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RESUMO

Duarte Silveira, MA. Efeitos da propolis verde brasileira sobre a proteindria e fungdo renal
em pacientes com doenga renal crbénica: um estudo clinico randomizado, duplo-cego,
placebo-controlado [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2019.

A Doencga Renal Crénica (DRC) € um importante problema de saude publica ao redor do
mundo e a proteinuria € um marcador de progressdo da doenga bem estabelecido. A
propolis, uma resina natural produzida por abelhas a partir de residuos e seivas de
diferentes partes de plantas, possui propriedades anti-inflamatéria, imunomoduladora,
anti-cancer, anti-oxidante, bem como demonstrou ter efeito antiproteinurico em modelo
experimental de DRC. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do extrato de Propolis
verde brasileiro na proteinuria e ritmo de filtragdo glomerular estimada (RFG) em
pacientes com DRC.

Este foi um estudo clinico, randomizado, duplo-cego, controlado por placebo que reuniu
pacientes com DRC de etiologias diabética e ndo-diabética, com idade entre 18 e 90
anos, com RFG estimado entre 25-70 ml/min/1.73 m?e proteinuria (excregdo urinaria de
proteina > 300mg/dia) ou microalbuminuria ou macroalbuminuria (taxa urinaria de
albumina-creatinina > 30mg/g Cr ou > 300mg/g Cr, respectivamente). NOs pesquisamos
148 pacientes e selecionamos randomicamente 32 para receberam, por 12 meses,
extrato de propolis verde brasileiro na dose de 500mg/dia (n=18) ou placebo (n=14).

No final do tratamento, a proteinuria foi significantemente menor no grupo Prépolis do
que no grupo Placebo—695 mg/24 h (IC de 95%, 483 a 999) x 1403 mg/24 h (IC de 95%,
1031 a 1909); P=0.004—independente de variagdes no RFG e presséo arterial, os quais
nao foram diferentes entre os grupos. O subgrupo de pacientes com DRC de etiologia
diabética que recebeu Propolis apresentou redugéo significativa da albuminuria ao final
do estudo (de 981 mg/g uCr [IC de 95%, 223 a 1739] para 476 mg/g uCr [IC de 95%,
-282 a 1235]; p= 0,031), ao passo que o subgrupo de diabéticos que recebeu Placebo
apresentou elevacdo da albuminuria (de 1261 mg/g uCr [IC de 95%, 569 a 1953] para
1451 mg/g uCr [IC de 95%, 758 a 2143]; p = 0,999). O Monocyte Chemoattractant Protein-

1 (MCP-1) urinario também foi menor no grupo Propolis do que no grupo Placebo ao final



do tratamento — 58 pg/mg Cr [IC de 95%, 36 a 95] x 98 pg/mg Cr [IC de 95%, 62 a 155];
P=0.038.
O extrato de propolis verde brasileiro foi seguro e bem tolerado, bem como reduziu
significativamente a proteinuria em pacientes com DRC de etiologia diabética e néo-
diabética.

Descritores: Insuficiéncia renal crénica; Propole; Proteinuria; Inflamagao; Estresse

oxidativo.



ABSTRACT

Duarte Silveira, MA. Efeitos da propolis verde brasileira sobre a proteindria e fungdo renal
em pacientes com doenga renal crbénica: um estudo clinico randomizado, duplo-cego,
placebo-controlado [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2019.

Chronic kidney disease (CKD) is a public health problem worldwide, and proteinuria is a
well-established marker of disease progression. Propolis, a natural resin produced by
bees from residues and sap of different parts of plants, has anti-inflammatory,
immunomodulatory, anti-cancer, anti-oxidant properties, as well as having been shown to
have an antiproteinuric effect in experimental CKD. The aim of this study was to evaluate
the effect that Brazilian green propolis extract has on proteinuria and on the estimated
glomerular filtration rate (eGFR).

This was a randomized, double-blind, placebo-controlled study including patients with
CKD caused by diabetes or non-diabetic etiology, 18-90 years of age, with an eGFR of
25-70 ml/min per 1.73 m2 and proteinuria (urinary protein excretion >300 mg/day) or
micro- or macro-albuminuria (urinary albumin-to-creatinine ratio >30 mg/g or >300 mg/g,
respectively). We screened 148 patients and selected 32, randomly assigning them to
receive 12 months of Brazilian green propolis extract at a dose of 500 mg/day (n=18) or
12 months of a placebo (n=14).

At the end of treatment, proteinuria was significantly lower in the propolis group than in
the placebo group—695 mg/24 h (95% CI, 483 to 999) vs. 1403 mg/24 h (95% CI, 1031
to 1909); P=0.004—independent of variations in eGFR and blood pressure, which did not
differ between the groups during follow-up. The subgroup of patients with CKD of diabetic
ethiology who received Propolis presented a significant reduction of albuminuria at the
end of the study (from 981 mg / g uCr [95% CI, 223 to 1739] to 476 mg / g uCr [95% CI,
(P =0.031), whereas the subgroup of diabetics receiving Placebo presented elevation of
albuminuria (from 1261 mg / g uCr [95% ClI, 569 to 1953] to 1451 mg / g uCr [CIl 95%, 758
to 2143], p = 0.999). Urinary Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) was also
significantly lower in the propolis group than in the placebo group — 58 pg/mg creatinine
(95% Cl, 36 to 95) vs. 98 pg/mg creatinine (95% ClI, 62 to 155); P=0.038.



Brazilian green propolis extract was found to be safe and well tolerated, as well as to

reduce proteinuria significantly in patients with diabetic and non-diabetic CKD.

Descriptors: Renal insufficiency, Chronic; Propolis; Proteinuria; Inflammation; Oxidative

stress.
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1. INTRODUGAO

1.1. Doenga Renal Crénica

A Doenga Renal Crénica (DRC) € definida como uma anormalidade em estrutura
ou funcéo renal, presente por mais de 3 meses com implicagdes na saude (1). O aumento
da fibrose instersticial, vasculopatia, atrofia tubular, glomeruloesclerose e redugao da
capacidade de regeneracao renal s&o caracteristicas da DRC (2). A DRC configura um
grave problema de saude publica mundial, que cresce progressivamente e possui
diversas etiologias (3-5). A incidéncia e prevaléncia sdo variaveis em cada Pais, mas
estima-se que acometa de 10-16% da populagdo mundial (3). A DRC vem aumentando
0 numero de o6bitos e, em 2016, foi responsavel por 1,19 milhdo de mortes ao redor do
mundo sendo, desta forma, a 112 causa de 6bito no ano da avaliagédo (6).

A DRC nao esta apenas associada a mortalidade, mas também a aumento de
morbidade e incapacidades ou limitagdes (7). A associagdo com outras doengas cronicas
como hipertensdo arterial sistémica (HAS), diabetes mellitus (DM) e doencgas
cardiovasculares (DCV) é frequente (7). Em um estudo observacional transversal nos
Estados Unidos, a prevaléncia de dificuldade autorreferida em atividades da vida diaria
foi significativamente maior em pacientes com DRC em comparagado com aqueles sem,
apos ajuste de idade e sexo (8).

A detecgcao de DRC e os fatores de risco para piores desfechos sdo essenciais
para a implementacédo de tratamentos cada vez mais precoces (9). Nos ultimos anos,
alguns estudos clinicos tém sido conduzidos para testar o efeito de certas drogas na
progressdo da DRC (10-14). Desde a primeira demonstragédo do efeito antiproteinurico
de inibidores da enzima de conversao da angiotensina (IECA) e de bloqueadores de
receptores de angiotensina 2 (BRA), outros estudos testando novas medicagdes vém
buscando alternativas visando redu¢des de proteinuria e progressao da DRC (13-15).

A progressao para estagio final da DRC tem impacto significativo no aumento de
custos para o Sistema de Saude (3, 5). No Brasil, de acordo com ultimo Censo Brasileiro
de Dialise de 2017 da Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN), mais de 120 mil pessoas
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encontram-se em programas de terapia de substituicdo renal (TRS) e esses numeros sao
sabidamente maiores (16). Assim, a DRC é um problema de saude publica com carga
significativa sobre o sistema de saude.

1.2. Proteinturia e DRC

A proteinuria € um preditor de evolugdo para doenca renal crénica estadio final
(DRCEF) (17). Uma coorte de cuidados de saude de Estocolmo, Suécia, o “Stockholm
CREAtinine Measurements” (SCREAM) acompanhou 31.732 participantes por uma
mediana de 3 anos e comparou mudancas nas taxas da relagdo albumina/creatinina
urinaria (UACR); comparado a UACR estavel, um aumento de quatro vezes na UACR foi
associado a 3,08 vezes maior e uma diminui¢gao de quatro vezes na UACR foi associada
com um risco de 0,34 vezes menor de DRCEF (18).

A DRC proteinurica comparada com a nao-proteinuria apresenta maiores taxas de
declinio de RFG (17). Os mecanismos propostos para explicar a proteinuria mediando
uma acelerada progressdo da DRC s&o a toxicidade tubulointersticial e podocitaria
(19,20). Proteinuria induz apoptose em tubulo proximal, o que resulta em acumulo de
proteinas intracelulares (21, 22). Além disso, a nivel de ducto coletor, ja foi demonstrado
que a albuminuria prejudica as jungdes celulares e induz resposta pré-inflamatoria e pro-
fibrética (23, 24). Estudos sugerem ainda que o acumulo excessivo de proteina em
poddcitos pode atuar como um dos fatores envolvidos na injuria glomerular progressiva,
que permite a diferenciagdo miofibroblastica das células mesangiais (9). Alguns estudos
clinicos em DRC ja demonstraram que a redugdo de albuminuria estd associada a
redugdo do risco renal (25, 26).

A presenca de proteinuria esta relacionada a maior ocorréncia de eventos CV
fatais e n&o-fatais independente de fungdo renal e outros fatores de risco (19, 27, 28). A
presenca de proteinuria e albuminuria sdo marcadores de doencga vascular periférica e,
portanto, de lesdo endotelial, acelerando o processo aterotrombotico (19, 29, 30). Esse
marcador deve ser, portanto, monitorizado e € alvo para o desenvolvimento de
medicacbes que possam atuar de forma positiva na protecdo renal e possivelmente

cardiovascular.
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1.3 Prépolis

A propolis € uma substéncia resinosa derivada de residuos de diferentes partes
de plantas (flores, polen, brotos, exsudatos de arvores) que sao coletados por abelhas
e modificada por estes animais dentro da colmeia, através da adicdo de secrecdes
préprias (45). A composigao quimica pode variar entre as regides, sendo dependente
do tipo de vegetacgéo de que € extraida e da variedade da abelha rainha (46). No Brasil,
devido a grande biodiversidade, treze tipos diferentes de Prépolis ja foram descritos
de acordo com propriedades fisico-quimicas e relacionados a localizagao geografica
(46). Ja foram descritas atividade antimicrobiana, antiinflamatoria, antioxidante e
anticarcinogénica do produto (47-50).

Nas civilizagbes antigas ha relatos do uso de produtos apiculas (51). Antigos
egipcios, gregos e romanos usavam propolis para tratar feridas, lesdes cutaneas,
ulceras e intervengdes cirurgicas (51). No antigo Egito, a prépolis era utilizada como
um dos principais ingredientes utilizados para embalsamar cadaveres, além disso, o
historiador romano Plinio refere-se a prépolis como um medicamento capaz de reduzir
o inchaco e aliviar a dor (52). No século XVII, a propolis foi considerada como um
medicamento oficial na farmacopeia de Londres (53).

A Propolis utilizada neste trabalho é a Verde: é um extrato que foi purificado e
padronizado. A propolis verde € composta por grandes quantidades de compostos
fendlicos, como artepilina C, baccharina, beturetol, kaempferide, isosakuranetin,
dihidrokaempferide, drupanina, acido p-cumarico, acido cafeico, pinobanksin,
quercetina, apigenina, pinocembrina, pinobanksin-3-acetato, crisina, galangina,
tectocristina, aromadendrina e outros compostos. A principal fonte desses compostos
€ Baccharis dracunculifolia, mais conhecida como “alecrim-do-campo” ou “vassourinha
(46,49,54). O processo de coleta da resina e formagdo da prépolis verde é
demonstrado na Figura 1.

A racionalidade do sistema de saude publica, em termos de sustentabilidade e
melhor acessibilidade, deve envolver uma continua busca por melhor conhecimento e

desenvolvimento de novas ferramentas que sdo eficientes e seguras, bem como com



19

custos reduzidos. Neste sentido, medicamentos naturais tem recentemente ganhado

um importante papel no desenvolvimento e descoberta de novas drogas (55, 56).

Figura 1 - Processos de coleta de resina e formagao da Prépolis verde pelas
abelhas. Pode ser observada a ponta do broto de alecrim do campo (Baccharis
dracunculifolia) (a), principal fonte para a elaboragao da prépolis verde brasileira, de onde
a abelha recolhe a resina encapsulada na celulose tenra do broto (b) e vai depositando e
amassando nas frestas da colméia (c).

1.4 DRC e Inflamacgao

N&o ha duvidas sobre o papel da inflamagdo como parte da progresséo e
desfechos relacionados a DRC (31). A ativagao do processo inflamatério na DRC é vista
como influéncia de fatores genéticos e epigenéticos, e muitas condigdes podem estar
envolvidas como: estilo de vida, doengas crénicas associadas, drogas (31). O papel da
inflamagdo na patogénese da DRC, bem como em desfechos desfavoraveis, foi
reconhecido ja em meados dos anos 1980 com a descrigdo da implicagao da Interleucina
1 (IL-1) no aumento das taxas de progressado da DRC e da taxa de mortalidade em
pacientes em TRS (32).

Os rins filtram diretamente cerca de 20% do débito cardiaco e esta sujeito
processos inflamatérios sistémicos. Inflamagéao sistémica contribui com a desregulagéao

da resposta microvascular aos horménios reguladores (prostaglandinas, endotelinas,
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oxido nitrico e outras moléculas) (33). Isso gera maior sofrimento hipdxico, lesao
endotelial, ativagdo do sistema de coagulagéo, levando a mais inflamagéo e estresse
oxidativo, injuria tubular, perda de néfrons e progressao de doenga (33).

Nos ultimos anos o papel dos fenédmenos inflamatérios vem sendo muito
estudado em diversos modelos de DRC (34,35). Em alguns destes modelos ja foi
demonstrada a participagao de células inflamatdérias, como linfécitos e macrofagos; e o
aumento da expressao renal de citocinas envolvidas no processo inflamatério, como
moléculas derivadas da ciclooxigenase (34, 35). Gongalves e colaboradores
demonstraram que ratos submetidos a redu¢cdo da massa renal de 5/6 (Nx5/6), um dos
mais utilizados nos estudos experimentais de DRC, apresentavam uma intensa
expressdo da ciclooxigenase-2 (COX-2) no intersticio, arteriolas e glomérulos,
principalmente em areas de esclerose e inflamagé&o renal (34). Outros autores também
observaram que o uso do Micofenolato Mofetil (MMF), um imunossupressor com
atividade anti-linfocitica, reduziu a inflamagéo renal e a progressao da nefropatia, em
diversos modelos de DRC (36,37).

Em um estudo recente, Nadkarni e colaboradores demonstraram uma correlagao
entre marcadores de inflamagédo, injuria e fibrose na progressdo da DRC, testados
previamente em outros estudos de doencga renal de etiologia diabética e ndo diabética (9-
13). As moléculas analisadas correspondem ao Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-
1) Interleucina 18 (IL-18); Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1) e um marcador de
reparagao/fibrose denominado YKL-40 (9). Esse trabalho sugeriu o MCP-1 como um bom
preditor de piores desfechos renais, se correlacionando com declinio de RFG (9). O MCP-
1 promove o recrutamento de mondcitos e sua transformagdo em macrofagos e eliminado

através da urina sinaliza injuria inflamatoria renal (9).
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1.5 DRC e Estresse Oxidativo

O rim, através do metabolismo aerdbico e da fosforilagcdo oxidativa, promove a
producédo de energia necessaria para o seu bom funcionamento (38). Sob condi¢des
normais, a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) ativa muitas vias de
sinalizagao benéficas, que ajudam a manter a homeostase, mas o excesso de produgao
€ danoso (39). O estresse oxidativo, envolvendo varias ERO e nitrogénio, tem papel
importante na fisiopatologia da DRC, como um progressivo dano mitocondrial com
limitagdo da produgéo energética (38,39).

Disturbio celular no sistema anti-oxidante acaba por contribuir para a senescéncia
renal, apoptose celular, fibrose renal e redugao da capacidade de regeneracéo de células
renais (39). Diversos modelos experimentais de nefropatia demonstram o papel do EO
na progressédo da DRC. A interligagédo entre EO e inflamag&o é capaz de ativar as vias
de sinalizacao intracelulares e os fatores de transcricdo pro-inflamatérios que acabam
por gerar estimulo para producgéo de fibrose (40). Na DRC, o EO é mais pronunciado
devido ao aumento das ERO e deplecgéo de fatores antioxidantes (41). Ja foi demonstrado
que ocorre um aumento significativo de NAD(P)H oxidase, a mais importante fonte de
ERO, em ratos submetidos a ablagao renal de 5/6 (41).

Recentemente foi demonstrado que o uso da Propolis vermelha em modelo
agressivo de DRC e hipertensdo (modelo de ablagdo 5/6) protege os rins (42). Este
estudo demonstrou que a prépolis foi capaz de reduzir a pressao arterial, proteinuria e
glomeruloesclerose bem como a reducéo do EO e inflamagdo em tecido renal (42). A
contribuicdo do estresse oxidativo e inflamagao na fisiopatologia da DRC é demonstrada
na Figura 2.
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Figura 2 - Papéis do Estresse Oxidativo e Inflamagédo na DRC. Os mecanismos de
inflamacgéao e estresse oxidativo estdo interligados e participam da progresséo da DRC.
Estes mecanismos estdo associados a ativagao do fator nuclear de transcricdo, o NFk-
B, com producéo local de citocinas, as quais estdo envolvidas em diferentes mecanismos
de lesdo ao tecido renal. Moléculas como o MCP-1 urinario funcionam como sinalizadores
deste processo. A auséncia ou deficiéncia de modulacdo da inflamacdo, com
perpetuacédo do processo, gera perda de nefrons, ativagao de citocinas como o TGF-B e
fibrose renal. Adaptado de: Vianna HR, 2011 e Choi BH, 2014 (43,44).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o impacto do extrato de Prépolis Verde na proteinuria e funcédo renal em

pacientes com DRC proteinurica.

2.2 Desfecho Primario

Reducgao da Proteinuria.
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2.3 Desfechos Secundarios
Alteragdes no Ritmo de Filtragdo Glomerular;
Alteragdes em niveis de Pressao Sistolica e Diastdlica;
Alteragdes em niveis de MCP-1 urinario;

Alteracéo nos niveis de albuminuria (relagdo urinaria albumina/creatinina (UACR)
em pacientes portadores de Doenga Renal Diabética;

Mudancas nos niveis de hemoglobina glicada (HbA1c);

Segurancga da droga: Marcadores de lesdes hepatica, pancreatica e muscular,
bem como sintomas/efeitos colaterais relacionados ao uso de Propolis ou Placebo.

3. METODOS

3.1 Tipo de Estudo

Ensaio Clinico, Randomizado, Duplo-Cego, Placebo-Controlado.

3.2 Tempo de Acompanhamento

Os Pacientes fizeram uso de Prépolis ou Placebo e foram acompanhados por um
periodo de 12 meses.

3.3 Desenho do Estudo

O estudo foi conduzido de acordo com os principios da Declaragao de Helsinki e
foi inicialmente aprovado no Comité de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo-SP
(HCFMUSP) sob numero de Registro 54326916.4.0000.0068. Este Estudo foi registrado
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também no ClinicalTrials.gov (NCT02766036). Todos os participantes foram devidamente
informados e tiveram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) assinado
antes do inicio do estudo.

3.4 Visao Geral do Estudo

De 148 pacientes avaliados, 37 foram elegiveis para serem seguidos por 3 meses
(fase run-in) para coleta de exames, avaliagdo de estabilidade de ritmo de filtracdo
glomerular e de nivel de proteinuria. O RFG foi determinado pela formula Modification of
Diet in Renal Disease (MDRD) e foi expresso em miililitro por minuto por 1.73 m2. Dos 37
pacientes elegiveis, 34 foram randomizados e destes, 2 pacientes perderam
acompanhamento, desta forma 32 pacientes receberam Extrato de Prépolis (n=18) ou
Placebo (n=14) por 12 meses (Figura 3). A randomizacgao foi estratificada pelos fatores:
idade, uso de IECA ou BRA, presenca de diabetes tipo 2, nivel de proteinuria e nivel de
RFG. O diagrama de fluxo do estudo esta demonstrado na Figura 3. A randomizagéo foi
feita por médico pesquisador de fora ndo envolvido nos cuidados e acompanhamento
dos pacientes. Os pacientes foram oriundos do Ambulatério de Nefrologia do HCFMUSP.
Ao final de 12 meses os dados foram abertos e os pesquisadores tiveram conhecimento
dos resultados.
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Figura 3. Diagrama de Fluxo com visdo geral do Estudo.

3.5 Critérios de Inclusao e Exclusao

3.5.1 Critérios de Inclusao

Foram incluidos: Idade entre 18 e 90 anos; Doenga Renal Crénica Diabética ou

nao-Diabética com RFG entre 25-70 ml/min/1.73m?; Proteinuria de 24h > 300mg/dia ou

Microalbuminuria (relacdo urinaria albumina-creatinina entre 30-300mg/g uCr) ou

Macroalbuminuria (relagdo urinaria albumina-creatinina entre 30-300mg/g uCr).



3.5.2 Critérios de Exclusao

Foram excluidos: Gestantes; Transplantados renais; Portadores de Neoplasia;

Glomerulopatia em uso de imunossupresséo.

Tabela 1. Caracteristicas basais dos pacientes.

Tabela 1. Caracteristicas basais dos pacientes com doencga renal cronica que receberam

Proépolis Verde brasileiro ou Placebo

Caracteristica Placebo, n=14 Propolis, n=18 P

Idade (ano), médiatDP 61.5+10.77 61.39+£10.47 0.97
Homem, n (%) 7 (50.0) 11 (61.1) 0.72
Etnia, n (%) 0.84

Branco 6 (42.9) 6 (33.3)

Negro 5(35.7) 7 (38.9)

Pardo 3(21.4) 5(27.8)
Causa da DRC, n (%)

Diabetes 5(35.7) 6 (33.3) 0.99

Hipertensao 5(35.7) 10 (66.6) 0.30

Glomerulopatia 2 (14.3) 0 (0) 0.18

Outras 2 (14.3) 2(11.1) 0.99
IMC (kg/m?), médiaDP 27.2946.72 30.5816.42 0.17
Pressao arterial (mmHg), médiazDP

Sistdlica 138.4+18.11 142.2425.42 0.61

Diastolica 80.29+10.5 85.331£17.49 0.32
Creatinina (mg/dl), médiatDP 1.89+0.54 1.81+£0.47 0.69
2RFGe (ml/min por 1.73m2), médiatDP 34.93+£1488 36.89+£11.5 0.68
Proteinuria (mg/dia), média (IC 95%) 1097 (806 to 1493) 960 (677 to 1361) 0.57
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Continuagao Tabela 1.

UACR (mg/g uCr), médiatDP
Todos os pacientes
Pacientes com diabetes ®
HbA1c (%), médiatDP
Todos os pacientes
Pacientes com diabetes ®
25(OH)D (ng/ml), médiazDP
Acido Urico sérico (mg/dl), médiatDP
HDL (mg/dl), médiatDP
MCP-1 urinario (pg/mg uCr), médiatDP
Classe de Anti-Hipertensivo, n (%)
IECA ou BRA
Beta Bloqueador
Bloqueador de Canal de Calcio
Diurético
Outros
Estatina, n (%)

Alopurinol, n (%)

Placebo, n=14

1016.0£740.6

1261.0£1213.0

6.57+1.72

8.14+0.89
26.29+6.81

7.27+0.66
51.79+13.97

78.47+89.99

11 (78.6)
8 (57.1)
6 (42.9)
8 (57.1)
6 (42.9)
11 (78.6)

9 (64.3)

Propolis, n=18

870.3x1010

981.0+£709.8

6.24+1.21
7.36 +1.31
30.3+£10.82
6.67+1.11
51.17+12.84

94.84+79.01

12 (66.7)
12 (66.7)
9 (50.0)
10 (55.6)
7 (38.9)
15 (83.3)

11 (61.1)

0.50

0.66

0.54

0.27

0.20

0.06

0.89

0.62

0.69

0.71

0.73

0.99

0.99

0.99

0.99
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IMC, indice de massa corporea; RFGe, ritmo de filtragdo glomerular estimada; uCr, creatinine urinaria;

UACR, taxa de albumina-creatinina urinarios; DRC, Doenga renal crénica; HbA1c, hemoglobina glicada;

HDL, lipoproteina de alta densidade; 25(OH)D, 25-OU-Vitamina D; MCP-1, Monocyte Chemoattractant

Protein-1; IECA, inibidor da enzima conversora de angiotensina; BRA, bloqueador do receptor de

angiotensina 2.

aEstimado de acordo com a férmula de MDRD (Modification of Diet in Renal Disease).

®n=6 no grupo Propolis e n=5 no grupo Placebo.
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3.6 Caracterizagao do Extrato de Prépolis

Embora n&o haja garantia de que os produtos naturais sejam idénticos de lote para
lote, um extrato padronizado de propolis verde foi proposto e tem se mostrado
reprodutivel, com base em um conjunto de marcadores quimicos e atividade
antimicrobiana (57). Esse extrato (EPP-AF; Apis Flora Ind. Com. Ltda., Ribeirdo Preto,
Brasil), composto principalmente pela prépolis verde encontrada no sudeste do Brasil, foi
selecionado para uso no presente estudo.

Para caracterizar o extrato, utilizou-se cromatografia liquida de alta eficiéncia, com
detector de arranjo de diodos, conforme descrito anteriormente por Berretta é
colaboradores (57) e representado na Figura 4. Para garantir a uniformidade, todos os
comprimidos de prépolis administrados eram do mesmo lote (n° 190000116, produzido
em dezembro de 2016). A dose diaria de prépolis forneceu 35,5 mg de flavondides totais
(expressos como equivalentes de quercetina) e 77,96 mg de compostos fendlicos totais
(expressos em equivalente de acido galico).

mAU
1 1 -caffeicacid 7
275 { 2 - p-coumaric

1 3 - 3,5 Dicaffeoyl quinicacid
2504 4-4,5 Dicaffeoyl quinicacid
{ 5- Aromadendrin

225 6-Drupanin

1 7 - ArtepellinC

200 8 - Bacharin

175 8
150 4
125
100

75 5

50

) AW M

07

——— T T T T T T T T T T
0, 50 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0 50,0 55,0 60,0 65,0 70,0 min

Figura 4. Caracterizacao quimica por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC). O extrato de Propolis verde utilizado neste estudo é padronizado e registrado
como EPP-AF.
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3.7 Tratamento

Os pacientes do grupo Propolis receberam extrato de prépolis EPP-AF na dose de
500 mg/dia (4 comprimidos de 125 mg cada, divididos em 2 doses diarias) durante 12
meses. A dose escolhida de Prépolis foi baseada em estudos que utilizaram doses
semelhantes sem observar efeitos adversos (58, 59). Os pacientes do grupo placebo
receberam um numero idéntico de comprimidos contendo 500 mg/dia de Placebo (4
comprimidos de 125 mg cada, divididos em 2 doses diarias) por igual periodo. A
embalagem que abrigava os comprimidos era opaca e tinha um sistema de seguranga
para impedir a abertura indevida. Todos os comprimidos eram revestidos e tinham as
mesmas caracteristicas organolépticas, de modo que os pesquisadores envolvidos no
cuidado dos pacientes ndo conseguiam distinguir entre a propolis e o placebo. Os
pacientes receberam tratamento padrdo para o controle de suas comorbidades. As
dosagens iniciais dos IECA ou BRA foram mantidas durante todo o estudo. Para ajuste

da presséao arterial outras classes de drogas anti-hipertensivas foram usadas.

3.8 Mensuragoes

Os pacientes foram avaliados a cada 2 meses nos primeiros 6 meses e a cada 3
meses nos 6 meses seguintes. A adesdao medicamentosa foi avaliada indiretamente,
através de entrevistas e diretamente através de contagens de comprimidos. Para os
hipertensos, foi realizada a monitorizagdo domiciliar da presséao arterial (MRPA). Em cada
consulta médica os parametros antropomeétricos (peso, altura e circunferéncia abdominal)
foram medidos. Antes de cada consulta obtivemos trés medidas de pressao arterial com
intervalo de dois minutos entre cada medida, utilizando esfigmomandmetro de mercurio
e manguito de tamanho adequado, em ambiente calmo e silencioso, sem o médico

presente. A média das trés medidas foi utilizada para analise.
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3.9 Avaliagoes Laboratoriais

Todos os exames bioquimicos foram analisados no Laboratério Central do
HCFMUSP, laboratorio certificado que segue padrdes internacionais. A concentragao de
albumina urinaria foi determinada por imunoturbidimetria. As amostras de urina de 24
horas foram coletadas pelos pacientes, que foram instruidos no procedimento adequado
pela equipe médica e laboratorial. Cada amostra foi recolhida numa garrafa padréo e
apropriada, de material plastico, sem conservantes.

No inicio (baseline) e no més 12, amostras simples de urina também foram
coletadas para analise de MCP-1. Essas amostras foram imediatamente colocadas em
gelo, centrifugadas a 0 ° C e armazenadas a - 80 ° C. O MCP-1 urinario foi dosado por
ensaio imunoenzimatico (Human CCL2 / MCP-1 Quantikine ELISA Kit; R & D Systems,
Minneapolis, MN, EUA) e posteriormente normalizado pela creatinina urinaria da
respectiva amostra. Os resultados obtidos foram expressos em pg/mg de uCr. Os outros

exames foram medidos com técnicas laboratoriais convencionais.

3.10 Calculo do tamanho da amostra

Para calcular o tamanho da amostra consideramos um efeito para diferengas em
relagdo a um nivel médio de proteinuria de 12 meses de 500 mg/dia e assumimos um
desvio padrédo de aproximadamente 460 mg/dia (60). Assim, determinamos que uma
amostra de 18 pacientes por grupo (N = 36), a um nivel de significancia de 5%, teria um
poder de 90%.

3.11 Analise Estatistica

As variaveis continuas foram expressas como média e desvio padréo (DP) ou
como média e intervalo de confianga de 95% (IC 95%). Variaveis categdricas sao
expressas como frequéncias absolutas e relativas. Usamos analises de intencao de tratar

(intention to treat) para os desfechos primarios e secundarios. Cada variavel foi avaliada
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por meio de modelos de regressdo linear mista, considerando efeitos aleatorios de
interceptacéo para o individuo e efeitos fixos de tempo, grupo e interagdo entre os dois.

Para as variaveis proteinuria, alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase, bilirrubina total, creatinofosfoquinase e MCP-1, a suposicdo de
distribuicdo normal n&o foi satisfeita e, portanto, ajustadas em modelos lineares
generalizados de efeito misto considerando a distribuigdo gama para o dependente
variavel. Nos subgrupos de pacientes diabéticos avaliamos a albuminuria com o teste dos
postos sinalizados de Wilcoxon. As analises foram realizadas com o programa R, verséo
3.4.1 (R Core Team, 2017). Para todos os testes, o nivel de significancia foi estabelecido
em 5%.

4. RESULTADOS

4.1 Populagao Estudada

As caracteristicas basais demograficas, clinicas e bioquimicas foram semelhantes
entre os grupos propolis e placebo (Tabela 1). Inicialmente, rastreamos 148 pacientes e
identificamos 37 que eram elegiveis para participar da fase inicial de 3 meses (fase pre-
tratamento), durante a qual trés pacientes foram excluidos (um morreu de causas
desconhecidas e dois se recusaram a participar). Aos 9 meses do periodo de estudo de
um ano, um paciente do grupo placebo morreu de sepse abdominal. Os dados para esse
paciente foram incluidos nas analises por intencdo de tratar dos desfechos primario e
secundario. Dois pacientes no grupo placebo foram perdidos do acompanhamento. O

fluxograma é mostrado na Figura 4.
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4.2 Desfecho Primario

N&o havia diferenca entre os dois grupos no inicio do estudo, grupo Propolis 960
mg/24 h (IC 95%, 677 a 1361) e grupo Placebo 1097 mg/24 h (IC 95%, 807 a 1493); P =
0,57. No final do estudo a proteinuria foi significativamente menor no Grupo Prépolis do
que no Grupo Placebo: 695 mg/24 h (IC 95%, 483 a 999) vs. 1403 mg/24 h (IC 95%, 1031
a 1909) respectivamente; P = 0,004; como pode ser visto na Figura 5.

A diferenca entre os dois grupos, em termos do nivel médio de proteinuria, ficou

evidente no més 2 e tornou-se significativa a partir do sexto més.

250+ -
2000+
17504
15004
12504

Proteinuria (mg/dia)

Tempo (meses)

—&— Propolis -#- Placebo

Figura 5: Mudangas na Proteinuria (mg/dia) durante o acompanhamento. Os valores
sdo apresentados como Média e Intervalo de Confianga (IC) de 95% em cada periodo de
tempo de acordo com modelo de regresséo linear de efeito misto.

*P=0.023 vs. Placebo; 1P=0.006 vs. Placebo; $P=0.004 vs. Placebo.
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4.3 Desfechos Secundarios

No final do seguimento (més 12), ndo houve diferenga estatistica entre os Grupos
Prépolis e Placebo em termos de RFG - 37 ml/min por 1,73 m? (IC 95%, 30 a 44) vs. 33
ml/ min por 1,73m? (IC 95%, 27 a 39) respectivamente; P = 0,40; como mostrado na
Figura 6.
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Figura 6. Mudangas no Ritmo de Filtracao Glomerular estimada pela féormula do
MDRD (ml/min/1.73 m?) durante o acompanhamento. Os valores sdo apresentados
em Média e IC de 95% em cada periodo. *P=0.40 x Placebo

Houve diferengca nos niveis de MCP-1 urinario durante o acompanhamento.
Inicialmente, o nivel médio de MCP-1 urinario do grupo que recebeu Prépolis foi de 81
pg/mg uCr (IC de 95%, 48 a 136) e reduziu para 58 pg/mg uCr (IC de 95%, 36 a 95) no
més 12. No grupo que recebeu o Placebo o MCP-1 urinario inicial era de 63 pg/mg uCr
(IC de 95%, 41 a 96) e ascendeu para 98 pg/ mg uCr ( IC 95%, 62 a 155). Houve diferenca
significativa entre os grupos ao final do estudo (p= 0,038), como pode se observar na
Figura 7.
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Figura 7. Mudangas no marcador Monocyte Chemoattractant Protein-1 urinario
(MCP-1, pg/mg de creatinina urinaria) durante o acompanhamento. Os valores sao
apresentados em Média e IC de 95% em cada periodo. *P=0.038 vs. Placebo.

Dentro do subgrupo de pacientes com DRC de etiologia diabética, aqueles que
receberam Propolis mostraram uma redugao significativa na média de UACR (Figura 8),
de 981 mg/g uCr (95% ClI, 223 para 1739) no inicio para 476 mg/ g uCr (95% CI, -282 a
1235) no més 12 (P = 0.031), enquanto a média da UACR aumentou entre aqueles que
receberam o Placebo, de 1261 mg/g uCr (95% ClI, 569 a 1953) no inicio do estudo para
1451 mg/g de uCr (95% ClI, 758 a 2143) no més 12 (P = 0,999). No entanto, no més 12,
a diferenca entre aqueles que receberam Prépolis e aqueles que receberam o Placebo

nao foi significativa (P = 0,259).
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Figura 8. Mudanga na taxa de albumina-creatinina urinaria (UACR) basal e no més12

no subgrupo de pacientes com Diabetes de ambos os grupos. Propolis (n=6) e

Placebo (n=5). Os valores s&o representados em média e IC de 95% em cada periodo.

Grupo Placebo, p= 0,999; Grupo Propolis, p= 0,031.

As médias das pressoées arteriais sistolica (PAS) e diastdlica (PAD) mantiveram-
se estaveis durante todo o periodo de acompanhamento, sem diferencas estatisticas
entre os grupos (Figura 9). No més 12, a média da PAS nos Grupos Propolis e Placebo
foi de 135 mmHg (95% IC, 125 a 145) e 135 mmHg (95% ClI, 126 a 144), respectivamente
(P =0,93), comparado com 81 mmHg (95% ClI, 74 a 89) e 73 mmHg (95% ClI, 66 a 79),

respectivamente, para a PAD média (P = 0,089).
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Figura 9. Mudancas nas Pressoes Sistdlicas e Diastélicas, em mmHg. Os valores
séo representados em média e IC de 95% em cada periodo.
*P=0.93 x Placebo; #P= 0.089 x Placebo.

A hemoglobina glicada (HbA1c) nado diferiu entre os grupos durante o seguimento.
Aos 12 meses, a média de HbA1c nos Grupos Propolis e Placebo foi de 6,35% (IC 95%,
5,59 a 7,12) e 7,32% (IC 95%, 5,80 a 8,87), respectivamente (P = 0,20). Entre os
pacientes com diabetes tipo 2, ao final do estudo, as médias dos Grupos Propolis e
Placebo apresentaram HbA1c média de 7,38% (IC95%, 5,50 a 9,25) e 8,13% (IC 95%,
6,87 a 9,25). 9,41), respectivamente (P = 0,14).

Os marcadores de dano hepatico e muscular n&o se alteraram significativamente
durante os 12 meses de tratamento (Tabela 2). A diferenga entre o Grupo Prépolis e o
Grupo Placebo, em termos do nivel médio de amilase, um marcador de lesao pancreatica
-943 U /L (95% ClI, -45,3 a 234,5) vs. 105,7 U / L (IC 95%), 100,5 a 110,8) - néo foi
significante (P = 0,76). Dado o intervalo de referéncia para a amilase (28—-100 U /L), esse
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achado demonstra a seguranga da propolis na dose administrada. Nenhum dos
participantes relatou quaisquer efeitos adversos ou reagdes alérgicas durante o
tratamento.

Tabela 2. Dados Bioquimicos de Seguranga®

Placebo, n=14 Propolis, n=18 p°
Variavel Tempo Tempo
Basal 6 meses 12 meses Basal 6 meses 12 meses
AST (U/L)° 25.2+11.6 27+16.3 36128 18.314.3 19.315.8 18.9+6.7 0.34
ALT (U/L)¢ 2549.2 25.2+14.7 41.4+28.3 17.316.2 16.4+5.3 17.5+7.3 0.02
BT (mg/dl)® 0.7£0.4 0.7£0.4 0.6+0.3 0.5+0.3 0.4+0.2 0.4+0.2 0.62
CK (U/L) 126.8164.1 124.2464.3 108.1154.6 145.2483.5 140.9495.5 145.5+£100.9 0.16

AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase; CK, (plasma) creatinofosfoquinase; BT, bilirrubina
total.

aDados expressos como MédiatDP.

bBasal x 12 meses.

“Valores de referéncia: <41 U/L para homens e <31 U/L para mulheres.

dValores de referéncia: <64 U/L para homens e <23 U/L para mulheres.

®Valores de referéncia: 0.2—1.0 mg/dl.

fValores de referéncia: <190 U/L para homens e <167 U/L para mulheres.



38

5. DISCUSSAO

No presente estudo, selecionamos pacientes com DRC de diversas etiologias, a
maioria com perda moderada da fungao renal. Observamos uma redugéo significativa
(=30%) na proteinuria dos pacientes tratados durante 12 meses com proépolis verde
comparados aqueles que receberam placebo. Essa diferenga tornou-se significativa a
partir do més 6 e persistiu até o final do tratamento, independentemente da etiologia da
DRC.

Mecanismos relacionados ao possivel efeito antiproteinurico da propolis ainda ndo
foram completamente elucidados. Em um estudo experimental envolvendo ratos Nx
tratados com a prépolis foi observada a melhora da hipertenséo e reducéo da proteinuria,
relacionada ao menor estresse oxidativo e infiltracdo renal de macréfagos reduzida (42).
Recentemente foi demonstrado que a crisina, um dos flavondides presentes na propolis,
reduz a apoptose dos poddcitos induzida pela exposicdo a altas concentragcdes de
glicose, além de ter um efeito antiproteinurico e na redugéo da les&o glomerular em ratos
diabéticos (61). No presente estudo, n&o observamos diferencas significativas na pressao
arterial ou eGFR entre os grupos propolis e placebo. Esses resultados sugerem que o
efeito antiproteindrico da prépolis ndo foi devido a alteracbes nos parametros
hemodinamicos sistémicos.

Estudos experimentais demonstraram que o uso da propolis pode reduzir a
pressao arterial, cujos mecanismos de agao propostos incluem a via do 6xido nitrico, a
vasodilatagao induzida pela acetilcolina e a atividade antioxidante da prépria propolis (42,
62-64). Apesar dessas evidéncias experimentais, ndo observamos diferenga na pressao
arterial relacionada a prépolis ao longo do estudo. Isso pode ser explicado pelo fato de
gue os pacientes hipertensos avaliados em nosso estudo estavam em tratamento com
medicamentos hipotensores.

Observamos que dentro do subgrupo de pacientes com DRC causada por
diabetes, aqueles que receberam propolis mostraram uma redugao significativa na
albuminuria (ou seja, a média de UACR) ao longo do estudo. Existem algumas evidéncias
de que a prépolis tem um efeito hipoglicémico (61) e, portanto, € digno de nota que a
redugdo aparentemente induzida pela propolis na proteindria  ocorreu

independentemente de variagdes significativas no indice glicémico durante o tratamento.
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N&o observamos diferenga significativa na creatinina plasmatica entre os dois
grupos avaliados. No entanto, o periodo de observagao de 12 meses pode ter sido muito
curto para avaliar a progressdo da DRC através da dosagem de creatinina, cujas
limitagdes sdo bem conhecidas. No entanto, como os niveis de creatinina permaneceram
estaveis durante o periodo de tratamento, durante os quais houve uma redugido na
proteinuria, podemos sugerir que o efeito antiproteinurico da propolis € independente das
variagbes na filtracdo glomerular. Além disso, como a proteinuria € um marcador
reconhecido de les&o glomerular fortemente associada a progressédo da doencga renal e
ao maior risco cardiovascular, sua redugéo € considerada um fator extremamente positivo
na avaliacdo da eficacia de um medicamento potencialmente renoprotetor.

O MCP-1 promove o recrutamento de monocitos e sua transformagdo em
macrofagos. Sua eliminagéo pela urina sinaliza agressao inflamatéria no tecido renal, e
um estudo recente mostrou que os niveis de MCP-1 se correlacionam positivamente com
a progressao da DRC (9). Além disso, estudos experimentais mostraram que o uso de
um bloqueador do receptor MCP-1 suprime a inflamacgao, reduz a glomeruloesclerose e
o estimulo para a sintese nuclear da MCP-1 esta possivelmente associado a vias de
estresse oxidativo, o sistema NF-«B e a proteina quinase C (9, 65-67). Poucos ensaios
clinicos utilizaram a MCP-1 urinaria na avaliagdo da proteinuria (68-70). Em nosso
estudo, o grupo que recebeu propolis mostrou uma redu¢do do MCP-1 ao final do estudo,
0 que poderia representar um dos mecanismos da prépolis na redugao da proteinuria.

Embora a propolis tenha sido usada na medicina popular ha centenas de anos,
houve relatos esporadicos de fendmenos alérgicos, incluindo uma condigdo semelhante
a nefrite intersticial aguda (71). No presente estudo, ndo houve queixas de pacientes
relacionadas ao uso de propolis, nem observamos anormalidades bioquimicas que
indicassem toxicidade. Também deve-se ter em mente que os fendbmenos alérgicos sé&o
observados mesmo com medicamentos tradicionalmente usados no tratamento de
nefropatias, como os inibidores da ECA. A possibilidade de os componentes da prépolis
interagirem com as isoenzimas do citocromo P450 é considerada baixa (72). Dois
pacientes em nosso grupo de propolis estavam usando o anticoagulante varfarina e ndo
exigiram nenhum ajuste na dose ou mostraram mudancgas significativas na raz&o

normalizada internacional.
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Nosso estudo tem algumas limitagdes; centro unico, envolvendo um periodo de
acompanhamento relativamente curto e uma amostra relativamente pequena. No
entanto, essas limitagdes foram, pelo menos parcialmente, compensadas pelo desenho
de estudo randomizado, duplo-cego, a inclusdo de pacientes com DRC de diferentes
etiologias, e a avaliagdo de outras variaveis relacionadas a progressao da DRC.

6. CONCLUSOES

O tratamento com prépolis verde brasileira parece ser capaz de reduzir
significativamente a proteinuria em pacientes com DRC de etiologias diabética e ndo-
diabética e com disfuncéo renal moderada.

O efeito antiproteinurico da propolis parece ser independente das variacbes da
pressao arterial e RFG.

Também observamos uma redugédo significativa na excregéo urinaria de MCP-1
apos o tratamento com prépolis. Esses dados indicam o potencial terapéutico da prépolis
verde brasileira, abrindo perspectivas para seu uso como coadjuvante natural no

tratamento das formas proteinuricas da DRC.
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8. ANEXOS
ANEXO 1 - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP. O PROTOCOLO FOI
SUBMETIDO INICIALMENTE EM 18/03/2016, TENDO APROVACAO FINAL EM
25/04/2016.

4 and USP - HOSPITAL DAS
\ CLINICAS DA FACULDADE DE m“m
e b. MEDICINA DA UNIVERSIDADE

Informamos que o projeto Efeitos da propolis sobre a proteinuria e fungao renal em pacientes com
doenca renal crénica. que tem como pesquisador responsavel Marcelo Augusto Duarte Silveira, foi
recebido para analise ética no CEP USP - Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo - HCFMUSP em 18/03/2016 as 14:40.

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Efeitos da propolis sobre a proteinria e fun¢do renal em pacientes com doenca renal
crénica.
Pesquisador: Marcelo Augusto Duarte Silveira
Area Tematica:
Versao: 2
CAAE: 54326916.4.0000.0068

Instituigao Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAU S P
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.511.863

Apresentagao do Projeto:

Trata-se do segundo relato do projeto onde os pesquisadores vao avaliar os efeitos do propolis sobre a
protenuria e funcdo renal em pacientes co doenca renal cronica. Os pesquisadores responderam os
questionamentos esclarecendo que as amostras serdo estocadas em Biorepositorio da disciplina em que
sera desenvolvido o estudo.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo do protocolo esta claro e é relevante na area médica.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Se o resultado for positivo, trara beneficios para os sujeito da pesquisa.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Os pesquisadores responderam os questionamentos apresentados pela comissao.
Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os pesquisadores reformularam o TCLE e consideramos adequados ao sujeito da pesquisa

Recomendagoes:
Recomendamos sua aprovacao
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ANEXO 2 — PROJETO SUBMETIDO A PLATAFORMA CLINICALTRIALS.GOV EM
09/05/2016, COM NUMERO DE REGISTRO NCT02766036.

D) u.s. National Library of Medicine

ClinicalTrials.gov

Propolis Effects in Patients With Chronic Kidney Disease

ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02766036

The safety and scientific validity of this study is the responsibility of the

study sponsor and investigators. Listing a study does not mean it has Recruitment Sta

been evaluated by the U.S. Federal Government. Read our disclaimer for il

detail Last Update Posted @ : May 3, 2018
etails.

Sponsor:
University of Sao Paulo General Hospital

Information provided by (Responsible Party):
Marcelo Augusto Duarte Silveira, University of Sao Paulo General Hospital
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ANEXO 3 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
APROVADO PELO CEP HCFMUSP.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Em 2 vias, firmado por cada participante voluntario(a) da pesquisa e pelo
responsavel)

“O respeito devido a dignidade humana exige que toda pesquisa se processe apos o consentimento livre e esclarecido
dos sujeitos, individuos ou grupos que por si e/ou por seus representantes legais manifestem a sua anuéncia a
participagao na pesquisa”

DADOS DA PESQUISA
Titulo da pesquisa: Efeitos da propolis sobre a proteinuria e fungcédo renal em pacientes
com doenga renal cronica.

Pesquisador principal: Marcelo Augusto Duarte Silveira
Departamento: Clinica Médica / Nefrologia

O Sr /Sra esta sendo convidado (a) a participar como voluntario (a) do estudo “Efeitos da
propolis sobre a proteinuria e fungao renal em pacientes com doenca renal crénica”, que
sera realizado no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP —-HCFMUSP:
Av. Dr Enéas de Carvalho Aguiar, 255 — Cerqueira César; CEP: 05403-000. Recebi do
Sr Marcelo Augusto Duarte Silveira, Médico Nefrologista pelo HCFMUSP - Disciplina de
Nefrologia da FMUSP, responsavel por sua execugédo, as seguintes informagdes que me
fizeram entender sem dificuldades e sem duvidas os seguintes aspectos:

1) Que o estudo se destina a avaliar o impacto do Extrato da Propolis (EP) sobre a perda
de proteina na urina e na fungao renal;

2) Que a importancia deste estudo € o tratamento em fases precoces da nefropatia,
utilizando, entre outras medidas, aquelas que visem reduzir a perda de proteinas na urina
e a piora de forma progressiva da fungdo do rim. Se nossa hipoétese se confirmar, a
principal contribuicdo deste trabalho € a possibilidade de um novo tratamento para ajudar
em casos de insuficiéncia renal cronica, reduzindo assim o numero de pacientes que
venham a necessitar de dialise e/ou transplante renal;

3) Que este estudo comegara em Abril de 2016 e terminara em Julho de 2017; (a
depender da aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa em conformidade com o
cronograma de execugao proposto pelo pesquisador principal);

4) Que eu participarei do estudo da seguinte maneira apds tomar conhecimento dos
provaveis efeitos benéficos do uso da Propolis: receberei dose oral de 500mg/dia do
extrato da Prépolis sob a forma de comprimidoo. Serei acompanhado ambulatorialmente
durante 12 meses (e por periodo posterior de forma continua, no ambulatorio da
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Nefrologia do HCFMUSP) e realizarei exames laboratoriais em carater mensal ou
bimensal (sera dosado hemograma, glicemia, perfil lipidico, provas de lesdo do figado
(TGO, TGP), creatinofosfoquinase, creatinina e proteina em urina de 24 horas). Também
terei minha pressao arterial monitorizada mensalmente;

5) Que os possiveis riscos a minha saude fisica e mental s&do decorrentes do
constrangimento psicolégico que possa surgir apds eu ser indagado por algo que me
remeta a lembrangas negativas da evolugéo do curso da minha doenga. Quanto ao risco
fisico esta associado ao uso da medicagéo (Extrato de Propolis);

6) Que os pesquisadores adotarao as seguintes medidas para minimizar os riscos: dardo
aporte psicologico quando necessario e indicardo que o uso do EP seja suspenso;

7) Que eu poderei contar com a assisténcia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da USP, sendo responsavel por ela Dr Marcelo Augusto Duarte Silveira, Dr
Anténio Carlos Seguro, Dra Camila Eleutério Rodrigues e Dra Lucia da Conceigéo
Andrade;

8) Que, sempre que eu desejar, serao fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das
etapas do estudo;

9) Que, a qualquer momento, eu poderei recusar a continuar participando do estudo e,
também, que eu poderei retirar este meu consentimento, sem que isso me traga qualquer
penalidade ou prejuizo;

10) Que as informagdes conseguidas através de minha participagdo ndo permitirdo a
identificagdo da minha pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a divulgagéo
das mencionadas informacdes s6 sera feita entre os profissionais estudiosos do assunto;

11) Que eu deverei ser ressarcido por qualquer despesa que venha a ter com a minha
participagdo nesse estudo e, também, indenizado por todos os danos que venha a sofrer
pela mesma razéo, sendo que, para estas despesas foi-me garantida a existéncia de
recursos;

12) Que Material Biologico Humano (Espécimes, amostras e aliquotas de material original
e seus componentes fracionados); colhidos a fim de estudo por essa pesquisa serao
armazenados e preservados conforme resolucdo 441/2011, que garante a unica e
exclusiva finalidade para fins de pesquisa e, desta forma, sob nenhuma hipotese , para
fins comerciais.

Tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a minha
participacdo no mencionado estudo e, estando consciente dos meus direitos, das minhas
responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a minha participagdo implica,
concordo em dela participar e, para tanto eu:
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DOU O MEU CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA SIDO FORCADO
OU OBRIGADO

Enderecgo do(a) participante voluntario(a):

Domicilio: (rua, CONJUNTO)........uuiiiiiiiiiie e e s Bloco: .......
N s ,complemento: ... Bairro: .....coovvieiien
(0710 F=To [T CEP. e Telefone: .....ccoovvvvvneeennnnnn.
(o] g ) (o T o [N =) (=T (=T (] = 1A
Contato de urgéncia (participante): Sr(a): ......ccccoriiriiiiiiiiii e ——
Domicilio: (rua, CONJUNTO).......uuuiiiiiiiiieeeee et Bloco: .........
N s ,complemento: ... Bairro: ....cooevveeenn.
(0710 F=To [T CEP. e Telefone: .....ccoovvevvvneeennnnnn.
(o] g ) (o T o [N =) (=T {=T (] = 1A

Nome e Endereco do Pesquisador Responsavel:

Marcelo Augusto Duarte Silveira

Endereco: Avenida Conselheiro Rodrigues Alves, 948. Bairro: Vila Mariana.
Cidade: Sao Paulo, SP, CEP: 04014-000. Telefone para contato: (11) 98775-6175

Instituicao: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo - HCFMUSP

Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 255 - Cerqueira César, S&o Paulo - SP, 05403-000.
Telefone: (11) 2661-6000 / 2661-6254.

ATENGCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas, dirija-se ao Comité
de Etica em Pesquisa CEP, pertencente ao Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da USP — HCFMUSP. Rua Dr Ovidio Pires de Campos, 225, 5° andar —
Cerqueira César — 05403-010 — Sao Paulo — SP — Brasil. Horario de Funcionamento:
22 a2 62 de 08 as 16h. Tel. 2661-7585. E-mail:

cappesqg.adm@hc.fm.usp.br

Sao Paulo, de de




ANEXO 4 — AVALIACAO DE ENVENTOS ADVERSOS LEVES

re~
e

PROTOCOLO: PROPOLIS-DRC

AVALIACAO DE EVENTOS ADVERSOS LEVES

1. IDENTIFICACAO:
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Iniciais: Num :
Sexo: Idade:
, QUESTIONARIO
1. SEGMENTO CEFALICO
Dor de cabega: ()S
Tonturas: ()S
Vertigens: ()S
Desmaios ()S
Alteracdes da visao (borramento, vermelhidao, alteracdo da acuidade) ()S
Alteracdes do olfato ()S
Alteragdes do paladar ()S
Alteracdes auditivas (surdez ou zumbidos) ()S

2. SISTEMA DIGESTORIO
Alteragdo do apetite

Dificuldade para engolir
Dor de estdmago
Queimagao estomago
Sensacdo de ma digestao
Nauseas

Vomitos

Diarréia

Constipagdo intestinal
Dor abdominal

3. SISTEMA URINARIO
Aumento da diurese

Alteragdo da cor da urina
Alteragdo do odor da urina
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Ardor ou dor para urinar

4. SISTEMA CARDIOVASCULAR
Batedeiras ou sensagdo de batimentos anormais

Edema
Dor no peito aos esfor¢os

5. SISTEMA RESPIRATORIO
Dor no peito

Tosse
Falta de ar
Chiado no peito

6. SISTEMA ARTICULAR
Inchaco nas articulagdes

Rigidez nas articulagdes
Vermelhidao ou dor nas articulagdes

7. SISTEMA LINFOHEMATOPOIETICO
Manchas rochas

Manchas vermelhas
Carogos pelo corpo

8. SISTEMA ENDOCRINO
Sede intensa

Perda de peso

Irritacao

Intolerancia ao frio ou calor
Caimbras

9. SISTEMA NERVOSO
Alteragdo do sono

Alteragdo do humor
Formigamento ou alteracao de sensibilidade
Perda de for¢a muscular

10. OBSERVACOES
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()S ()N

Data da Coleta de Informacao:

Responsavel pela coleta:






