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RESUMO

Bebidas fermentadas de origem vegetal tém se consolidado como alimentos funcionais de alta
relevancia, sobretudo pela aceitabilidade sensorial e pelo potencial de promocdo da saude.
Nesse cenario, a kombucha destaca-se como uma matriz fermentativa versatil, cujos
metabolitos bioativos podem ser aumentados pela incorporacdo de ingredientes com
propriedades terapéuticas especificas, como a propolis vermelha amazonica e o mel de titba,
amplamente reconhecidos na etnomedicina por seus efeitos antioxidantes, antimicrobianos e
imunomoduladores. Apesar desse potencial, o efeito sinérgico dessa formulacdo na
modulacdo da resposta imune em quadros septicos ainda ndo havia sido elucidado. Diante
disso, este estudo teve como objetivo investigar os efeitos imunomoduladores,
antimicrobianos e anti-inflamatérios de uma kombucha desenvolvida a base de prépolis
vermelha amazénica e mel de tilba, utilizando ensaios in vitro para avaliacdo de
citotoxicidade e producao de oxido nitrico em macréfagos, bem como um modelo in vivo de
sepse para analise da carga bacteriana, parametros hematoldgicos, perfil de citocinas e
fenotipagem imunoldgica por citometria de fluxo. A dissertacdo foi delineada em dois
capitulos. O capitulo I traz uma revisdo integrativa da literatura intitulada “Potencial
terapéutico da prépolis contra endotoxemia e infeccdo: propriedades bioativas e evidéncias in
vivo”. O trabalho discute os principais mecanismos de acdo e métodos analiticos utilizados,
com base em publicagdes selecionadas nas bases MEDLINE (PubMed), Web of Science,
Scopus, Science Direct e Embase, onde foi observado que a prépolis pode oferecer uma
alternativa promissora para a modulacdo da resposta inflamatoria associada a sepse. Seus
compostos bioativos demonstraram potencial para reduzir a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e melhorar a sobrevida em modelos animais. O capitulo Il traz o artigo contendo
os resultados das analises realizadas durante o desenvolvimento do projeto com o titulo
“Avalia¢do do potencial imunomodulador, antimicrobiano e anti-inflamatério de uma bebida
do tipo kombucha a base de propolis vermelha amazonica e mel de titba no tratamento da
sepse”, onde foi avaliado a formulagao da kombucha que apresentou baixa citotoxicidade e
reducdo significativa da producdo de 6xido nitrico in vitro. E o tratamento in vivo diminuiu
expressivamente a carga bacteriana peritoneal e a celularidade inflamatdria na medula éssea e
no peritbnio. Os parametros hematolédgicos indicaram reducdo nos leucécitos e granuldcitos
segmentados. A bebida aumentou os niveis de IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17A, elevou
linfocitos CD4" e modulou as subpopulagdes CD4*CD3~ e CDIll1c", sugerindo respostas
imunes inata e adaptativa balanceadas. A kombucha a base de prépolis vermelha amaz6nica e
mel de tilba demonstrou efeitos imunomoduladores, antimicrobianos e anti-inflamatorios
multifatoriais em modelo de sepse, sugerindo seu potencial como terapia adjuvante no
controle da sepse.

Palavras-chave: “Sepse” “Imunomodulacdo” “Propolis vermelha amazénica” “Kombucha”



ABSTRACT

Plant-based fermented beverages have gained relevance as functional foods, particularly due
to their sensory acceptance and health-promoting potential. In this context, kombucha stands
out as a versatile fermentative matrix, whose bioactive metabolites can be enhanced by the
incorporation of ingredients with specific therapeutic properties, such as Amazonian red
propolis and titba honey, both widely recognized in ethnomedicine for their antioxidant,
antimicrobial, and immunomodulatory effects. Despite this potential, the synergistic effect of
this formulation in modulating immune responses in septic conditions has not yet been
elucidated. Therefore, this study aimed to investigate the immunomodulatory, antimicrobial,
and anti-inflammatory effects of a kombucha beverage enriched with Amazonian red propolis
and tiba honey, using in vitro assays to assess cytotoxicity and nitric oxide production in
macrophages, as well as an in vivo sepsis model to analyze bacterial load, hematological
parameters, cytokine profile, and immune phenotyping by flow cytometry. This dissertation
was structured into two chapters. Chapter | presents an integrative literature review entitled
“Therapeutic Potential of Propolis Against Endotoxemia and infection: Bioactive Properties
and in vivo Evidence”. The review discusses the main mechanisms of action and analytical
approaches reported in studies indexed in MEDLINE (PubMed), Web of Science, Scopus,
ScienceDirect, and Embase. The findings indicate that propolis may represent a promising
alternative for modulating the inflammatory response associated with sepsis, as its bioactive
compounds have shown potential to reduce pro-inflammatory cytokine production and
improve survival in animal models. Chapter 1l presents the original research article entitled
“Evaluation of the Immunomodulatory, Antimicrobial, and Anti-inflammatory Potential of a
Kombucha Beverage Based on Amazonian Red Propolis and Tiuba Honey for the Treatment
of Sepsis”, which reports the experimental results obtained throughout the project. The
kombucha formulation demonstrated low cytotoxicity and a significant reduction in nitric
oxide production in vitro. In vivo treatment markedly reduced peritoneal bacterial load and
inflammatory cellularity in the bone marrow and peritoneal cavity. Hematological analysis
indicated a reduction in total leukocytes and segmented granulocytes. Additionally, the
beverage increased levels of IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10, and IL-17A, promoted CD4*
lymphocyte expansion, and modulated CD4*CD3~ and CD11c* subpopulations, suggesting a
balanced modulation of innate and adaptive immune responses. Collectively, the findings
demonstrate that kombucha enriched with Amazonian red propolis and tidba honey exerts
multifactorial immunomodulatory, antimicrobial, and anti-inflammatory effects in a sepsis
model, supporting its potential as an adjuvant therapeutic approach for sepsis management.

Keywords: “Sepsis” “Immunomodulation” “Amazonian red propolis” “Kombucha”
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1. INTRODUCAO

A sepse é uma sindrome clinica complexa e potencialmente fatal, resultante de uma
resposta imunoinflamatdria desregulada do hospedeiro frente a uma infeccdo, culminando em
disfuncdo organica sisttémica e, em casos graves, choque séptico (SINGER et al., 2016;
HOTCHKISS et al., 2016; CAO et al., 2023). E reconhecida como uma emergéncia médica
global, com estimativa de 49 milhdes de casos e 11 milhdes de dbitos anuais, representando
aproximadamente 20% de todas as mortes no mundo, com maior impacto em paises de baixa
e média renda (RUDD et al., 2020; EVANS et al., 2021).

Além da letalidade elevada, a sepse impde grande sobrecarga econdmica aos sistemas
de saude, consequéncia do aumento da resisténcia antimicrobiana, longas internacdes em
unidades de terapia intensiva e sequelas fisicas, cognitivas e imunoldgicas persistentes
(IWASHYNA et al., 2010; PAOLI et al., 2018). Apesar dos avancos terapéuticos baseados
em antibioticos, suporte hemodinamico e manejo intensivo, a eficacia clinica ainda é limitada,
sobretudo frente a emergéncia de patégenos multirresistentes, tornando urgente a busca por
novas estratégias adjuvantes capazes de modular a inflamacg&o e ampliar a resposta imune sem
agravar o dano tecidual (TACCONELLI et al., 2018; MOSS et al., 2019).

Diante desse cenario, produtos naturais bioativos com potencial imunomodulador,
anti-inflamatorio, antioxidante e antimicrobiano vém sendo amplamente investigados como
terapias complementares no controle da sepse (SHANG et al., 2019). Entre eles, a kombucha
se destaca como uma matriz fermentada funcional emergente, tradicionalmente obtida a partir
da fermentacdo de chd adocado por um consorcio simbiodtico de bactérias e leveduras
(SCOBY), que bio transforma aclcares em acidos organicos, compostos fendlicos, peptideos
bioativos e metabdlitos de alto valor biolégico (MENDONCA et al., 2020; LAUREYS;
BRITTON; CLIPPELEER, 2020; SENTHILKUMAR et al., 2026).

Durante a fermentacdo, enzimas microbianas hidrolisam formas conjugadas e
glicosiladas de metabdlitos bioativos, liberando compostos em formas agliconas mais
facilmente absorvidas pelo organismo, aléem de gerar novos metabdlitos com maior potencial
antioxidante e anti-inflamatdrio, e ainda promover a formacéo de acidos acético, glucurdnico
e glucdnico, reconhecidos tanto pela acdo detoxificante quanto por efeitos reguladores da
imunidade inata (WANG et al., 2021). Evidéncias experimentais demonstram que a
kombucha pode atenuar disfungdes imunoldgicas, modular respostas inflamatdrias
exacerbadas e impactar positivamente vias associadas ao estresse oxidativo, especialmente

guando enriquecida com ingredientes bioativos (SU et al., 2023; WANG et al., 2021).
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Entre os ingredientes de elevado potencial biotecnoldgico e terapéutico, a propolis se
destaca como uma resina apicola rica em compostos fendlicos, especialmente flavonoides e
isoflavonoides, com atividades antioxidante, anti-inflamatoria, imunorreguladora, antiviral,
antiparasitaria e antimicrobiana (RUFATTO et al., 2017; KORISH; ARAFA, 2011;
BERRETTA et al., 2020; DUTRA et al., 2023).

A propolis vermelha amaz6nica, recentemente caracterizada, apresenta perfil quimico
singular, especialmente associado a isoflavonoides e outros metabdlitos com elevada
bioatividade, demonstrando baixa citotoxicidade, capacidade imunomoduladora e acéo
antimicrobiana contra patdgenos de relevancia clinica (DUTRA et al., 2023). Estudos in vivo
com propolis vermelha evidenciam seu potencial em reduzir citocinas pro-inflamatorias,
modular a resposta imune e proteger contra danos sisttémicos induzidos por inflamacéo
exacerbada (ABD-ELRAZEK et al., 2020; ARAUJO et al., 2011; MACHADO et al., 2012).

Paralelamente, o mel, especialmente o produzido por abelhas sem ferrdo do género
Melipona (como o mel de titba — Melipona fasciculata), reine propriedades antioxidantes,
antimicrobianas, anti-inflamatérias e imunomoduladoras, associadas a alta concentracdo de
fenolicos, flavonoides e enzimas bioativas (BEZERRA et al., 2023; AHMED et al., 2023;
LAVINAS et al., 2025). Além disso, 0 mel se destaca como substrato fermentativo promissor
para kombucha por conter naturalmente monossacarideos como glicose e frutose, favorecendo
a cinética fermentativa e a producéo de metabolitos bioativos, além de oferecer menor indice
glicémico comparado a sacarose (BERENBAUM et al., 2021; BANTLE, 2009; SINGH et al.,
2018). Evidéncias sugerem que o mel exerce efeitos bactericidas inclusive contra patdgenos
resistentes e pode reduzir inflamacdo sistémica em modelos experimentais (MANDAL;
MANDAL, 2011; TSAVEA et al., 2022; ZHOU et al., 2025).

Embora a kombucha, a propolis e o mel apresentem individualmente propriedades
biolégicas bem documentadas, a literatura ainda carece de investigacGes que explorem seus
efeitos sinérgicos em uma Unica matriz fermentada, especialmente voltada ao controle da
inflamacdo sisttmica e resposta imune desregulada em sepse (KOWALSKI;
MAKAREWICZ, 2017).

A hipotese deste estudo é de que a fermentacdo da kombucha desenvolvida a base de
prépolis vermelha amazénica e mel de tilba potencializa os efeitos anti-inflamatorios,
antimicrobianos e imunomoduladores da bebida, configurando uma proposta inovadora de
produto funcional com potencial aplicacdo futura como nutracéutico no manejo de processos
inflamatdrios sistémicos. Os resultados obtidos poderdo contribuir para o desenvolvimento de

novas abordagens biotecnoldgicas baseadas em produtos fermentados bioativos, além de
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fundamentar futuros estudos clinicos destinados a avaliacdo da seguranca, biodisponibilidade
e eficécia terapéutica dessa matriz funcional em condic6es inflamatérias e infecciosas.

Diante disso, 0 presente trabalho teve como objetivo investigar, de forma inédita, o
perfil bioldgico de uma kombucha funcional formulada com propolis vermelha amazénica e
mel de titba, avaliando os efeitos anti-inflamatorios, antimicrobianos e imunomoduladores
em ensaios in vitro e seu impacto em modelo in vivo de sepse subletal. Essa dissertagéo foi
delineada em dois capitulos. O Capitulo | apresenta uma revisdo integrativa da literatura
intitulada “Potencial terapéutico da propolis contra endotoxemia e infeccdo: propriedades
bioativas e evidéncias in vivo”, e o Capitulo Il apresenta os resultados do estudo experimental
intitulado “Avalia¢dao do potencial imunomodulador, antimicrobiano e anti-inflamatério de
uma bebida do tipo kombucha a base de propolis vermelha amazdnica e mel de titba no
tratamento da sepse”, no qual foi investigada a bioatividade da formulacdo de kombucha em

ensaios in vitro e in vivo.

2. OBJETIVO

> Investigar a atividade imunomoduladora, antimicrobiana e anti-inflamatoria de uma
bebida do tipo kombucha a base de prépolis vermelha amaz6nica e mel de titba frente o

tratamento de uma sepse induzida in vivo.

2.1  Objetivos Especificos:

> Avaliar a citotoxicidade in vitro da bebida do tipo kombucha a base de propolis
vermelha e mel;

> Investigar o efeito imunomodulador da bebida do tipo kombucha a base de propolis
vermelha e mel, no tratamento de uma sepse sub letal induzida in vivo;

> Avaliar a atividade antiinflamatéria da bebida do tipo kombucha a base de propolis
vermelha e mel in vitro;

> Observar se a bebida do tipo kombucha a base de prépolis vermelha e mel apresentam

atividade antimicrobiana durante o tratamento da Sepse in vivo;

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Sepse
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A sepse é definida, segundo o consenso Sepsis-3, como uma disfuncdo organica
potencialmente fatal causada por uma resposta desregulada do hospedeiro a uma infecgéo,
sendo clinicamente identificada pelo aumento >2 pontos no escore SOFA (Sequential Organ
Failure Assessment) (SINGER et al., 2016).

A fisiopatologia da sepse € marcada pela perda do equilibrio imunolégico, no qual a
resposta inflamatdria deixa de ser protetora e torna-se sistémica e descontrolada,
comprometendo mecanismos de defesa, homeostase endotelial e perfusdo tecidual
(HOTCHKISS; MOLDAWER, 2014). A tempestade imunoldgica inicial envolve liberacéo
intensa de citocinas pré-inflamatérias como TNF-o, IL-1B, IL-6 e IFN-y, seguida por uma
fase compensatéria de resposta anti-inflamatéria, com aumento de IL-10 e TGF-B, podendo
levar a imunossupressao e suscetibilidade secundaria a infec¢bes (VAN DER POLL; VAN
DE VEERDONK; SCICLUNA, 2021).

Entre os principais mecanismos de lesdo estdo disfuncéo endotelial, microtromboses,
estresse oxidativo, dano mitocondrial, hipdxia tecidual e apoptose celular, culminando em
faléncia organica maltipla, que € a principal causa de mortalidade na sepse (CECCONI et al.,
2018).Estima-se que a sepse seja responsavel por aproximadamente 49 milhGes de casos e 11
milhdes de mortes por ano no mundo, representando cerca de 20% de todos os 6bitos globais
(RUDD et al.,, 2020). No Brasil, a mortalidade hospitalar associada a sepse permanece
elevada, alcancando taxas superiores a 40-55% em Unidades de Terapia Intensiva, valores
significativamente superiores aos observados em paises de alta renda (MACHADO et al.,
2017).

Paises de baixa e média renda apresentam maiores taxas de mortalidade, reflexo de
barreiras no acesso ao diagndstico rapido, terapias intensivas e manejo hospitalar adequado,
além de maior prevaléncia de doencas infecciosas e condi¢cbes de vulnerabilidade
(FLEISCHMANN et al., 2016). Além do impacto na mortalidade, a sepse impde elevado
custo aos sistemas de saude, exigindo longos periodos de internacdo, tratamentos de alta
complexidade e reabilitacdo continua, gerando consequéncias socioeconémicas significativas,
incluindo perda de produtividade e sequelas cronicas nos sobreviventes (IWASHYNA et al.,
2010).

O manejo clinico da sepse envolve reconhecimento precoce e aplicacdo de protocolos
padronizados, especialmente as diretrizes da Surviving Sepsis Campaign, que priorizam

diagndstico rapido e intervengdes imediatas para reducdo da letalidade (EVANS et al., 2021).
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A antibioticoterapia empirica precoce ¢é considerada um dos pilares terapéuticos, devendo ser
iniciada na primeira hora apds suspeita clinica, uma vez que atrasos no uso de
antimicrobianos estdo diretamente associados ao aumento da mortalidade (KUMAR et al.,
2006).

A reposicdo volémica e o suporte hemodinamico, com uso de fluidos intravenosos e

vasopressores como norepinefrina, sdo fundamentais para restaurar a perfusdo tecidual e
manter a estabilidade circulatéria (RHODES et al., 2017).
O controle da fonte infecciosa, por meio de drenagem, desbridamento ou remocdo de
dispositivos contaminados, € um componente essencial do tratamento, contribuindo
diretamente para reducdo da carga microbiana e melhora clinica do paciente (BOECHAT et
al., 2020).

Compostos bioativos derivados de produtos naturais tém sido estudados como
moduladores da inflamacdo e imunorreguladores, destacando-se flavonoides, polifendis,
terpenos e propolis, que podem atuar na reducdo do estresse oxidativo, modulacdo de
citocinas e protecdo endotelial (SHANG et al., 2019).

Modelos experimentais de sepse demonstram que intervencdes com produtos naturais
podem reduzir citocinas pro-inflamatdrias, modular a atividade de macréfagos, diminuir dano
tecidual e melhorar a sobrevida, como observado em estudos com prdpolis, curcumina e
compostos fenolicos (FARIAS et al., 2014; LIU et al., 2018).

Apesar dos resultados promissores, a aplicacdo clinica ainda enfrenta desafios,
incluindo variabilidade na composicdo dos extratos, auséncia de padronizacao de doses, baixa
biodisponibilidade de alguns compostos e necessidade de ensaios clinicos robustos que
comprovem seguranca e eficacia em humanos (REDDY et al., 2020).

3.2 Kombucha

A kombucha é uma bebida fermentada com origem tradicional na Asia, cuja
popularizacdo global ocorreu nas ultimas decadas devido ao interesse por alimentos
funcionais e processos fermentativos tradicionais; sua difusdo envolve tanto circuitos
artesanais quanto producédo industrial, acompanhando a crescente demanda por bebidas com
potencial probidtico e propriedades bioativas (JAYABALAN et al., 2016; MENDONCA et
al., 2020).

A definicdo corrente descreve a kombucha como o produto resultante da fermentacéo

de uma solucdo acucarada (tipicamente cha preto ou verde) por um consorcio simbidtico de
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bactérias e leveduras agregadas em uma matriz gelatinosa conhecida como SCOBY, que
transforma agucares em etanol e &cidos organicos, conferindo a bebida seu perfil sensorial e
funcional (JAYABALAN et al., 2008; LAUREYS; BRITTON; CLIPPELEER, 2020).

Figura 1 — Kombucha tradicional

Fonte: Autor 2025

O processo fermentativo da kombucha depende do SCOBY (Symbiotic Culture of
Bacteria and Yeasts), comunidade microbiana composta por leveduras (por exemplo,
Saccharomyces) e bactérias acéticas e lacticas que atuam em sequéncia ou de forma
cooperativa, iniciando a hidrélise da sacarose, fermentagdo alcoolica e posterior oxidacdo do
etanol em acidos como o acético (SENTHILKUMAR et al., 2026).

Como substratos, além do cha-preto e cha-verde tradicionais, tém sido utilizadas
infusdes e substratos alternativos (frutas, sucos, mel) para modular composicdo quimica e
propriedades sensoriais da bebida, o que amplia as possibilidades de formulac&o para matrizes
regionais e funcionais (MENDONCA et al., 2020; SU et al., 2023). O processo envolve fases
distintas — fermentacdo inicial predominantemente anaerébia/alcodlica pelas leveduras
seguida de fase aerdbica de oxidacdo do etanol por bactérias acéticas — e a intensidade de
producdo de &cidos orgénicos e metabolitos secundarios é fortemente influenciada por
parametros como tempo, temperatura, relacdo substrato: SCOBY e composicdo do meio
(LAUREYS; BRITTON; CLIPPELEER, 2020; SENTHILKUMAR et al., 2026).
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A composic¢do quimica final da kombucha € complexa e inclui acidos organicos
(acético, glucdnico, glucurdnico), que contribuem para pH 4&cido, potencial quelante e
propriedades detoxificantes; polifendis e flavonoides derivados do cha e de ingredientes
adicionados, que conferem atividade antioxidante; além de vitaminas, minerais e pequenas
quantidades de etanol e CO. gerados durante a fermentacdo ( JAYABALAN et al., 2008;
LAUREYS; BRITTON; CLIPPELEER, 2020). A bebida também contém metabdlitos
microbianos (peptideos bioativos, exopolissacarideos) e uma comunidade viavel de
microrganismos benéficos que, dependendo da formulacdo e do tempo de fermentacdo,
podem exercer efeitos probioticos ou moduladores da microbiota (LAAVANYA;
SHIRKOLE; BALASUBRAMANIAN, 2021; SENTHILKUMAR et al., 2026).

Evidéncias experimentais e estudos in vivo sugerem que a kombucha possui potencial
antioxidante atribuido aos polifenois e metabdlitos formados durante a fermentacdo, capaz de
reduzir marcadores de estresse oxidativo e proteger componentes celulares contra dano
oxidativo (FU et al., 2014; LAUREYS; BRITTON; CLIPPELEER, 2020). Estudos também
relatam atividade antimicrobiana in vitro, atribuida ao pH &cido e a compostos organicos
produzidos pela microbiota fermentativa, o que pode limitar o crescimento de patdgenos
oportunistas (AHMED; HIKAL; ABOU-TALEB, 2020). Além disso, ha indicios de que a
kombucha pode modular a microbiota intestinal e influenciar parametros imunolégicos,
favorecendo respostas anti-inflamatdrias e restauradoras em modelos experimentais, embora a
heterogeneidade metodoldgica exija cautela na transposicdo para humanos (WANG et al.,
2021; BUDIARI et al., 2022).

No contexto da sepse, a kombucha pode oferecer multiplos mecanismos de interesse:
atuar no equilibrio imunolégico por meio da modulacao de citocinas e células imunes, reduzir
0 estresse oxidativo por seus compostos antioxidantes e funcionar como veiculo para entrega
de ingredientes bioativos (por exemplo, extratos de prépolis e mel) que exibem propriedades
antimicrobianas e imunomoduladoras; assim, a matriz fermentada pode potencializar a¢oes
sinérgicas entre micro-organismos e fito/zoocompostos (WANG et al., 2021; SU et al., 2023).
Ainda que estudos pré-clinicos apontem efeitos benéficos em modelos inflamatérios e
infecciosos, a aplicacdo direta em sepse clinica exige estudos controlados que esclarecam
biodisponibilidade, seguranca, dosagem e possiveis interacdes com terapias convencionais,
especialmente em estagios graves da doenca (MENDONCA et al., 2020; KOWALSKI;
MAKAREWICZ, 2017)

3.3 Prdpolis vermelha
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A propolis configura-se como um produto resinoso de natureza complexa, resultante
da interacdo simbidtica entre as abelhas e a flora local. Esse produto é sintetizado pelas
abelhas a partir da coleta de exsudatos vegetais, processados mediante a incorporacdo de
enzimas salivares e cera, desempenhando funcdes vitais de vedacéo, termorregulacdo e defesa
profilatica contra patdgenos no ambiente da colmeia (BANKOVA; CASTRO; MARCUCCI,
2000).

A propolis vermelha do Nordeste assume uma posi¢do de destaque devido a sua
especificidade quimica intrinseca, intimamente vinculada ao ecossistema de manguezal.
Estudos boténicos e fitoquimicos confirmam que a espécie Dalbergia ecastaphyllum (L.)
Taub. atua como a principal fonte de resina nessa regido, conferindo ao produto propriedades
organolépticas e quimicas unicas (SILVA et al., 2018). A coloracdo avermelhada
caracteristica dessa variedade € um reflexo direto de um perfil metabdlico diversificado,
composto por uma complexa rede de pigmentos fendlicos, flavonoides e, notadamente,
isoflavonoides e benzofenonas polipreniladas (CCANA-CCAPATINTA et al., 2020). Essa
assinatura fitoquimica singular diferencia a propolis vermelha das demais variedades
produzidas no pais, fundamentando sua elevada bioatividade e consolidando seu potencial de
aplicacdo em frentes farmacoldgicas e biotecnoldgicas (CCANA-CCAPATINTA et al.,
2020).).

Figura 2 — Prdpolis vermelha

Fonte: autor 2025

A propolis vermelha é quimicamente caracterizada pela presenca marcante de

flavonoides e isoflavonoides, como formononetina, biochanina A e vestitol, além de acidos
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fenolicos e seus derivados, compondo um perfil de alta atividade biolégica (BELMEHDI et
al., 2023; LOPEZ et al., 2014; SILVA et al., 2018). Também apresenta antocianinas e outros
pigmentos fenolicos bioativos, que além de contribuirem para a coloracdo, exercem papel
antioxidante e modulador do estresse celular (ALENCAR et al., 2007). Minerais como zinco,
ferro, magnesio e pequenas fracGes de Oleos essenciais e compostos aromaticos também
compdem sua matriz, conferindo propriedades farmacoldgicas multifuncionais (ALENCAR,
S. M. etal 2007; RUFATTO et al., 2017).

A propolis vermelha apresenta alto potencial antioxidante, relacionado a sua
capacidade de neutralizar espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN), alem de
ativar vias endogenas de protecdo celular, reduzindo danos oxidativos a macromoléculas
(FROZZA et al., 2013). Possui ainda acdo antimicrobiana de amplo espectro, com eficécia
demonstrada contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo cepas
multirresistentes, atribuida a interacdo de seus compostos com membranas bacterianas e
modulagdo de vias de viruléncia microbiana (RUFATTO et al., 2017). Sua atividade anti-
inflamatoria envolve inibicdo da via NF-kB, reducdo da expressdo de COX-2 e iNOS e
modulacdo da producdo de citocinas pré e anti-inflamatorias, exercendo um efeito
imunorregulador significativo (DOS SANTOS et al., 2022; SFORCIN, 2016).

Recentemente, uma nova variedade de prépolis vermelha foi identificada no Bioma
Amazonico, especificamente na regido Tocantina, estado do Maranhdo. Denominada como
prépolis vermelha amazénica, essa linhagem distingue-se da variedade nordestina por sua
assinatura fitoquimica, tendo a isoflavona calicosina como seu marcador quimico
caracteristico (DUTRA et al., 2023). Estudos conduzidos por Dutra et al. (2023) revelaram
que este produto apresenta um promissor potencial biotecnoldgico, com destaque para sua
atividade leishmanicida contra formas promastigotas e amastigotas de Leishmania
amazonensis, induzindo a morte celular por mecanismos de apoptose. Além da acdo
antiprotozoaria, a literatura reforca o amplo espectro biolégico dessa nova variedade, que
inclui propriedades antioxidantes e citotoxicas em linhagens tumorais, consolidando-a como
uma fonte estratégica para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (DUTRA et al.,
2023).

Estudos experimentais demonstram que a propolis vermelha reduz marcadores
inflamatdrios, diminui infiltrado celular em tecidos lesionados e melhora pardmetros em
modelos infecciosos e inflamatorios sistémicos, consolidando seu potencial terapéutico em
condicGes de alta complexidade bioldgica (FARIAS et al., 2014). Como terapia coadjuvante,

a propolis tem sido investigada em combinacdo com antimicrobianos tradicionais,



24

apresentando efeitos sinérgicos que potencializam a eficiéncia farmacologica, especialmente
em modelos de infecgdes fungicas e bacterianas, auxiliando na superagdo de mecanismos de
resisténcia (BERRETTA et al., 2013).

No contexto da sepse, evidéncias pré-clinicas sugerem que seus compostos bioativos
podem modular a resposta inflamatoria exacerbada, reduzir tempestades de citocinas,
controlar a disseminacéo bacteriana e melhorar a sobrevida em modelos animais, destacando
seu potencial como agente adjuvante em abordagens imunomoduladoras e antimicrobianas
(FROZZA et al., 2013; SFORCIN, 2016).

3.4 Mel de Tilba

O mel de tituba é produzido por abelhas sem ferrdo da espécie Melipona fasciculata,
nativas do bioma amazobnico, que desempenham papel essencial na manutencdo da
biodiversidade por meio da polinizacdo. Esse mel apresenta caracteristicas singulares, como
maior acidez, sabor adocicado suave, aroma floral marcante e elevada umidade quando
comparado ao mel de Apis mellifera. Devido ao seu processo de producdo e microbiota
propria, carrega atributos bioguimicos de interesse funcional e medicinal, além de elevado
valor cultural e etnobiolégico em comunidades tradicionais da Amazonia (VENTURIERI,
2008).

O mel de titba é composto majoritariamente por carboidratos, com predominancia de
frutose e glicose, além de apresentar aminoacidos, proteinas, minerais (como potassio, calcio
e magnésio) e compostos fenodlicos. Também possui flavonoides e &cidos fenolicos que
contribuem para sua bioatividade, além de pH é&cido (geralmente entre 3,0 e 4,5) e alta
umidade, caracteristicas que influenciam sua estabilidade microbioldgica e propriedades
terapéuticas. (SILVA et al., 2018)

Figura 3 — Abelha Tilna

Fonte: Autor 2025
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Dentre suas atividades biologicas, destaca-se a acdo antimicrobiana, decorrente da
combinacdo do efeito osmético, producdo de perdxido de hidrogénio, baixo pH e presenca de
compostos bioativos. O mel de tiuba também apresenta significativa atividade antioxidante,
associada ao sequestro de espécies reativas de oxigénio (EROs) por compostos fenolicos.
Adicionalmente, demonstra efeito anti-inflamatorio e cicatrizante, regulando mediadores
inflamatorios e estimulando reparo tecidual, processos fundamentais em condigdes
inflamatdrias sistémicas e lesdo tecidual (SILVA et al., 2018).

Tradicionalmente utilizado na medicina popular amazoénica para tratar infeccdes e
processos inflamatorios, o mel de tilba tem sido alvo de estudos que evidenciam sua
capacidade de modular a resposta imune, reduzir inflamagdo e inibir o crescimento de
microrganismos patogénicos. Ensaios experimentais sugerem potencial promissor como
adjuvante terapéutico em condi¢des inflamatorias graves, incluindo a sepse, ao combinar
efeitos antimicrobianos, antioxidantes e imunomoduladores, contribuindo para o equilibrio da
resposta inflamatoria exacerbada (DOMINGOS et al., 2021).

3.5  Aplicagdes na Saude

Diversos beneficios associados a kombucha, a propolis vermelha amazonica e o mel
de tiuba ja foram citados nesse trabalho, eles renem um conjunto complementar de
compostos bioativos que atuam em diferentes vias fisiologicas relacionadas a inflamagéo,
estresse oxidativo e resposta imune. A kombucha fornece &cidos organicos (glucurdnico,
acetico, glucdnico), polifenois e microrganismos benéficos capazes de modular a microbiota
intestinal e reduzir mediadores inflamatérios, enquanto a prépolis vermelha se destaca pela
presenca de flavonoides, isoflavonoides e compostos fendlicos com potente acdo antioxidante
e inibicdo de vias pro-inflamatorias como NF-kB. O mel de titiba, por sua vez, amplia esse
potencial ao fornecer compostos fendlicos, enzimas, minerais e atividade antibacteriana
mediada por baixo pH, efeito osmdtico e producdo de peroxido de hidrogénio. Assim, a
combinagdo desses produtos naturais demonstra um perfil funcional sinérgico, atuando tanto
na defesa contra patdégenos quanto na regulacdo da inflamacéo sisttémica. (BAHARI et al.,
2025; SILVA et al., 2018; ALVES et al., 2018)

No campo da imunomodulagdo, evidéncias experimentais indicam que a kombucha
pode atenuar a producdo excessiva de citocinas pro-inflamatérias, ao mesmo tempo em que

favorece um ambiente metabolico menos tdxico atraves da detoxificacdo associada ao acido
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glucurénico. A propolis vermelha potencializa essa resposta ao modular citocinas
inflamatorias (como TNF-a ¢ IL-6) e reduzir espécies reativas de oxigénio, contribuindo para
a protecdo tecidual em contextos inflamatérios sistémicos. Paralelamente, o mel de tiuba
apresenta propriedades imunoreguladoras que equilibram a resposta imune inata, alem de
efeito cicatrizante e antimicrobiano capaz de atuar na inibicdo de microrganismos
oportunistas, caracteristica especialmente relevante em estados inflamatdrios severos e
quadros infecciosos. (MARTINS et al., 2019; BILUCA et al., 2021)

A aplicacdo integrada desses compostos na salde apresenta potencial crescente,
sobretudo como abordagem adjuvante em condicGes de alta complexidade inflamatoéria, como
a sepse, sindrome metabdlica e disturbios imunoldgicos. A kombucha atua como veiculo
fermentativo funcional capaz de incorporar e estabilizar fitoquimicos bioativos, tornando-se
um sistema promissor para entrega de compostos terapéuticos derivados da prépolis e do mel.
Essa combinacdo fornece um espectro de acdo antioxidante, antimicrobiano e
imunomodulador, com capacidade de reduzir dano oxidativo, modular a resposta imune
desregulada e criar barreiras funcionais contra microrganismos patogénicos. Apesar do
potencial demonstrado in vitro e in vivo, ainda sdo necessarios ensaios clinicos que
confirmem dose, seguranca e eficAcia para aplicacdo terapéutica em larga escala.
(JAYABALAN et al., 2019; HOSSAIN et al., 2022; SILVA et al., 2023)
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Resumo / Abstract

O tratamento da sepse representa um desafio significativo devido a sua complexidade, que
envolve uma resposta inflamatdria exacerbada do hospedeiro a uma infec¢do grave,
frequentemente levando a disfuncdo orgéanica e faléncia multipla de 6rgdos. O objetivo desta
revisdo foi analisar a literatura cientifica sobre os efeitos da propolis em infeccdes
generalizadas (sepse) em modelos in vivo. Para isso, foi realizada uma revisdo integrativa da
literatura, seguindo uma abordagem sistematica baseada na estratégia PICO, definindo
critérios rigorosos de inclusdo e exclusdo para os estudos selecionados. A pesquisa foi
conduzida nas bases de dados PubMed, ScienceDirect, Scopus, Web of Science e Embase,
garantindo uma cobertura abrangente e relevante do tema. A analise dos dados revelou que a
prépolis pode oferecer uma alternativa promissora para a modulacdo da resposta inflamatéria
associada a sepse. Seus compostos bioativos demonstraram potencial para reduzir a producao
de citocinas pro-inflamatdrias e melhorar a sobrevida em modelos animais. A revisdo nao sé
destacou a eficacia da propolis em estudos in vivo, mas também evidenciou a necessidade de
mais pesquisas clinicas para validar esses achados e explorar a aplicacdo da prépolis como
terapia adjuvante na pratica clinica. Assim, a inclusdo da propolis no arsenal terapéutico
contra a sepse pode representar um avanco significativo no tratamento da sindrome,
oferecendo novas esperancas para uma abordagem mais eficaz e segura.
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1. Introducéo

A sepse é uma sindrome clinica complexa, definida como uma resposta desregulada
do organismo a uma infeccdo, que leva a disfuncdo organica potencialmente fatal (Hotchkiss
et al., 2016). Esse processo inflamatdrio sistémico resulta da interacdo entre o patdgeno e o
sistema imune do hospedeiro, em que a resposta exacerbada causa danos aos tecidos e 6rgaos,
ultrapassando a capacidade de defesa do corpo humano (Singer et al., 2016). Clinicamente,
caracteriza-se por febre, hipotensdo e faléncia mdaltipla de 6rgéos, sendo uma das principais
causas de internacdes em unidades de terapia intensiva em todo o mundo (Naime, Ganaes,
Lopes-Pires, 2018).

A gravidade da sindrome é acentuada pela resisténcia antimicrobiana emergente, como
no caso da resisténcia a meticilina em Staphylococcus aureus (MRSA), que compromete a
eficacia terapéutica e reduz as opg¢des de manejo disponiveis (Tacconelli et al., 2018). Assim,
a sepse constitui um relevante problema de satde publica, com impacto desproporcional em
paises de baixa e média renda, onde as taxas de mortalidade sdo ainda mais elevadas (Rudd et
al., 2020; La Via et al., 2024). Estima-se que aproximadamente 11 milhdes de pessoas
morram anualmente em decorréncia dessa condicdo (Reinhart et al., 2020).

Apesar dos avangos em terapia intensiva, o diagndstico precoce ainda é dificultado
pela inespecificidade das manifestagdes clinicas (Silosi et al., 2018). Os tratamentos atuais
envolvem antibidticos de amplo espectro, suporte hemodindmico e drogas vasoativas (Rhodes
et al.,, 2017), contudo, a crescente resisténcia antimicrobiana limita a eficacia desses
protocolos, reforcando a urgéncia na busca por novas estratégias terapéuticas, como a
imunoterapia, ainda em investigacao (Brunel; Guery, 2017).

Nesse contexto, a exploracdo de alternativas terapéuticas inovadoras torna-se
essencial. Produtos naturais tém recebido crescente atencdo devido a presenca de compostos
bioativos capazes de atuar como adjuvantes aos tratamentos convencionais, com propriedades
anti-inflamatorias, antioxidantes e imunomoduladoras relevantes no combate a sepse (Shang
et al., 2019). Entre esses produtos, a propolis destaca-se pelo seu potencial clinico e amplo
espectro farmacolégico (Garbis et al., 2024).

A propolis € uma substancia resinosa produzida por abelhas a partir de exsudatos
vegetais, cera e secre¢des salivares, cuja composicdo quimica, rica em flavonoides, acidos
fenolicos e terpenos, confere-lhe propriedades anti-inflamatérias (Korish; Arafa, 2011),
antioxidantes (Diniz et al., 2020), imunomoduladoras (Ito, Degawa, Okumura, 2023),

leishmanicidas (Dutra et al., 2023), antivirais (Berretta et al., 2020) e antimicrobianas (De
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Castro et al., 2011; Berretta et al., 2012; Zhang et al., 2022). Essas atividades séo
particularmente importantes no controle do estresse oxidativo e na regulagdo da resposta
imunolégica, ambos processos centrais na evolucdo da sepse (Bankova et al., 2019).

No campo terapéutico, evidéncias demonstram que a propolis exerce atividade
antimicrobiana contra cepas resistentes e, no contexto da sepse, compostos como 0s
flavonoides tém potencial para reduzir citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-6
(Gbmez-Caravaca et al., 2020). Estudos pré-clinicos indicam que sua administracdo pode
melhorar a sobrevida, modular a resposta imunoldgica e reduzir a faléncia de 6rgédos (Farias et
al., 2014; Libério et al., 2009; Machado et al., 2012), consolidando-se como uma promissora
terapia adjuvante (Araujo et al., 2011; Sforcin, 2016; El-Kersh et al., 2024).

Dessa forma, a presente revisdo tem por objetivo compilar e analisar as evidéncias
cientificas acerca do potencial terapéutico da propolis no manejo da sepse. Buscou-se
compreender como a interacdo dos seus agentes bioativos pode atuar de forma adjuvante aos
protocolos clinicos vigentes, visando a redugdo da resposta inflamatdria exacerbada e o
enfrentamento da resisténcia antimicrobiana, consolidando, assim, a base tedrica para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas contra condi¢des inflamatorias sistémicas

de alta complexidade.

2. Material e métodos

Foi realizada uma revisdo integrativa da literatura com o objetivo de fornecer uma
analise abrangente do potencial terapéutico da propolis no tratamento de infecgdes. O
desenvolvimento da revisdo seguiu as seguintes etapas: definicdo do tema e formulacéo da
questdo norteadora; selecdo e extracdo criteriosa dos dados; categorizacdo dos estudos; analise
detalhada dos dados; sintese dos resultados; e apresentacdo final da revisdo integrativa
(Whittemore & Knafl, 2005).

A estratégia de pesquisa adotou 0 modelo PICo, seguindo as diretrizes do Joanna
Briggs Institute (JBI), em que “P” representa a populacdo (propolis), “I”” o interesse (atividade
antimicrobiana) ¢ “Co” o contexto (sepse). Com base nisso, formulou-se a seguinte questdo
norteadora: “Quais as evidéncias cientificas do efeito da prépolis e/ou seus isolados em
infec¢des generalizadas in vivo?” A partir dessa questdo, foram selecionadas palavras-chave
especificas para realizar a busca nas bases de dados relevantes (Santos, Pimenta & Nobre,
2007).
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Para localizar estudos relevantes, foram selecionadas cinco bases de dados de ampla
cobertura e relevancia cientifica: PubMed, Scopus, Web of Science, Embase e ScienceDirect.
As buscas foram realizadas utilizando palavras-chave e descritores controlados pelo Medical
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Subject Headings (MeSH), como “sepsis,” “propolis,” além de termos nao controlados, como
“infectious”. Os operadores booleanos "AND" e "OR" foram aplicados para refinar as
pesquisas, ajustando-os conforme necessario para cada base de dados especifica.

A plataforma Rayyan foi utilizada para organizar os artigos encontrados e facilitar a
remocao de duplicatas e revisdes (Ouzzani et al., 2016). Os critérios de inclusdo limitam-se a
estudos que investigam os efeitos da propolis em modelos in vivo de infec¢Bes generalizadas.
Serdo considerados apenas estudos publicados em inglés, portugués e espanhol, desde que
estejam disponiveis na integra. Artigos que ndo atendam aos descritores propostos, bem como
duplicados, revisdes narrativas, integrativas ou sistematicas, meta-analises, e trabalhos como
teses e dissertacdes, serdo excluidos da revisdo, assim como aqueles que ndo estejam
acessiveis na integra.

Foi adotada uma adaptacdo do fluxograma Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) para ilustrar as etapas de selecdo dos artigos (Paje et
al., 2021). Os dados foram coletados a partir das seguintes informacdes: ano de publicacéo,
titulo, objetivo, tipo de estudo, tipo de prépolis, dose, via de administracdo, esquema de
tratamento e resultados. Apos a extracdo desses dados, o potencial terapéutico da propolis sera

avaliado para proporcionar uma compreensdo mais clara e detalhada do topico.

3. Resultados

Ao pesquisar nas bases de dados, foram encontrados 362 estudos. Destes, 133 eram
duplicados e foram excluidos, restando 229 estudos. Entdo, 170 estudos foram excluidos por
estarem sem 0s descritores, serem artigos de reviséo, teses e dissertacdo e/ou ndo estarem de
acordo com o que foi proposto para o artigo. Resultando em 59 estudos selecionados. Apos a
triagem dos estudos, os outros 49 foram excluidos por falta de acesso ou estar fora de

contexto. Portanto, 11 artigos foram incluidos nesta reviséo .



34

Figura 1 - Fluxograma dos artigos selecionados
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Fonte: Autor 2026

Os aspectos mais relevantes destes estudos foram resumidos em uma tabela, incluindo
informacdes sobre o tipo de propolis, regido, solvente de extracdo, agente infeccioso, tipo de
infeccdo, dose/concentracdo, via de administracdo, duragdo do tratamento e atividade
bioldgica (Tabela 1).

Os estudos selecionados utilizaram diferentes tipos de propolis, incluindo a propolis
verde brasileira, compostos quimicos isolados de propolis como pinocebrina e CAPE (éster
fenetilico do &cido cafeico) prépolis egipcia, iraquiana, iraniana, chinesa e europeia. As doses
variaram de 10 uM/kg a 500 mg/kg, com vias de administra¢do oral, intravenosa e
subcutanea. Os modelos de sepse incluiram ligadura e puncédo cecal (CLP), administracdo de

lipopolissacarideo (LPS) e infec¢do por Escherichia coli.



Tabela 1 - Resumo dos estudos selecionados

Tipo de
Estudo

Tipo de Regido/
Propolis  Pais

Solvente Agente Tipo de Dose/

de . Infeccd Concentraca
= Infeccioso
Extracao 0 0

Titulo

Green
propolis
extract
attenuates
acute kidney
injury and (Ratos Verde Brasil Etanol puncdes,  Sistémi 500
lung injury in  Wistar brasileira 70% Calibre 16 ca mg/kg/dia
a rat model of machos) )

sepsis

in vivo CLP (2

Silveira et al.
(2021)

Propolis
derivatives
inhibit the
systemic
inflammatory
response and
protect
hepatic and
neuronal cells
in acute
septic shock

LPS
(Escherichi
acoli Sistémi
055:B5, ca
Sigma-
Aldrich)

in vivo

(Ratos

Wistar
machos)

CAPE  Europa  Etanol 10 uM/kg

Korish &
Arafa (2011)

The
Comparison
between
Curcumin
and Propolis
against
Sepsis-
Induced
Oxidative
Stress,
Inflammation
and
Apoptosis in
Kidney of
Adult Male
Rat

in vivo

(Ratos Néo Nao
Wistar  especific especifi
albinos ado cado
machos)

Suspensdo  Sistémi 250

Etanol cecal ca mg/kg/dia

Abd-Elrazek
et al. (2020)

Via de
Administracdo Tratamento

1P

Oral

Duracéao do

6 h apds o
procedimento

14 dias antes e
30 minutos
apds LPS

14 dias antes

35

Atividade Biolégica

1 Taxa de sobrevida
70% CLP+GP . 1
TFG, GSH. | a
regulagdo positiva da
via de sinalizacéo
TLR4/NF-kB; | de
IFN-y, IL-1B, IL-
12p70, IL-17A e
TNF-a no tecido
renal. | infiltragdo de
macréfagos e
apoptose no tecido
renal. | MPO,
infiltracdo de
macro6fagos e
apoptose no tecido
pulmonar.

| de TNF-q, IL-1a,
IL-1B,IL-6 e
SICAM-1. 1 deIL-4 e
I1L-10.

1 GSH, GPx, GR,
CAT ¢ SOD, | LPO,
NO, Bax\Bcl2, IL-1B,
TNF-a e PGE2, |
cognicao e
hemorragia
intersticial do tecido
renal



Prophylactic
use of
standardized
extract of
propolis of
Apis
mellifera
(EPP-AF®)
reduces lung
inflammation
and improves
survival in
experimental
lethal sepsis

Garbis et al.
(2024)

Propolis as an
Immunomodu
latory Agent:
Evaluation of
Antioxidant
Activity,
Cytokine
Modulation,
and
Hematologica
| Parameters
in Albino
Rats Infected
with
Escherichia
coli

Abo-Zaid
(2024)

Effects of
Melatonin
and Propolis
Supplementat
ion on
Inflammation
, Oxidative
Stress, and
Clinical
Outcomes in
Patients with
Primary
Pneumosepsis
A
Randomized
Controlled
Clinical Trial

Pahlavani et
al. (2022)

The effects of
chrysin on
lipopolysacch
aride-induced
sepsis in rats

Koc et al.,
2020

in vivo Verde
(female brasileira
Swiss (EPP-
mice) AF®)
in vivo
(male .
albino Egipcia
rats)

Ensaio  Prépolis
clinico (néo
randomiz especific
ado, ado) e
controlad melatoni
0 na
in vivo (
rats
male)

Brasil

Egito

Ird

CLP (10
Hidroalco puncdes, Sistémi
6lico (7:3) Calibre 18 ca

Escherichia
Etanol coli (via Sistémi
70% oral 2 ml
de 1*109
UFC/g)
O extrato
combinad
0 aquoso e
etandlico
de
propolis
foi
e;]c;qgolrr:gg Pneumosep Sistémi
de xarope se primaria  ca
(Soren
Tech Toos
Co.,
Mashhad,
Ird; lote n°
STT5.006
)
LPS
(Escherichi
a coli
Agua 0111: B4, Sistémi
L2630-10 ca
mg,
Sigma-

Aldrich)

10 mg/kg e
100 mg/kg

400 mg/kg

Prépolis
1.000 mg/dia;
Prépolis
(1.000
mg/dia) com
melatonina
(20 mg/dia);

50 mg/kg e
100 mg/kg

Subcutanea

Oral

Oral

Oral

Dose Unica 6h
antes da CLP

4 semanas

10 dias (2
doses: manha
e noite)

10 dias

36

1 da sobrevivéncia e
| da hemorragia, da
necrose, do infiltrado
inflamatério e do
edema no parénquima
pulmonar de animais
com sépses.

1 IgG, 1 SOD,
CAT,GSH, NO,
|TNF-a, IL-6, IL-10
e IL-1B, IgM, MDA,
TLC, Neutrophils,
Eosinophil , 1
Lymphocytes,
Platelets,

A combinacao de
prépolis + melatonina
| IL-6 (-55,282
pg/mL), PCR (-
21,656 mg/L),
APACHE II,
NUTRIC, SOFA 1 a
ingestao por sonda
(+326,68 mL/dia).

| serum levels de
AST ,ALT, IL-1B,
IL-10, TNF-a, IL-6 €
MDA nos tecidos. 1
o0s niveis SOD, CAT
e GSPx nos tecidos.
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Iraqi propolis
increases
degradation
of IL-1B and
NLRC4 by . .. 1 autogafia (LC3-1l);
autophagy In vitro / Prépolis Etanol  Pseudomon Sisttmi  5pg/mL(in . . . n v]trq. an; | IL-1B e caspase-1;
. invivo . . Al- 96% + L- as R in vitro: cultura in vivo: dose L
following iraquiana . . - ca vitro); 1,5 AP . | ativagdo do
(Female - Tarmyia  lisina  aeruginosa - ; celular; in vivo: Unica, ;
Pseudomonas (derivado . (periton  mg/kg (in A . inflamassoma
- C57/BL6 , Iraque (derivado  (PA103, - . 1P avaliacéo apos i .
aeruginosa - agquoso) ite) Vivo) NLRC4; | CFU (in
: - mice) aquoso) PAO1) 6h -
infection vitro)
Jabir et al.
(2017)
Protective
effects of | MDA hepético;
propolis on protecdo contra dano
female rats’ hepético induzido por
histopatholog Propolis: dose LPS; | dano
ical, Invivo Prépolis LPS Sistémi Unica 1h antes h,'StOpatmoglco
biochemical  (Sprague A . . 250 mg/kg - . . figado (menor
- de dlamo Kayseri, Etanol (Escherichi  ca e Propolis: oral;  ou depois do X e x
and genotoxic Dawley (Populus Turquia  80% a coli (endoto (propolis); 30 LPS: IP LPS: congestao, infiltragdo
changes female ; . - mg/kg (LPS) ’ o~ neutrofilica e
during LPS rats ) nigra) O111:B4)  xemia) a\;alée;gla_gg h necrose); manutencdo
induced P da estabilidade
endotoxemia gendmica (GTS%);
menor hipometilacéo
Doganyigit et global do DNA;
al. (2013)
1 fun¢ao cardiaca
(LVEF, LVFS); |
volumes ventriculares
) ) (LVESV, LVEDV); |
Pinocembrin TNF-q, IL-6 € LDH;
alleviates
. | temperatura
lipopolysacch ral; | )
aride-induced corporal, a‘?OP 0s¢
. cardiaca; |
myocardial del
injury and . . T 5 dias remode amento
cardiac invivo ( Pinocem Nio LPS de Sistémi LPS: 5 ma/k (administracéio elétrico ventricular
. male  brina A o€ MY pg: ip; nISracdo  ot, QTe, APD9O,
dysfunction . . aplicavel Escherichi IP; . . didria; .
- Sprang- (flavonoi (China) " (modelo . . Pinocembrina: . . ERP/APDY0); |
in rats by Dawley  deda (composto  acoli Pinocembrina IV (cauda) pinocembrina incidéncia e duracio
inhibiting rats)  propolis) isolado) 055:B5 sepse) :5mg/kg IV 1h antes do de arritmias
p38/INK LPS) i :
ventriculares; |
MAPK fosforilacs
athway osforilagdo de p38 e
P JNK (MAPK); |
. desarranjo e
Li etal. - . s
(2021) infiltracdo linfocitaria
no miocérdio; efeito
protetor cardiaco por
inibicdo da via
p38/INK MAPK.
Value of
Caffeic Acid (composto | ET-1, | TNF-q, |
Phenethyl isolado- MDA, 1 SOD em
Ester CAPE . - comparagao ao grupo
Pretreatment  in vivo was Escherichia Slsctzml 2822 T:(;EZ;: sepse; CAPE | os
in (Ratos (Turquia synthesize . "~ niveis de endotelin-1,
Experimental ~ Wistar CAPE cogsgzc c eisegrsilren 10 pmolrkg P avi?i:egts)eém TNF-a e MDA, e 1 a
Sepsis Model machos) standard eﬁtal) Zzh atividade de SOD,
in Rats method of indicando efeito anti-
Grunberge inflamatorio e
Ozlem Alici r) antioxidante.
et al. (2015)

Fonte: Autores 2025.

IP: intraperitoneal; IV: Intravenosa; SC: Subcutanea; MDA: Malondialdeido; SOD:

superoxide dismutase; LPS: Lipopolissacarideo; CLP: Ligadura e puncdo cecal ; TGF: taxa
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de filtracdo glomerular; GSH:glutathione; MPO: mieloperoxidase; CAPE: éster fenetilico do
acido cafeico; GPx: glutathione peroxidase; GR: glutathione reductdase; CAT: catalase;
NO: nitric oxide; LPO: lipid peroxidation; TLC: Contagem global de leucdcitos; PCR: C-
reactive protein; SOFA: sequential organ failure assessment; APACHE I1: acute physiology
and chronic health evaluation 1l; NUTRIC: nutrition risk in the critically ill; AST: aspartato
transaminase; ALT: alanina aminotransferase, IL-1B: interleucina-1 beta; IL-10:
interleucina-10; TNF-a: fator de necrose tumoral-a; IL-6: interleucina-6;

4. Discussao

Os estudos selecionados nesta revisdo integrativa revelaram o significativo potencial
Biotecnoldgico da prépolis em in vitro e em modelos murinos experimentais de sepse,
destacando seus efeitos anti-inflamatdrio, antimicrobiano, antioxidante e imunomodulador. A
diversidade geografica das amostras de propolis analisadas (brasileira, egipcia, Turca,
iraniana, iraquiana, chinesa e europeia) e seus respectivos componentes bioativos
demonstraram uma notavel consisténcia nos efeitos benéficos contra a resposta inflamatoria
excessiva caracteristica da sepse, apesar das diferentes composi¢des quimicas.

A composicdo quimica da prépolis varia consideravelmente dependendo da regido
geografica, fontes botanicas e espécies de abelhas coletoras (Sforcin e Bankova, 2011).
Entretanto, essa diversidade composicional ndo prejudica seu potencial terapéutico, uma vez
que diferentes tipos de propolis apresentaram resultados promissores no controle da resposta
inflamatéria exacerbada e nos processos infecciosos. A propolis verde brasileira, rica em
artepillin C e acido cafeico (Silveira et al., 2021), a préopolis chinesa, rica em flavonoides
como crisina, galangina e pinocembrina (Wang et al., 2015), e a propolis iraquiana (Jabir et
al., 2017) demonstraram efeitos benéficos em diferentes quadros infecciosos.

Um dos componentes mais estudados é o éster fenetilico do acido cafeico (CAPE),
encontrado principalmente na propolis européia, que demonstrou potente capacidade de
supressdo do NF-«kB (Korish e Arafa, 2011). Similarmente, a pinocembrina, um flavonodide
presente na propolis europeia, mostrou-se eficaz na reducdo da lesdo miocardica em ratos
Sprang-Dawley) com sepse induzida por LPS através da inibicdo da via MAPK p38/JNK (Li
etal., 2021).

A crisina, outro flavonoide encontrado na prépolis, reduziu significativamente o0s
niveis séricos de IL-1p, IL-6, TNF-a, além de aumentar a atividade das enzimas antioxidantes
SOD, CAT e GSH-Px em tecidos de ratos com sepse (Koc et al., 2020). Yang et al. (2018)
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demonstraram, em um experimento onde usaram carragenina para causar inflamacéo, que a
crisina reduziu a pleurisia e lesdo pulmonar via ativagdo da via SIRT1/NRF2, destacando o
potencial desse componente na protecdo pulmonar durante estados inflamatorios sistémicos.

Os estudos analisados revelam que a propolis atua através de multiplos mecanismos
para controlar a cascata inflamatoria das infecces. Um dos principais mecanismos
identificados foi a modulacdo da via de sinalizacdo TLR4/NF-«B, crucial no desenvolvimento
da resposta inflamatoria exacerbada (Silveira et al., 2021; Wang et al., 2015).

Wang et al. (2015) demonstraram que extratos de propolis ricos em polifendis da
China e Brasil exercem efeitos anti-inflamatdrios significativos através da modulacdo da
ubiquitinagdo de TRAF6 durante a ativagdo do NF-kB. Este mecanismo previne a
translocacdo nuclear do NF-kB, reduzindo consequentemente a transcricdo de genes
inflamatdrios. De forma complementar, Jabir et al. (2017) revelaram um mecanismo inovador
pelo qual a propolis iraquiana aumenta a degradacdo de IL-1B e NLRC4 por autofagia apds
infeccdo por Pseudomonas aeruginosa, demonstrando que a prépolis pode atuar em processos
celulares fundamentais para controlar a inflamagé&o.

A ativacdo dos inflamassomas, especialmente 0 NLRC4, é um processo critico no
desenvolvimento da sepse induzida por bactérias Gram-negativas. Os achados de Jabir et al.
(2017) sdo particularmente relevantes por demonstrarem que a propolis pode regular
negativamente essa via, resultando em menor producdo de IL-1B, uma citocina pro-
inflamatdria central na fisiopatologia da sepse.

A prépolis verde brasileira demonstrou capacidade de modular significativamente a
microbiota intestinal, reduzir a endotoxemia e a expressdo da via TLR4 em camundongos
alimentados com dieta rica em gordura (Roquetto et al., 2015). Este achado é extremamente
relevante no contexto da sepse, uma vez que a translocacdo bacteriana intestinal e a
endotoxemia sdo fatores agravantes nesta sindrome.

Um aspecto notavel dos estudos revisados € a capacidade da prépolis de proteger
multiplos orgaos durante a sepse, particularmente os pulmdes e rins, que séo frequentemente
acometidos desta sindrome. Garbis et al. (2024) demonstraram que o uso profilatico de extrato
padronizado de propolis de Apis mellifera (EPP-AF®) reduz significativamente a inflamacéo
pulmonar e melhora a sobrevida em modelo de sepse letal experimental. Os autores
observaram que o EPP-AF® reduziu hemorragia, necrose, infiltrado inflamatério e edema no
parénquima pulmonar, sem necessariamente reduzir a carga bacteriana, sugerindo um efeito

predominantemente anti-inflamatorio e ndo antibacteriano direto.
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Silveira et al. (2021) demonstraram que o extrato de propolis verde atenuou
significativamente a leséo renal aguda e a lesdo pulmonar em um modelo de sepse em ratos,
aumentando a taxa de sobrevida em 70%. O mecanismo proposto envolve a redugdo da
regulacdo positiva da via de sinalizacdo TLR4/NF-xB e diminui¢do dos niveis de IFN-y, IL-
1B, IL-12p70, IL-17A e TNF-a no tecido renal, além de reduzir a infiltracdo de macrofagos e
apoptose no tecido renal e pulmonar.

Doganyigit et al. (2013) evidenciaram o papel antioxidante da propolis em dano renal
induzido por LPS, demonstrando que o tratamento com propolis reduziu os niveis de
malondialdeido (MDA) sérico e melhorou as alteracdes histopatoldgicas renais induzidas pelo
LPS, incluindo dano tubular, lesdo isquémica e atrofia glomerular. De forma complementar,
Abd-Elrazek et al. (2020) compararam os efeitos da prépolis e da curcumina contra estresse
oxidativo, inflamacdo e apoptose induzidos por sepse no rim, constatando que a prépolis foi
eficaz na reducdo de marcadores inflamatorios e oxidativos.

Um achado interessante foi demonstrado por Li et al. (2021), onde a pinocembrina,
um flavonoide da propolis, aliviou a lesdo miocardica e disfuncéo cardiaca induzidas por LPS
em ratos Sprang-Dawley. Este estudo mostrou que a pinocembrina melhorou
significativamente a funcdo cardiaca, reduziu os volumes ventriculares e diminuiu a
incidéncia e duracdo de arritmias ventriculares, ampliando o espectro de 6rgdos protegidos
pela prépolis durante a sepse.

Um aspecto importante observado nos estudos foi a eficacia da prépolis tanto em
abordagens preventivas quanto terapéuticas. Garbis et al. (2024) demonstraram que 0 UsO
profilatico do extrato padronizado de propolis (EPP-AF®) 6 horas antes da inducdo da sepse
aumentou significativamente a sobrevida dos animais. Este achado sugere um potencial papel
da propolis como adjuvante na profilaxia de sepse em situacdes de alto risco, como
procedimentos cirdrgicos.

Em contraste, Silveira et al. (2021) administraram propolis verde brasileira 6 horas
apos a inducdo da sepse, mimetizando um cenario mais proximo da pratica clinica, onde o
paciente ja apresenta a sindrome instalada. Mesmo nesta abordagem terapéutica, a préopolis
demonstrou eficacia significativa, aumentando a sobrevida e reduzindo danos organicos.
Ozlem Alici et al. (2015) avaliaram o valor do pré-tratamento com CAPE em modelo
experimental de sepse em ratos, demonstrando redug&o significativa nos niveis de endotelina-
1, TNF-a e MDA, além de aumento na atividade da superdxido dismutase (SOD), indicando

um potente efeito antioxidante e anti-inflamatorio.
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Apesar da predominancia de estudos pré-clinicos, os resultados consistentes e
promissores apontam para um potencial translacional significativo. O estudo de Pahlavani et
al. (2022), embora ndo focado exclusivamente na prépolis, avaliou os efeitos da
suplementacdo combinada de melatonina e préopolis na inflamacdo, estresse oxidativo e
desfechos clinicos em pacientes com pneumosepse primaria. Os resultados mostraram que a
combinacdo reduziu significativamente os niveis de IL-6 e proteina C-reativa, além de
melhorar os escores APACHE Il, SOFA e NUTRIC. Este ensaio clinico randomizado e
controlado, ainda que preliminar, fornece evidéncias iniciais do potencial beneficio da
prépolis em cenarios clinicos de sepse, corroborando os achados pré-clinicos. A capacidade
da propolis de modular mdaltiplas vias inflamatorias e proteger diferentes Orgaos
simultaneamente representa uma vantagem significativa sobre abordagens monoterapéuticas.

A propolis apresenta ainda a vantagem de possuir um perfil de seguranca estabelecido,
com poucos efeitos adversos relatados em doses terapéuticas (Sforcin, 2016). Esta
caracteristica € particularmente relevante no contexto da sepse, onde pacientes
frequentemente apresentam disfuncdo orgénica maltipla e requerem diversos medicamentos
concomitantes.

Apesar dos resultados promissores, algumas limitacdes precisam ser consideradas. A
variabilidade na composicao quimica da prdpolis dependendo da origem geogréfica dificulta a
padronizacdo e pode impactar a reprodutibilidade dos resultados. A utilizacdo de extratos
padronizados, como o EPP-AF® utilizado por Garbis et al. (2024), representa um avanco
importante nesse sentido.

A maioria dos estudos utilizou modelos animais de sepse, que, embora valiosos,
podem ndo refletir completamente a complexidade da sepse humana. Mais estudos clinicos
sdo0 necessarios para confirmar os achados pré-clinicos e estabelecer protocolos de dosagem e
administracao.

Os mecanismos moleculares precisos pelos quais a prépolis e seus componentes
exercem seus efeitos protetores ainda ndo estdo completamente elucidados, necessitando de
investigacOes mais aprofundadas. Particularmente, estudos com componentes isolados como
CAPE versus extratos completos poderiam ajudar a identificar os principios ativos mais
relevantes. Pesquisas futuras poderiam focar no desenvolvimento de formulagGes otimizadas
de propolis para uso em sepse, estudos de fase | e Il em humanos para estabelecer seguranca e
eficacia preliminar, e investigacdes sobre potenciais interacdes com antibidticos e outros

medicamentos comumente utilizados no manejo da sepse.
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5. Concluséao

Esta revisdo integrativa evidenciou que a propolis apresenta expressivo potencial
terapéutico no tratamento da sepse, destacando-se por sua capacidade de modular a resposta
inflamatdria exacerbada, reduzir o estresse oxidativo e promover equilibrio imunolégico.
Independentemente da origem botanica ou composicdo quimica, os diferentes tipos de
propolis demonstraram efeitos anti-inflamatorios, antioxidantes e imunomoduladores
consistentes em modelos experimentais, tanto em abordagens preventivas quanto terapéuticas.
Esses achados reforcam seu potencial como agente adjuvante promissor no manejo da sepse,
especialmente diante do aumento da resisténcia antimicrobiana e da elevada mortalidade
associada a sindrome.

As perspectivas futuras apontam para a necessidade de padronizagdo dos extratos,
desenvolvimento de formulagbes farmacologicas seguras e estudos clinicos robustos que
validem sua eficacia em contextos hospitalares. A incorporacdo da prépolis em protocolos
terapéuticos e de suporte imunoldgico pode representar um avanco significativo na terapéutica
da sepse, integrando conhecimentos tradicionais a medicina baseada em evidéncias. Assim, a
consolidacdo cientifica do uso da propolis podera contribuir para estratégias mais eficazes e
sustentaveis no enfrentamento de infeccdes graves e na reducdo da mortalidade associada a

sepse.
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Avaliacdo do potencial imunomodulador, antimicrobiano e anti-inflamatorio de uma
bebida do tipo kombucha a base de propolis vermelha amazonica e mel de tiiba no

tratamento da sepse

Resumo / Abstract

Relevancia etnofarmacoldgica: A kombucha é uma bebida fermentada tradicional conhecida
por seus potenciais beneficios a saude, incluindo propriedades antimicrobianas e anti-
inflamatdrias. A prépolis vermelha amazonica e o mel de tidba, amplamente utilizados na
etnomedicina da Amazonia, sdo reconhecidos por seus efeitos imunomoduladores e
terapéuticos. No entanto, o efeito sinérgico da kombucha desenvolvida a base de propolis
vermelha amazo6nica e mel de tilba sobre a sepse ainda ndo havia sido explorado. Objetivo do
estudo: Investigar os efeitos imunomoduladores, antimicrobianos e anti-inflamatorios de uma
bebida do tipo kombucha enriquecida com prépolis vermelha amazénica e mel de tilba em
um modelo in vivo de sepse. Materiais e métodos: A bebida foi preparada por meio da
fermentacdo da kombucha com prépolis vermelha amazonica e mel de tidba. Ensaios in vitro
avaliaram sua citotoxicidade em macrdéfagos e a producdo de Oxido nitrico. A sepse foi
induzida em camundongos, que foram posteriormente tratados com a bebida. Os efeitos foram
avaliados por meio da quantificacdo da carga bacteriana peritoneal, analises hematoldgicas,
contagem de células inflamatdrias na medula 6ssea e periténio, perfil de citocinas (IFN-y, IL-
2, IL-4, IL6, IL-10, IL-17A e TNF) e anélise por citometria de fluxo das populagdes CD4*,
CD4'CD3” e CDllIc". Resultados: A formulacdo de kombucha apresentou baixa
citotoxicidade e reducdo significativa da producdo de 6xido nitrico in vitro. O tratamento in
vivo diminuiu expressivamente a carga bacteriana peritoneal e a celularidade inflamatéria na
medula 6ssea e no peritbnio. Os parametros hematologicos indicaram reducdo nos leucdcitos
e granuldcitos segmentados. A bebida aumentou os niveis de IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10 e IL-
17A, elevou linfocitos CD4* e modulou as subpopulacdes CD4*CD3~ e CDI11c", sugerindo
respostas imunes inata e adaptativa balanceadas. Conclusdes: A kombucha desenvolvida a
base de propolis vermelha amazénica e mel de tilba demonstrou efeitos imunomoduladores,
antimicrobianos e anti-inflamatérios multifatoriais em modelo de sepse, sugerindo seu
potencial como terapia adjuvante na gestao da sepse.

Palavras Chaves: Sepse; Imunomodulagéo; Propolis vermelha amazénica; Kombucha,
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1. Introducéo

A sepse é uma sindrome potencialmente fatal resultante de uma resposta desregulada
do hospedeiro a infeccdo, caracterizada por disfuncdo orgénica e, em casos mais graves, por
choque séptico, representando um grave problema de satde publica mundial. Estima-se que a
sepse afete cerca de 49 milhGes de pessoas anualmente, resultando em 11 milhdes de mortes e
sendo responsavel por aproximadamente 20% dos 6bitos globais, com taxas ainda mais
elevadas em paises de baixa e média renda (Singer et al., 2016; Levy et al., 2003; Hotchkiss et
al., 2016; Rudd et al., 2020; Evans et al., 2021).

Além da elevada mortalidade, a sepse apresenta-se como um desafio critico para 0s
sistemas de salde devido a crescente resisténcia antimicrobiana e aos custos hospitalares
expressivos. O tratamento demanda cuidados intensivos prolongados, suporte ventilatério,
intervencdes cirurgicas e longas permanéncias em Unidades de Terapia Intensiva, além de
custos adicionais relacionados a reabilitacdo e cuidados de longo prazo, devido as frequentes
sequelas fisicas, cognitivas e emocionais dos pacientes (Paoli et al., 2018; Iwashyna et al.,
2010; Fleischmann et al., 2016). Diante desse cenario, surge a necessidade de novas
abordagens terapéuticas, alternativas e/ou complementares, capazes de mitigar a carga
infecciosa, modular a resposta inflamatdria exacerbada e reduzir os custos associados ao
tratamento da sepse.

Nesse contexto, produtos naturais com propriedades imunomoduladoras,
antimicrobianas, anti-inflamatdrias e antioxidantes tém sido amplamente investigados como
alternativas promissoras para o tratamento adjuvante da sepse. Entre esses produtos, destaca-
se a kombucha, bebida fermentada tradicionalmente obtida a partir do cha preto ou verde
adocado e fermentado por um consércio simbidtico de bactérias e leveduras (SCOBY), que
tem ganhado destaque devido a producdo de compostos bioativos durante a fermentacao, os
quais apresentam potencial antimicrobiano e imunomodulador (Mendonga et al., 2020;
Nyiew; Kwong; Yow, 2022). Estudos demonstram que a kombucha pode melhorar disturbios
da funcdo imunoldgica em modelos experimentais de sepse, promover o crescimento de
bactérias benéficas e exercer efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes, especialmente quando
associada a outros subprodutos naturais (Wang et al., 2021; Su et al., 2023).

Outro produto natural de relevancia no contexto das terapias adjuvantes é a propolis,
substancia resinosa produzida por abelhas, cuja composic¢éo quimica varia conforme a origem
botanica, mas que apresenta atividades antibacteriana e antifangica (De Castro et al., 2011,
Berretta et al., 2012; Zhang et al., 2022), antiviral (Berretta et al., 2020), antiparasitaria (Dutra
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et al., 2023), anti-inflamatoria (Korish; Arafa., 2011) e antioxidante (Diniz et al., 2020;
Rufato et al., 2017; Przybytek et al., 2017). A prépolis vermelha amazonica brasileira,
recentemente caracterizada, destaca-se por sua rica composi¢do em isoflavondides e outros
compostos fendlicos, conferindo-lhe propriedades funcionais relevantes (Dutra et al., 2023).
Estudos in vitro demonstram que extratos de propolis ndo séo citotoxicos e podem estimular a
proliferacdo celular, além de apresentarem atividade antimicrobiana contra patégenos
associados a sepse (Sforcin et al., 2011; Dos Santos Loiola et al., 2020).

Somando-se a esses produtos, 0 mel de abelhas sem ferrdo, especialmente do género
Melipona, também tem sido investigado por suas propriedades terapéuticas, destacando-se
pelo elevado teor de compostos fendlicos e flavonoides, que contribuem para suas atividades
antimicrobiana, antioxidante e imunomoduladora (Vit et al., 2013). Evidéncias recentes
apontam que o mel pode exercer efeitos anti-inflamatdrios e bactericidas em modelos de
inflamacédo e sepse, além de atuar contra patdgenos resistentes a antibioticos e fortalecer o
sistema imunoldgico (Tsavea et al., 2022; Mandal e Mandal, 2011; Ahmed et al., 2023).

Apesar do amplo reconhecimento dos beneficios individuais da kombucha, prépolis e
mel, ndo ha relatos na literatura sobre a investigacdo da associagdo sinérgica desses produtos,
especialmente na forma de uma kombucha desenvolvida a base de prépolis vermelha
amazénica e mel de tiuba, como alternativa inovadora para o tratamento adjuvante da sepse.
A combinacdo desses produtos pode potencializar os efeitos imunomoduladores,
antimicrobianos, anti-inflamatdrios e antioxidantes, criando uma nova abordagem funcional e
promissora para a prevencdo e o tratamento da sepse (Kowalski; Makarewicz, 2017). Assim,
0 presente estudo propds investigar, de forma inédita, o efeito imunomodulador,
antimicrobiano e anti-inflamatério de uma kombucha preparada com prépolis vermelha

amazonica e mel de titba frente a uma sepse subletal induzida in vivo.

2. Material e métodos

2.1 Kombucha a base de prépolis vermelha e mel

O preparo da bebida do tipo kombucha a base de prépolis e mel foi feito no laboratério
de Quimica de Alimentos da Universidade Federal do Maranhdo no Campus de Imperatriz.
Apbés o processo de preparacdo e fermentacdo, as bebidas foram armazenadas sob
congelamento (-18 °C). O sobrenadante foi obtido por centrifugagéo a 8.000 rpm por 10

minutos a 4°C para posterior realizagdo dos experimentos in vitro e in vivo.
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2.2 Andlises in vitro

2.2.1 Cultura de macrofagos RAW 264.7

Foram usados para os testes in vitro macréfagos da linhagem murina RAW 264.7
mantidos em garrafas de cultivo celular estéreis com meio RPMI-1640 contendo penicilina
(100 pg/mL), estreptomicina (100 U/mL), anfotericina B (0,25 pg/mL) e suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino (SFB) em estufa a 5% de CO> ¢ temperatura de 37 °C.

2.2.2 Ensaio de citotoxicidade

Um ensaio de MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio) foi
realizado para avaliar a viabilidade das células expostas a bebida. Foram preparadas placas de
96 pogos com uma suspensdo de macréfagos RAW 264.7 com 10° de células por pogo e
incubada por 2 horas para adesdo dos macrofagos ao fundo da placa. A bebida foi entéo
diluida em uma proporcédo de 1/1 em meio RPMI 1640 sendo uma parte utilizada pura e outra
e em seguida foi diluida de forma seriada. As células foram incubadas com 100 pL das
diluicdes ( 1/2,1/4, 1/8, 1/16, 1/32) por 24 horas, em seguida o sobrenadante foi substituido
por 90 puL de um novo meio e 10 uL de MTT, e incubadas novamente ao abrigo de luz por 3
horas. Apds a incubacéo, o meio foi retirado com cuidado para ndo remover os cristais de
formazan gerados pela metabolizacdo do MTT por células vivas, e 100 pL de
dimetilsulfoxido (DMSO) adicionados como diluente. A placa foi levada para agitacdo por 10
minutos e a absorbancia avaliada por espectrofotometro a 540nm em leitor de microplaca da

marca BioTek®.

2.2.3 Dosagem do Oxido Nitrico

Os macrofagos foram ativados atraves da incubagdo com 1 pg/mL de LPS. Uma
suspensdo de células foi preparada e distribuida em uma microplaca de 96 pogos com 10° de
macrofagos por poco, e incubado por 2 horas para a adesdo das células a placa. O
sobrenadante das bebidas foi diluido de forma seriada (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32) no meio
RPMI-1640. As células foram entdo incubadas por 24 horas com 100 uL do meio com as

diluicdes da bebida e 100uL de meio com LPS. Apos a incubacéo, 50uL do sobrenadante de
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cada um dos pogos foi transferido para uma nova placa onde foi adicionado mais 50 pL do
reagente de Griesse incubada por 10 minutos ao abrigo da luz. A leitura da absorbancia foi
realizada por espectrofotometro a 540nm em leitor de microplaca BioTek® Os valores
obtidos foram analisados com base em uma curva de concentracdo preparada previamente

seguindo a metodologia de Noh et al. (2022).

2.3 Experimentos in vivo

2.3.1 Animais

Para esse estudo foram usados, camundongos fémeas Swiss (8 — 12 semanas de idade,
pesando 25 g). Os animais foram obtidos do Biotério da Universidade Federal do Maranh&o,
Sdo Luis, Brazil, foram mantidos a 26 +2°C e 40% — 60% de umidade relativa, sob um ciclo
de luz-escuriddo de 12 horas, com livre acesso a alimentos e agua, durante todo o estudo. O
presente estudo obedeceu as diretrizes institucionais e foi aprovado sob o ndmero n°
23115.031277/2019-19, pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da

Universidade Federal do Maranhéo.

2.3.2 Inducéo de sepse

A sepse polimicrobiana foi induzida pelo método de ligadura e perfuracéo cecal (CLP)
descrito por Benjamim et al. (2000), com pequenas modifica¢cdes. Todos 0s camundongos
foram anestesiados por via intraperitoneal com uma solugdo anestésica contendo 100 mg/kg
de cloridrato de cetamina e 10 mg/kg de cloridrato de xilazina. Foi realizada uma laparotomia,
e o seco foi mobilizado, ligado abaixo da valvula cecal e perfurado cinco vezes com uma
agulha de calibre 18 para induzir sepse subletal (Ceron et al., 2018; Rodrigues et al., 2025). O
ceco foi reposicionado na cavidade peritoneal e o abdémen fechado em duas camadas. Foi
administrado salina (0,5 mL/10 g de peso corporal) subcutaneamente como fluido de

hidratacdo.

2.3.3 Desenho experimental

Um total de cinco camundongos Swiss fémeas foram aleatoriamente atribuidos a cada

grupo experimental: sendo o grupo Sham (grupo controle), onde os camundongos foram
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anestesiados e passaram por laparotomia sem ligadura e perfuracdo cecal;, grupo CLP
(Operado e néo tratado), onde o ceco foi feito a ligadura e perfuracdo; e grupo KPM (Tratado
com a bebida 15 dias e depois operado), onde os camundongos foram pré tratados via
gavagem (Hoggatt et al., 2010) com solucdo de kombucha (200ul/dia adaptado Ponte et al.,
2007) por 15 dias antes da inducdo da sepse. Foram realizadas avaliacbes de parametros
celulares/imunoldgicos/funcionais. Amostras bioldgicas foram coletadas 24 horas apos CLP,
quando os camundongos foram eutanasiados com uma overdose de anestésico (150 mg/kg de
cloridrato de cetamina e 120 mg/kg de cloridrato de xilazina) (Oliveira et al., 2019). Sangue,
células e orgdos foram coletados para avaliar as propriedades antimicrobianas, anti-

inflamatorias e imunoldgicas (Sousa et al., 2019).

2.3.4 Avaliacdo de parametros hematoldgicos

Apds a anestesia, amostras de sangue foram coletadas do plexo retro-orbital e
transferidas para tubos plésticos conicos contendo EDTA. Esfregacos sanguineos foram
preparados com 10 pL de sangue e corados utilizando o kit Instant-Prov (Newprov, Pinhais,
Brasil). As laminas foram examinadas em um microscopio éptico comum com aumento de
100x. A porcentagem das subpopulacdes celulares (contagem diferencial de leucdcitos) foi
calculada com base na contagem de 100 células. A contagem de hemécias (RBC), o volume
corpuscular médio (MCV), a amplitude de distribuicdo das hemacias medida como
coeficiente de variacdo (RDW-CV), a amplitude de distribuicdo das hemacias medida como
desvio-padrdo (RDW-SD), o hematocrito (HCT), a contagem de plaquetas (PLT), o volume
plaquetario médio (MPV), a amplitude de distribuicdo plaquetaria (PDW), o plaquetdcrito
(PCT) e a razdo de plaquetas grandes (P-CSF) foram determinados utilizando o Hemogram®
Hemacounter 60 (S&o Paulo, Brasil) (Rodrigues et al., 2025).

2.3.5 Determinacéo de unidades formadoras de colénias (CFU)

Para determinacdo de crescimento bacteriano foi feita a anélise do liquido peritoneal,
onde 10 pL do liquido foram usados para a quantificagdo. A amostra do liquido peritoneal foi
diluida em série (10> CFU/mL) em 90 uL. de PBS em cada pogo de uma placa de 96 pocos.
Aliquotas (100 uL) da amostra foram dispostas em agar Brain Heart Infusion (Difco

Laboratories, Detroit) e semeadas usando alga de Drigalski. As CFUs da anélise foram
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contadas apoOs incubacdo durante a noite a 37°C. Os resultados foram expressos como
CFU/mL (Sousa et al., 2019).

2.3.6 Contagem de celulas do baco e da medula 6ssea

Ap0s a eutanasia, o fémur e o baco foram removidos. O fémur foi perfundido com 1
mL de PBS para a obtencdo das células da medula 6ssea. O baco foi lavado com 5 mL de PBS
e macerado por meio de peneira de seda. As células foram coradas com violeta cristal a 0,05%
(em é&cido acético a 30%) e quantificadas utilizando-se cdmara de Neubauer do tipo bright-
line (Sigma—Aldrich), sob microscopio 6ptico convencional, com aumento de 400x (De
Trovao et al., 2023).

2.3.7 Coleta e contagem de células peritoneais

As células peritoneais foram obtidas por meio da lavagem da cavidade peritoneal com
5 mL de PBS estéril, mantido em gelo. As células foram coradas com violeta cristal a 0,05%
(em &cido acético a 30%) e quantificadas utilizando-se cAmara de Neubauer do tipo bright-
line (Sigma—Aldrich), sob microscopio Optico convencional, com aumento de 400x (De
Trovao et al., 2023).

2.3.8 Quantificacdo de citocinas

A quantificacdo de citocinas séricas foi realizada através do kit BD™ Cytometric
Bead Array (CBA), Mouse Th1/Th2/Th17, Nimero do Catadlogo n° 560485, para a detec¢do
de interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4), interleucina-6 (IL-6), Interferon gama (IFN-y),
Fator de Necrose Tumoral (TNF- a), interleucina-17A (IL-17A), e interleucina 10 (IL-10) de
acordo com as normas do fabricante. Apos a leitura no FACSCalibur (Becton Dickinson,
USA) dos padrbes e das amostras, 0s niveis de citocinas foram expressos em pg/mL apos
analise no software FCAP ARRAY Versédo 3.0 (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).

2.4 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como médias e desvio padrdo. A normalidade dos

dados foi avaliada usando o teste de D’Agostino—Pearson. A analise estatistica foi realizada
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usando ANOVA (testes post hoc: Tukey) usando o software GraphPad Prism versdo 5.0.
Diferencas serdo consideradas estatisticamente significativas em p<0,05. Todos o0s

experimentos foram repetidos pelo menos duas vezes.

3. Resultados

3.1. Avaliacéo Citotoxica In Vitro

A viabilidade celular dos macréfagos RAW 264.7 expostos a bebida do tipo
kombucha a base de préopolis vermelha amazonica e mel foi avaliada pelo ensaio de MTT.
Observou-se que, nas diluicbes de 1:32, 1:16 e 1:8, ndo houve citotoxicidade significativa,
promovendo a viabilidade celular acima de 100% em relagdo ao controle. Apenas nas maiores
concentracdes (1:4 e 1:2) houve reducdo significativa da viabilidade, indicando seguranca do

uso experimental nas concentracdes mais baixas conforme figura 1.
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Figura 1 — Avaliacdo da viabilidade celular ap6s exposicdo a diferentes concentragdes da bebida do tipo
kombucha a base de propolis vermelha amazdnica e mel de tidba. O gréafico apresenta a porcentagem de
viabilidade celular nos grupos Controle e nas dilui¢cbes 1:32, 1:16, 1:8, 1:4 e 1:2. Os resultados s8o expressos
como média + desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguida do pds-teste de
Tukey. Diferencas estatisticas foram consideradas significativas para p < 0,05, conforme indicado nas barras
superiores.

3.2. Atividade Anti-inflamatoéria In Vitro

A producdo de Oxido nitrico (NO) pelos macrofagos ativados com LPS foi
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significativamente reduzida em todas as diluicdes testadas da bebida, em comparacdo ao

controle. Na analise de 0 horas (figura 2) a maior inibicdo foi observada nas diluicdes 1:8 e

1:4, sugerindo potente efeito anti-inflamatorio.
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Figura 2 — Efeito da bebida do tipo kombucha a base de préopolis vermelha amazonica e mel de titiba sobre
a producdo de nitrito. O gréafico apresenta a porcentagem de nitrito nos grupos Controle e nas diferentes
dilui¢des da bebida (1/32, 1/16, 1/8 e 1/4). Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo. A anélise
estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguida do pos-teste de Tukey. Observa-se reducdo
significativa na producéo de nitrito em todas as concentracdes testadas em relagdo ao controle, com p < 0,0001.

J& na andlise de 24 horas (Figura 3), a reducédo foi ainda mais expressiva em todas as

diluicBes comparadas ao controle.
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Figura 3 — Efeito da bebida do tipo kombucha a base de prépolis vermelha amazénica e mel de tililba sobre
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a producdo de nitrito ap6s 24 horas de exposi¢do. O grafico apresenta a porcentagem de nitrito nos grupos
Controle e nas diluicdes 1:32, 1:16, 1:8 e 1:4. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo. A
analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguida do pds-teste de Tukey. Observa-se uma reducéo
significativa na producdo de nitrito em todas as concentracdes testadas em comparagdo ao controle, com p <
0,0001.

3.3. Alteracdes Hematologicas
O tratamento com KPM reduziu significativamente (p<0,01) a contagem de leucdécitos
totais em comparagdo ao CLP. Além disso, o tratamento com KPM aumentou a populagao de

células segmentadas em comparacao aos grupos SHAM (p<0,002) e CLP (p<0,01) (Figura 4).

Os demais parametros ndo apresentaram diferenca estatistica entre 0s grupos.

Tabela 1. Pardmetros hematoldgicos em amostras sanguineas de camundongos

SHAM CLP KPM
Parametros Hematolégicos MED+DP MED+DP MED + DP
WBC (10+/uL) 270¢113  4,53+0,45%  2,5621,50
RBC (10¢/pL) 4840,18  556£0,46  5,18+0,84
HBG (g/dL) 13,9+0,56 13,7+0,36 14,03+0,76
HCT (%) 42,2+1,13 42,07+1,55 44,67+3,23
MCV (fL) 4784226  49,13+0,92 48,7137
MCH (pg) 15,75¢0,91  16,00:055  16,4+0,85
MCHC (g/dL) 32,95+0,49 32574058  33,67+0,81
PLT (10+/uL) 850,00424,7 780,00+31,9 750,00£19,0
RDWCV (%) 14,40£0,28  13,87+055  13,60+0,43
RDWSD (fL) 27,55+0,77 27,27£1,51 26,50+1,05
PCT (%) 0,56+0,01 0,53+0,03 0,52+0,01
MPV (fL) 4,80+0,00 4,83+0,15 4,66%0,15
PDW (%) 21,30+0,00 21,9+0,52 21,10+0,43

SHAM: grupo controle; CLP: Grupo operado sem tratamento; KPM Grupo operado tradado com a bebida;
WBC: contagem de glébulos brancos; RBC: Contagem de Glébulos Vermelhos; HBG: hemoglobina ; HCT:
Hematocrito; MCV: Volume Corpuscular Médio; MCH: hemoglobina corbuscular média ; MCHC:
concentragdo de hemoglobina corpuscular média ; PLT: Contagem de Plaquetas; RDW-CV: Amplitude de
Distribuicdo dos Eritrocitos medida como Coeficiente de Variagdo; RDW-SD: Amplitude de Distribui¢do dos
Eritrécitos medida como Desvio Padrdo; PCT: Plaquetocrito; MPV: Volume Plaquetario Médio; PDW:
Amplitude de Distribui¢do Plaquetéria. Utilizou-se os testes estatisticos ANOVA seguido de pds teste Tukey’s
onde * mostra as diferencas significativas. Os dados representam a média + SD adotando p < 0,05 como
significancia.
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Figura 4 — Avaliacéo dos efeitos da bebida do tipo kombucha a base de propolis vermelha amazénica e
mel de tiba sobre parametros hematolégicos. (a) Leucdcitos Totais: Elevaco significativa no grupo CLP,
com reducgdo no grupo KPM (p < 0,01). (b) Segmentados: Aumento significativo de granuldcitos segmentados
no grupo KPM em relagdo ao SHAM e CLP (p < 0,002 e p < 0,01). (c) Linfécitos (LINF): N&o houve diferenca
significativa entre os grupos. (d) Eritrocitos (RBC): N&o houve diferenga significativa entre os grupos. (e)
Plaguetas (PLT): Nao houve diferenca significativa entre os grupos. Os resultados sdo expressos como média +
desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, sequida do pds-teste de Tukey.
Diferencas estatisticas consideradas significativas estdo indicadas nos graficos individuais.

3.4. Avaliacao das unidades formadoras de coldnia (UFC) no lavado peritoneal.

O grupo tratado (KPM) apresentou potencial antimicrobiano in vivo significativo,
evidenciado pela reducdo da carga bacteriana peritoneal (CFU) em comparacdo ao grupo CLP
(Figura 5).
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Figura 5 — Avaliagéo dos efeitos da bebida do tipo kombucha a base de prépolis vermelha amazdnica e
mel de tilba sobre a carga bacteriana em modelo experimental de sepse. CFU Peritoneal: Reducédo
significativa das unidades formadoras de col6nia (CFU) no lavado peritoneal do grupo KPM em relacdo ao
grupo CLP (p < 0,0001). Os resultados séo expressos como média + desvio padrdo. A andlise estatistica foi
realizada por ANOVA de uma via, seguida do pos-teste de Tukey. Diferengas estatisticas consideradas
significativas estdo indicadas nos gréaficos individuais.

3.5. Alteracdes na celularidade do lavado peritoneal, baco e medula 6ssea

O tratamento com KPM apresentou aumento significativo no nimero de células no
lavado peritoneal quando comparado ao SHAM (p<0,007) e CLP (p<0,02), e no baco em
relacdo ao SHAM (p<0,01). Além disso, houve uma reducgdo no nimero de células na medula
6ssea no grupo KPM em comparac¢do ao CLP (p<0,0001) (figura 6).
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Figura 6 — Avaliacéo dos efeitos da bebida do tipo kombucha a base de propolis vermelha amazonica e
mel de tilba sobre celulas em modelo experimental de sepse. (a) Contagem Medula Ossea: Aumento
significativo da contagem de células na medula dssea no grupo CLP, com reducéo no grupo KPM (p < 0,0001).
(b) Células Bago: Aumento significativo na contagem de células do baco no grupo KPM em comparagdo com o
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grupo SHAM (p < 0,01). (c) Contagem Peritdnio: Aumento significativo de células no lavado peritoneal do
grupo KPM, com reducdo no grupo CLP ( p < 0,02). Os resultados sdo expressos como média * desvio padrdo.
A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguida do pds-teste de Tukey. Diferencas estatisticas
consideradas significativas estdo indicadas nos graficos individuais.

3.4. Perfil de Citocinas in vivo

A andlise dos niveis séricos de citocinas inflamatdrias demonstrou que o tratamento
com a bebida (grupo KPM) resultou em aumento significativo de citocinas pré-inflamatorias
(TNF-a, IL-6) em comparacdo ao SHAM e elevacdo das citocinas reguladoras (IL-10) em
relacdo ao grupo CLP. Houve tambeém elevacdo das citocinas (IFN-y, IL-2, IL-4, IL-17A),

indicando uma modula¢do imunoldgica favoravel (Figura 7).
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Figura 7 — Perfil de citocinas inflamatérias em modelo experimental de sepse apds tratamento com bebida
do tipo kombucha a base de prépolis vermelha amazénica e mel de tillba. Niveis séricos das citocinas IFN-y,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A e TNF nos grupos SHAM, CLP e KPM. Observa-se aumento significativo das
concentragdes de todas as citocinas analisadas nos grupos CLP e KPM em comparagéo ao grupo SHAM, com
destaque para elevagdes adicionais no grupo KPM em relacdo ao CLP. Os resultados sdo expressos como média
+ desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguida do pOs-teste de Tukey,

sendo consideradas diferencas significativas para p < 0,05, conforme indicado nos graficos individuais.

3.5. Perfil de Linfocitos T (CD3+, CD4+) no bago
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A andlise dos linfécitos T demonstrou que o grupo tratado com kombucha a base de
prépolis vermelha amazénica e mel (KPM) apresentou alteracfes significativas em relacdo
aos grupos controle (SHAM) e operado (CLP). No CD3 (MFI) Total, ndo houve diferencga
estatistica significativa entre os grupos, indicando que a expressdo global de CD3+
permaneceu estavel. Ja CD4 (MFI) Total, apresentou aumento significativo na expressédo de
CD4+ no grupo KPM em relagdo ao grupo SHAM (p<0,05), sugerindo potencial efeito
imunomodulador na ativagdo de linfécitos T auxiliares. Em CD4+ CD3+ (%) foi observado
uma reducdo significativa no grupo CLP em relagdo ao SHAM (p<0,004), enquanto o grupo
KPM apresentou tendéncia de recuperacdo desses linfocitos. CD4+ CD3- (%) o grupo CLP
apresentou aumento significativo dessa populacdo em relacdo ao SHAM (p<0,001), enquanto
0 KPM reduziu significativamente em relacdo ao CLP (p<0,001), indicando modulacdo da
resposta imune. CD4- CD3+ (%) e CD4- CD3- (%), ndo foram observadas diferencas

estatisticas relevantes entre os grupos (figura 8).
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Figura 8 — Perfil de subpopulacdes linfocitarias CD3* e CD4* em modelo experimental de sepse apos
tratamento com bebida do tipo kombucha a base de prépolis vermelha amazoénica e mel de titba. CD3
(MFI1) Total: Nao houve diferenga significativa entre os grupos SHAM, CLP e KPM na intensidade média de
fluorescéncia (MFI) de CD3*.CD4 (MFI) Total: Observou-se aumento significativo da expressdo de CD4 (MFI)
no grupo KPM em relagcdo ao grupo SHAM (p < 0,05). CD4*CD3* (%): Houve redugdo significativa da
porcentagem de células CD4"CD3" no grupo CLP em comparagido ao grupo SHAM (p < 0,01), com aumento
parcial no grupo KPM (p < 0,004). CD4*CD3- (%): O grupo CLP apresentou aumento significativo na
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frequéncia de células CD4*CD3~ em relagdo ao grupo SHAM (p < 0,001), enquanto o grupo KPM apresentou
reducdo significativa em relagdo ao CLP (p < 0,001). CD4CD3* (%) e CD4"CD3" (%): Néao foram observadas
diferencas significativas entre os grupos para essas subpopulagdes. Os resultados sdo expressos como média +
desvio padrdo. As analises estatisticas foram realizadas por ANOVA de uma via, seguida do p6s-teste de Tukey,
sendo consideradas diferencas estatisticamente significativas para p < 0,05, conforme indicado nos graficos

individuais.

3.6. Perfil de Células Dendriticas (CD11c+)

CD11c+ (%) o grupo KPM apresentou reducdo significativa na porcentagem de
células CD11c+ em relacdo aos grupos SHAM e CLP (p<0,005 e p<0,01, respectivamente),
sugerindo possivel regulacdo da resposta imune inata. CD11c+ (MFI) ndo houve diferenca

estatistica significativa entre os grupos, indicando que a intensidade de expressdo do marcador

permaneceu estavel (Figura 9).
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Figura 9 — Perfil de células CD11c* em modelo experimental de sepse apds tratamento com bebida do tipo
kombucha a base de proépolis vermelha amazbnica e mel de tidba. CD11lc* (%): Observa-se reducédo
significativa na porcentagem de células CD11c* no grupo KPM em comparagéo aos grupos SHAM (p < 0,005) e
CLP (p < 0,01). CD11c* (MFI): Ndo foram observadas diferencas significativas na intensidade média de
fluorescéncia (MFI) de CD11c* entre os grupos SHAM, CLP e KPM. Os resultados sdo expressos como média +
desvio padrdo. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguida do p6s-teste de Tukey, sendo
consideradas diferencas estatisticamente significativas para p < 0,05, conforme indicado nos graficos individuais.

4. Discussao

Os resultados deste estudo evidenciam que a bebida do tipo kombucha a base de
propolis vermelha amazonica e mel de tidba apresenta um perfil multifuncional, atuando de
forma significativa sobre pardmetros imunologicos, antimicrobianos e anti-inflamatorios em

modelo experimental de sepse. A robustez desses achados fundamenta-se na complexa
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composicdo quimica da propolis vermelha, caracterizada pela presenca de marcadores
bioldgicos como formononetina, biochanina A e liquiritigenina. E importante destacar que a
propolis vermelha produzida na regido amaz6nica compartilha uma composigdo quimica e
botanica muito semelhante a encontrada no Nordeste brasileiro, o que justifica a correlacdo de
dados entre ambas as regides.

Inicialmente, a avaliacdo citotdxica in vitro demonstrou que a formulacdo é segura
para uso experimental, uma vez que nao apresentou toxicidade relevante em macréfagos
RAW 264.7 nas dilui¢des mais baixas. Esses achados corroboram estudos recentes, como o de
Su et al. (2023), que demonstraram a auséncia de citotoxicidade significativa em diferentes
tipos de kombucha, e o de Dutra et al. (2023), que relataram baixa toxicidade de extratos de
prépolis vermelha amazdnica em modelos celulares. A seguranca biol6gica deste produto €
reforcada por avaliacBes toxicoldgicas e de genotoxicidade em modelos pré-clinicos de
roedores, 0s quais demonstram que a ingestdo oral da propolis vermelha nédo induz danos ao
DNA ou toxicidade sistémica significativa (ALDANA-MEJIA et al., 2023), confirmando o
potencial de uso seguro em produtos de ingestdo oral. Além disso, Oliveira et al. (2023)
reforcam a seguranca do uso de produtos naturais como propolis em concentragdes nao
citotoxicas, ampliando a aplicabilidade clinica dessas substancias.

Na atividade anti-inflamatdria, a bebida promoveu reducdo expressiva da producéo de
Oxido nitrico (NO) por macrdfagos ativados, tanto em 0 horas quanto ap6s 24 horas de
exposicdo. Este efeito € consistente com a literatura sobre kombucha e propolis, cujos
compostos fendlicos e flavonoides sdo reconhecidos pela capacidade de modular a expressdo
de enzimas pré-inflamatérias, como a iNOS, e de suprimir a producdo de NO (Su et al., 2023;
Wang et al., 2021). Estudos recentes também demonstram que a fermentacdo potencializa a
atividade anti-inflamatéria da kombucha, aumentando a concentracdo de metabolitos
bioativos (Sornkayasit et al., 2024). O mel, por sua vez, apresenta efeito anti-inflamatorio
comprovado, mediado por sua riqueza em compostos fendlicos e pela capacidade de modular
vias como NF-kB, reduzindo a expressdo de citocinas inflamatdrias (Romario-Silva et al.,
2022; Barazesh et al., 2025).

A atividade antimicrobiana in vivo foi evidenciada pela reducéo significativa da carga
bacteriana peritoneal (CFU) nos animais tratados. Essa acdo antibacteriana direta € uma
caracteristica marcante da propolis vermelha amazoénica, que tem sido descrita como um
recurso sustentavel eficaz inclusive na sintese verde de nanoparticulas de prata com alto
potencial bactericida frente a patdégenos Gram-positivos e Gram-negativos (Santos et al.,

2025). Kombuchas de diferentes substratos tém demonstrado potente acdo antibacteriana,
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atribuida a presenca de acidos organicos, polifendis e outros metabolitos gerados durante a
fermentacdo (Anantachoke et al., 2023; Liu et al., 2022). Da mesma forma, a propolis é
amplamente reconhecida por sua atividade antimicrobiana contra patdégenos associados a
sepse, como demonstrado por Przybylek & Karpinski (2019) e por estudos com o extrato
padronizado EPP-AF® (Garbis et al., 2024). O mel também apresenta efeito bactericida e
antibiofilme, inclusive frente a cepas resistentes (Ahmed et al., 2023; Nagy-Radvanyi et al.,
2024).

No que tange a modulacédo da resposta inflamatoria sistémica, a bebida ndo mostrou
alteracdo significativa nos niveis de citocinas TNF-a, IL-6, IFN-y e IL-4 entre 0s grupos KPM
e CLP, mas teve diferenca significativa entre esses grupos em IL-2, 1L-10 e IL-17A. Esses
resultados encontram respaldo em trabalhos recentes sobre prépolis, que demonstram reducédo
de marcadores inflamatorios e aumento de IL-10 (Hou et al., 2025; Korish & Arafa, 2011;
Abo-Zaid, 2024). Kombucha também tem sido associada a supressdo de TNF-o ¢ IL-6 e a
promocdo de citocinas adaptativas, potencializando a resposta imune e reduzindo danos
teciduais (Su et al., 2024; Liu et al., 2021). O mel, por sua vez, é reconhecido por estimular
tanto a imunidade inata quanto adaptativa, promovendo equilibrio entre respostas pro e anti-
inflamatdrias (Barazesh et al., 2025; Majtan, 2014).

A andlise das subpopulagdes linfocitarias revelou elevagao de linfocitos CD4", além de
modulagdo das subpopulacdes CD4*CD3~ e CDll1c’, sugerindo efeito positivo sobre a
resposta imune adaptativa e inata. A relevancia da expressdao de CD11lc em neutrofilos e
células dendriticas tem sido discutida por Hou et al. (2025), que associam sua regulacdo a
maturacdo e funcionalidade dessas células na sepse. Nesse sentido, a reducdo da porcentagem
de CDllc" pode refletir uma regulagdo positiva da inflamacdo exacerbada. Kombucha
fermentada com clrcuma foi capaz de restaurar a homeostase imune via ativacdo de células T
auxiliares e regulacdo de linfocitos em sepse (Su et al., 2024). O mel, por sua vez, contribui
para a proliferacdo e diferenciacdo de linfécitos T e B, além de favorecer a modulacdo da
resposta inflamatoria crénica (Ahmed et al., 2023).

O estudo conduzido por Orsi e Sforcin (2000), demonstrou que a préopolis apresenta
efeito imunomodulador significativo, promovendo alteragcbes na atividade funcional de
células esplénicas, incluindo linfocitos e macréfagos, em modelo murino. Os autores
observaram modulacdo da resposta imune celular associada ao baco, evidenciando o potencial
da propolis em influenciar a dindmica imunolégica sistémica. De forma semelhante, em nossa
pesquisa, conforme ilustrado no gréfico, verificou-se aumento significativo da celularidade

esplénica no grupo KPM em comparacgdo ao grupo SHAM (p < 0,01), indicando expanséao
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quantitativa das células do baco apos o tratamento. Enquanto Orsi e Sforcin (2000) enfatizam
principalmente a modulagdo funcional das células esplénicas, os dados obtidos em nosso
estudo evidenciam aumento no numero total de células (10°), sugerindo que o efeito
imunomodulador pode envolver tanto ativacdo funcional quanto expanséo celular. Assim, 0s
resultados encontrados corroboram a literatura e reforcam o potencial da propolis como
agente modulador da resposta imune esplénica.

Por fim, a sinergia entre 0os componentes naturais da formulagdo parece atuar por
multiplos mecanismos complementares: supressdao de vias inflamatorias (NF-kB, iNOS),
regulacdo do sistema antioxidante, inducao de citocinas imunomoduladoras e reequilibrio de
subpopulagdes imunes. A composi¢do quimica peculiar da prépolis vermelha amazonica,
aliada a seguranca toxicolégica comprovada (ALDANA-MEJIA et al., 2023) e a sua eficacia
antibacteriana (Santos et al., 2025), confere a bebida um potencial significativo como

adjuvante terapéutico em infeccgdes sistémicas como a sepse.

5. Conclusédo

A formulacdo de kombucha a base de propolis vermelha amaz6nica e mel de titba
demonstrou efeito imunomodulador promissor, com melhora da resposta imune adaptativa e
controle da inflamacdo em modelo de sepse. Os efeitos foram evidenciados por aumento de
células T auxiliares, reducdo de oxido nitrico e perfil equilibrado de citocinas pré e anti-
inflamatorias.

A auséncia de citotoxicidade nas concentragdes mais diluidas e a resposta imune mais
eficaz sugerem que a bebida possui seguranca e potencial terapéutico. A sinergia da
kombucha desenvolvida com propolis e mel pode representar uma nova estratégia adjuvante

contra sepse, necessitando validacdo em estudos clinicos futuros.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desta dissertacdo demonstram que a kombucha enriquecida com
propolis vermelha amazbdnica e mel de tilba apresenta atividade imunomoduladora,
antimicrobiana e anti-inflamatéria significativa em modelo experimental de sepse. A
formulacdo exibiu baixa citotoxicidade in vitro, reduziu a producdo de Oxido nitrico por
macrofagos ativados e, no modelo in vivo, promoveu reducédo da carga bacteriana peritoneal,
modulacdo de parametros hematoldgicos e regulagdo equilibrada do perfil de citocinas, com
aumento concomitante de mediadores associados a imunidade inata e adaptativa. Esses
achados indicam que a matriz fermentativa atuou como sistema potencializador da
bioatividade dos compostos fendlicos da propolis vermelha amazdnica e do mel de tilba,
favorecendo uma resposta imune mais controlada frente & inflamacéo sistémica induzida.

No contexto da sepse, conforme definida pelo consenso da Surviving Sepsis
Campaign, os dados sugerem que a bebida pode exercer papel adjuvante ao tratamento
convencional, contribuindo para a modulacdo da resposta inflamatéria exacerbada e para o
controle da disseminacdo bacteriana. A interacdo entre metabdlitos fermentativos, compostos
fendlicos e possiveis microrganismos benéficos da kombucha configura um mecanismo
multifatorial, envolvendo regulacdo de citocinas, reducdo do estresse oxidativo e modulacéo
de populacGes celulares imunoldgicas.

Como perspectivas futuras, destacam-se a caracterizagdo metagendmica das bactérias
e leveduras presentes na kombucha, a padronizacgao do processo fermentativo e a avaliagdo da
seguranca microbiolégica da bebida para uso clinico. Estudos farmacocinéticos, andlises
mecanisticas em nivel molecular e ensaios clinicos controlados serdo fundamentais para
validar sua aplicacdo translacional como terapia adjuvante em sepse e outras condicdes
inflamatorias sistémicas. Esses avangos poderdo consolidar a formulagdo como produto
biotecnoldgico inovador derivado da biodiversidade amazdnica com potencial aplicacdo em

salde.



