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RESUMO

O kefiran, um exopolissacarideo produzido por microrganismos presentes nos grdos de kefir, tem
despertado crescente interesse devido as suas propriedades bioativas e potencial aplicacdo biotecnoldgica.
Este estudo teve como objetivo principal obter e caracterizar o kefiran, avaliando sua atividade
antimicrobiana contra dois isolados de Candida albicans: uma linhagem clinica da Colecdo de Culturas
da Micoteca do Departamento de Micologia da UFPE (URM 4986) e uma cepa de referéncia da American
Type Culture Collection (ATCC 60193). Além disso, buscou-se investigar suas interacbes moleculares
com nutrientes e o sistema imunoldgico, por meio do complexo TLR4-MD2. A extracdo do kefiran foi
realizada conforme o protocolo adaptado de Martins et al. (2022). Gréaos de kefir foram suspensos em
agua destilada e aquecidos a 90°C por 1 hora, sob agitacdo continua, seguido de centrifugacdo e
precipitacdo em etanol. O processo de extracao e purificacdo foi realizado ao longo de cinco dias, visando
a obtencdo do exopolissacarideo em condicdes ideais para as analises subsequentes. A atividade
antifungica foi avaliada por meio de ensaios in vitro, incluindo o teste de disco-difuséo e a determinagéo
da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) pelo método de microdiluicdo em placas. Alem dos ensaios
biologicos, foram realizadas analises computacionais utilizando simulagdes de dinamica molecular e
docagem molecular, para investigar as interacdes do kefiran com compostos nutricionais como vitaminas,
aminodacidos, sacarideos, triacilglicerol e o receptor TLR-4. A escolha do complexo formado pelo
receptor Toll-like 4 (TLR-4) e o fator de diferenciacdo mieldide 2 (MD-2), baseou-se no seu papel central
no sistema imunoldgico. Os TLRs, componentes chave da imunidade inata, sdo responsaveis por
reconhecer padrdes moleculares associados a patdgenos e por modular a resposta imunologica. A
configuracdo inicial das caixas de simulacdo foi gerada no software Packmol. Os sistemas foram
minimizados energeticamente e submetidos a 60 ns de simulacdes no ensemble NPT (298,15 K e 1 atm),
utilizando o campo de forca CHARMM e o software NAMD. A ancoragem molecular foi utilizada para
avaliar a afinidade do kefiran com o complexo TLR4-MD2, explorando seu potencial imunomodulador.
Os resultados confirmaram a eficiéncia da extracdo e purificacdo do kefiran. A baixa presenca de
proteinas residuais na amostra evidenciou a eficacia do processo. As analises in vitro demonstraram que o
kefiran apresentou efeito fungistatico contra a cepa de Candida albicans ATCC 60193, inibindo seu
crescimento, mas sem acdo fungicida, sugerindo que seu efeito antimicrobiano pode estar relacionado a
mecanismos indiretos, como a modulacdo do sistema imunoldgico e da microbiota. Os resultados da
modelagem molecular indicaram que o kefiran interagiu com nutrientes hidrofébicos, como triacilglicerol
(trivalerato), vitamina D (colecalciferol) e isoleucina, além de demonstrar afinidade pelo
lipopolissacarideo (LPS) no sistema TLR4-MD?2. Essas interaces sugerem que o kefiran pode modular a
resposta imunoldgica, contribuindo para seus efeitos bioativos. Dessa forma, este estudo reforca o
potencial do kefiran como um composto bioativo promissor, com possiveis aplicacbes terapéuticas e

biotecnologicas. A integracdo entre ensaios microbiolégicos e abordagens computacionais permitiu uma



compreensdo mais abrangente de suas propriedades, fornecendo bases para investigacOes futuras sobre

suas aplicacbes em sistemas bioldgicos e na industria farmacéutica.

Palavras-chave: Exopolissacarideo; Kefiran; Modelagem Molecular, Atividade antimicrobiana; Candida
albicans.



ABSTRACT

Kefiran, an exopolysaccharide produced by microorganisms present in kefir grains, has garnered increasing
interest due to its bioactive properties and potential biotechnological applications. This study aimed to
obtain and characterize kefiran, evaluating its antimicrobial activity against two isolates of Candida
albicans: a clinical strain from the Culture Collection of the Mycotheca of the Department of Mycology at
UFPE (URM 4986) and a reference strain from the American Type Culture Collection (ATCC 60193).
Additionally, the study sought to investigate its molecular interactions with nutrients and the immune
system through the TLR4-MD2 complex. Kefiran extraction was performed according to the adapted
protocol of Martins et al. (2022). Kefir grains were suspended in distilled water and heated at 90°C for 1
hour under continuous agitation, followed by centrifugation and precipitation in ethanol. The extraction and
purification process was carried out over five days to obtain the exopolysaccharide under optimal
conditions for subsequent analyses. Antifungal activity was assessed through in vitro assays, including the
disk diffusion test and determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) using the
microdilution method in plates. In addition to biological assays, computational analyses were performed
using molecular dynamics simulations and molecular docking to investigate kefiran's interactions with
nutritional compounds such as vitamins, amino acids, saccharides, triacylglycerol, and the TLR-4 receptor.
The choice of the Toll-like receptor 4 (TLR-4) and myeloid differentiation factor 2 (MD-2) complex was
based on its central role in the immune system. TLRs, key components of innate immunity, are responsible
for recognizing pathogen-associated molecular patterns and modulating the immune response. The initial
configuration of the simulation boxes was generated using the Packmol software. The systems were
energy-minimized and subjected to 60 ns of simulations in the NPT ensemble (298.15 K and 1 atm) using
the CHARMM force field and the NAMD software. Molecular docking was employed to evaluate kefiran's
affinity for the TLR4-MD2 complex, exploring its immunomodulatory potential. The results confirmed the
efficiency of kefiran extraction and purification. The minimal presence of residual proteins in the sample
demonstrated the effectiveness of the process. In vitro analyses revealed that kefiran exhibited a fungistatic
effect against the Candida albicans ATCC 60193 strain, inhibiting its growth but without fungicidal action.
This suggests that its antimicrobial effect may be related to indirect mechanisms, such as modulation of the
immune system and microbiota. Molecular modeling results indicated that kefiran interacted with
hydrophobic nutrients, such as triacylglycerol (trivalerate), vitamin D (cholecalciferol), and isoleucine, in
addition to showing affinity for lipopolysaccharide (LPS) in the TLR4-MD2 system. These interactions
suggest that kefiran may modulate immune responses, contributing to its bioactive effects. Thus, this study
reinforces the potential of kefiran as a promising bioactive compound with possible therapeutic and
biotechnological applications. The integration of microbiological assays with computational approaches
provided a more comprehensive understanding of its properties, laying the groundwork for future
investigations into its applications in biological systems and the pharmaceutical industry.

Keywords: Exopolysaccharide; Kefiran; Molecular Modeling; Antimicrobial Activity; Candida
albicans.
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1. INTRODUCAO

Os biopolimeros sdo polimeros ou copolimeros derivados de matérias-primas
renovaveis, como milho, cana-de-agucar, celulose, quitina e outras (NBR 15448-1, 2008). Esses
materiais tém ganhado crescente destaque na industria, principalmente devido ao seu potencial
sustentavel e a alta demanda por alternativas que minimizem os impactos ambientais.

Produzidos por organismos Vvivos, 0s biopolimeros sdo cada vez mais utilizados em
diferentes setores, impulsionados por regulamentacfes ambientais mais rigidas e pela
preferéncia do mercado por solugbes ecologicamente responsaveis (BRITO et al., 2011;
CUNHA, FEITOSA et al., 2009). De acordo com um estudo da Global Industry Analyst Inc.
(GIA), o mercado global de biomateriais, estimado em US$ 16,7 bilhdes em 2024, devera
atingir US$ 47,0 bilhdes até 2030, evidenciando o crescente interesse e investimento nesse
setor.

Dentre as diversas classes de polimeros naturais, os exopolissacarideos (EPS) tém se
destacado devido ao seu grande potencial comercial, disponibilidade e suas propriedades fisico-
quimicas reprodutiveis (MONTEIRO et al., 2021). Esses materiais sdo aplicados nas indudstrias
biomédica, farmacéutica, cosmética e alimenticia, desempenhando papéis importantes como
gelificantes, espessantes, emulsificantes e estabilizantes (TAN et al., 2020; MONTEIRO et al.,
2021).

No grupo dos EPS, destaca-se um composto promissor, produzido pelos
microrganismos presentes nos grdos de kefir. Esses graos sdao formados por uma comunidade
complexa de bactérias laticas e leveduras, envoltas em uma matriz polissacaridica. Essa matriz,
denominada kefiran, € composta principalmente por D-glucose e D-galactose e desempenha um
papel essencial na protecdo da microbiota dos grdos, conferindo resisténcia a condicoes
ambientais adversas e favorecendo a sobrevivéncia dos microrganismos (DIAS et al., 2018; LA
RIVIERE; KOOIMAN, 1967).

O kefiran vem sendo investigado tanto por seu potencial sustentavel quanto por suas
propriedades bioativas (WANG et al., 2019; BARCELOS et al.,, 2019). No campo
biotecnoldgico, ele se destaca principalmente por suas aplicacbes na engenharia de tecidos e
como sistema de liberacdo controlada de bioativos (RADHOUANI et al., 2018; BLANDON et
al., 2016). Além de sua funcédo estrutural nos graos de kefir, o kefiran possui propriedades
funcionais com grande interesse industrial. Estudos demonstram que esse biopolimero possui

efeitos benéficos a satde, como a estimulacéo do sistema imunoldgico, agdo antimicrobiana e
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efeito antiaterogénico, tornando-se um composto promissor para aplicagbes na indistria
farmacéutica (BAHARI et al., 2020; MARTINS et al., 2020; UCHIDA et al., 2010).

Dada a crescente relevancia do kefiran, compreender suas propriedades estruturais e
fisico-quimicas é essencial para ampliar seu potencial de aplicacdo. Nesse contexto, abordagens
computacionais, como a simulacdo e modelagem molecular tém se destacado como
ferramentas essenciais para investigar as interacbes do kefiran com diversas biomoléculas.
Estudos anteriores ja exploraram esses aspectos, como o de Bahari et al. (2020), que
analisaram a resposta de mondcitos e linfécitos, previamente estimulados por
lipopolissacarideo  (LPS), ao tratamento com kefiran, evidenciando o0s efeitos
imunomoduladores desse exopolissacarideo.

Outro aspecto relevante é a atividade antimicrobiana do kefiran, especialmente contra
patdgenos oportunistas, como as leveduras do género Candida (RODRIGUES et al., 2005).
Dentre essas, Candida albicans € uma das principais causadoras de infec¢des fangicas, como a
candidiase vulvovaginal, que representa um desafio a saude publica devido a sua alta
recorréncia e aos efeitos adversos dos tratamentos convencionais (GIOLO et al., 2010). Embora
antifngicos sistémicos e topicos sejam amplamente utilizados no tratamento, a crescente
resisténcia aos medicamentos convencionais e o0s efeitos adversos associados impulsionam a
busca por terapias alternativas e complementares (LIMA et al., 2020).

Nesse contexto, compostos naturais com potencial antimicrobiano, como o kefiran,
surgem como alternativas promissoras para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.
Assim, o objetivo principal deste estudo foi extrair, purificar e caracterizar o exopolissacarideo
kefiran obtido a partir de grdos de kefir. Além disso, investigou-se sua a¢do antimicrobiana
frente a isolados de Candida albicans e avaliar suas intera¢cbes com compostos nutricionais,
como lipidios, monossacarideos, vitaminas, aminoacidos e sistema imune via complexo TLR-

4 MD-2, por meio de simulacdo e modelagem molecular.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Kefir

O kefir, consumido em muitos paises da Europa, Asia Central e também no Brasil, teve
sua origem nas montanhas do Caucaso, localizada na fronteira entre a Europa Oriental e a Asia
Ocidental, abrange paises como Russia, Georgia, Turquia, Arménia, Ird e Azerbaijéo, conforme
ilustrado na Figura 1. Tradicionalmente, € produzido por meio da fermentacdo do leite
utilizando gréos de kefir como cultura inicial (OROZCO et al., 2022).

Figura 1. Mapa da regido do Caucaso e paises abrangentes, onde teve inicio o cultivo de Kefir.
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A palavra 'kefir' deriva do termo turco keif, que significa '‘bem-estar'. O consumo regular
desse alimento fermentado é reconhecido por seus beneficios funcionais, incluindo a promogéo
da saude intestinal, o controle dos niveis de glicose sérica e colesterol, além de outros beneficios
terapéuticos para a saude (GENTRY et al., 2023). Os grdos de kefir sdo formados a partir de
um consdrcio microbiano complexo, com predominancia de Lactobacillus. Inicialmente, ocorre
a autoagregacdo de Lactobacillus kefiranofaciens e Saccharomyces spp., formando pequenos
granulos. Posteriormente, Lentilactobacillus kefiri fixam na superficie desses granulos,
agregando-se a outros microrganismos e componentes presentes no leite, culminando na
formacdo dos gréos (OROZCO et al., 2022)

Os gréos de kefir apresentam caracteristicas Unicas: sdo macios, gelatinosos, de formato

irregular, variando emtamanho de 0,3 a 3,0 cmde diametro. Esse consorcio microbiano € capaz
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de produzir uma ampla variedade de metab6litos com efeitos promotores a sadde, incluindo a
prevencdo de doencas cardiovasculares, acdo antioxidante, além de apresentar em sua
composicdo compostos bioativos e microrganismos probiéticos (TAN et al., 2020). Além de
suas funcgdes estruturais, o kefir tem sido amplamente reconhecido por seus beneficios a salde,
sendo considerado um alimento probidtico. Os probidticos presentes no kefir sdo
microrganismos vivos que, quando consumidos em quantidades adequadas, podem promover a
manutencdo do equilibrio da microbiota intestinal, além de fornecerem beneficios na prevencéao
e tratamento de diversas patologias (GUZEL et al., 2011). Dentro desse contexto de substancias
com efeitos biol6gicos relevantes, destaca-se o kefiran, um exopolissacarideo Gnico presente

no kefir.

2.2 Carboidratos

Os carboidratos representam as biomoléculas mais abundantes da terra e alguns deles,
como o amido, sdo as principais fontes da dieta em muitas partes do mundo. Carboidratos séo
poli-hidroxialdeidos, poli-hidroxi-cetonas ou compostos que, ao serem hidrolisados originam
essas substancias, tendo como formula molecular [C(H20)]» Existem trés grupos principais de
carboidratos: monossacarideos (Figura 2), dissacarideos e polissacarideos. O termo “sacarideo”
origina-se do grego sakcharon, que significa “ag¢ticar”, razdo pela qual os carboidratos sao

comumente conhecidos por esse nome (NELSON; COX, 2011).

Figura 2. Representacdo de monossacarideos comuns, divididos em hexoses e pentoses.
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Fonte: Nelson e Cox (2011).

2.2.1 Polissacarideos e exopolissacarideos

Polissacarideos sdo macromoléculas naturais, compostas por umou mais de 20 unidades
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de monossacarideo, podendo ter centenas ou mesmo milhares de unidades. A maior parte dos
carboidratos presentes na natureza ocorre na forma de polissacarideos, também denominados
glicanos,diferenciam-se pela identidade das unidades de monossacarideos, comprimento das
cadeias, tipos de ligacdes e grau de ramificacdo (CUNHA; FEITOSA 2009; NELSON; COX,
2011).

Os microrganismos tém a capacidade de produzir e liberar polissacarideos, conhecidos
como exopolissacarideos (EPS). Os EPS desempenham fungdes cruciais na protecdo dos
microrganismos em condicOes adversas. Além disso, esses compostos favorecem a adesdo a
superficies sélidas e facilitam a formacao de biofilmes. Os biofilmes, por sua vez, sdo estruturas
complexas que oferecem diversos beneficios aos microrganismos, incluindo protecdo contra
substancias antimicrobianas e anticorpos. Funcionando como uma barreira seletiva, tanto dentro
quanto fora das células, os biofilmes contribuem para a manutencédo das fungdes celulares. Tais
caracteristicas tornam os EPS objeto de grande interesse em &reas como biotecnologia,
medicina e industria alimenticia (CUNHA; FEITOSA 2009; TAN et al., 2020; SHANKAR et
al., 2021; BARCELOS et al., 2020; WANG et al., 2019).

Entre os exopolissacarideos com aplicacdes industriais destacam-se: xantana, gelana,
dextrana, alginato, dentre outros. A estrutura desses polissacarideos varia consideravelmente.
Por exemplo, a dextrana € um homopolissacarideo composto por moléculas de glicose, ja a
gelana é um heteropolissacarideo formado por &cido glucurdnico, glicose e ramnose, contendo

também grupos acetato e glicerato em sua composi¢do (CUNHA; FEITOSA 2009).

2.2.2 Estrutura, Composicao e Propriedades do kefiran

Em 1967, La Riviére e colaboradores isolaram pela primeira vez um exopolissacarideo,
posteriormente denominado "kefiran", a partir dos graos de kefir. Os graos de kefir consistem
emum consércio de microrganismos imersos em uma matriz de polissacarideo, o kefiran. Esse

biopolimero, originado dos microrganismos presentes nos graos, € composto por proporc¢des
quase iguais de D-glucose e D-galactose. A caracterizacdo inicial do kefiran revelou uma massa
molecular variavel, dependendo da fonte de carbono utilizada, o que é comparavel a variacdo
observada em outros polissacarideos naturais, como o amido e a quitosana (TAN et al., 2020).
O exopolissacarideo kefiran é secretado por diversas bactérias do acido lactico do

género Lactobacillus, incluindo Lactobacillus kefiranofaciens, Lactobacillus kefigranum,
Lactobacillus parakefir, Lactobacillus kefir e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus .

Uma de suas principais funcdes é proteger a microbiota dos grdos de kefir em condicdes
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ambientais adversas, sendo responsavel por cerca de 24 a 25% do peso seco do grdo (GENTRY
et al., 2023; OROZCO et al., 2022; MARTINS et al., 2022).

A estrutura do kefiran foi descrita por Kooiman (1968) apos estudos de metilacdo, que
forneceram evidéncias substanciais para associar as estruturas a kefirose e kefiran. A estrutura
principal do kefiran é composta por glicose e galactose, como ilustrado na Figura 3, com uma
ramificacdo ligada ao O-2 de residuos de galactose e terminando em residuos de glicose
(GENTRY et al., 2023).

Assim como outros EPS de interesse industrial, o kefiran possui propriedades estruturais
e funcionais relevantes. Além de seu papel na matriz dos grdos de kefir, ele vem sendo
investigado devido ao seu potencial sustentavel e bioativo, com aplicacbes promissoras também
em biotecnologia e na industria farmacéutica. (RADHOUANI et al., 2018; BLANDON et al.,
2016; BAHARI et al., 2020).

Figura 3. Estrutura monomeérica do kefiran contendo monossacarideos e ligacOes alfa e beta-glicosidicas.

. 6)-pD-Gle-(1 - 6)-pD-Gal-(1 - 4)-aD-Gal-(1-3)-pD-Gal-(1 — 4)-pD-Gle-(1 -

BD-Gle-(1- 2

Fonte: Adaptado de (Micheli et al., 1999)

2.2.3 Extracdo e purificacdo do kefiran

A obtencdo do kefiran purificado € realizada a partir da extracdo dos gréos de kefir. O
método de extracdo e purificacdo foi descrito em estudos anteriores e envolve principalmente a
dissolucdo dos grdos de kefir em agua quente, seguida pela centrifugacdo para remocdo de
detritos microbianos e pela precipitacdo do kefiran em etanol a baixas temperaturas. Apds a
precipitacdo, o kefiran é submetido a centrifugacéo a frio e posteriormente redissolvido em dgua
quente. A extracdo em escala industrial é dificil e de baixo rendimento (MORADI;
KALANPOUR, 2019; MICHELI et al., 1999).
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Inimeros protocolos para a extracdo de kefiran estdo descritos na literatura e foram
aprimorados ao longo dos anos. Esses estudos destacam variagbes nos processos de
aquecimento e precipitacdo, além de evidenciar que o composto extraido pode apresentar
diferencas significativas dependendo do protocolo utilizado (MARTINS et al., 2022).

No protocolo descrito por MARTINS et al. (2022), foram testados trés métodos distintos
para a extracdo e purificacdo do kefiran, com o objetivo de determinar o mais eficiente entre
eles. As variagdes entre os protocolos envolveram diferencas no tempo de aquecimento,
temperatura e na aplicagdo de agitagdo continua ou descontinua. A avaliacdo dessas variaveis é
fundamental para otimizar a extracdo do kefiran, garantindo maior rendimento e pureza do
polissacarideo, caracteristicas essenciais para seu uso em aplicagdes alimenticias, farmacéuticas

e biotecnologicas.

2.2.4 Propriedades Funcionais e Aplicacdes do kefiran

O kefiran continua a ser objeto de interesse devido ao seu status Generally Recognized
as Safe (GRAS), importante indicador de seguranca para aditivos alimentares, bem como suas
caracteristicas reologicas e propriedades benéficas para a saude, incluindo suas agdes
antibacterianas, antifungicas e antitumorais. Além disso, discute-se a aplicacdo do kefiran,
especialmente para a entrega de medicamentos biofarmacéuticos e outras aplicacdes
biomédicas (TAN et al., 2020).

Nos altimos anos, devido as caracteristicas do kefiran, uma variedade de aplicacdes em
diferentes areas tem sido relatada (MORADI; KALANPOUR, 2019). Sua aplicacdo tem se
expandido também na industria de alimentos, especialmente devido as suas propriedades de
texturizacdo, conferindo consisténcia e estabilidade a diversos alimentos (PIERMARIA et al.,
2011). O kefiran apresenta propriedades funcionais e aplicacbes em diferentes areas, como

descrito na Tabela 1 abaixo:

Tabela 1. Propriedades e aplica¢fes do kefiran relatados na literatura.

PROPRIEDADES Referéncia
Estimulagdo do sistema imunoldgico BAHARI et al., 2020
Formacao de filme PIERMARIA et al., 2011

Efeito antiaterogénico UCHIDA et al., 2010
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Engenharia de tecidos RADHOUANI et al., 2018

Reducéo da presséo arterial e glicemia MAEDA et al., 2004

Reducdo dos niveis de colesterol

Atividade antimicrobiana MARTINS et al., 2022
Acéo cicatrizante e antinflamatdria ROGRIGUES et al., 2005
Capacidade de transportar materiais BLANDON et al., 2016

Fonte: Autor

As possibilidades de aplicacdo do kefiran, especialmente nos campos médico e
biologico, evidencia seu potencial. Atualmente, ele € visto como uma alternativa inovadora para
novos avangos e descobertas em diversas areas (MORADI; KALANPOUR, 2019). Em sistemas
biologicos, o kefiran ja foi avaliado; no entanto, compreender suas interacbes em nivel

molecular ainda representa um grande desafio.

2.3 Modelagem Molecular nos Sistemas Bioldgicos em estudo: nutrientes e TLR4

A Simulagédo de Dindmica Molecular (DM) é uma abordagem computacional versatil
para a analise de macromoléculas biologicas. Baseada na Mecéanica Classica, permite investigar
a evolucdo temporal de um sistema de particulas, fornecendo uma compreensdo detalhada do
comportamento microscopico e dindmico dos atomos que constituem esse sistema (NAMBA et
al., 2008).

Para a execucdo da DM, é fundamental definir ndo apenas as posicoes e velocidades
iniciais das particulas, mas também as forcas que atuam sobre elas. Essas interacfes sdo
descritas por um conjunto abrangente de potenciais denominado "campo de for¢a”. O manejo
das interacGes intermoleculares requer a implementacdo de um modelo ou campo de forca
eficaz, que possibilite a realizacdo de calculos em larga escala em proteinas, membranas ou
outros sistemas bioldgicos. As simulacbes de DM tém sido amplamente empregadas para
explorar a estrutura e a funcdo de biomoléculas e seus complexos numa dependéncia temporal,
bem como para analisar as interacdes proteina-ligante (NAMBA et al., 2008; ALONSO et al;
2006).

Visando minimizar os custos computacionais, estudos sobre alteragdes conformacionais

no ligante ou no sitio de ligagdo podem ser conduzidos por meio de docagem molecular,

24



facilitando a sele¢do de possiveis candidatos a farmacos ou explicando o efeito de um ligante
em uma regido especifica do receptor. A ancoragem molecular, também conhecida como
atracamento ou docagem, é uma abordagem in silico fundamental, pois permite prever os
modos de interacdo entre micromoléculas ou macromoléculas e umsitio receptor (NAMBA et
al., 2008; BATISTA et al., 2022). Esse método tem sido aplicado em investigacdes sobre
interacOes interacdo entre o farmaco e seu alvo bioldgico. Um exemplo é o estudo de Siqueira
e Martinez (2019), que avaliaram a inibicdo da biossintese de esterol mediada pelo fluconazol,
utilizando simulac6es moleculares para analisar interac@es de ligantes em sistemas biolégicos.
Neste contexto, de maneira semelhante ao estudo de Bahari et al. (2020), testamos o
kefiran em sistemas imunoldgicos, especificamente nas vias de sinalizacdo mediadas pelo LPS.
Esse componente, presente na membrana externa de bactérias gram-negativas, € capaz de
desencadear respostas inflamatdrias no organismo. Para a andlise, utilizamos o complexo
formado pelo receptor Toll-like 4 (TLR4) e o fator de diferenciacdo mieloide 2 (MD-2), uma
proteina adaptadora que se liga diretamente ao TLR4 e desempenha um papel essencial no
reconhecimento do LPS, associado aos nutrientes de interesse. Como parte do sistema de defesa
do organismo, os TLRs desempenham um papel essencial na imunidade inata, reconhecendo
padrdes moleculares associados a patdgenos e modulando a resposta imunoldgica (FERRAZI
etal., 2011; PARK et al., 2009).

Em outro estudo semelhante, Park et al. (2009) determinaram a estrutura cristalina do
complexo TLR4-MD-2-LPS, revelando que o LPS interage com um grande bolséo hidrofébico
da MD-2. No estudo, os pesquisadores usaram o LPS de Escherichia coli para entender como
o0 complexo TLR4-MD-2 o reconhece e desencadeia uma resposta imune. Um exemplo de
aplicacdo de modelagem molecular ao sistema de interesse € a compreensdo das interacdes
moleculares em sistemas bioldgicos, com destaque para a investigacdo de vias de sinalizacdo
imunologica mediadas pelo LPS, reconhecido como um indutor potente de receptores de
reconhecimento padrao, especialmente o TLR4 (BAHARI et al., 2020).

As moléculas associadas ao TLR4 e suas vias de sinalizacdo estdo expressas em células
do sistema imunolédgico. Atuando como um agonista primario do TLR4, o LPS induz uma
superexpressdo de citocinas pré-inflamatorias, exacerbando respostas inflamatorias. Essa
caracteristica faz do LPS um alvo estratégico para estudos terapéuticos e para 0
desenvolvimento de moduladores imunoldgicos. O estudo de Bahari et al. (2020) indicou que
tratamentos com kefiran, ao modular a expressdo génica dessas vias, podem atenuar respostas
inflamatdrias, destacando seu potencial como modulador imunoldgico. Esse aspecto é

particularmente relevante para doengas causadas por agentes etiologicos resistentes, como a
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candidiase.

2.4 Fungo Candida albicans- Epidemiologia, Candidiase e Mecanismos de resisténcia

Os fungos séo classificados como organismos eucariontes desprovidos de clorofila, que
obtém energia a partir da absorcdo de matéria organica, sendo classificados como
heterotréficos, podendo apresentar estrutura unicelular ou multicelular e requerem condi¢des
especificas para seu crescimento e desenvolvimento, incluindo uma fonte continua de oxigénio,
agua, material organico e temperatura adequada. Sua parede celular é rigida e pode conter
celulose, glicanas, mananas ou quitina, enquanto sua membrana celular possui esteréis. O
glicogénio é a principal substancia de reserva desses organismos (VIEIRA; QUEIROZ, 2012;
SILVA et al., 2016)

Entre os fungos leveduriformes que causam infeccGes oportunistas em humanos,
destacam-se as especies do género Candida, a mais prevalente associada a esse grupo é a
espécie Candida albicans. O género Candida foi reconhecido como patégeno humano pela
primeira vez em 1839, quando Bernhard von Langenbeck isolou a espécie albicans de uma
infeccdo oral em paciente com tifo. Estudos indicam que o género Candida ocupa a terceira
posicao entre as principais causas de septicemia no mundo. No Brasil, Candida foi identificado
como o sétimo agente etiolégico mais frequente em infecgdes sanguineas, com C. albicans
sendo a espécie mais prevalente, responsavel por 34,3% dos casos (ROCHA et al., 2021).

Rocha et al. (2021) destacaram que estudos anteriores ja relataram a diversidade de
espécies do género Candida, muitas das quais podem colonizar o trato gastrointestinal, o
sistema geniturinario, a pele e as mucosas do trato respiratorio em seres humanos. Em
determinadas situacdes, essas espécies podem adquirir carater patogénico, conforme descrito

na Tabela 2 abaixo:

Tabela 2. Principais grupos de risco e medicacacdes associados a patogénese do género Candida.

Grupos de risco Pacientes imunocomprometidos
Pacientes em nutri¢do parenteral
Pacientes hospitalizados
Pacientes com catéteres

Pacientes transplantados
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Idosos
Gravidas

Diabéticos

Medicamentos Antibioticos
Corticosteroides

Anticoncepcionais

Fonte: Autor

Os principais problemas associados a espécie Candida albicans incluem a alta
incidéncia de infec¢Ges em adultos, acompanhada de elevada mortalidade. Esse cenario agrava-
se pelo aumento da resisténcia dos microrganismos aos antifingicos de referéncia, com
destaque para as classes dos azolicos e das equinocandinas. O uso crescente dessas drogas
antifungicas tem levado a um aumento significativo nos relatos de resisténcia a esses
medicamentos, evidenciando a necessidade de compreender os mecanismos envolvidos nesse
processo (ROCHA et al., 2021; VIEIRA; SANTOS, 2016).

Diante desse contexto, a infeccdo fungica causada pelo género Candida, conhecida
como candidiase, pode se manifestar de forma superficial, acometendo pele, cabelos, unhas e
membranas mucosas, ou evoluir para infec¢bes invasivas que atingem 6rgédos profundos e a
corrente sanguinea. A candidiase oral € mais comum em idosos que utilizam proteses dentarias
e fumantes, enquanto a candidiase vulvovaginal afeta aproximadamente 50% das mulheres,
muitas vezes com episodios recorrentes, além de poder ocorrer em recém-nascidos (ROCHA et
al., 2021).

A capacidade de Candida albicans em estabelecer infec¢fes esta diretamente associada
aos seus mecanismos de resisténcia. Entre seus principais fatores de viruléncia, destacam-se a
capacidade de adesdo, a habilidade de alternar entre diferentes formas morfoldgicas
(polimorfismo), a variabilidade fenotipica e a producdo de enzimas extracelulares e toxinas.
Esses mecanismos favorecem a colonizacdo do hospedeiro e contribuem para o
desenvolvimento da infeccdo (SANTANA et al., 2013).
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3- OBJETIVOS
3.1- OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo principal obter e caracterizar o exopolissacarideo
kefiran, isolado a partir de gréos de kefir, e avaliar seus efeitos sobre cepas de Candida albicans,
com énfase em seu potencial antimicrobiano. Além disso, investigou-se as interagdes do kefiran
com compostos nutricionais, incluindo lipidios, monossacarideos, vitaminas, aminoécidos e

sistema imune via complexo TLR4 MD-2.

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Extrair, purificar e realizar a caracteriza¢do quimica do exopolissacarideo kefiran;

= Avaliar a atividade antimicrobiana do exopolissacarideo contra cepas de Candida
albicans;

= Investigar as interacbes do kefiran com compostos nutricionais como lipideos,
monossacarideos, vitaminas, aminoacidos e sistema imune via complexo TLR4 MD-2

utilizando simulac¢des de dindmica molecular e docagem molecular.
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4- METODOLOGIA

4.1- Matéria-prima e cultivo dos graos do kefir

Para a obtencgdo do kefir foram utilizados graos doados pelo Laborat6rio de Tecnologia
dos Alimentos da UFMG, onde ocorreu o cultivo. O meio de fermentagéo utilizado foi leite de
vaca UHT (3% de gordura) da marca Porto Alegre S/A, produzido em Ponte Nova/MG, Brasil,
e adquirido no comércio local de Montes Claros/MG. Os graos de kefir utilizados neste estudo,
inicialmente doados em estado congelado, foram ativados por meio de sucessivas fermentacées
em leite de vaca integral a 25°C, com trocas diarias do substrato, até atingirem estabilidade na
fermentacdo. Durante esse periodo, os grdos foram cultivados diariamente por algumas
semanas, sendo lavados e pesados a cada troca de meio para monitorar o crescimento. Apos
esse processo, a inoculagdo dos gréos de kefir foi realizada em triplicata, conforme ilustrado na

Figura 4.

Figura 4. Cultivo dos gréos de kefir. (A) gréos para inoculacdo; (B) graos inoculados em leite

para fermentacdo em 18 horas; € (C) gréos inoculados em leite para fermentacdo em 24 horas.

Soc 29/
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- 13442
3b/ot/23)

(Bosen/az)

Fonte: Autor

Os grdos de kefir foram peneirados e lavados com agua destilada antes de serem
inoculados em leite de vaca integral UHT. As fermentac6es foram realizadas utilizando-se 10%
(m/v) de gréos de kefir em 100 mL de leite, acondicionados em frascos de vidro fechados de
forma ndo hermética. Os ensaios para esse cultivo inicial foram realizados com tempos de

fermentacdo variando entre 18 e 24 horas, sob temperatura controlada de 25°C.
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4.2 Extracgdo e purificacao de exopolissacarideo de graos de kefir

A extracdo do exopolissacarideo foi realizada com base em adaptacGes do protocolo
descrito por Martins et al. (2022), que avaliaram trés protocolos distintos para padronizar o
processo de extracdo de kefiran. O primeiro protocolo utilizou fervura por 3 horas em agitacéo
continua, enquanto o segundo manteve a fervura po 30 minutos com agitacdo constante. O
terceiro protocolo envolveu a fervura por 30 minutos, também com agitacdo, porém em lote.
Cada um desses procedimentos foi desenvolvido para testar diferentes condigdes de tempo e
agitacdo, com o objetivo de otimizar a extracéo do kefiran. O protocolo que apresentou a melhor
atividade bioldgica foi o primeiro, que demonstrou promissores resultados antimicrobianos.

Considerando esses achados e os objetivos deste estudo, que incluem avaliar os efeitos
do kefiran sobre o fungo Candida albicans, nosso protocolo de extracdo foi realizado com base
em adaptacdes das metodologias descritas por Martins et al. (2022).

4.2.1 Protocolo para extracao de kefiran

O protocolo de extracdo e purificacdo do kefiran foi executado no Laboratério de
Bioprocessos e no Laboratorio de Processos e Compostos Nutracéuticos e Funcionais da
UFMG. O processo iniciou-se com o aquecimento da amostra, no qual (10 g) de gréos de kefir
foram adicionados a (100 mL) de &gua destilada, estabelecendo uma proporcdo de 1:10 (m/v)
entre soluto e solvente. A mistura foi aquecida a 90°C por 1 hora, com agitacdo continua. Em
sequida, o liquido resultante foi transferido para tubos e submetido a centrifugacdo a 4500
rotacGes por minuto (RPM), dando continuidade ao procedimento, conforme descrito na Figura

5, que apresenta um fluxograma detalhado do protocolo.
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Figura 5. Fluxograma do protocolo de extragéo e purificacdo do kefiran em cinco dias

Dias2 a4 DI:’:} 5
Macerar os gréos de kefir Centrifugagao Centrifugacéo
e adicionar em agua 4500 RPM 4500 RPM

)

Aquecimento (90°C)
1 hora em agitacao
continua 250 RPM

l

!

Descartar sobrenadante

Descartar sobrenadante

!

!

!

Centrifugacéo
4500 RPM

Precipitar emigual
volume de etanol

Solubilizar pellet em dgua
fervente

!

Descartar pellet

!

Solubilizar pellet em agua
fervente

!

Solubilizar pellet emagua
fervente

!

Armazenar a-20°C
por 24 h

Armazenar a -20°C
por 24 h

}

Armazenar a -20°C
para liofilizacdo

Legenda:

v Pellet: Substancia sélida que se forma no fundo do tubo ap6s centrifugacdo, composta
por células e residuos.

v" Sobrenadante: Liquido que fica acima do pellet, na parte superior do tubo, contendo
as substancias soluveis, como o kefiran extraido.




Figura 6. Representacdo das etapas do protocolo de extracdo e purificagdo de kefiran. (A)
aquecimento de graos de kefir; (B) centrifugacdo; (C) amostras para overnight; e (D) Final do
protocolo.

Fonte: Autor

Inicialmente, os grdos foram macerados e, em seguida, misturados com o volume de
agua ultrapura. A mistura foi transferida para um erlenmeyer vedado para evitar a perda de
liquido durante o aquecimento, especialmente quando a agua atingiu altas temperaturas. Para
garantir a agitacdo, adiciona-se uma barra magnética ao recipiente. A Figura 6 ilustra o processo
de extracdo e purificacdo do kefiran por meio das etapas do protocolo: Figura 6 (A) aquecimento
em agitacdo continua dos grdos de kefir para o inicio do processo de extracdo do kefiran,
realizado em chapa de aquecimento (Diagtech). A temperatura (90°C) do sistema foi
monitorada por meio de um termdémetro do tipo espeto, imerso em um volume de agua contido
em um béquer, assegurando maior precisdo no controle térmico.

Finalizado o tempo de aquecimento previsto de 1 hora , o erlenmeyer com o liquido
foi retirado da chapa de aquecimento e deixado para resfriar & temperatura ambiente antes de
dar continuidade ao protocolo. Em seguida, o liquido resultante foi transferido para
microtubos, os microtubos foram devidamente identificados e submetidos a centrifugacédo
Figura 6(B) a 4500 RPM por 20 minutos a 4°C. Apds a centrifugagéo, as etapas subsequentes
foram realizadas conforme especificado para cada dia no protocolo experimental, de acordo
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com o protocolo descrito na Figura 6. Depois da Gltima centrifugacdo Figura 6(D) as amostras
foram solubilizadas em &gua ultrapura fervente e os microtubos armazenados a -20°C para

posterior liofilizag&o.

4.2.2 Liofilizacdo do material extraido

O material foi liofilizado no Laboratério de Biotecnologia do Centro de Pesquisas em
Ciéncias Agrérias da UFMG. A Figura 7 apresenta o KF liofilizado por 48 horas. Inicialmente,
a liofilizacdo foi realizada em placas de Petri, enquanto na segunda etapa 0 processo ocorreu
diretamente em microtubos. Essa abordagem foi adotada para otimizar as analises

subsequentes, que requeriam menores quantidades de material.

Figura 7. Processo de liofilizacdo. (A) KF liofilizado em placas; (B) KF para liofilizacdo em tubos; e (C) KF
apos liofilizacdo em microtubos por 48 horas.

Fonte: Autor

A utilizacdo de microtubos possibilitou a obtencdo de quantidades reduzidas de
material, além de reduzir a manipulacdo, o que minimizou possiveis perdas durante o
procedimento. Essa abordagem garantiu que o material fosse acondicionado de forma adequada

nos microtubos, facilitando o envio e as etapas subsequentes de analise.



4.2.3 Rendimento do kefiran

Os rendimentos finais da extracdo de kefiran foram calculados pela razéo da massa
inicial e final do processo, apoés a liofilizacdo, conforme Equacéo 2.

R(%)= m¢ m; * 100 Eq. (1)
Onde:

R(%) = rendimento percentual
m¢ = massa final
m; = massa inicial

4.3 Testes de caracterizacdo do composto kefiran
Os testes de caracterizagdo do EPS foram realizados no Laboratério de Bromatologia
do bloco C e Laboratorio de Biotecnologia do bloco A da UFMG.

4.3.1 Teste de Molisch

Hans Molisch (1856-1937), botanico checo-austriaco, foi o criador do teste de Molisch,
um teste quimico sensivel para a presenca de carboidratos. Este teste baseia-se na reacdo dos
carboidratos com &cido sulfurico concentrado, que desidrata o agucar e promove a formacao de
um aldeido, como furfural ou hidroximetilfurfural. Esse aldeido reage com o alfa-naftol (ou
outro reagente utilizado) formando um composto roxo ou lilds, que indica a presenca de
carboidratos na amostra analisada (SANTOS, 2005).

O Teste de Molisch foi utilizado para confirmar a presenca de carboidratos na amostra
de kefiran. Para isso, foi preparada uma solucdo contendo (0,05g) de KF dissolvidos em (5 mL)
de &gua destilada, previamente aquecida por 2 minutos. A mesma concentracao foi empregada
na solucdo padrdo de glicose, utilizada como referéncia. Os tubos de ensaio foram preparados
com as seguintes solucgdes: glicose (controle positivo), a amostra de KF e agua destilada
(controle negativo). Em cada tubo, contendo (1 mL) da respectiva solucéo, foram adicionadas
2 gotas do reagente de Molisch (a-naftol), seguido de agitagdo suave. Em seguida, foi
cuidadosamente pipetado (1 mL) de acido sulfarico concentrado em cada tubo, inclinando-o
para que o acido escorresse pelas paredes (adaptado de QUEIROZ, 2007 ; NELSON; COX,
2011).



4.3.2 Teste de Barfoed

Thomsen Barfoed foi um quimico dinamarqués que, na década de 1870, desenvolveu o
reagente de Barfoed, uma solucdo de acetato cuprico e &cido acético. Este reagente € utilizado
para detectar a presenca de monossacarideos em amostras. A rea¢do quimica ocorre quando 0s
monossacarideos reduzem os ions cupricos (Cu?") presentes no reagente a ions ctpricos (Cu'),
formando um precipitado de 6xido de cobre (I) vermelho. Esse precipitado indica a presenca
de monossacarideos na amostra analisada (COELHO, 2024).

No laboratério, o reagente de Barfoed foi preparado combinando uma solucao de acetato
com &cido acético. Paralelamente, o KF foi preparado dissolvendo-se (0,05g) do composto em
(5 mL) de agua destilada. Para otimizar a solubilizag&o, a mistura foi agitada em um agitador
Kline por 5 minutos, a uma velocidade de 120 rpm. Ap0s 0 aquecimento, a solucdo foi
novamente submetida ao agitador Kline por 5 minutos, mantendo a velocidade de 120 rpm.
Com as solugdes preparadas, 1 mL da solucéo de amostra foi transferido para um tubo de ensaio,
seguido pela adicdo de 3 mL do reagente de Barfoed. O tubo foi aquecido em banho-maria, e 0
tempo necessario de 1 a 2 minutos para a formacdo de um precipitado vermelho foi registrado
(adaptado de QUEIROZ, 2007 ; NELSON; COX, 2011).

4.3.3 Determinacdo de carboidratos pelo método fenol-sulfarico

O método fenol-sulfarico é utilizado para a determinacdo de acuUcares totais é
reconhecido como um dos métodos colorimétricos mais rapidos e de facil execucdo (NIELSEN,
1998). A reacdo baseia-se na desidratacdo dos agUcares, promovida pela adicdo de &cido
sulfurico, que gera produtos intermediarios como furfural ou hidroximetilfurfural. Esses
produtos, ao reagirem com o fenol, formam um complexo amarelo-alaranjado.

A intensidade dessa coloracdo € diretamente proporcional a concentracdo de agucares
presentes na amostra. Para quantificar os acucares, o complexo formado é lido em
espectrofotbmetro a 490 nm. A reacdo quimica e a absorbancia medida fornecem uma
estimativa da quantidade de acgUcares totais na amostra. O método foi adaptado de Dubois et al.
(1956), que utilizaram soluc6es padrdo de glicose para calibracdo e analise.

Para esse teste preparou-se uma solucdo padrdo de glicose (D-glicose) nas
concentragdes de 20, 40,50, 60, 80 e 100 mg/mL (Figura 8). Foram preparados 0,5 mL das
amostras em 0,5 mL de agua destilada, apds isso foi adicionado 0,5 mL de fenol e os tubos

foram agitados vigorosamente com o auxilio de vortex. ApOs a agitacdo, adicionou-se
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rapidamente 2,5 mL de &cido sulfurico concentrado pelas paredes dos frascos e o contetdo foi
agitado novamente. Apos esperar 10 minutos, fez-se a leitura em espectrofotometro (NOVA
1600 UV) medida na regido do espectro visivel a 490 nm. O célculo das quantidades de agUcar

total foi realizado através de uma curva analitica obtida com auxilio do Microsoft Excel®.

Figura 8. Curva analitica padrédo de glicose (mg/mL).
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Fonte: Autor
4.3.4 Determinacao do contetdo de proteinas totais pelo método de Bradford

O método de Bradford foi utilizado para a determinacdo de proteinas totais na amostra
de kefiran. Nesse método, a proteina presente na amostra se liga ao corante Coomassie Brilliant
Blue G-250, formando um complexo azul estavel. Esse complexo apresenta maxima
absorbancia a 595 nm, e a intensidade da cor € diretamente proporcional a concentracdo de
proteinas na amostra. Para a construcdo da curva padrdo de proteinas considerou-se as
concentracdes de 0,1 a 2 mg/mL nos tubos e 2 mL de reagente de Bradford. A leitura das
absorbéancias foi realizada em espectrofotometro (NOVA 1600 UV), conforme descrito na
Figura 9. A calibracdo do equipamento para o valor da absorbancia (ABS) zero foi realizada
utilizando-se agua destilada como branco na cubeta e a leitura foi feita em comprimento de
ondas de 595 nm. O calculo das quantidades de proteinas foi realizado através de uma curva

analitica obtida com auxilio do Microsoft Excel®.
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Figura 9. Teste de Bradford. (A) espectrofotdmetro para leitura de absorbancias; e (B) tubos com diferentes
concentragdes (0,1; 0,2; 0,5; 0,7; 1,0; 1,5 e 2,0).

Fonte: Autor

Figura 10. Curva analitica padréo de proteina (mg/mL).
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Fonte: Autor

4.4 Linhagens fangicas

Neste estudo utilizou-se linhagens clinicas de fungos pertencentes a Colecéo de Culturas
Micoteca do Departamento de Micologia do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de
Pernambuco- UFPE e cepa de referéncia da American Type Culture Collection (ATCC) doada



pelo Laboratorio de Ecologia Microbiana da UFMG. A Figura 11 mostra como as cepas foram

recebidas.

Figura 11. Cepas parareativacdo. (A) cepa URM 4986 e (B) cepa ATCC padréo.

Fonte: Autor

4.4.1 lIsolamento e pureza das cepas de Candida albicans

A cepa padrédo de Candida albicans URM 4986, adquirida do banco de cepas da UFPE,
foi enviada em tubo de ensaio. Ap0s o recebimento, realizou-se um experimento no Laboratdrio
de Sanidade Animal, no qual a cepa foi semeada em placas de Petri por esgotamento em estrias.
O objetivo do experimento foi avaliar o potencial de crescimento e a pureza da cepa, por meio
da observacéao da formacéo de coldnias nas placas.

Para o procedimento de repique da cultura para meio solido em placa, o meio de cultura
vertido nas placas foi o Agar batata dextrose (BDA), amplamente usado para o cultivo de
fungos. Estriou-se a alca bacterioldgica sobre o meio de cultura em trés estrias, inicialmente
estria-se em metade da placa, com movimentos de zig-zag. Quando se atinge a metade, gira-se
a placa 90° e estria até a metade, equivalente a 1/4 da placa, gira-se mais 90° e estria-se 0 meio
restante. As placas foram armazenadas em estufa a 35°C + 2°C por 24 horas, passadas as horas
verificou-se que houve crescimento de coldnias (Figura 12), o que permitiu o repique da cepa

em outros tubos de ensaio e/ou placas, para utilizacdo nas demais analises necessarias.
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Figura 12. Cepas ap06s crescimento de 24h. (A) cepa URM 4986 e (B) cepa ATCC 60193.

Fonte: Autor

As cepas utilizadas no estudo foram descritas de acordo com a sua espécie, cédigo e
origem de isolamento, conforme Tabela 3:

Tabela 3. Espécies utilizadas, segundo codigo de identificacdo e origem da cepa.

Espécie Caddigo Origem de isolamento
Candida albicans Cepa de referéncia Colo do atero
ATCC* 60193
Candida albicans Cepa URM* 4986 Secrecdo vaginal

Fonte: Autor *ATCC: American Type Culture Collection. URM: University Recife Mycologia

4.5 Crescimento de microrganismos

O crescimento de bactérias acido laticas (BAL), bactérias acido acéticas e leveduras do kefir
foram realizados no Laborat6rio de Biotecnologia do bloco A da UFMG, utilizando diferentes
meios. As BAL foram crescidas em meio MRS broth De Man, Rogosa e Sharpe (Germany),
plaqueamento em dilui¢Ges decimais adequadas (102, 10 e 10#). As bactérias do acido lactico
em meio GY (50¢/L de glicose, 10g/L de extrato de levedura, 20 g/L de agar).

As leveduras foram crescidas em meio YPG (10g/L de extrato de leveduras, 10g/L de
peptona, 20g/L de glicose e 20g/L de &gar) acrescido de cloranfenicol na concentragdo de 100
mg/L, plaqueamento em diluicdes (102 e 10°3).

As placas foram incubadas em condigdes de anaerobiose para bactérias, em jarras
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anaerobicas PVC (Permution), a 35°C por 24 horas e aerobiose para leveduras por 72 ha 28°C,

de acordo com a Figura 13.

Figura 13. Crescimento de microrganismo. (A) Jarras de crescimento anaerobico e (B)

crescimento em aerobiose.

Fonte: Autor

O teste de crescimento foi realizado com o objetivo de avaliar a viabilidade dos gréos
de kefir e garantir um desenvolvimento adequado de col6nias, essencial para as analises
subsequentes. Essa etapa foi necessaria, pois 0s graos estavam congelados e precisaram ser

reativados para o estudo.

4.6 Antifungicos testados

Para os testes de atividade antifungica foram utilizados discos para antifungigrama de
tamanho médio de 6,35mm (Cecon), contendo medicamentos de referéncia, em concentracées

ja descritas na literatura, conforme Tabela 4.

Tabela 4. Medicamentos e concentracdes nos discos de antifungigrama.

Medicamento Concentragéo
Fluconazol 25 mcg
Nistatina 100 U.1

Fonte: Autor

4.7 Determinacéo da atividade antifangica



Os testes para determinagdo da atividade antiflngica foram realizados no Laboratério
de Sanidade Animal da UFMG.

4.7.1 Método de disco-difuséo

O teste de disco-difusdo foi realizado em meio de cultura Mueller-Hinton Agar
(KASVI). As placas foram incubadas em estufa a 35°C + 2°C por 24 horas e o indculo foi
preparado usando-se colnias suspensas em 4,0 mL de solucdo salina esterilizada. A turbidez
da suspenséo foi ajustada para 0,5 da escala de McFarland.

As cepas foram inoculadas nas placas contendo o meio de cultura com o auxilio de uma
alca de inoculacdo, em seguida foram adicionados os discos de antifingicos. A leitura das
placas foi realizada visualmente, e ap6s o periodo de 24h de incubacéo, foram medidos os halos
formados em torno dos discos de antifungicos e expressos em milimetros (mm).

A definicdo dos parametros de resisténcia, sensibilidade intermediaria e sensibilidade

foram definidos seguindo os critérios do fornecedor Cecon, detalhes na Tabela 5.

Tabela 5. Critérios de susceptibilidade aos antifungicos testados.

Antifungico testado/ Halo de inibigdo (mm)

Suscetibilidade Fluconazol Nistatina
Sensivel >19 >10
Intermediario 14219 -
Resistente <14 <10 mm

Fonte: Autor

4.7.2 Método de diluicdo em microplacas para obtencéo da Concentracado Inibitoria
Minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada utilizando-se a técnica de diluicdo em microplacas,
segundo a Norma M27-A2 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), com
modifica¢des. Os pocos das microplacas foram preenchidos com 160uL do caldo Sabouraud +
composto kefiran, em dilui¢6es seriadas nas concentracdes de 150 mg/mL, 70 mg/mL e 37 mg/mL.
Em seguida foram acrescentados 20 pL das suspensoes das cepas de Candida albicans em cada
orificio da microplaca, exceto nos pocos referentes ao controle negativo, onde acrescenta-se
apenas o caldo Sabouraud, conforme ilustrado na Figura 14 (Representagdo esquematica do teste

de diluicdo em microplaca).
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Posteriormente, as microplacas foram incubadas em estufa a 35°C + 2°C por 24 horas, com
os testes realizados em triplicata. Apds esse periodo, as microplacas foram retiradas da estufa e
adicionou-se 20 puL de Cloreto de Trifenil Tetrazélio P.A. (TTC) (Dindmica) a cada pogo,
aguardando cerca de 30 minutos para o desenvolvimento da reacdo. O TTC é um sal de tetrazolio
que, na presenca de células metabdlica ativas, sofre reducdo e forma um composto insollvel
vermelho, o formazan, o que resulta na coloracdo avermelhada observada nos pogos. Nos pogos
onde ocorreu a formagdo de complexo avermelhado, interpretou-se que houve crescimento do
microrganismo, ou seja, 0 composto adicionado nédo foi capaz de inibir as cepas estudadas.

Nos pogos de controle positivo, onde ndo houve a adi¢cdo de composto antimicrobiano,
espera-se a formacdo da cor avermelhada, indicando o crescimento do microrganismo. A
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) foi determinada como a menor concentragédo do composto

capaz de impedir a mudanca de cor, ou seja, que inibiu o crescimento visivel do microrganismo.

Figura 14. Representacdo esquematica do teste 1 de diluicdo em microplaca.
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Fonte: Autor

A- Cepa URM 4986

B- Cepa URM 4986

Nos pocos de 1 a 6 foram utilizadas concentragdes de 150 mg/mL

Nos pocos de 7 a 9 foram utilizadas concentracdes de 70 mg/mL

Nos pocos de 1 a 6 foram utilizadas concentracdes de 37 mg/mL

D- Cepa ATCC 60193

E- Cepa ATCC 60193

H- Controle positivo da cepa URM 4986 nos pogos de 1 a 3
Controle positivo da cepa ATCC 60193 nos pogosde 5a 7
Controle negativo nos pocos de 10 a 12
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No segundo teste realizado (Figura 15), estabeleceu-se 0 mesmo protocolo descrito
acima, com modificagOes apenas referente aos tratamentos. No primeiro teste foram analisados
dois tratamentos diferentes para cada uma das cepas, no segundo teste considerou-se as mesmas
cepas URM 4986 e ATCC 60193 mas apenas um tratamento. Outra modificacdo foram as

concentragdes, onde para o segundo teste definiu-se concentragdes de 400, 200 e 100 mg.

Figura 15. Representacdo esquematica do teste 2 de diluicdo em microplaca.
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Fonte: Autor

A- Cepa URM 4986

C- Cepa ATCC 60193

Nos pocos de 1 a 6 foram utilizadas concentrac6es de 400 mg/mL

Nos pocos de 7 a 9 foram utilizadas concentracfes de 200 mg/mL

Nos pocos de 1 a 6 foram utilizadas concentra¢fes de 100 mg/mL

G- Controle positivo da cepa URM 4986 nos pocos de 1 a 3
Controle positivo da cepa ATCC 60193 nos pocosde 4 a 6
Controle negativo nos pocos de 10 a 12

4.7.3 Avaliacdo da atividade fungicida do kefiran por meio da Concentracdo Fungicida
Minima (CFM)

A menor concentracdo do kefiran que demonstrou efeito sobre a cepa foi submetida a
retrocultivo em placas de Petri contendo meio de cultura Sabouraud. As placas foram incubadas

a 35°C + 2°C por 24 horas, visando confirmar a atividade fungicida do composto.

4.8 Abordagens computacionais para estudo das interacdes do kefiran
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As anélises computacionais deste estudo foram conduzidas com métodos desenvolvidos
pelo grupo de pesquisa SIMAp (Sistemas Moleculares Aplicados), utilizando simulagdes de
dindmica molecular e ancoragem molecular para investigar as interacdes do kefiran. As
simulacbes avaliaram a estabilidade do kefiran com nutrientes, enquanto a ancoragem
molecular investigou suas interagdes com alvos imunoldgicos, auxiliando na compreensdo de

seus efeitos bioativos.

4.8.1 Simulagdes de Dinamica Molecular: interacdo kefiran-nutriente

A Dinédmica Molecular (DM) é uma técnica eficiente para avaliar interacfes intra e
intermoleculares, permitindo a analise de interac6es de curto e longo alcance e a compreenséo
do comportamento atémico ao longo do tempo. Essa abordagem é amplamente utilizada para
investigar proteinas, macromoléculas e sistemas em solucéo (Borges et al., 2023; Lescano et
al., 2021; Oliveira & Caires, 2019). Para a realizacdo das simulagdes, diferentes campos de
forca e programas podem ser empregados, sendo essencial a escolha adequada para garantir a
acurécia dos resultados.

Neste estudo, a interacdo entre o kefiran e os nutrientes foi analisada por meio de dois
sistemas distintos, conforme ilustrado na Figura 16: (i) um sistema contendo um tetramero de
kefiran solvatado em agua e (ii) um sistema composto pelo mesmo tetrdmero, porém na
presenca de nutrientes, incluindo vitaminas, aminoacidos, sacarideos e triacilglicerdis, com
vinte moléculas de cada composto.

As configuracdes iniciais das caixas de simulacdo foram geradas utilizando o software
Packmol (Martinez et al., 2009), garantindo uma distribuicéo inicial aleat6ria e ndo sobreposta
das moléculas. Para garantir a estabilidade dos sistemas, foi realizada uma etapa de
minimizacdo de energia com 10.000 ciclos do método do gradiente conjugado (CG). Em
seguida, cada sistema foi submetido a 60 ns de simula¢es de DM, utilizando o ensemble NPT
(nimero de particulas, pressao e temperatura constantes) a 298,15 K e 1 atm. A pressao foi
controlada por um barostato Langevin, com um periodo de 200 fs, decaimento de 100 fs e
temperatura de pistdo de 293,15 K. A temperatura do sistema foi mantida estavel por meio de
um termostato de Langevin.

Todas as moléculas envolvidas foram parametrizadas utilizando o campo de forca
Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics (CHARMM) (Nauss, 2000), garantindo a
fidelidade da modelagem molecular. As simulages foram conduzidas com o software NAMD

(Nelson, 1995), enquanto a analise e visualizagdo dos dados foram realizadas com os programas
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VMD, PyMOL e MDAnalysis (Humphrey et al., 1996).

Figura 16. Estruturas utilizadas para simulagdo: (A) tetrdmero de kefiran; (B) triacilglicerol — trivalerato de

glicerol; (C) monossacarideo — D-glicose; (D) vitaminas lipossolGveis; e (E) aminoacidos.
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4.8.2 Ancoragem Molecular: ativacédo do sistema imunologico

Estudos recentes sugerem que o kefiran pode desempenhar um papel importante na
modulacdo da resposta imunologica e na ativacdo de mecanismos anti-inflamatorios. Em
particular, a interacdo do kefiran com os receptores Toll-like (TLRs), especialmente o TLR4,
tem sido investigada como um possivel mecanismo para os beneficios imunolégicos associados
ao composto, como relatado por Bahari et al. (2020). Para investigar essas interacoes, foi
realizada uma simulacdo de ancoragem molecular, onde uma unidade monomérica de kefiran
foi encaixada no sitio catalitico do receptor TLR4.

A ancoragem molecular foi conduzida utilizando o programa DockThor (de Magalhées
et al., 2014), que permite a previsdo da posi¢do e da orientagdo de moléculas ligantes no sitio

ativo de proteinas receptoras. A estrutura cristalina do TLR4 complexada com MD-2 foi obtida



a partir do Protein Data Bank (PDB ID: 3FXI; Park et al., 2009b). Para realizar o estudo, foi
escolhida uma das subunidades do heteropolimero para investigar as energias de ligacdes
ligante-receptor no dominio do sitio de ligac&o.

O sistema foi configurado em uma caixa de grade cubica com dimensdes de 30 A x 30
Ax30 A (Ax, Aye Az), e acoordenada do centro dacaixa foidefinida como (x, y, z) = (26,0200,
-10,3150, 13,5680) em relacdo as coordenadas do receptor. A discretizacdo da energia foi
definida como 0,31 A, o que permitiu uma analise precisa da interacdo entre o ligante (kefiran)
e 0 receptor TLR4. Para a simulacdo, foram adotados os parametros padrdo da plataforma
DockThor.

Apos a realizacdo da ancoragem, as diferentes conformacfes geradas para a interacdo
entre o kefiran e o receptor TLR4 foram agrupadas com base no desvio quadratico médio
(RMSD — Root Mean Square Deviation), considerando um valor méaximo de até 2 A. Este
critério de agrupamento permitiu selecionar as melhores conformacdes possiveis, representando

as interacOes mais favoraveis entre o kefiran e 0 TLR4.
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5. PRODUTOS CIENTIFICOS

5.1 Produto 1: Artigo publicado no peridédico Food Science and Technology

Aplicagdo Prética

Um conjunto de propriedades moleculares é apresentado e discutido para o exopolissacarideo
de kefiran. Este bioativo possui estrutura complexa, sendo aqui modelado como o0 monémero e
tetramero composto por ligacGes glicosidicas D-glicose e D-galactose. Assim, as interaces
kefiran-nutrientes podem ajudar a explicar as propriedades experimentais - fisicas, quimicas e
biolbgicas- deste biopolimero, conforme explorado aqui como um ativador do sistema

imunolégico via receptor Toll-like 4.
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Molecular analysis of Kefiran exopolysaccharide: Interactions with vitamins, amino acids,

monosaccharides, lipids, and Toll-like receptor 4
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Abstract

Kefir grains are composed of a consortium of microorganisms, which are enveloped in a matrix of exopolysaccharides
called kefiran, with an almost equal proportion of D-glucose and D-galactose, produced by lactic acid bacteria of the genus
Lactobacillus. Associated with a diversity of proteins and lipids, kefiran supports the symbiotic cellular structure and protects
it against external influences, such as nutrient deficiencies, dehydration, bacteriophages, toxicity, and osmosis. Kefiran has
attracted the attention of the scientific community due to its functional properties, and its role in modulating the immune
system is the most studied and has potential for exploration. However, the biopolymer has a complex molecular structure and
its physical and chemical properties still require investigation. The present study addresses the interaction between the kefiran
tetramer and various compounds: trivalerate triacylglycerol; monosaccharide — D-glucose; fat-soluble vitamins such as
vitamin A — retinol and vitamin D — cholecalciferol; water-soluble vitamins such as vitamin B2 — riboflavin and vitamin C —
ascorbic acid; and amino acids such as positive side chain histidine, negative aspartate, polar asparagine, and hydrophobic
isoleucine. From its molecular properties and experimental results from the literature, we discuss the role of kefiran in acting
similarly to the carbohydrate portion of lipopolysaccharides in the Toll-like receptor and myeloid differentiation factor 2
system, activating the immune system.

Keywords: kefir; kefiran; exopolysaccharide; nutrients; molecular dynamics; TL receptors.

Practical Application: A set of molecular properties is presented and discussed for kefiran exopolysaccharide. This bioactive
has a complex structure, being modeled here as the monomer and tetramer of D-glucose and D-galactose glycosidic bonds.
Thus, the kefiran—nutrient interactions can assist in explaining the experimental — physical, chemical, and biological —
properties of this biopolymer, as explored here as an activator of the immune system via Toll-like receptor 4.
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1 INTRODUCTION

1.1 Keflr system: Fermented milk, grains, and health beneflts

The kefir drink originates from the Caucasian Mountains,
the extreme southeast of Europe between the Caspian Sea and
the Black Sea, with the word “kefir” originating from the Turk-
ish term “keif,” which means “well-being”. It is estimated that
the cultivation of this drink began around 2000 BC, being
widely spread among generations of people and tribes in that
region (Rosa et al., 2017). Currently, it is known that this drink
has been produced and consumed on all continents, given its
functional potential as a fermented food product, tradition-
ally made through the fermentation of milk with kefir grains
(Gonzélez-Orozco et al., 2022), being the subject of study in
recent years.

The fermented product is composed of bacteria and yeasts
that proliferate in a microbial association forming a macrostruc-
ture called “kefir grains,” such grains are made up of lactose
fermenting and non-fermenting yeasts (Ibacache-Quiroga et al.,
2022). In short, for the formation of grains, the self-aggregation
of Lactobacillus kefiranofaciens and Saccharomyces spp. initially
occurs, forming small granules. Then, the Lentilactobacillus
kefiri attach themselves to the surface of the granules, aggre-
gating with other organisms and components present in the
milk, generating the visually characteristic macrostructure. Due
to the fermentation process of releasing lactic acid and acetic
acid, resulting from the bioconversion of lactose, the drink has
an acidic flavor (Gonzéalez-Orozco et al., 2022); the cultivation
of microorganisms can be done using water and sugar, or milk,
and is considered a probiotic food (Abraham & De Antoni,
1999). Given the beneficial properties for health reported in

Received: Aug. 30, 2024.
Accepted: Oct. 1, 2024.

*Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de Ciéncias Agririas, Sisteras Moleculares Aplicados, Montes Claros, MG, Brazil.
*Universidade Federal do Maranhdo, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Satide, Sdo Luis, MA, Brazil.

*Universidade Federal do Amazonas, Institute of Biological Sciences, Manaus, AM, Brazil.

*Corresponding author: ivan.pires.oliveira@gmail.com
Conflict of interest: nothing to declare.

Funding: Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (grants 29628/APQ-01868-22, 31347/APQ-05670-23, and APQ-00727-23), FUNDEP/UFMG/PRPq
grants 30201, and 30563, Fundagao de desenvolvimento da pesquisa/Universidade Federal de Minas Gerais/Pré-reitoria de Pesquisa, Conselho Nacional de Desenvolvi-
mento Cientifico e Tecnolégico, Fundagéo de Amparo a Pesquisa e ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico do Maranhéo, BM-01649/23.

Food Sci. Technol, Campinas, 44, €00393, 2024

48


https://orcid.org/0009-0000-7160-9989
https://orcid.org/0009-0006-8547-5778
https://orcid.org/0009-0004-9767-8762
https://orcid.org/0009-0003-7651-0103
https://orcid.org/0009-0008-8405-3404
https://orcid.org/0000-0002-7180-049X
https://orcid.org/0000-0002-7788-5447
https://orcid.org/0000-0001-6714-7996
https://orcid.org/0000-0003-4193-7361
mailto:ivan.pires.oliveira@gmail.com
https://orcid.org/0009-0000-7160-9989
https://orcid.org/0009-0006-8547-5778
https://orcid.org/0009-0004-9767-8762
https://orcid.org/0009-0003-7651-0103
https://orcid.org/0009-0008-8405-3404
https://orcid.org/0000-0002-7180-049X
https://orcid.org/0000-0002-7788-5447
https://orcid.org/0000-0001-6714-7996
https://orcid.org/0000-0003-4193-7361
https://orcid.org/0000-0003-1020-4376
https://doi.org/10.5327/fst.00393

Kefiran interactions with nutrients and TLR-4

the literature, and through empiricism, the food industry has
proposed and marketed a series of products based on this fer-
mented drink, which include yogurts, creamy cheeses, acgai pulp,
protein ice creams, and associations with jellies, among others
(Sperotto et al., 2017; Zottmann da Silva & Weschenfelder,
2020). Its consumption has become popular all over the world,
and for this reason, it has been called the “yogurt of the 21st
century” (Gentry et al., 2023).

The other important component in this kefir system, the
grains, have unique characteristics, such as softness, gelatinous
appearance, and irregular shape, ranging in size from 0.3 to
3.0 cm in diameter. The complex microbial consortium present
in kefir grains can produce a variety of metabolites and differs
from other fermented products as they comprise a specific and
complex mixture of bacteria that produce lactic acid, acetic acid,
and various bioactive compounds, in addition to lactose-fer-
menting and non-lactose-fermenting yeasts, which coexist in
symbiotic association (Ganatsios et al., 2021; Rosa et al., 2017).
As well as the liquid component of the drink, grains are also
known to have health-promoting effects, including benefits in
reducing cholesterol levels, preventing cardiovascular disease,
and antioxidant action (Tan et al., 2020).

Through the milk fermentation process, several compounds
are produced that give kefir its characteristic aroma and flavor.
Many of these compounds have nutraceutical properties that, to-
gether with a balanced diet, generate benefits such as increased
growth of bifidobacteria and lactobacilli in the intestinal micro-
biota, stimulation of the immune system, antimicrobial activity
against pathogens, and possible antitumor actions (Ahmed et al.,
2013). Regular intake of this product is recognized for promoting
intestinal health, controlling serum glucose and cholesterol levels, as
well as offering other benefits given its probiotic nature (da Silva &
Okura, 2021; Gomes et al., 2020). These benefits are associated with
microorganisms preserving the probiotic function, as well as the
activities of exopolysaccharides (EPSs) and the peptides produced
during the fermentation process. Furthermore, regular and constant
intake of kefir has been linked to improved digestion and lactose
tolerance, antibacterial effects, hypocholesterolemic effects, control
of plasma glucose, antihypertensive effects, anti-inflammatory
effects, and antioxidant activity, as well as anticancer, antiallergic,
and healing properties, among others (Rosa et al., 2017).

1.2 Theexopolysaccharidekeflran: Structure andhealthbeneflts

Exopolysaccharides are biopolymers secreted by bacteria and
fungi, natural components of their habitat, and can be obtained
from plant, animal, or microbial sources. Microbial EPSs perform
vital ecological and physiological functions, acting to protect
microorganisms in adverse environments, in addition to promot-
ing adhesion to solid surfaces, and facilitating the formation of
biofilms (Tan et al., 2020). These biofilms are complex structures
that provide a series of advantages to microorganisms, such as
protection against antimicrobial substances and antibodies, in ad-
dition to serving as a selective barrier to the diffusion of nutrients
into and out of the cell, contributing to cellular function. These
properties make EPS targets of interest in several areas, including
biotechnology, medicine, and the food industry (Barcelos et al.,
2020; Shankar et al., 2021; Wang et al., 2019).

In 1967, Riviére et al. first isolated an unknown EPS called
“kefiran” from kefir grains, which was classified as a food bio-
polymer. Initial characterization of kefiran revealed that this
natural polymer has a molecular mass range of 1.0x10%-6.6x10°
Da, depending on the carbon source used. This molecular weight
range is comparable to other natural polysaccharides, such
as starch and chitosan, for example. In general, kefiran is a
water-soluble microbial EPS composed of glucose and galac-
tose, formed by monomers linked by O-glycosidic bonds, and
can be classified as heteropolysaccharides due to the set and
diversity of monosaccharides in its structure (Barcelos et al.,
2020; Wang et al., 2019), being suggested by Kooiman et al.
in 1968, after methylation studies and oxidation analysis, and
being corroborated by Mukai et al. in 1987 and 1990 (Mukai
etal., 1990; # K[A1F etal., 1988). In the late 1990s, Micheli
et al. (1999) proposed a defined structure for each monomeric
unit composed of six hexoses, with the ratio maintained at 1:1
between glucose and galactose, in beta-glycosidic bonds for the
most part, as shown in Figure 1.

The main structure of the polysaccharide is composed of
D-glucose and D-galactose, with a D-glucose branch. The ma-
jority composition of beta-glycosidic bonds prevents hydrolysis
by digestive enzymes in the human gastrointestinal tract; how-
ever, kefiran can be fermented by bacteria (Gentry et al., 2023).
It is suggested that, through the association between a variety
of proteins and lipids, kefiran supports the symbiotic cellular
structure, protecting it from external influences, preventing
nutrient deficiencies, dehydration effects, bacteriophage ac-
tions, chemical toxicity, and osmosis. In this sense, kefiran has
been directly associated with the bioavailability of nutrients,
enhancing the nutritional aspects of foods.

Furthermore, the literature has shown that kefiran has
antimicrobial, healing, antibacterial, antitumor, antioxidant,
anti-inflammatory, and biocidal properties, and some capacity
to modulate the intestinal immune system, in addition to effects
on reducing blood pressure. The functional properties associated
with this biopolymer, such as stimulation of the immune system
and antimutagenic activity, have aroused interest in the scientific
community. Studies have shown the effects of kefiran on lipids,
blood pressure, and blood glucose levels, where significant
inhibition of blood pressure (Gentry et al., 2023), reduction of
blood cholesterol levels, and reduction of blood glucose levels
were observed. Another important and described role of kefiran
is in immunomodulation. Kefiran is capable of inducing the
expression of IL-10, an inhibitory cytokine in inflammatory
processes, and increasing the phagocytic activity of dendritic
cells. In addition, it appears to prevent the increase in the levels
of inflammatory mediators induced by lipopolysaccharide (LPS)
in monocytes. This immunomodulatory role was also observed
in the lamina propria of the large intestine of animals treated
with kefiran, where the levels of IgA+, 1gG+, IL-4+, IL-10+,
IL-6+, and TNFa+ increased during the 7 days of treatment
(Vinderola et al., 2006).

Due to its versatility, the application of kefiran for the de-
livery of biopharmaceutical drugs and other biomedical appli-
cations is also being discussed. These results suggest that the
kefiran biopolymer has the potential to act asa functional food
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or in formulations with therapeutic applicability. Considering
the extensive discussion in the literature about the versatility
of kefiran in biological and biotechnological applications, in
addition to its pharmacological effects, this work presents a
molecular description of the interaction of this EPS with nutri-
ents — vitamins, amino acids, sugar, and lipids using molecular
dynamics simulations. A discussion of its immunological effects
from a molecular point of view is also presented.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Molecular dynamic simulations: Keflran—nutrient interactions

This is a powerful technique for evaluating molecular interac-
tions (intra and inter), computing short/long-range interactions,
and understanding how atoms interact over time, especially used
for proteins, macromolecules, and solution systems (Borges et al.,
2023; Lescanoetal., 2021; Oliveira & Caires, 2019). Different
force fields and programs can be used to perform the molecular
dynamics (MD) simulations as they have potential energy func-
tions similar to those presented in Equation 1. In this equation,
Voa is the sum of intramolecular (bonded) and intermolecular
(non-bonded) potentials, such as covalent bonds, angles formed
by three adjacent atoms covalently bound, dihedral torsion to a
set of four atoms, Lennard—Jones potentials for pairs of atoms
interacting by van der Waals forces, and electrostatic potential,
which describes the interactions between charged particles:

Vit = 1 3 ko(r —r0)2+ 1 3 ka(06-000)2+ 1 3

2 bonds 2 anaales 2 dihedrals (1)
— 12 Oiin © ~q:9; ;
k [1+ cos(nw —yy)] Qﬁi i+ > Pl
® + 2 ey —Cu ) 0 i
pairs r T pairs

To calculate the interactions between kefiran and nutri-
ents, two systems were built according to structures presented
in Figure 2: System i consists of the kefiran tetramer in water,
whereas system ii includes the kefiran tetramer with nutri-
ents — vitamins, amino acids, saccharides, and triacylglycerol,
containing twenty molecules of each. The initial configura-
tions of simulation boxes were built using Packmol (Martinez
et al., 2009). All systems containing the kefiran tetramer, with
and without nutrients, were equilibrated by performing 10,000
steps of Conjugate Gradient (CG) minimization followed by
60 ns of MD simulations. Production runs were performed for
each system in the NPT (number of particles, pressure, and
temperature constants) ensemble at 1 atm and 298.15 K. The
pressure was controlled using a Langevin barostat with a period
of 200 fs, 100 fs decay, and a piston temperature of 293.15 K.
A constant temperature was maintained using a Langevin bath
with a 10 ps 1 damping coefficient. The Chemistry at HARvard
Macromolecular Mechanics (CHARMM) force field was used
for all molecules (Nauss, 2000). Simulations were performed
using the NAMD program (Nelson, 1995), and figures/analyses
were produced using VMD, Pymol, and MDAnalysis programs
(Humphreyet al., 1996).

2.2 Molecular docking: Immune system activation

Studies have associated kefiran with improving anti-in-
flammatory response and immune system activation. The in-
teractions with Toll-like receptors (TLR) are a reliable behavior
reported to the kefiran mechanism for immunological benefits
as previously suggested (Bahari et al., 2020). The recognition

of diverse LPS molecules by the TLR-4 and myeloid differenti-
ation factor 2, MD-2, heterodimer (Park et al., 2009a) suggests

possible interactions with the polysaccharide kefiran. In this
sense, molecular docking calculus was performed to evaluate

—6)-pD-Glc-(1 - 6)-pD-Gal-(1 - 4)-uD-Gal-(1-3)-pD-Gal-(1  4)-pD-Gle-(1

BD-Glc-(1- 2

* Desirable Inflammatory
response

* Immune system
activation

= Anti-cholesterolemic

= Antimicrobial activity

* Improvement of lactose intolerance

« Improvement of gastrointestinal tract

Figure 1. Monomeric structure of the kefiran exopolysaccharide containing six monosaccharides and their alpha and beta-glycosidic linkages

between D-glucose and D-galactose (Micheli et al., 1999).
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the complex TLR-4-MD-2-Kefiran system from the molecular
point of view, as shown in Figure 3.

The binding modes of kefiran with the TLR4-4-MD-2 com-
plex were investigated using a molecular docking method. This
compound was docked into the catalytic site of the receptor
using the DockThor program (de Magalhées et al., 2014). The
molecular docking was established in a cubic grid box (Ax,
Ay, and Az of 30, 30, and 30 A), centered at coordinates X, y, z
26.0200, -10.3150, 13.5680 and discretization of the energy at
0.31 A. The crystal structure of TLR4 complexed with MD-2
was obtained from the Protein Data Bank [PDB ID: 3FXI (Park
et al., 2009b)]. We choose one of the subunits of the homodimer
to investigate the ligand-receptor interactions at the binding site
domain. The parameters are referred to as defaults in DockThor,
and the structures with positional root mean square deviation
(RMSD) of up to 2 A were clustered together.

3 RESULTS AND DISCUSSION

The biological behavior of the biopolymer kefiran has been
explored from several approaches, including interactions with
nutrients and protein receptors that justify its experimental and
empiric health benefits. To understand these two possible mo-
lecular explanations, a time dependence of kefiran interactions

A

Triacylglycerol 7

Glycerol trivalerate

with vitamins, amino acids, saccharides, and lipids is discussed,
followed by an exploration of its possible anchorage to the
TLR4-MD-2 receptors.

3.1 The preferential keflran—nutrient interactions

The kefiran mobility was analyzed by RMSD, as shown in Fig-
ure 4A. In an aqueous solution, kefiran was stabilized with the low-
est RMSD values compared to an aqueous nutrient solution —a
comparison between gray lines. The presence of nutrients promotes
changes in the tetramer biopolymer reaching RMSD values higher
than 10 A at the end of 60 ns of simulation. It is explained by the
short kefiran—nutrient interaction emerging and the possible loss of
ownkefiran interactions. The nutrients presented different behaviors
withhighdisplacementforasparagine andmediumdisplacementfor
histidine, aspartate, isoleucine, ascorbic acidic, and glucose. In gen-
eral, this find suggests a high translation of these nutrients around
the kefiran tetramer without a specific place of anchoring. The most
relevant vitamins seem to be more stabilized in a centered coordinate
of atoms, showing less displacement in the simulation box. Similarly,
the lipid model, trivalerate glycerol, was well stabilized, suggesting
a possible anchoring on the biopolymer surface. In fact, Figure 4B
shows the disposition of some molecules of lipids very close to ke-
firan,aphenomenon observedduringall thesimulation trajectories.

Fat-soluble > Water-soluble Aminoacids
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. Negative
o Er: Hydrophobic
Vitamin A
Retinol % )\c "LK
m ) Vitamin B2 Vitamin C :

Riboflavin Ascorbic Acid Isoleucine
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Cholecalciferol

Histidine Aspartate Asparagine

Figure 2. Structures modeled for simulations: (A) Kefiran tetramer; (B) triacylglycerol — glycerol trivalerate; (C) monosaccharide — D-glucose;
(D) fat-soluble vitamins: vitamin A—retinol and vitamin D— cholecalciferol; water-soluble vitamins: vitamin B2 —rriboflavin and vitamin C—
ascorbic acid; and (E) amino acids: positive side chain histidine, negative aspartate, polar asparagine, and hydrophaobic isoleucine.
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Figure 3. Overview of Toll-like receptor (TLR) 4 and myeloid differentiation factor 2 (MD-2), highlighting the lipopolysaccharide, LPS, binding
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Distribution functions are adequate to understand the ac-
cumulation or repulsion of a solvent around a solute, especially
minimum distance distribution functions (MDDFs), ideal for
non-spheric solutes (de Oliveira & Martinez, 2019; Martinez
& Shimizu, 2017). An overview of the preferential interactions
between the kefiran tetramer and nutrients shows a smooth
displacement of water around the polysaccharide to accommo-
date especially hydrophobic compounds, as shown in Figure 5A.
An exception of vitamin A, retinol, the other nonpolar nutrients
are energetically allocated close to the polymer surface, as ob-
served for vitamin D, cholecalciferol, and amino acid isoleucine.
Surprisingly, the lipid model, glycerol trivalerate, is shown in Fig-
ure 5B with the highest accumulation around the kefiran polymer.
The kefiran-lipid interaction is interesting; from this finding, it is
possible to present the basis for understanding the related effect
on immune activity response due to its similar LPS structure, with
specific interaction in the TLR4-MD-2 receptors, for instance.
In addition, solvation analyses of solvent—kefiran accumulation
at 3A from the polymer surface, Figure 5C, reinforce the MDDF
findings, i.e., vitamins are frequently found close to the kefiran
tetramer, and the lipid trivalerate is frequently and quantitatively
close to the kefiran, as expected for a similar LPS structure.

Nutrients absence "1 Vit. A (Retinol)

[T with nutrients 4—— Vit. D (Cholecalciferol)
25 ——Vit. B2 (Riboflavin)

7 | Vit. C (Ascorbic acid)

2 Kefiraneee\Water 4

KefiraneeeVitamins

3.2 Keflran and TLR4-MD-2 interaction

Kefiran has been studied due to its functional properties,
such as non-toxicity, antimicrobial activity, important nutri-
tional value, and other promising characteristics (Tan et al.,
2020). However, of the various biological effects of kefir and
kefiran highlighted in the literature, their role in modulating
the immune system is the most studied and elucidated (Bahari
et al., 2020; Gentry et al., 2023). Kefiran is known to modulate
the cytokine profile (IL-4, IL-10, IL-6, IFNy, and TNFa) and
immunoglobulin I1gA in BALB/c mice after 7 consecutive days
of oral administration (Vinderola et al., 2006). In vitro assays
show that kefiran (50 ug/mL) is capable of reducing responses
mediated by Toll-like receptor 4 (TRL4) activation by the agonist
LPS in monocytes derived from peripheral blood mononuclear
cells. In this sense, kefiran reduces the activity of LPS in inducing
the production of cytokines IL-1p and TNF-a in monocytes.
On the other hand, it appears to induce the expression of 1L-10,
an inhibitory cytokine in inflammatory processes, in dendritic
cells derived from monocytes. Such actions reflect the im-
provement of the innate immune function of these cells, with
an increase in their phagocytosis capacity, a crucial aspect of
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Figure 5. Preferential distribution of nutrients around the kefiran tetramer surface according to the minimum distance distribution function
(de Oliveira & Martinez, 2019; Martinez & Shimizu, 2017): (A) kefiran and water, vitamins, amino acids, and monosaccharide; (B) MDDF ke-
fira-lipid; and (C) kefiran solvation at 3 A from the polymer surface by water, and simulated nutrients.
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Figure 6. TLR-4-MD-2 complexed with kefiran polysaccharides. (A) Similar position observed for both the carbohydrate component of LPS
and kefiran. (B) Sampled residues that stabilize kefiran in the carbohydrate pocket such as Tyr296 and Asp294.

the defense against pathogens (Bahari et al., 2020; Park et al.,
2009a). Figure 6 shows how kefiran can interact with the TLR4-
MD2 system, highlighting the residues that stabilize the ligand
in the accommaodation region of the carbohydrate part of LPS.
The similarity between the binding modes allows us to infer its
regulatory role similar to that expected for LPSs.

Kefiran appears to exert immunostimulatory effects both in
vitro and in vivo because polysaccharides such as kefir can stimulate

the production of specific antibodies without the recruitment of
T cells or induction of immunological memory(Kalka-Moll et al.,

Food Sci. Technol, Campinas, 44, e00393, 2024

2002). In simple terms, kefiran acts as a weak provocateur, but not
to the point of inducing immunological memory and immuno-
globulin class switching; it mildly stimulates the immune system.
Some studies report that this ability may be associated with its
binding to TLRs, especially TLR2 and TLR4 (Bahari et al., 2020).

4 CONCLUSIONS

From molecular modeling analysis, it was possible to es-
tablish an interaction profile of kefiran with common nutrient
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molecules such as vitamins, amino acids, monosaccharides,
and lipids. The analyses allow us to infer a favorable interaction
between kefiran and the lipid—glycerol trivalerate, in addition
to strong interactions with the fat-soluble vitamin cholecalcif-
erol, in addition to the amino acid isoleucine. This property of
interacting with nutrients with a hydrophobic profile makes
it possible to interpret that kefiran can bind to the interaction
region of the carbohydrate portion of LPS in the TLR4-MD2
system, similarly to that expected for LPS, thus helping to ex-
plain its observed functional properties.
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Produto 2: Manuscrito cientifico para submissao

Titulo

Kefiran: extrac&o, purificacdo, caracterizagdo quimica e avaliacdo da atividade antimicrobiana
em isolados de Candida albicans

INTRODUCAO

Os biopolimeros tém atraido crescente interesse industrial devido & busca por materiais
sustentaveis e biodegradaveis. Entre esses, 0s exopolissacarideos (EPS) produzidos por
microrganismos vém se destacando por suas propriedades versateis e aplicacdes em diversas
areas, como nas industrias biomeédica, farmacéutica, alimenticia e cosmética. Os EPS possuem
funcbes estruturais e protetoras para 0S microrganismos que 0s sintetizam, além de
apresentarem caracteristicas fisico-quimicas que permitem seu uso como agentes gelificantes,
emulsificantes, estabilizantes e bioativos, tornando-os valiosos para a industria (MONTEIRO
et al., 2021; TAN et al., 2020).

Dentre os EPS, o kefiran, produzido pelos microrganismos presentes nos gréos de kefir,
tem se destacado pelo seu potencial funcional e bioativo. Esse biopolimero é composto
predominantemente por D-glucose e D-galactose e forma a matriz polissacaridica que envolve
os grdos de kefir, protegendo a microbiota e favorecendo a sobrevivéncia dos microrganismos
em diferentes condicdes ambientais (DIAS et al., 2018; LA RIVIERE; KOOIMAN, 1967).
Além de sua funcdo estrutural, o kefiran tem sido investigado devido as suas propriedades
tecnoldgicas e bioldgicas, como efeito imunomodulador, propriedades antioxidantes e atividade
antimicrobiana (WANG et al., 2019; BARCELOS et al., 2019).

A atividade antimicrobiana do kefiran é um dos aspectos mais promissores desse
biopolimero, especialmente contra patdgenos oportunistas, como as leveduras do género
Candida (RODRIGUES et al., 2005). Candida albicans é um dos principais agentes etioldgicos
de infeccBes fungicas em humanos, incluindo a candidiase vulvovaginal, que representa um
problema recorrente de saude publica devido a alta taxa de reincidéncia e ao desenvolvimento
de resisténcia aos antifungicos convencionais (GIOLO et al., 2010). Embora existam opcdes
terapéuticas para o tratamento da candidiase, muitas delas estdo associadas a efeitos adversos e
a crescente resisténcia dos isolados clinicos (LIMA et al., 2020).

Diante desse cenario, a busca por novas alternativas terapéuticas tem se intensificado, e
compostos naturais com atividade antimicrobiana, como o kefiran, surgem como potenciais

candidatos para o desenvolvimento de novas estratégias de controle de infecgdes fungicas.
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Assim, este estudo teve como objetivo extrair, purificar e caracterizar o kefiran obtido a partir
de grdos de kefir, além de avaliar sua atividade antimicrobiana frente a isolados de Candida
albicans.

2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1- Materiais

Grdos de kefir foram doados pelo Laboratério de Tecnologia dos Alimentos da
Universidade Federal de Minas Gerais- UFMG. Leite UHT (3% de gordura), Porto Alegre S/A,
Ponte Nova, MG, Brasil foi adquirido no comércio local da cidade de Montes Claros/MG, e
utilizado para o cultivo de gréos de kefir.

Linhagens clinicas de Candida albicans provenientes da Colecdo de Culturas da
University Recife Mycologia- URM, do Departamento de Micologia da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE), e uma cepa de referéncia da American Type Culture Collection- ATCC
60193, doada pelo Laboratorio de Ecologia Microbiana da UFMG. As cepas foram mantidas
em condicdes adequadas até o momento dos testes microbioldgicos, armazenadas sob
refrigeracdo até o momento dos testes microbiologicos.

Os meios de cultura Sabouraud Dextrose Agar e Mueller Hinton Agar, foram preparados
de acordo com as instruc6es do fabricante KASVI e esterilizados a 121°C por 15 minutos. Os
discos para antifungigrama utilizados (Cecon), contendo o0s seguintes antifingicos de
referéncia: fluconazol (25 mcg) e nistatina (100 U.I). Todos os reagentes utilizados foram de

grau analitico.

2.2- Cultivo de Gréos de Kefir

Os gréos de kefir utilizados neste estudo, inicialmente doados em estado congelado,
foram ativados e cultivados diariamente por algumas semanas até atingir a quantidade
necessaria para os ensaios de fermentacdo. Durante esse periodo, os cultivos foram submetidos
a controle de qualidade em laboratorio, assegurando a seguranca microbiolégica da matéria-

prima. A inoculacdo dos gréos de kefir foi realizada em triplicata.

2.3- Purificacdo e Extracdo de Kefiran

A extracdo do kefiran foi realizada conforme o protocolo adaptado de Martins et al.
(2022). Para isso, 10 g de grdos de kefir foram adicionados a 100 mL de agua destilada

(proporcdo 1:10, m/v) e aquecidos a 90°C com agitacdo continua a 250 RPM. Apoés o
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aquecimento, o liquido resultante foi filtrado para remover os grdos de kefir e submetido a
centrifugacdo a 4500 RPM, etapas de precipitacdo em etanol absoluto. A amostra foi
armazenada a -20°C por 24 horas até as etapas subsequentes do protocolo.

2.4- Caracterizacao quimica do kefiran

Os testes de caracterizacdo adotados para determinacdo da presenga de carboidratos
foram: Molisch (SANTOS et al., 2005), Barfoed (adaptado de COELHO, 2024) e Fenol-
sulfirico (adaptado de DUBOIS et al., 1956) e para determinar a presenca de impurezas na
amostra através da quantificacdo de proteinas foi realizado o teste de Bradford (adaptado de
MARTINS, et al.,2022).

2.5- Isolamento e pureza das cepas

As cepas de Candida albicans foram isoladas em meio Sabouraud Dextrose Agar e
incubadas a 35°C por 24 horas. Ap0s o crescimento, as colonias foram verificadas quanto a
pureza por observacdo em microscopia, sendo realizadas subculturas em meio Sabouraud até

se garantir a pureza do material microbiologico.

2.6- Antifungigrama pelo método de disco-difusdo

O teste de disco-difusdo foi realizado conforme as diretrizes da Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). O inoculo foi preparado a partir de uma suspensdo de Candida
albicans ajustada para 0,5 na escala de McFarland, que foi espalhada uniformemente sobre as
superficies das placas de Petri contendo Mueller-Hinton Agar. Discos impregnados com
fluconazol, nistatina e kefiran, foram posicionados sobre as placas, que foram incubadas a 35°C

por 24 horas. A formacdo de halos de inibi¢do foi medida apds esse periodo.

2.7- Método de diluicdo em microplacas para obtencdo da Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM)

A CIM foi determinada utilizando o método de microdiluicdo em placas, conforme as
orientacdes da Norma M27-A2 da CLSI, com modificaces. A microplaca foi incubada a 35°C
por 24 horas, e ap0s esse periodo, a presenca ou auséncia de crescimento fungico foi
determinada pela adicdo de 20 pL de Trifenil Tetrazolio Cloreto (TTC), onde a coloragdo
avermelhada indicou crescimento fungico. A CIM foi definida como a menor concentragdo do

composto capaz de inibir o crescimento visivel do fungo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a extracdo e purificagdo do kefiran, obteve-se um rendimento de 1,65%. No estudo
de Silva et al. (2015), foram testados diferentes protocolos de extracdo, com diferentes métodos
de solubilizacdo. O protocolo que ndo utilizou solucdo alcalina de NaOH resultou em um
rendimento de 1,58%. Moreira et al. (2008), ao utilizarem a extracdo com &gua quente, que €0
mesmo tipo de extragdo empregado neste estudo, obtiveram um rendimento de 0,1% do
fermentado na fase final. Neste sentido, apesar do baixo rendimento de extracao, este resultado

esta de acordo com o encontrado por outros autores.

3.1- Testes de caracterizacdo do composto kefiran

O teste de Molisch revelou a presenca de acucares na amostra analisada, evidenciada
pela formacdo de um anel de coloracdo lilas (Figura 1). Os resultados obtidos estdo em
consonancia com os achados de Picasso (2017), que destacou a utilidade do teste de Molisch
como um indicativo qualitativo eficaz para a deteccdo de carboidratos em materiais extraidos.
Corroborando achados semelhantes reportados por Cordeiro (2017), a autora também utilizou
0 ensaio de Molisch para detectar carboidratos em exopolissacarideos, estes provenientes do
kefir de agua. Esses resultados reforcam a relevancia do teste como uma etapa preliminar na

caracterizacao qualitativa de carboidrato em amostras.

Figura 1. Teste de Molisch. (A) compara¢do do KF com a glicose e o controle negativo

e (B) tubo contendo apenas a amostra de KF, com a formagéo de anel lilas.

Fonte: Autor

Considerando que o kefiran € um polissacarideo, o teste de Barfoed foi utilizado como
contraprova para confirmar se a presenca de agucar, previamente identificada pelo teste de

Molisch, referia-se ou ndo a um monossacarideo. No entanto, ao adicionar o reagente de
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Barfoed a amostra de kefiran observou-se que a coloragdo permaneceu azulada, indicando a
auséncia de monossacarideos. Confirmando que a amostra de kefiran ndo contém

monossacarideos, mas sim um polissacarideo, como esperado (Figura 2).

Figura 2. Teste de Barfoed. (A) comparacgdo do KF, com a glicose e o controle negativo.

(B) um tubo contendo KF e outro contendo glicose com a formacao de precipitado vermelho.

A Fonte: Autor B

Apos os célculos realizados para a determinag@o de proteinas, foi obtido um valor de
0,053 mg/mg de proteinas por miligrama de kefiran, valor que corrobora com os resultados
apresentados por Martins et al. (2022). Esses autores relataram concentracGes de proteinas
variando entre 0,061 + 0,007 mg/mg no Protocolo 1, 0,065 £ 0,001 mg/mg no Protocolo 2 e
0,410 + 0,014 mg/mg no Protocolo 3. A proximidade do valor obtido com os resultados do
Protocolo 1, de Martins et al. (2022) sugere que o método utilizado no presente estudo foi eficaz
em isolar um kefiran com baixo teor proteico. Essa baixa concentracao proteica é esperada em

kefiran purificado, reforcando a eficiéncia do processo de extracdo e purificacdo empregado.

3.2- Determinacao da atividade antifungica

A Figura 3 apresenta os resultados do teste de disco-difusdo para a cepa Candida
albicans URM 4986, enquanto a Figura 5 exibe os resultados para a cepa ATCC 60193. A
interpretacdo dos resultados foi realizada com base na tabela fornecida pelo fabricante. Para o
antifangico fluconazol, halos maiores que 19 mm sdo classificados como sensiveis (S), halos

entre 14 e 19 mm como intermediarios (1) e halos menores que 14 mm como resistentes (R). Ja
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para a nistatina, halos superiores a 10 mm séo classificados como sensiveis (S) e inferiores a 10

mm como resistentes (R).

Figura 3. Grafico do teste de disco-difusdo para cepa URM 4986. Montes Claros 2024.
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Fonte: Autor

Com base nos dados apresentados na Figura 3, observa-se que a cepa Candida albicans
URM 4986 apresentou resisténcia tanto ao fluconazol quanto ao composto kefiran, uma vez
que ndo houve formacdo de halos de inibicdo em nenhum dos dois casos. A resisténcia ao
fluconazol pode ser explicada por varios mecanismos descritos na literatura.

Esse comportamento é consistente com outros estudos, como o de Silva et al. (2024),
que também observou resisténcia ao fluconazol em uma espécie de Candida albicans, com
auséncia de halos de inibicdo. Da mesma forma, Quindds et al. (2007) analisaram
aproximadamente 3.500 cepas de C. albicans e identificaram resisténcia ao fluconazol em uma
parte delas.

Em relacdo a nistatina, os dados para a cepa Candida albicans URM 4986 indicaram
sensibilidade ao antifungico, com halos de inibi¢do variando entre 13 mm (minimo) e 23 mm
(maximo), com uma média de 17 mm. Esse resultado é consistente com o relato de Silva et al.
(2024), que observou um halo de 20 mm em C. albicans, indicando sensibilidade ao
antifingico. A nistatina se destaca na literatura por sua eficacia, associada a um perfil de

seguranga superior quando comparada a outros antifungicos.
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Figura 4. Placas do teste de disco-difusdo para a cepa URM 4986

Fonte: Autor

A Figura 4 mostra uma placa referente ao teste de disco-difusdo realizado com o isolado
URM 4986. Nesse teste, observa-se a formacgdo de halo de inibicdo no disco do antifingico
nistatina. No disco de fluconazol, embora haja um sombreado ao redor, o crescimento de
colbnias indica uma possivel tentativa de inibicdo, mas sem a formacéo de um halo claro. Nos
discos referentes ao composto kefiran e ao controle negativo, ndo foi observada formacéo de
halos.

Os resultados apresentados na Figura 5 para a cepa ATCC 60193 indicaram
sensibilidade ao fluconazol, contrastando com a resisténcia observada na cepa URM 4986. Para
a cepa ATCC 60193, os halos de inibicdo foram consistentes, variando entre 24 mm (minimo)
e 25 mm (maximo), com uma média de 24,7 mm. Estudos anteriores confirmam essa
sensibilidade. Pfaller et al. (2007), ao avaliarem cepas de Candida albicans quanto a
sensibilidade ao fluconazol por meio do teste de disco-difusdo, observaram que
aproximadamente 97,9% das cepas foram sensiveis ao antifingico. De maneira similar, Porte
et al. (2012) analisaram a sensibilidade de cepas de C. albicans a diversos antifingicos,
incluindo o fluconazol, e relataram que 91,8% das cepas testadas demonstraram sensibilidade

ao medicamento.
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Figura 5. Gréfico do teste de disco-difusdo para cepa ATCC 60193. Montes Claros 2024.
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Fonte: Autor

No estudo de Silva et al. (2016), os resultados foram semelhantes, com sensibilidade ao
fluconazol observada em 20 cepas da espécie Candida albicans. A mensuracdo dos halos foi
realizada de acordo com a tabela fornecida pelo fabricante (Cecon), corroborando os achados
dos estudos anteriores. Quanto a nistatina, a cepa ATCC 60193 também demonstrou
sensibilidade, com um halo de inibicdo médio de 15,3 mm, conforme mostrado na Figura 5.
Silva et al. (2016) relataram valores proximos, com uma media de 15,96 mm, reforcando a
eficicia da nistatina. Resultados semelhantes foram observados por Silva et al. (2024), que
também encontraram sensibilidade a nistatina na cepa C. albicans, corroborando os estudos
anteriores sobre a robustez da nistatina contra essa espécie.

A Figura 6 mostra placas do teste de disco-difusdo realizado com o isolado ATCC
60193. Nessa analise, observa-se a formacdo de halos de inibicdo nos discos de fluconazol e
nistatina. Nos discos referentes ao composto kefiran e ao controle negativo, ndo foi observada

formac&o de halos.
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Figura 6. Placas do teste de disco-difuséo para a cepa ATCC 60193

Fonte: Autor

A Tabela 1 apresenta os resultados do teste de microdiluicdo em placas para determinar
a concentracdo inibitoria minima (CIM) do composto kefiran frente aos isolados de Candida
albicans. O teste é interpretado visualmente, com base na presenca de coloracdo avermelhada
nos pogos da microplaca, indicando crescimento do microrganismo. Na auséncia de coloragao

em algum dos pocos, a concentracdo do composto utilizada nesse poco € considerada a CIM.

Tabela 1. CIM de Kefiran em cepas de Candida albicans - Resultados do teste 1

Cepa Composto Repeticéo 1 Repeticdo 2  Repeticdo 3 Resultado
ATCC 60193 Kefiran 150 mg/mL 150 mg/mL 150 mg/mL CIM
70 mg/mL 70 mg/ mL 70 mg/ mL SA
37 mg/mL 37 mg/mL 37 mg/mL SA
URM 4986 Kefiran 150 mg/mL 150 mg/mL 150 mg/mL SA
70 mg/mL 70 mg/mL 70 mg/mL SA
37 mg/mL 37 mg/mL 37 mg/mL SA

Fonte: Autor CIM= Concentracdo inibitéria minima SA= Sem atividade antifingica

Para o isolado ATCC 60193, observou-se que ndo houve crescimento fungico visivel na
concentracdo de 150 mg/mL do composto. Contudo, em concentracbes menores (70 e 37 mg/mL), foi
possivel observar o crescimento do fungo. No caso do isolado URM 4986, nenhuma concentra¢do do
composto apresentou atividade antifungica. Em todas as concentrac@es testadas, houve crescimento
visivel nos pocos da microplaca, conforme descrito na tabela 2.

A Tabela 2 apresenta os resultados de um segundo teste de microdiluicdo em placas, realizado
com concentragdes maiores do composto kefiran frente aos isolados de Candida albicans previamente
estudados. O composto demonstrou resposta na cepa ATCC 60193 em duas concentragdes (400 e 200
mg/mL). A concentracdo de 100 mg/mL néo foi considerada, pois observou-se visualmente a formacéo de

crescimento leve nos pogos, conforme mostrado na Figura 7.
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Figura 7. Teste de diluicdo em microplaca para susceptibilidade antifingica de Kefiran.

Fonte: Autor

Tabela 2. CIM de Kefiran em cepas de Candida albicans - Resultados do teste 2

Cepa Composto Repeticéo 1 Repeticdo 2  Repeticdo 3 Resultado
ATCC 60193 Kefiran 400 mg/mL 400 mg/mL 400 mg/mL CIM
200 mg/mL 200 mg/mL 200 mg/mL CIM
100 mg/mL 100 mg/mL 100 mg/mL -
URM 4986 Kefiran 400 mg/mL 400 mg/mL 400 mg/mL SA
200 mg/mL 200 mg/mL 200 mg/mL SA
100 mg/mL 100 mg/mL 100 mg/mL SA
Fonte: Autor CIM= Concentragdo inibitériaminima  SA= Sem atividade antiflingica

Para o isolado URM 4986, nenhuma concentracdo do composto apresentou atividade antifungica,
sendo possivel observar crescimento visivel em todos os pocos da microplaca. A menor concentracdo
(200 mg/mL) do composto que demonstrou sensibilidade foi semeada em placas de Petri contendo meio
de cultura Sabouraud e incubada a 35°C + 2°C por 24 horas, com 0 objetivo de confirmar a atividade
fungicida. Apos o retrocultivo, observou-se que as concentraces de 400 e 200 mg/mL apresentaram acéo
fungistatica contra o isolado ATCC 60193, inibindo o crescimento da cepa. No entanto, ndo foi detectada
acdo fungicida, pois houve crescimento de colonias na placa. Dessa forma, ndo foi possivel determinar a

Concentracdo Fungicida Minima (CFM) para este composto.



CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a extragéo e purificacdo do kefiran foram conduzidas
de forma eficiente, garantindo a obtencdo do polissacarideo com qualidade. Essa eficiéncia foi
confirmada pelos métodos de caracterizacdo fisico-quimica, que indicaram um baixo teor de proteinas
residuais na amostra, evidenciando a eficacia do processo de purificagéo.

No ensaio de microdiluicdo em placas, o kefiran apresentou atividade fungistatica contra a cepa
Candida albicans ATCC 60193, inibindo seu crescimento, porém sem efeito fungicida, ou seja, sem
capacidade de eliminar o fungo. Ja os testes de difusdo em disco ndo demonstraram acdo inibitoria do
kefiran sobre o crescimento fingico das cepas analisadas, tanto para C. albicans URM 4986 quanto para
ATCC 60193.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados deste estudo mostraram que o kefiran apresentou atividade fungistatica
contra a cepa de Candida albicans ATCC 60193, inibindo seu crescimento, mas sem efeito
fungicida. Essa auséncia de acdo letal pode ser atribuida & natureza prebiotica do kefiran, que
provavelmente modula a microbiota e o sistema imunoldgico, em vez de atuar diretamente
sobre o fungo. Esse efeito é reforcado pela simulacdo e modelagem molecular, que indicaram
que o kefiran interagiu com nutrientes hidrofébicos, como triacilglicerol (trivalerato), vitamina
D (colecalciferol) e isoleucina, sugerindo sua capacidade de ligar-se ao lipopolissacarideo
(LPS) no sistema TLR4-MD2. Essa interacdo pode contribuir para a ativacdo do sistema
imunologico e explicar suas propriedades funcionais.

Dessa forma, este estudo reforca o potencial do kefiran como um composto bioativo
promissor, com possiveis aplicagdes terapéuticas e biotecnoldgicas. A integracdo entre
ensaios microbiolégicos e abordagens computacionais permitiu uma compreensdo mais
abrangente de suas propriedades, fornecendo bases para investigacdes futuras sobre suas

aplicacdes em sistemas biologicos e na industria farmacéutica.
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7. PERSPECTIVAS

As perspectivas de pesquisa futura com base nos resultados deste estudo incluem:

Aprimorar os métodos de caracterizacdo do kefiran, utilizando técnicas avancadas
como espectroscopia de absor¢cdo molecular, fluorescéncia, infravermelho, DLS
(Dynamic Light Scattering), cromatografia, analises térmicas e microscopia eletrénica.
Essas abordagens permitirdo um perfil mais aprofundado das propriedades estruturais e
funcionais do kefiran, fornecendo informacg6es essenciais para a otimizacdo de suas

aplicacdes.

Desenvolver novos metodos de aplicacdo do kefiran, como sistemas de liberacédo
controlada e formulagbes combinadas, visando potencializar sua eficacia terapéutica.
Esses avangos poderdo facilitar o uso do kefiran em tratamentos especificos, tanto em

produtos farmacéuticos quanto alimenticios.

Explorar o desenvolvimento de produtos alimenticios funcionais a base de kefiran,
com foco na criag@o de alimentos que promovam beneficios a satde, como a modulagéo
da microbiota intestinal e efeitos imunomoduladores. Esses produtos podem oferecer

novas  possibilidades para a industria de  alimentos  funcionais.
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