre essas, pelos aspectos já referidos, vislumbra-se a utilização de suplementos com efeitos anti-inflamatórios e antioxidantes.

Neste cenário, a própolis vermelha de Alagoas surge como uma alternativa promissora no rol dos alimentos funcionais. Esse produto é encontrado exclusivamente no litoral alagoano, sendo produzido a partir da resina da planta Dalbergia Ecastophyllum, conhecida popularmente como “rabo de bugio”, e transformada a partir da saliva de abelhas Apis mellifera. Devido à sua composição química única, decorrente de sua origem botânica e geográfica, foi classificada como o 13º tipo brasileiro de própolis. Rica em compostos bioativos, especialmente em isoflavonoides, esse tipo de própolis apresenta propriedades antioxidante, anticancerígena, anti-inflamatória, antirretroviral e antibacteriana
 ADDIN EN.CITE 
19-22
.

Considerando a relevância epidemiológica da obesidade, os aspectos patológicos associados à sua ocorrência, sobretudo aqueles relacionados ao processo inflamatório e ao estresse oxidativo, e o papel preponderante da intervenção dietética sobre sua prevenção e controle, é plausível supor que a ingestão da própolis vermelha de Alagoas, devido às suas propriedades anti-inflamatória e antioxidante,  possa desencadear efeitos metabólicos benéficos à saúde do paciente, podendo vir a se constituir em uma importante alternativa terapêutica a ser adotada na abordagem da obesidade e suas complicações. 
É importante ressaltar que, em 2018, a apiterapia foi inserida na Política Nacional de Práticas Integrativas e Complementares (PNPIC) do Sistema Único de Saúde (SUS)23.
1.2 JUSTIFICATIVA
Braakhuis24 publicou um estudo de revisão que tinha como objetivo investigar as evidências sobre os benefícios à saúde decorrentes da suplementação com própolis. Um total de 63 publicações foram analisadas, a  maioria baseada em estudos in vitro ou com animais de laboratório, e alguns realizados em humanos. Concluiu que existem fortes evidências que a própolis seja um efetivo agente antioxidante e anti-inflamatório, com particular perspectiva na promoção da saúde cardiometabólica. Todavia, nenhum ensaio clínico controlado fora realizado para testar esse efeito em indivíduos obesos, muito menos tendo a própolis vermelha de Alagoas como objeto de estudo.
A comprovação da eficácia da própolis vermelha de Alagoas na melhoria de parâmetros bioquímicos e de composição corporal contribuirá para a disponibilização de mais um recurso terapêutico a ser adotado na prevenção e controle da obesidade, além de agregar valor a esse importante produto alagoano, possibilitando o fortalecimento de sua cadeia produtiva e a geração de emprego e renda no Estado.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a eficácia da suplementação com a própolis vermelha de Alagoas sobre a melhoria do perfil metabólico e de composição corporal de mulheres obesas.

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS
· Caracterizar a amostra segundo os aspectos socioeconômicos e demográficos;

· Identificar as características relacionadas ao estilo de vida (alimentação, atividade física, consumo de álcool e/ou tabaco);

· Estimar o dispêndio energético e a taxa metabólica de repouso  (TMR) das mulheres;

· Verificar os efeitos do consumo da própolis sobre os parâmetros antropométricos e de composição corporal; 

· Investigar os efeitos sobre o perfil bioquímico indicativo de alterações do metabolismo lipídico e de carboidratos;

· Analisar os efeitos sobre o perfil hormonal;

· Verificar possíveis alterações sobre a função hepática;
· Investigar os efeitos da suplementação proposta sobre os indicadores bioquímicos de estado inflamatório e de estresse oxidativo;

· Verificar os efeitos da intervenção sobre os níveis pressóricos das pacientes;
· Identificar a incidência de agravos à saúde durante o período de suplementação.

3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1 DESENHO DO ESTUDO 

Trata-se de um ensaio clínico randomizado de fase II, duplo cego e placebo-controlado, que envolverá mulheres obesas (Índice de Massa Corporal, IMC ≥ 35 kg/m²), com idades entre 19 e 40 anos, assistidas pelo Programa de Cirurgia Bariátrica do Hospital Universitário Prof. Alberto Antunes (HUPAA), situado na capital alagoana. 
Para o presente ensaio clínico não haverá necessidade da fase I, tampouco da fase pré-clínica, haja vista que a intervenção será a ingestão diária de própolis, a qual é listada como um constituinte autorizado para uso em suplementos alimentares no Brasil23. Vários estudos de intervenção utilizando a própolis encontram-se descritos na literatura, sem que tenham sido relatados quaisquer danos ou prejuízos à saúde dos participantes 
 ADDIN EN.CITE 
25-28
.
3.2 TAMANHO AMOSTRAL

O tamanho da amostra foi calculado com o software G*Power, versão 3.1.9.2,  presumindo um nível de significância (α) de 0,05, poder de teste de 80% e razão entre expostos/não expostos de 1:1. Para fins de cálculo, considerou-se que após 12 semanas de suplementação fosse possível detectar uma diferença clinicamente relevante na glicemia de jejum entre os grupos intervenção e placebo. Para isso, consideraram-se os dados de um ensaio que investigou a eficácia da suplementação com própolis sobre o controle glicêmico de pacientes com diabetes mellitus tipo 2
 ADDIN EN.CITE 
25
. Ao final da fase experimental observaram-se as seguintes médias na glicemia de jejum (mg/dL), conforme os grupos intervenção e placebo, respectivamente: 134,4 ± 33,9 e 166,1 ± 65,8. Esses valores correspondem a um tamanho de efeito de 0,6: Cohen's d = (166,11 – 134,43)⁄52,34 = 0,60. Com base nesses parâmetros, o tamanho amostral necessário será de 88 participantes (44 por grupo). Para cobrir eventuais perdas de seguimento, esse número foi acrescido de 13,6%, totalizando 100 participantes (50 por grupo).
3.3 ASPECTOS ÉTICOS

Todas as mulheres da faixa etária de 19 a 40 anos que ingressarem no Programa de Cirurgia Bariátrica do HUPPA serão contatadas por um pesquisador da equipe. Para essas, será lido o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), explicitando-se os objetivos do estudo, seus riscos e benefícios e os procedimentos aos quais as participantes serão submetidas. Somente aquelas que assinarem o TCLE participarão da investigação, a qual está em processo de cadastro no Registro Brasileiro de Ensaios Clínicos (ReBEC).
3.4 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO E DE EXCLUSÃO

Todas as mulheres que concordarem em participar e assinarem o TCLE terão seus dados de peso e estatura obtidos para cálculo do IMC. Serão elegíveis para o estudo todas as mulheres pertencentes à faixa etária alvo e que apresentarem IMC ≥ 35 kg/m2.

As seguintes condições constituem critérios de exclusão: estar gestante ou lactante; fazer uso de drogas psicotrópicas; ter passado por intervenção cirúrgica recente (últimos 6 meses); ser alérgica a produtos apícolas e; morar em município não pertencentes à região metropolitana de Maceió (devido à dificuldade de deslocamento e acompanhamento).

Os pacientes que ingressam no Programa são submetidos a uma série de exames (endoscopia, ultrassonografia, eletrocardiograma, exames laboratoriais) e recebem atenção de uma equipe multidisciplinar (cirurgião, cardiologista, psicólogo, assistente social, farmacêutico, nutrólogo, nutricionista e educador físico), a qual lhes proporcionam tratamento clínico convencional. Essa primeira etapa é obrigatória para todos os pacientes e a cirurgia só é procedida quando não se obtém êxito a partir dessa intervenção inicial, a qual, na maioria das vezes, tem duração superior a 90 dias.

3.5 GRUPOS DE ESTUDO, ALEATORIZAÇÃO E CEGAMENTO

Cem mulheres que atendam aos critérios de inclusão serão aleatoricamente alocadas em um dos dois grupos de estudo. Essa alocação será feita por meio de uma atribuição de ficha cadastral ordenada sequencialmente de 1 a 100. Cada mulher receberá o número de cadastro correspondente à sua posição de entrada no estudo, respectivamente, respeitando-se o ordenamento das fichas cadastrais. Nestas, todos os números ímpares designarão alocação no grupo vermelho, enquanto que as mulheres cadastradas com qualquer dos números pares irão compor o grupo azul. As mulheres serão designadas num ou noutro grupo conforme a ordem de encaminhamento ao serviço de cirurgia bariátrica após consulta com o cirurgião (porta de entrada ao Programa e, consequentemente ao Ensaio clínico). 
Apenas um membro da equipe (Pesquisador H), não envolvido nas demais atividades da pesquisa, fará o sorteio para definir quais dos grupos, vermelho ou azul, receberá a suplementação de própolis ou placebo. Esse mesmo pesquisador, receberá as cápsulas devidamente identificadas quanto ao seu conteúdo e as distribuirá em recipientes vermelho ou azul, conforme o resultado do sorteio por ele realizado. Os recipientes serão entregues às participantes alocadas nos grupos que, respectivamente, foram designados com essas mesmas cores (Grupo Vermelho ( recipiente vermelho; Grupo Azul ( recipiente azul). Portanto, ninguém mais além do Pesquisador H terá conhecimento quanto ao conteúdo dos recipientes e, consequentemente, quais mulheres estarão recebendo própolis ou placebo.

3.6 COLETA DE DADOS E PROTOCOLO DO ESTUDO

As atividades do ensaio ocorrerão no âmbito do ambulatório do Programa de Cirurgia Bariátrica do HUPAA. Na primeira abordagem, as participantes serão convidadas para uma reunião, na qual serão detalhados os procedimentos do estudo.
Todas as voluntárias serão inicialmente (antes do início da suplementação) submetidas a um inquérito sociodemográfico, clínico, antropométrico, dietético, bioquímico, de dispêndio energético e das condições gerais de saúde, o qual será repetido ao final do período de intervenção.
As participantes deverão ingerir diariamente, durante 12 semanas, sempre após o almoço, duas cápsulas retiradas dos recipientes que lhes foram entregues. As cápsulas serão preparadas de modo a conter 250 mg de extrato de própolis. Assim, a ingestão diária de duas cápsulas fornecerá 500 mg do suplemento por dia. Esta dose foi estabelecida com base em estudos que usaram quantidades similares ou superiores sem que se tenham sido observados efeitos adversos
 ADDIN EN.CITE 
25, 26, 29-33
. Uma síntese desses estudos é apresentada no Quadro 1, onde se constata que as doses variaram de 400 mg a 1500 mg/dia. 
Quadro 1 – Síntese das características de ensaios clínicos de eficácia da própolis, com ênfase para a dose diária utilizada.

	AUTORES
	PARTICIPANTES
	DOSE 
(TAMANHO AMOSTRAL)
	EFEITO OBSERVADO

	Samadi et al. 2017 
 ADDIN EN.CITE 
25

	Homens e mulheres com diabetes tipo 2 
	900 mg/dia (n=30)
Placebo (n=27)
	Melhor controle da glicemia, da trigliceridemia e da LDL.

	Afsharpour et al. 2019 
 ADDIN EN.CITE 
26

	Homens e mulheres com diabetes tipo 2 
	1500 mg/dia (n=31)

Placebo (n=31)
	O tratamento com própolis melhorou o perfil  glicêmico, reduziu a resistência à insulina e melhorou o estado antioxidante.

	Silveira et al. 2021 
 ADDIN EN.CITE 
29

	Adultos hospitalizados por COVID-19
	400mg/dia (n=40)

800mg/dia (n=42)

Só tratamento padrão (n=42)
	Redução do tempo de internação (ambos os grupos de própolis) e menor taxa de lesão renal aguda (grupo própolis de maior dose).

	Silveira et al. 2019 30
	Pacientes com doença renal crônica, 18-90 anos de idade.
	500 mg/dia (n=18)

Placebo (n=14).
	Proteinúria foi menor no grupo própolis.

	Zhao et al. 2016 
 ADDIN EN.CITE 
31

	Homens e mulheres com diabetes tipo 2
	(900 mg/ dia) (n=32)

Placebo (n=33).
	Própolis foi eficaz na melhoraria da função antioxidante

	Zakerkish et al. 2019 
 ADDIN EN.CITE 
32

	Homens e mulheres com diabetes tipo 2
	1000 mg/ dia (n=50)

Placebo (n=44).
	Ocorreram efeitos benéficos na redução da glicemia, insulina sérica, resistência à insulina e citocinas inflamatórias. Preveniu a disfunção hepática e renal e elevou as concentrações de HDL.

	Miryan et al. 2020 
 ADDIN EN.CITE 
33

	Homens e mulheres diagnosticados com Síndrome do intestino irritável.
	900 mg/dia (n=26)

Placebo (n=26).
	Resultados não disponíveis (trata-se de protocolo de estudo: IRCT20190708044154N1).


As cápsulas contendo extrato de própolis ou placebo terão a mesma apresentação (tamanho e cor). Para padronização da cor utilizou-se corante vermelho morango. Ns cápsulas destinadas ao grupo placebo, o extrato de própolis será substituído por celulose cristalina. 
CONTROLE DE ADESÃO
As voluntárias receberão mensalmente os recipientes contendo as cápsulas. A partir do segundo mês, deverão devolver aos pesquisadores o recipiente entregue anteriormente, possibilitando a verificação de sobras e, assim, controlar se os suplementos foram utilizados conforme preconizado. Para esse controle, será utilizado um formulário próprio (Form. 6 – Apêndices). Por ocasião da alocação da mulher no estudo, a equipe lhe fornecerá um cartão de aprazamento, no qual constará a próxima data de comparecimento, bem como as atividades previstas para ocorrerem nessa data (Cartão de Aprazamento - Apêndices). 
3.7 AVALIAÇÃO DEMOGRÁFICA E SOCIOECONÔMICA

Serão obtidos dados referentes à idade, cor da pele (autorreferida), estado civil, tipo de moradia, renda familiar mensal, número de moradores no domicílio, nível de escolaridade, condição de trabalho, tipo de abastecimento de água na residência e destinação do lixo domiciliar.  

3.8 AVALIAÇÃO CLÍNICA E NUTRICIONAL

Contemplará uma anamnese clínica baseada em entrevista seguindo roteiro estabelecido em formulário próprio, visando a caracterização da história clínica, padrão alimentar e de atividades físicas. Serão obtidas medidas antropométricas e realizadas avaliação da composição corporal, além de aferição da pressão arterial para diagnóstico de hipertensão e coletado sangue para análises bioquímicas.
3.8.1 Avaliação antropométrica e de composição corporal 

A massa corporal será obtida em balança eletrônica digital, marca Seca(, modelo 813, com capacidade para 200 kg e sensibilidade para 100g, calibrada com peso padrão de 20 kg. Para realização da medida, a voluntária deverá estar descalça e com roupas leves e então subir de frente na balança e se posicionar com afastamento lateral entre os pés, com a massa do corpo igualmente distribuída entre ambos os pés, ereta e com o olhar num ponto fixo à sua frente.

Para obtenção da estatura, a participante deverá continuar descalça e encostar os calcanhares, a panturrilha, os glúteos e os ombros no estadiômetro, posicionando a cabeça de acordo com o plano de Frankfurt. Utilizar-se-á estadiômetros Seca( (modelo 213), com amplitude de 220 cm e subdivisões de 0,1 cm. As medidas de massa corporal e estatura serão obtidas conforme os procedimentos utilizados no Estudo Nacional de Alimentação e Nutrição (ENANI) 
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O IMC será obtido por meio da divisão da massa corporal pelo quadrado da estatura (kg/m²). Embora possuir IMC  ≥ 35 kg/m² seja um critério de inclusão, durante o transcorrer do ensaio, as mulheres poderão apresentar alterações nesse critério. Então, utilizar-se-á a classificação do grau de obesidade proposta pela OMS 35: Obesidade 1º Grau: IMC ≥ 30 a 34,9 Kg/m2; Obesidade 2º Grau: IMC ≥ 35 a 39,9 Kg/m2; Obesidade 3º Grau: IMC ≥ 40,0 Kg/m2.

A circunferência da cintura (CC) será realizada com fita métrica inextensível (Cescorf®), com precisão de 1 mm. A medida será feita com a mulher em pé e obtida no ponto médio entre a borda inferior do último arco costal e a crista ilíaca na linha axilar média. A razão cintura-estatura (RCEst) será obtida pela divisão da CC (cm) pela estatura (cm) e será classificada conforme proposto por Pitanga e Lessa 36.
As dobras cutâneas serão medidas por ultrasonografia obtida com um aparelho BX2000 (BodyMetrix – IntelaMetrix, Inc.). A estimativa da gordura corporal será realizada com base no protocolo de somatório de 3 dobras cutâneas 37, haja vista que sua utilização resulta em acurácia semelhante à obtida com o protocolo de 7 dobras quando realizado com esse equipamento 
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. O percentual de gordura corporal será também estimado por meio de bioimpedância elétrica, utilizando-se aparelho bipolares, Omron, modelo HBF-306. Para todos os parâmetros antropométricos e de composição corporal, as participantes serão reavaliadas ao final do período de intervenção.

Todas as mensurações serão realizadas por um único antropometrista (profissional de educação física) experiente e devidamente treinado.
3.8.2 Avaliação dietética 

Será realizada através de análise do inquérito alimentar Recordatório de 24h (R24h), com auxílio do álbum fotográfico Consumo Alimentar – Visualizando Porções 39 e de um diário alimentar de três dias, incluindo um dia do final de semana. Os cálculos para análise do valor energético, dos macro e micronutrientes e fibras serão realizados com o Dietpro® 6.1. Os alimentos não presentes nesse software serão inseridos por meio de consultas aos rótulos dos alimentos e tabelas brasileiras de composição química de alimentos 
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. A aplicação do R24h será realizada por uma nutricionista com vasta experiência nesse procedimento. 

3.8.3 Avaliação da pressão arterial

A aferição da pressão arterial será realizada com um esfigmomanômetro de coluna. Depois que a participante estiver em repouso por pelo menos 5 minutos, serão realizadas duas mensurações, com intervalo de, no mínimo, 5 minutos entre elas. Caso ocorra diferença superior a 20 mmHg na pressão arterial sistólica ou 10 mmHg na pressão arterial diastólica entre as duas medidas, uma terceira aferição será realizada. Para cálculo da média da pressão arterial, a medida mais discrepante será descartada43. Serão utilizados manguitos com dimensões compatíveis com a circunferência do braço de indivíduos obesos. 
A normotensão será definida por pressão arterial sistólica (PAS) ≤ 120 mmHg e/ou pressão arterial diastólica (PAD) ≤ 80 mmHg, enquanto que a pré-hipertensão será identificada por PAS > 120-139 mmHg e/ou PAD > 80-89 mmHg. Valores superiores ou relato de uso de medicamentos anti-hipertensivos caracterizarão a hipertensão arterial sistêmica (HAS), a qual será assim classificada: HAS estágio I: PAS = 140-159 mmHg e/ou PAD = 90-99 mmHg; HAS estágio II: PAS = 160-179 mmHg e/ou PAD 100-109 mmHg; HAS estágio III: PAS ≥ 180 mmHg e PAD ≥ 110 mmHg43.
3.8.4 Avaliação do nível de atividade física e da taxa metabólica de repouso (TMR)
O nível de atividade física (NAF) será estimado com a utilização de acelerômetros wGT3X-BT® (ActiGraph LLC, Pensacola, FL, USA). Os aparelhos serão presos a um cinto elástico, os quais serão dispostos ao nível da cintura das mulheres. O aparelho, uma vez colocado, será retirado para leitura das informações após um período de cinco dias (sexta-feira a quarta-feira), durante o qual, a participante será orientada a só retirá-lo para tomar banho e ao dormir, não esquecendo de recolocá-lo imediatamente após essas atividades.
Para a estimativa da TMR, as participantes serão instruídas a não realizarem esforço físico intenso no dia anterior e que durmam de 6 a 8 horas no período prévio ao exame. A TMR será medida em uma sala com baixa luminosidade, sem ruídos e temperatura confortável. Antes de iniciar a medição, a mulher ficará em repouso (deitada) por 15 minutos, após o que será colocado o clipe nasal e o bocal por onde ela passará a respirar. As quantidades de oxigênio inspirado e de CO2 expirado serão medidas durante cerca de 15 minutos. Para isso será usado um calorímetro (MetaCheck, versão 2.05, Korr Medical Technologies, Inc), o qual fornece os resultados em em kcal.min-1. A TMR de 24h será obtida multiplicando-se o valor médio dos últimos 20 minutos por 1440 minutos.

3.8.5 Avaliação bioquímica
As amostras de sangue serão coletadas no início e no final da fase de intervenção, sempre no período da manhã, após jejum de 12 horas.  Esse procedimento será realizado por profissionais do corpo técnico do Laboratório de Análises Clínicas do HUPPA. Será obtido sangue venoso utilizando tubos com gel separador e tubo com anticoagulante EDTA, sendo aproximadamente 5mL de sangue em cada tubo. Dosagens bioquímicas serão realizadas no equipamento da marca Architect c8000 usando kits da Abbott. Abaixo, segue a relação dos exames que serão realizados e respectivos métodos: 
· Glicose: soro - reação enzimática; 

· Colesterol total: soro - reação enzimática;

· HDL: soro - reação colorimétrica; 

· Triglicerídios: soro - reação enzimática;

· TGO e TGP: soro - reação Cinética ;

· GGT: soro - reação enzimática (Szasz modificado);

· PCR: soro - realizado por turbidimetria;

· Hemoglobina glicada: sangue total colhido em tubo com EDTA - reação enzimática. 

Os hormônios (TSH; T4L; T3L e Insulina) serão dosados em soro no equipamento da marca Architect - I1000, com kits da Abbott. Utilizar-se-á o método da quimioluminescência. 
Todos esses procedimentos serão realizados no Laboratório de Análises Clínicas do HUPPA, a qual recebeu certificado de excelência (com qualificação acima de 9), pelo Programa Nacional de Controle de Qualidade (PNCQ)/Sociedade Brasileira de Análises Clínicas. É importante ressaltar que esses exames já são realizados de rotina em todas as pacientes que ingressam no Programa de Cirurgia Bariática do HUPPA.
Parte do sangue obtido nas participantes será resevada para envio a um Laboratório privado, que igualmente possua certificação de excelência, o qual será terceirizado  a fim de proceder as análises não efetuadas no laboratório do HUPPA (leptina, proteína C reativa ultrassensível (PCRus), interleucina 6 e 10, LDL oxidada, malondialdeído e glutationa redutase). 
A função secretora das células β e a resistência insulínica serão estimadas, respectivamente, através dos índices HOMA % β e HOMA-S, mediante a inserção dos dados de glicemia de jejum e insulina nas equações propostas por Mathews et. al 44. 

3.9 DESFECHOS DE INTERESSE (VARIÁVEIS DEPENDENTES) E INDICADORES

Com base nos objetivos específicos, os efeitos da suplementação com a própolis vermelha de Alagoas sobre o perfil bioquímico e de composição corporal das mulheres serão analisados segundo as seguintes situações e indicadores:

a. Alterações do peso corporal (variável contínua), composição corporal (percentual de gordura e de massa magra) ou na categoria do IMC;

b. Evolução do perfil bioquímico indicativo de alterações do metabolismo de carboidratos (glicemia de jejum, hemoglobina glicada, insulina, HOMA % β e HOMA-S);

c. Evolução do perfil bioquímico indicativo de alterações do metabolismo lipídico (triglicerídeos, colesterol total e frações, razão LDL/HDL);

d. Perfil hormonal (insulina, leptina e hormônios tireoidianos);

e. Perfil bioquímico indicativo de função hepática (gama-GT, TGO, TGP);

f. Perfil bioquímico indicativo de processo inflamatório (PCRus, IL-6, IL-10);

g. Perfil bioquímico indicativo de estresse oxidativo (LDL oxidada, malondialdeído, glutationa redutase);

h. Incidência de agravos à saúde durante o período de suplementação (inquérito de morbidade referida);

i. Evolução dos níveis pressóricos sistólicos e diastólicos e da prevalência de hipertensão arterial.

3.10 PROCESSAMENTO E ANÁLISE DOS DADOS


Os dados serão digitados em planilha eletrônica gerada no Epi-Info e exportados para o software Stata, versão 13.0 (Stata Corp., College Station, TX, EUA) para realização das análises estatísticas. Inicialmente as variáveis serão analisadas quanto à aderência aos pressupostos paramétricos. Para isso, utilizar-se-ão os testes de Levene (homogeneidade das variâncias) e de Kolmogorov-Smirnov (normalidade da distribuição).

Os dados com distribuição normal serão relatados como média e desvio padrão, caso contrário a opção será o uso da mediana e intervalo interquartílico. Variáveis qualitativas serão apresentadas sob a forma de frequência absoluta e percentual.

A inferência estatística será procedida por meio de testes paramétricos ou não paramétricos, conforme a aderência dos dados à distribuição normal.
Para avaliar frequências utilizar-se-á o teste qui quadrado ou, na ocorrência de categorias com menos de cinco casos, o teste exato de Fischer. Na análise das medidas de tendência central será utilizado o teste t de Student para amostras independenes (análise intergrupo) ou para amostras pareadas (análise intragrupo), conforme o caso, ou os correspondente não paramétricos, teste de Mann-Whitney ou teste de Wilcoxon, respecitivamente. Também será utilizada a análise de covariância (ANCOVA) para ajustar os possíveis fatores de confusão.

Em todas as situações, diferenças significantes serão assumidas quando p<0,05. Para minimizar o risco de viés de perdas de acompanhamento, as análises por intenção de tratar, ou seja, nos casos de perda amostral, os valores obtidos no baseline serão repetidos para o tempo final.
4. VIABILIDADE TÉCNICA, FINANCEIRA E DE INFRAESTRUTURA
Viabilidade técnica: O coordenador do estudo é Bolsista de Produtividade Científica do CNPq, sendo autor/coautor de dezenas de artigos publicados em revistas de alto impacto científico, inclusive envolvendo estudos do tipo ensaio clínico como o ora proposto. Além disso conta com colabores de alto nível e de diversas instituições alagoanas e de outros estados da federação, os quais se distiguem por diferentes perfis de expertise que se complementam  e cobrem todos os aspectos e necessidades de saberes para abordar da maneira mais ampla e profunda o objeto de estudo da presente proposta.

Infraestrutura: o Laboratório de Nutrição Básica e Aplicada (LNBA/FANUT/UFAL), coordenado pelo proponente, dispõe de toda infraestrutura de equipamentos necessários à consecução do estudo: balanças, estadiômetros, aparelhos de bioimpedância, ultrassonografia, acelerômetros, calorímetro, entre outros. Além disso, dispõe do suporte prestado pelos colabores que compoem a equipe técnica, particularmente o Dr. Ednaldo Almeida Gomes, Chefe do Laboratório de Análises Clinicas do HUPAA, e do Dr. Anderson Teixeira Cavalcante, Chefe do Serviço de Cirurgia Bariátrica do HUPAA. 
5. RESULTADOS ESPERADOS PARA O PROJETO

Considerada um produto biotecnológico com propriedades biológicas importantes, a própolis tem sido amplamente pesquisada para identificação de suas propriedades terapêuticas 
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Contudo, sua composição química e atividade biológica variam em função das características da região geográfica (clima; espécies vegetais; sazonalidade) a qual se encontram as colmeias que a produzem, como47, 50.

A própolis vermelha de Alagoas apresenta atividade biológica distinta dos outros 12 tipos de própolis encontrados no país
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. Trusheva et al. 51 identificaram 14 compostos nesse tipo de própolis, dentre os quais se destacam as benzofenonas preniladas, as isoflavonas e o ácido caféico, que apresentaram atividade antimicrobiana e antioxidante significantes. Nascimento et al. 
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 também descreveram propriedade antioxidante no extrato de própolis vermelha, derivada da ação dos flavonoides, flavonas, xantonas, catequinas, aurones, tanino de flobafeno, chalcones, triterpenóides pentacíclicos e guttiferones. Além do efeito antimicrobiano e antioxidante, a própolis vermelha apresenta potencial ação anti-inflamatória, conferida pelo isoflavonoide vistitol
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Tais propriedades levam a crer que a própolis vermelha de Alagoas apresenta-se como uma potencial alternativa terapêutica coadjuvante no tratamento da obesidade, uma vez que o acúmulo excessivo de gordura corporal determina um quadro sistêmico de inflamação crônica e de estresse oxidativo. 

Diante do exposto, fica evidenciada a plausibilidade biológica para os efeitos que o presente ensaio clínico pretende demonstrar. Portanto, a hipótese é de que a suplementação com a própolis vermelha de Alagoas apresente eficácia na melhoria dos indicadores bioquímicos e de composição corporal de mulheres obesas e, considerando a validade externa do estudo, para qualquer indivíduo portador dessa condição nutricional.

A comprovação dessa hipótese irá agregar valor ao produto, possibilitando a implementação de políticas de incentivo à implantação de sistemas produtivos direcionados a agricultores familiares, gerando emprego e renda em Alagoas, um dos estados mais pobres da federação53.

Produto adicional será a formação de diversos alunos em nível de mestrado e doutorado, bem como o avanço científico configurado pela publicação de vários artigos em revistas de prestígio internacional.

6. PRODUTOS, AVANÇOS E APLICAÇÕES ESPERADAS


A realização deste projeto pretende entregar os seguintes produtos, avanços e aplicações:

PRODUTOS

· Um ensaio clínico;

· Formação direta de 2 (dois) alunos em nível de pós-gradução (1 mestre e 1 doutor);

· Formação indireta de 8 (oito) alunos em nível de pós-graduação (6 mestres e 2 doutores);

· Publicação de 6 (seis) artigos científicos em revistas de prestígio internacional;

AVANÇOS

· Fundamentação científica quanto à eficácia da própolis vermelha de Alagoas em melhorar diversos parâmetros metabólicos e de composição corporal de mulheres obesas;

· Consolidação da parceria já estabelecida entre a UFAL e outras instituições acadêmicas:

· Universidade Federal Fluminense (UFF-RJ);
· Universidade Federal do Amazonas/Campus Coari (UFAM/Coari-AM);

· Universidade Estadual de Alagoas (UNEAL);

· Universidade Estadual de Ciências da Saúde de Alagoas (UNCISAL)

· Hospital Universitário Professor Alberto Antunes (HUPAA)/Empresa Brasileira de Serviços Hospitalares (EBSERH);
APLICAÇÕES

· Introdução da própolis vermelha de Alagoas no rol de produtos disponibilizados no âmbito do SUS visando à atenção ao paciente obeso;

· Embasamento para incorporação da própolis vermelha de Alagoas no portfólio da indústria e comércio de suplementos alimentares destinados a consumidores preocupados com a prevenção e controle da obesidade.

7. EQUIPE TÉCNICA
	Nome/CPF
	Instituição
	Qualificação
	Função no projeto

	Haroldo da Silva Ferreira

16802420406
	· Faculdade de Nutrição (FANUT) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL)

· Programa de Pós-Graduação em Nutrição (PPGNUT)

· PPG em Ciências da Saúde (PPGCS)
	Professor Titular - Nutricionista

Doutor em Saúde Pública

Pós-Doutor em Epidemiologia

Bolsista de Produtividade Científica/CNPq
	Coordenador geral

	Anderson Teixeira Cavalcante

02851351478
	· Hospital Universitário Professor Alberto Antunes (HUPAA)/Empresa Brasileira de Serviços Hospitalares (EBSERH)
	Médico – Cirurgiãõ Geral

 Especialização em Endoscopia Digestiva

Chefe do Serviço de Cirurgia Bariátrica do HUPAA
	Pesquisador

	Luiz Antônio dos Anjos

50983547734
	· Universidade Federal Fluminense (UFF)
	Professor Titular/UFF
Doutorado em Fisiologia do Exercício
Bolsista de Produtividade em Pesquisa do CNPq
Cientista do Nosso Estado/FAPERJ
	Pesquisador

	Ednaldo Almeida Gomes

03579005456
	· Hospital Universitário Professor Alberto Antunes (HUPAA)/Empresa Brasileira de Serviços Hospitalares (EBSERH)
	Farmacêutico

Doutor em Química e Biotecnologia

Chefe do Laboratório de Análises Clinicas do HUPAA
	Pesquisador

	Regina Coeli da Silva Vieira
03212095407
	· Universidade Federal do Amazonas
	Nutricionista - Professora Adjunto

Nutricionista
Doutorado em Ciências da Saúde
	Pesquisadora

	Abel Barbosa Lira Neto

03480561411
	· Universidade Estadual de Alagoas (UNEAL)
	Farmacêutico/Doutor em Ciências da Saúde

Coordenador de Pesquisa da Pró-Reitoria de Pesquisa
	Pesquisador

	Arnaldo Tenório C Jr

41174828404
	· Universidade Federal de Alagoas - Campus de Arapiraca
	Doutor em Ciências da Saúde - UFRN

Pós Doutor em Treinamento Desportivo (Espanha)
	Pesquisador

	Ewerton A. dos Santos

01408487462
	· Universidade Estadual de Ciências da Saúde de Alagoas (UNCISAL)
	Nutricionista

Doutor em Ciências da Saúde
	Pesquisador

	Cléa Albuquerque

02616357437
	· Universidade Federal de Alagoas (UFAL)
	Nutricionista

Pós-graduanda em Obesidade e Síndrome Metabólica
	Pesquisadora

	Rosa Elisa P da Costa

08662125824
	· Hospital Universitário Professor Alberto Antunes (HUPAA)/Empresa Brasileira de Serviços Hospitalares (EBSERH)
	Gradução e Especialização em Educação Física

Mestre em Ensino na Saúde
	Pesquisadora

	Luciane M Gama

69959072486
	· Universidade Federal de Alagoas (UFAL)
	Medicina

Especialização em Endocrinologia e Metabologia
	Pesquisadora

	Maria Angélica Teixeira

70091196434
	· Universidade Federal de Alagoas (UFAL)
	Gradução e Pós em Serviço Social

Mestrado em Serviço Social.
	Pesquisadora

	Aristéa N Costa Pontes

18543910463
	· Universidade Federal de Alagoas (UFAL)
	Psicóloga - Especializada em Psicologia em Obesidade e Emagrecimento
	Pesquisadora

	Tamara R dos Santos

09880581466
	· PPGCS/UFAL
	Nutricionista

Mestre em Nutrição
	Doutora/PPGCS
Bolsista Pós-doutorado

	José Hitalo Silva

11009383469
	· FANUT/UFAL
	Estudante do Curso de Graduação em Nutrição
	Estagiário em Iniciação Científica

	Andressa Verçoza

04695708140
	· FANUT/UFAL
	Estudante do Curso de Graduação em Nutrição
	Estagiária em Iniciação Científica


CRONOGRAMA DE ATIVIDADES (ANO/MESES)
	ATIVIDADES
	2023
	2024

	
	Mai
	Jun
	Jul
	Ago
	Set
	Out
	Nov
	Dez
	Jan
	Fev
	Mar
	Abr

	Revisão da literatura
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Elaboração dos formulários
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Treinamento da equipe
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Providências logísticas
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Assinatura do TCLE
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Alocação nos grupos de estudo *
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Realização do inquérito inicial
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Realização do ensaio clínico
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Realização do inquérito final
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Tabulação e análise dos dados
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Divulgação dos resultados 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Relatório final 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


* Apesar de que o período de suplementação tenha a duração de 12 semanas (3 meses), há necessidade de previsão maior período de tempo para conclusão do ensaio, uma vez que nem todas as mulheres são alocadas ao mesmo tempo, podendo haver situação em que uma voluntária está iniciando quando outras já concluíram sua etapa no estudo. Isso depende da demanda de pacientes no Serviço de Cirurgia Bariátrica do HUPAA.
8. ORÇAMENTO

	O Laboratório de Nutrição Básica e Aplicada/UFAL dispões de todos os equipamentos necessários à conscução do estudo. Parte importante dos exames bioquimicos serão realizados no âmbito da rotina de atendimento do próprio Programa/HUPPA, mas será necessário a obtenção de recursos para garantir a realização de exames de maior especificidade para caracterização de estado inflamatório e de estresse oxidativo, e que não sçao realizados no Hospital Universitário. Para isso, obteve-se o orçamento abaixo apresentado por um laboratório particular, o qual será apresentado nos editais de fomento que forem oportunamente lançados pelas agências de fomento.

	Item 
	Descrição das despesas
	Qtde
	Valor

	
	
	
	Unit.
	Total

	1. 
	PCR-us
	200
	11,00
	2.200,00

	2. 
	Leptina
	200
	55,00
	11.000,00

	3. 
	IL-6
	200
	50,00
	10.000,00

	4. 
	IL-10
	200
	45,00
	9.000,00

	5. 
	LDL oxidada 
	200
	9,00
	1.800,00

	6. 
	Malondialdeído  
	200
	10,00
	2.000,00

	7. 
	Glutationa redutase
	200
	10,00
	2.000,00

	TOTAL
	
	1400
	27,15
	38.000,00
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