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RESUMO

Introducé&o - O kefir € uma bebida fermentada de baixo custo que é produzida por
grédos compostos por uma associacdo simbidtica de bactérias e leveduras. Outros
trabalhos ja demonstraram que compostos isolados da bebida possuem atividade
biolégica comprovada. Com a crescente ameaca da resisténcia antimicrobiana, o kefir
emerge como uma opc¢do barata e sustentdvel para a exploragdo de novas
biomoléculas com potencial antimicrobiano. Objetivo - avaliar a atividade
antimicrobiana de uma fracdo da bebida fermentada de um kefir de leite e tracar seu
perfil proteico. Métodos - A bebida fermentada foi centrifugada em 4 etapas, sendo a
primeira a 18000 RPM e as 3 subsequentes foram realizadas com filtros de
concentragao proteica com base no peso molecular (30, 10 e 3 kDa) a 7500 RPM. O
sobrenadante do kefir resultante da primeira etapa de centrifugacéo, foi submetido ao
processo de eletroforese em gel de acrilamida, e as bandas proteicas identificadas
tiveram a sua regido N-terminal sequenciada. A atividade antimicrobiana do
concentrado proteico resultante do processo de centrifugacéo utilizando filtros de corte
com base no peso molecular (<3 kDa) foi avaliada frente as cepas bacterianas gram
positivas e negativas por meio de ensaios de concentracao inibitéria minima (CIM) e
da concentracédo bactericida minima (CBM). O mecanismo de acdo do concentrado
proteico <3 kDa foi avaliado com o auxilio do marcador fluorescente Sytox Green. Esta
fracdo foi avaliada também por cromatografia liquida de alta eficiéncia e por
espectrometria de massas. Resultados - Da primeira fracéo isolada do kefir, foi obtido
a sequéncia N-terminal de 2 bandas proteicas purificadas pela eletroforese em gel,
com 14 e 22 residuos respectivamente que ndo apresentaram similaridade a outras ja
publicadas. O concentrado proteico 3< kDa demonstrou amplo espectro de acao frente
as espécies bacterianas avaliadas, com valores de CIM e CBM entre 25 a 100 mg/mL.
Adicionalmente, foi constatado através do aumento da fluorescéncia de Sytox Green
gue o mecanismo de acdo deste concentrado ocorre por danos a membrana
bacteriana. Este efeito pode estar associado a presenca dos peptideos identificados
pela espectrometria de massas. Concluséo - Em conjunto, os resultados apontam a
eficacia antibacteriana do concentrado proteico avaliado, e reforcam o potencial do
kefir como terapia antimicrobiana alternativa e fonte de biomoléculas com potencial
biotecnoldgico.

Descritores: kefir; antimicrobiano; peptideos; bebida fermentada, proteinas



ABSTRACT

Introduction - Kefir is a low-cost fermented beverage produced by grains composed
of a symbiotic association of bacteria and yeasts. Studies have already demonstrated
that isolated compounds from the beverage have already show that kefir fermented
beverage has biological activity in various fields. With the growing threat of
antimicrobial resistance, kefir emerges as a cheap and sustainable option for exploring
new biomolecules with antimicrobial potential. Objective - evaluate the antimicrobial
activity of a fraction of the fermented beverage from milk kefir and analize the protein
profile. The fermented beverage was centrifuged in 4 steps, the first one at 18000 RPM
and the subsequent 3 centrifugations were carried out with protein concentration filters
based on molecular weight (30, 10, and 3 kDa) at 7500 RPM. The supernatant of the
kefir from the first centrifugation step, the fraction with the highest protein
concentration, was subjected to acrylamide gel electrophoresis, and the identified
protein bands had their N-terminal region sequenced. The antimicrobial activity of the
protein concentrate resulting from the centrifugation process using molecular weight
cut-off filters (<3 kDa) was evaluated against gram-positive and gram-negative
bacterial strains through minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC) assays. The mechanism of action of the <3 kDa
protein concentrate was evaluated with the aid of the fluorescent marker Sytox Green.
This fraction was also evaluated by ultra-high performance liquid chromatography and
mass spectrometry. Results - From the first fraction isolated from kefir, the N-terminal
sequence of 2 protein bands purified by gel electrophoresis was obtained, with 14 and
22 residues respectively, which showed no similarity to others already published. The
<3kDa protein fraction demonstrated broad-spectrum activity against the evaluated
bacterial species, with minimum inhibitory concentrations and minimum bactericidal
concentrations ranging from 25 to 100 mg/mL. The mechanism of action through
membrane damage of this fraction was confirmed by Sytox Green. Through accurate
mass evaluation by mass spectrometry, the presence of peptide molecules was
constated in this fraction, and it is possibly responsible for the observed microbial
action. Conclusion - These results support the efficacy of kefir against
microorganisms and reinforce its probiotic potential and a source of molecules with
bioactive potential.

Descriptors: kefir; antimicrobial; antimicrobial peptides; fermented beverage.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana é uma preocupacao de saude publica em ambito
global. A cada ano, o numero de cepas resistentes aos farmacos presentes no
mercado aumenta e com isso, a mortalidade e a morbidade também. A escassez de
novos farmacos emerge como uma preocupacdo para 0o combate a resisténcia
antimicrobiana. As barreiras financeiras e de inovacdo impedem que o mercado
desenvolva farmacos eficientes, o que cria uma lacuna entre a prospeccdo de
alternativas terapéuticas e o surgimento de novas cepas resistentes, o que resulta em
processos infecciosos cada vez mais complexos de serem tratados.

Os peptideos antimicrobianos sédo biomoléculas naturalmente produzidas por
seres vivos e desempenham inumeras fungdes. No contexto atual, tem-se estudado
cada vez mais este grupo de moléculas como possiveis alternativas terapéuticas
contra diversas cepas resistentes. A diversidade estrutural e de funcéo faz com que a
capacidade destas moléculas sejam aprimoradas, o que reduz as chances do
desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana.

O kefir é uma bebida fermentada classificada pela Organizacdo Mundial da
Saude como um probidtico e tem sido estudado e empregado em diversas areas da
medicina. Isto se da devido as propriedades antimicrobianas, antifingicas, anticancer,
antioxidante e imunomoduladoras comprovadas de biomoléculas pds-bidticas
presentes nessa bebida. A necessidade pela inovacdo farmacolégica de compostos
eficientes, de baixo custo e que sejam sustentaveis, faz com que a busca por
biomoléculas de fontes naturais com potencial biotecnolégico, em especial o
antimicrobiano, se tornem um atrativo para o mercado. Neste contexto, o kefir, uma
bebida fermentada de baixo custo, emerge neste cenario como um 6timo candidato a

exploracéo de biomoléculas para potencial aplicacao terapéutica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Breve introducgéo do kefir

O termo “probidtico” foi utilizado pela primeira vez em 1907 pelo Nobel de
Fisiologia ou Medicina russo llya Ilyich Mechnikov para designar substancias
desconhecidas de um protozoario ciliado que contribuia para o crescimento de outro.
Em 1989, Fuller redefiniu este termo para “suplemento alimentar composto por
microrganismos que beneficia a microbiota intestinal”. Atualmente, a Organizagéo das
Nacbes Unidas para Alimentacao e Agricultura (FAO) considera que probidticos sao
“microrganismos vivos que quando consumidos em quantidades moderadas trazem
beneficios ao hospedeiro” (FAO, 2016).

No cenario atual, as bactérias e leveduras probioticas podem ser encontradas
em suplementos alimentares ou alimentos fermentados e sdo considerados uma
alternativa alimentar segura, de custo baixo e benéfica para a saude humana (Yadav
et al., 2022). O uso dos probidticos esta historicamente associado principalmente a
uma melhora na saude gastrointestinal, onde contribuem principalmente para a
protecdo contra infeccbes, antagonizando patdégenos virulentos e auxiliando no
processo digestivo e na absorcdo de nutrientes (Piqué; Berlanga; Mifiana-Galbis,
2019; Snigdha et al., 2022).

Associa-se 0 consumo de probidticos também a melhora no sistema imune do
hospedeiro, no sistema nervoso, reducdo do colesterol e ha trabalhos que associam
0 uso destes alimentos com o tratamento e prevencdo de doencas do trato
gastrointestinal (Snigdha et al., 2022; Yang et al., 2020). O processo fermentativo
realizado pelos probidticos também produzem compostos secundarios, 0os poés-
bidticos. Pds-hidticos sdo metabdlitos produzidos pela acdo das bactérias e leveduras
probidticas como &cido latico, peréxido de hidrogénio, bacteriocinas e outros
peptideos que exibem atividade antimicrobiana de amplo espectro (Figura 1) (Silva et
al., 2020; Yadav et al., 2022).
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Figura 9 - Beneficios promovidos pelo consumo de alimentos probiéticos.

Probiéticos - Promogao a salide 2~

& S e

Melhora do Melhora no Redugio da Efeito Atividade Imunomodulagéo Estimulo ao
processo digestivo processo resisténcia a antioxidante antimicrobiana sistema imune
metabélico insulina

Nos ultimos anos, um probiotico que tem ganhado destague entre essa classe
e o kefir. O kefir € uma bebida fermentada de carater acido-efervescente, viscosa e
de baixo teor alcéolico. Sua origem precisa € incerta, porém, sabe-se que 0S graos
sdo originarios das regides frias e montanhosas do leste europeu, na regido dos
Balcas e Caucaso (Azizi et al., 2021; Chong et al., 2023; Silva et al., 2020). Desde
entdo, este alimento tem se difundido pelo mundo e chamado a atencao pela sua facil
maleabilidade, alto rendimento e baixo custo de producao (Silva et al., 2020). O kefir
€ compartilhado pelas diferentes regi6es do mundo por meio de um microbioma
formado por uma complexa associacdo simbiotica de bactérias e leveduras que se
organizam em “graos” que realizam a fermentacao da bebida. Os graos (Figura 2) sédo
irregulares, gelatinosos e com tamanho variando de 0,3 a 3 cm e 0S microrganismos
estao dispersos sob eles em uma espessa rede de polissacarideos por eles secretada,
chamada de “kefiran” (Chong et al., 2023). A comunidade microbiana do kefir &
variada. Fatores como o local de origem dos graos, clima, substrato utilizado para a
fermentacdo, técnicas de manuseio e até mesmo a temperatura de armazenamento
podem influenciar na composi¢céo do microbioma dos gréos (Chong et al., 2023; Rosa
et al., 2017). A literatura aponta que mais de 300 espécies diferentes de

microrganismos ja foram descritas como presentes no microbioma de diferentes kefirs
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ao redor do mundo. As espécies microbianas mais frequentes encontradas nos graos
de kefir pertencem aos géneros Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Candida,
Saccharomyces e Kluyeveromyces (Chong et al., 2023; Rosa et al., 2017).

Figura 10. Graos de kefir

De forma geral, a bebida fermentada do kefir pode ser produzida utilizando
diversos substratos organicos como base para a fermentacdo. Os graos sado imersos
neste substrato e apds um periodo fermentativo (24 a 72 h), em temperatura ambiente
ou superior, pode-se obter a bebida fermentada (Rosa et al., 2017). Alguns substratos
menos comuns a base do suco de vegetais como maca, kiwi, tomate, pera, meléo,
morango, uva, gengibre, cenoura, cebola e os melacos de cana e mel podem ser
utilizados como base para o processo fermentativo dos graos de kefir. Entretanto, os
kefirs a base de leite (kefir de leite) e a base de agua e acucar (kefir de 4gua) sao as
opcBes mais famosas e acessiveis da bebida (Azizi et al., 2021). Dependendo do
substrato utilizado na fermentacdo, a composicao organica, sabor, textura e 0s pos-
bidticos secretados pelo microbioma podem se alterar (Silva et al., 2020). Além de
carboidratos, proteinas e gorduras que formam a base da bebida, pode-se encontrar
também acidos organicos, peroxido de hidrogénio, alcool, bacteriocinas, peptideos, e
ésteres além de vitaminas e minerais no kefir (Azizi et al., 2021; Farag et al., 2020;
Rosa et al., 2017).

A procura por alimentos naturais e funcionais é uma tendéncia do século XXI.
Ela € impulsionada principalmente por uma maior preocupacado com a saude, bem-
estar e a busca por alternativas saudaveis aos produtos industrializados. O kefir se

encaixa perfeitamente nesse cenario, oferecendo uma opg¢ao nutritiva que contribui
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para a saude (Peluzio et al., 2021). Gracas a facil obtencao e a variabilidade em sua
composicdo, os componentes pdés-bioticos do kefir tem sido alvo de pesquisas
cientificas com objetivo de se obter moléculas com aplicabilidades biotecnolégicas
(Tabela 1) (Bessa; Bessa; Bonamigo, 2023; Bilal et al., 2022; De Oliveira Leite et al.,
2013; Peluzio et al., 2021). Devido a este contexto, argumenta-se também que o kefir
possa prevenir ou reduzir infecgcdes causadas por microrganismos devido a riqueza

de biomoléculas e outros componentes que compde a bebida (Chong et al., 2023).

2.2 Resisténcia antimicrobiana

Infeccbes microbianas sdo uma preocupacdo persistente da saude da
humanidade desde tempos antigos. A peste bubdnica no século XIV e as frequentes
epidemias de colera nos séculos XIX e XX sdo exemplos historicos famosos de surtos
gue vitimaram e impactaram significativamente a vida de milhares de pessoas. Isso
se deve, em parte, ao limitado conhecimento microbiolégico da época e a falta de
ferramentas para se combater as infec¢des que afetavam a populacao (Cook; Wright,
2022; Deen; Mengel; Clemens, 2020; Glatter; Finkelman, 2021). Porém, a partir do
século XX, uma descoberta mudou o campo da medicina para sempre. A descoberta
da penicilina em culturas fungicas por Alexandre Fleming no final da década de 1920
e, sua incorporacdo como um medicamento de uso clinico no comeco dos anos de
1940 foi um marco na histéria mundial (Tan; Tatsumura, 2015). Essa notavel
descoberta inaugurou a “era de ouro dos antibiéticos” e a humanidade finalmente
ganhou uma alternativa eficaz para combater infeccbes microbianas. Este contexto
levou a melhora significativa da qualidade e da expectativa de vida da populacdo no
mundo (Cook; Wright, 2022; Ribeiro da Cunha; Fonseca; Calado, 2019; Salam et al.,
2023).

Ao longo das décadas seguintes, a medida que novos farmacos eram
descobertos e introduzidos como agentes terapéuticos para o tratamento de infeccées
microbianas, uma preocupacdo comecava a se intensificar: a resisténcia
antimicrobiana (RAM) (Cook; Wright, 2022; Salam et al., 2023; Uddin et al., 2021).

“‘RAM” refere-se a capacidade de microrganismos, como bactérias, virus, fungos e
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parasitas, resistirem aos tratamentos farmacoldgicos antimicrobianos (Salam et al.,
2023).

Tabela 1 — Potencial terapéutico kefir.

Kefir Atividade biolégica encontrada Referéncia
Kefir de Leite: Atividade antimicrobiana in-vitro contra S. Marques et al., 2020
Fracdo concentrada da bebida aureus meticilina-resistente (MRSA) e P.
fermentada (1< kDa) aeruginosa

Atividade antifingica por meio do antagonismo
Microrganismo isolado de um kefir de leveduras isoladas de um kefir de 4gua

de agua contra espécies com potencial patogenicidade
do género Aspergillus

Moure et al., 2023

Kefir de leite: Sobrenadante da Atividade anticancer in-vitro contra células

Fatahi et al., 2019
bebida fermentada cancerigenas cerebrais (Glioblastoma)

Atividade antiviral do kefir contra o COVID-19

Kefir de leite por meio do estimulo ao sistema imune Hamida et al., 2021
(aumento da producédo de células do sistema
imunitario, anticorpos e citocinas)
Kefir de leite: Atividade antioxidante e prevencéo da Coco et al., 2023
Bebida fermentada formagao de Ulceras em ratos (in-vivo)
Imunomodulacéo: A bactéria L. kefiri, isolada
Microrganismo isolado de um kefir de um kefir induz a liberacéo IL-6 e IL-8 de Curciarello et al., 2021
de leite tecidos ex-vivo e aumenta a frequéncia de CD4
+ FOXP3 + LPTC nesses tecidos.
Atividade antinflamatéria: Peptideos isolados
Kefir de leite

de um kefir de leite reduziram a artrite em Chuang et al., 2023
joelhos de ratos pela inibicdo da IL-1B, uma
interleucina relacionada a inflamacgéo

Antidiabético: a bebida fermentada de um kefir
Kefir de leite de cabra de leite de cabra combinada com leite de soja Nurliyani et al., 2015
diminuiu a glicose no plasma sanguineo de
ratos diabéticos (in-vivo).

Anti-hipertensivo: a bebida fermentada de um
Kefir de leite: bebida fermentada  kefir de leite resultou na queda de 37 mmHg na
pressao arterial sistlica e 19% de inibicdo da
enzima conversora de angiostensina em ratos
(in-vivo)

Amorin et al., 2019
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O desenvolvimento da RAM pode ocorrer através de duas maneiras, de forma
natural ou adquirida. A forma natural ocorre devido ao processo adaptativo inerente
aos seres vivos, onde a pressdo seletiva favorece a sobrevivéncia dos mais
resistentes. Esta condicdo contribui para a evolugdo de cepas que, através de
mutacodes e transferéncia de genes, desenvolvem, linhagens super-resistentes, o que
torna os farmacos convencionais ineficientes (Burki, 2018; Global antimicrobial
resistance and use surveillance system report: 2022; Salam et al., 2023). A resisténcia
adquirida, se desenvolve principalmente devido a exposicdo prolongada de
microrganismos a medicamentos previamente eficazes, nomeadamente, 0 uso
irracional de medicamentos. Isso pode ocorrer pelo uso inadequado dos agentes
farmacologicos, prescricobes meédicas desnecessarias, administracdo de doses
incorretas, duragéo insuficiente ou demasiadamente prolongada de tratamento e erros
de diagndstico que resultam na escolha inadequada do tratamento (Burki, 2018;
Global antimicrobial resistance and use surveillance system report: 2022; Salam et al.,
2023). A RAM é reportada principalmente na classe dos farmacos destinados ao
combate de bactérias, os antibidticos.

Uma revisao publicada no ano de 2022 estimou a partir da analise de 343
milhdes de casos em 204 paises que 13 milhdes de pessoas foram acometidas por
infeccBes causadas por bactérias no ano de 2019, e que mais de 7 milhdes vieram a
Obito devido ao processos infeccioso ou por acdo da resisténcia antimicrobiana (GBD
2019 Antimicrobial Resistance Collaborators, 2022). O governo brasileiro aponta que
somente no pais, o0 numero de infecgdes microbianas ultrapassa os 400 mil, enquanto
0 numero de vitimas chega a mais de 240 mil (BRASIL, 2023). A RAM além de ser um
problema de saude publica, resulta em um problema socioeconémico. O elevado
tempo de estadia em um leito hospitalar para o tratamento destas infeccbes esta
intrinsicamente associado aos elevados custos de tratamento. O gasto brasileiro
médio em cuidados para um paciente vitima de infeccao grave ultrapassa os 10 mil
doélares (COREN-SP, 2017). Surtos de infeccBes antimicrobianas podem também
afetar gravemente a cadeia produtiva devido a incapacitacdo da forca de trabalho
provocada pelo processo infeccioso. O banco mundial alerta que até 2050, a perda
econdmica global para a RAM suba de 300 bilhdes para mais de 20 trilh6es de délares.

Em outra estimativa, é avaliado que até 2050, o nUmero de mortes causadas por
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patdgenos resistentes supere os 10 milhdes (Global antimicrobial resistance and use
surveillance system report: 2022; Pulingam et al., 2022).

Dentre as variadas espécies bacterianas, o complexo ESKAPE possui a maior
atencao global. “ESKAPE” é o acrénimo que designa o grupo de bactérias responsavel
pela maioria dos processos infecciosos, além de apresentarem a maior prevaléncia
de RAM no mundo (Figura 3) (De Oliveira et al., 2020; Denissen et al., 2022). O
complexo ESKAPE é composto por Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e o
género Enterobacter spp. (Denissen et al., 2022). Em 2017, a Organiza¢cdo Mundial
da Saude (OMS) publicou uma lista de 12 familias de bactérias cujo desenvolvimento
de métodos de controle é extremamente necessario. E importante ressaltar que todos
0os membros do complexo ESKAPE se fazem presente nesta lista, com P. aeruginosa,
A. baumannii e Enterobacter spp. sendo classificadas pela OMS como de critica

prioridade para controle (Mancuso et al., 2021).
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Figura 11. Representac@o do complexo ESKAPE. Estas espécies de bactérias representam a maior
preocupacédo na saude publica global, podendo estar presentes em nossa microbiota natural, no
ambiente, mas também representam risco patogénico.
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Além da resisténcia natural e adquirida, outro problema que dificulta o combate
da RAM é a falta de opcdes farmacologicas no mercado. Os antibidticos tém
enfrentado um decréscimo em inovacdo produtiva nos ultimos 30 anos e 0 uso
constante das mesmas opcbes facilita o desenvolvimento da RAM (Baran;
Kwiatkowska; Potocki, 2023). Desafios econémicos, custos elevados de pesquisa e
desenvolvimento, bem como obstaculos regulatorios, contribuem para um ambiente
desfavoravel que desestimula e atrasa a busca por novas formulacdes farmacologicas
(Baran; Kwiatkowska; Potocki, 2023). Os medicamentos usados no tratamento de
infec¢des bacterianas possuem mecanismos de acéo distintos. Seus efeitos possuem
alvos como a parede celular (B-lactdmicos, carbapenemases); ou a inibicdo da
replicacdo de DNA (fluoroquinolonas); além de inibidores proteicos; ou inibidores
metabdlicos (inibidores de B-lactamases, tetraciclinas, Clorafenicol) (Baran;
Kwiatkowska; Potocki, 2023; Mancuso et al.,, 2021). Tais mecanismos, por serem
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muito especificos em uma determinada fun¢ao, facilitam o desenvolvimento da RAM
(Reygaert, 2018).

2.3 Peptideos antimicrobianos

Nos ultimos anos, uma classe de moléculas vem ganhando destague como
potenciais candidatos para o desenvolvimento de antibi6ticos: os peptideos
antimicrobianos (PAMs) (Bin et al., 2021; Li et al.,, 2022). PAMs sdo moléculas
multifuncionais, compostas por menos de 100 residuos de aminoacidos e séao
produzidos naturalmente por diversos seres vivos como animais, plantas, fungos e
bactérias. Estas moléculas possuem suas atividades principalmente relacionadas ao
sistema imunologico, onde atuam na defesa do corpo, embora possam tambéem ser
idealizados por softwares computacionais e sintetizados de maneira artificial (Boparai;
Sharma, 2020; Li et al., 2022). Com o avang¢o da RAM, os PAMs, obtidos de fontes
naturais ou sintéticas, tém sido cada vez mais explorados e, vém demonstrando
potencial multifuncional. Dentre os efeitos jA comprovados pela literatura, podemos
destacar sua acdo de amplo espectro contra bactérias, fungos, protozoarios e virus;
além de apresentar potencial anticancer, cicatrizante e antioxidante (He et al., 2018;
Luo; Song, 2021; Perez-Rodriguez et al., 2022; Raileanu; Bacalum, 2023; Rojas-Pirela
et al., 2023). Diferentemente dos antibioticos convencionais, desenvolvidos de modo
especifico para atuar apenas em um alvo na célula, os PAMs tém a capacidade de
interagir com patodgenos por diversas formas: atuam nas membranas celulares, em
organelas intracelulares e indiretamente, recrutando células do sistema imune, o que
leva ao aumento da sua efetividade que resulta por fim, em uma consideravel
diminuicdo no surgimento de cepas resistentes (Rima et al., 2021; Xuan et al., 2023).

Os PAMS possuem caracteristicas inatas que facilitam a sua acao contra
microrganismos. A carga liquida positiva facilita a interacdo com as membranas
negativas presentes em microrganismos, o que leva a um aumento da permeabilidade
gue pode por fim, causar o extravasamento do contetdo celular. A hidrofobicidade
confere ao peptideo facilidade em penetrar nas membranas lipidicas dos
microrganismos, para que possam posteriormente interagir contra alvos intracelulares.
Ja a anfipaticidade (presenca simultanea de regifes hidrofilicas e hidrofébicas),
confere aos peptideos a habilidade de formar poros ou alterar a integridade da

membrana, o que provoca a destruicdo da célula bacteriana. Adicionalmente, a
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diversidade conformacional dos peptideos também auxilia para que essas moléculas
possam atuar mais facilmente na superficie da membrana microbiana (Li et al., 2022;
Xuan et al., 2023).

Peptideos bioinspirados ou sintéticos podem ser alterados ou desenhados do
zero (de novo) com o auxilio de ferramentas computacionais, visando otimizar as suas
propriedades farmacoldgicas, reduzir a sua toxicidade, aumentar a sua seletividade
ou desenhé-los para uma finalidade especifica. O desenho por meio de ferramentas
computacionais tem como principal objetivo simplificar o desenvolvimento de
farmacos e, portanto, baratear o seu custo de producédo e facilitar a sua aplicacao
comercial (Huang et al., 2023; Ramesh et al.,, 2016). Atualmente, o peptideo
antimicrobiano Nisin, produzido pela bactéria Lactococcus lactis € produzido em
escala industrial, sendo usado como conservante alimenticio (Li; Montalban-Lopez;
Kuipers, 2018). Os peptideos sintéticos Murepavadin e XF-73 também sdo cotados
para serem incorporados as fileiras de medicamentos antimicrobianos e neste
momento, ja estdo sendo avaliados de forma clinica, obtendo resultados preliminares,
promissores (Dale et al., 2018; Yendewa et al., 2020).

Apesar da tecnologia permitir a modificacdo dos farmacos existentes, visando
aprimorar ou melhorar suas caracteristicas, isso ndo € o suficiente para suprir a
demanda atual. Portanto, existe a necessidade de se desenvolver novas terapias
medicamentosas que sejam efetivas e complexas em termos de mecanismo de acao,
de modo a minimizar os casos de RAM (Liu; Stokes, 2022; Wang et al., 2018). A
demanda pela inovacdo farmacologica, aliada ao equilibrio financeiro e sustentavel,
faz com que a busca por biomoléculas de fontes naturais com potencial antimicrobiano
se torne atrativa para o mercado. O kefir, como uma bebida fermentada de baixo
custo, comprovadamente capaz de produzir moléculas com acdo antimicrobiana,
como peptideos, emerge neste cenario como um 6timo candidato para a exploracéo

de biomoléculas com potencial aplicacdo terapéutica (Chong et al., 2023).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil proteico e o potencial antimicrobiano de fragcdes isoladas de um kefir a
base de leite.

3.2 Objetivos especificos

a) Quantificar proteinas presentes em uma fracdo do kefir;

b) Tracar o perfil proteico através da eletroforese em gel, Cromatografia Liquida de
alta Eficiéncia e por Espectrometria de Massas;

c) Sequenciar a regido N-terminal de proteinas do kefir;
d) Avaliar o potencial antibacteriano de fracdes oriundas de um processo de filtragem
da bebida fermentada de um kefir de leite por meio de ensaios de concentracéo

inibitéria minima e da concentracao bactericida minima

e) Investigar um possivel mecanismo de acdo de uma fracdo do kefir por meio do

ensaio de permeabilidade utilizando Sytox™ Green,;
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Fluxograma simplificado da metodologia de trabalho
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4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Purificacdo de Proteinas e
suas Funcdes Bioldgicas (LPPFB), localizado na Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (UFMS), Campus da Cidade Universitaria, Campo Grande - MS.
Experimentos complementares foram também realizados em parceria com
colaboradores pertencentes a outras instituicbes de ensino superior, nomeadamente

a Universidade Catdlica Dom Bosco (UCDB) e a Universidade de Brasilia (UNB).

4.1 Cultivo do kefir

Os gréaos de kefir foram obtidos por meio de doacéo, na cidade de Campo
Grande - MS. Para o seu cultivo, os graos foram submersos em leite bovino UHT (3%
de gordura) na proporcao de 10% (p/v) em um béquer de 500 mL e mantidos em
estufa a 26 + 2 °C por 24 h (Figura 4). A bebida resultante do processo fermentativo
foi separada dos grdos com o auxilio de uma peneira de plastico fina e de malha
média. ApOs a separacgdao, os graos foram submersos novamente em leite para o inicio

de um novo processo fermentativo.

Figura 12. Cultivo do kefir e obtencéo da bebida fermentada
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4.3 Filtragem da bebida fermentada

A bebida coletada ao fim do processo fermentativo foi separada em aliquotas
de 20 mL e armazenada em tubos conicos tipo Falcon previamente preenchidos com
1mL de acido cloridrico 0,5mM. As amostras foram homogeneizadas em vortex e em
sequéncia, foram centrifugadas a 18.000 RPM por 1 h. O sobrenadante da bebida
fermentada (SK) foi coletado e submetido a um novo processo de concentragdo de
proteinas por filtros de corte baseado no peso molecular (Amicon® Ultra Centrifugal
Filters) (Figura 5) (Cappione et al., 2013). O processo de centrifugacdo ocorreu na
seguinte sequéncia de filtros: 30, 10 e 3 kDa a 7500 RPM por 60 min. O concentrado
proteico do filtro < 3kDa (PK) foi coletado, congelado em banho de gelo a -50 * 2°C
(CB 18-40 Christ®) e liofilizado a -50 * 2°C (L101 Liotop®), sendo armazenado a -80
°C para posterior uso. Amostras de SK também foram coletadas individualmente,

liofilizadas e armazenadas.

Figura 13. Processo de centrifugacdo da bebida fermentada do kefir por meio dos filtros de
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4.4 Quantificacdo de proteinas de SK e PK

A concentracdo de proteinas solUveis presentes na fragdo sobrenadante da
bebida fermentada de kefir (SK) e no concentrado proteico resultante dos filtros de
corte baseado no peso molecular <3 kDa (PK), foi determinada de acordo com o
meétodo de Bradford (1976). Albumina sérica bovina (bovine serum albumin - BSA)
(Sigma Aldrich®) foi utilizada para a realizagdo da curva padrdo gue variou entre 0,03
e 0,5 pg/mL. Para a quantificagdo da amostra, 1 mg do CPK foi solubilizado em 1 mL
de &gua ultrapura. A quantificacdo foi realizada em uma placa de 96 poc¢os. 250 uL de
solucéo de Bradford foi adicionada nos pocos contendo 5 pL das solugdes proteicas
(BSA e PK). O ensaio foi realizado em triplicata, e a leitura das absorbancias foi
realizada em um leitor de microplacas Varioskan LUX (Thermo Fisher Scientific©), a
595 nm.

4.5 Andlise da atividade antibacteriana de SK e PK

4.5.1 Cultivo dos microrganismos

Para a realizacdo dos testes microbioldgicos foram utilizadas espécies
bacterianas gram-positivas e gram-negativas, obtidas comercialmente e catalogadas
no American Type Culture Collection (ATCC). S&o elas: Staphylococcus aureus ATCC
29213, Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Escherichia coli ATCC 35218, Salmonella enterica ATCC 51741,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus epidermidis ATCC 00197,
Staphylococcus haemolyticus ATCC 29970, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 e
Escherichia coli KPC+ 001825971. Todas as espécies bacterianas foram
armazenadas a - 80 °C em uma solucéao contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI)
(Kasvi®) e glicerol a 20%. Para a ativacdo das bactérias, 200 pL da solucédo estoque
bacteriana foi adicionada a 4,800 mL de caldo BHI. Os indculos foram mantidos em
estufa a 37 °C por 24 h. Para a realizacdo dos ensaios, foi utilizado o método do
crescimento direto em placa. As col6nias bacterianas foram repicadas através da
técnica de esgotamento por estriamento com uma al¢a de inoculagdo, em uma placa
de petri com Mueller Hinton Agar (MHA) (Kasvi®). A placa foi mantida em estufa a 37
°C por 24 h para crescimento.
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4.5.2 Teste de concentracdo inibitéria minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada de acordo com o
método descrito pelo Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais (CLSI) - M27-S4 e
MO7-Al11, através da técnica de diluicdo seriada em placa de 96 pocos de fundo
achatado (CLSI, 1999). O PK e o SK foram preparados em uma solugéo estoque de
200 mg/mL diluida em caldo Mueller Hinton (MHC). Os pocos destinados as amostras
foram submetidos a diluicdo seriada a partir da concentracdo inicial (variando entre
0,19 mg/mL e 100 mg/mL). A diluicdo foi preparada a partir de um volume inicial de
200 pL, onde 100 pL correspondiam a solucéo estoque (200 mg/mL) e 100 pL de
MHC.

Para a producéo dos indculos bacterianos, colénias de bactérias isoladas em
MHA foram diluidas em solucéo estéril de NaCl 0,9%, e a densidade Optica (DO) foi
estabelecida entre 0,08 e 0,1 UA, a 595 nm — o que equivale a 0,5 na escala McFarland
(1,5 x 108 UFC/mL). Posteriormente, 10 pL da suspensdo bacteriana ajustada foi
diluida em 4990 uL de meio MHC. Desta solucéo, 100 pL foi adicionado aos poc¢os da
microplaca previamente ja preenchido com as amostras de SK e PK, alcancando uma
concentracdo final no pogo de 2,5 x 10° UFC/mL. O controle de esterilidade foi feito
pela adicdo de 200 pL de MHC em uma coluna de pocos. O controle de crescimento
bacteriano, foi preparado em outra coluna, pela adicdo de 100 uL de MHC e 100 uL
da solucédo bacteriana nos poc¢os. Para o controle negativo de crescimento bacteriano,
foi utilizada a ciprofloxacina (0,019 mg/mL — 1 mg/mL - Sigma Aldrich®), um antibiético
de amplo espectro presente no mercado e que possui acado contra as cepas utilizadas.
As microplacas foram incubadas por 24 h a 37 °C e a CIM foi determinada pela menor
concentracdo da amostra capaz de inibir de maneira visivel o crescimento bacteriano
(auséncia de turbidez — analise visual). Trés ensaios independentes em triplicata

foram conduzidos.

4.5.3 Teste de Concentracdo bactericida minima (CBM)

A concentracao bactericida minima (CBM) foi determinada apés a obtengéo do
resultado do teste de CIM, para PK, SK e Ciprofloxacina (CLSI, 2018). A partir da

placa de 96 pocos, foram retirados 10 pL da solug¢ao do poco respectivo a CIM e dos
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pocos com concentragdes inibitorias superiores a CIM. As aliquotas foram pipetadas
de forma isolada em uma placa de MHA. O procedimento foi 0 mesmo para o controle
de crescimento e o controle negativo do crescimento. As amostras foram incubadas
por 24 h a 37 °C. As CBM das amostras foram definidas a partir da menor
concentracdo que ndo permitiu nenhum crescimento visivel de bactérias na placa.

Trés ensaios independentes em triplicata foram conduzidos.

4.6 Determinag&o do mecanismo de acéo de PK

4.6.1 Andlise quantitativa da permeabilidade de membrana por Sytox Green em leitor

de microplacas

A capacidade do PK em permear a membrana plasmatica de bactérias foi
avaliada de acordo com a metodologia descrita por Mohanram & Bhattacharjya (2016)
com modificacBes. A andlise foi realizada de modo quantitativo através da absorcao
de Sytox™ Green (SYTOX™ Green Nucleic Acid Stain - 5 mM - Invitrogen™) pelas
células bacterianas. Sytox™ Green € um marcador que tem a capacidade de permear
apenas em membranas bacterianas comprometidas, e se liga aos acidos nucleicos no
interior da célula, emitindo fluorescéncia verde quantificavel.

Os in6culos bacterianos de S. aureus ATCC 29213 e S. aureus MRSA 43300
foram preparados em uma solucdo de tampéo fosfato de sédio (10 mM e pH 7,0) em
uma densidade 6ptica (DO) de 0,5 a 595 nm. Para o ensaio, 280 pL desta solucéo foi
adicionada aos pocos de uma placa de 96 pocos de fundo chato e cor preta. Em
sequéncia, foram adicionados 10 pL de Sytox™ Green (30 um) e apés 10 min
adicionou-se 10 pL de PK na concentracdo da CIM respectivo a cada espécie, foi
adicionada aos pocos. O ensaio cinético foi realizado por 240 min em agitacao
constante. O resultado da permeabilizacdo da membrana pelo PK foi mensurado
através da excitacao (485 nm) e da emissao (520 nm) usando um leitor de microplacas
Varioskan LUX. Como controle positivo de crescimento bacteriano, 300 ul da solugéo
bacteriana foram usados. Os resultados foram expressos em percentual de absorcao

de Sytox™ Green.
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4.6.2 Andlise qualitativa da permeabilidade de membrana por Sytox Green por

microscopia de fluorescéncia

O efeito do PK em permear a membrana plasmatica de bactérias especificas
foi também avaliada através de um ensaio de emissao de fluorescéncia (Almeida et
al., 2020). Em uma placa de 96 pocos, de forma independente, células bacterianas de
S. aureus MRSA 43300 e S. aureus ATCC 29213 (1,5 x 108 UFC/mL) foram inoculadas
em caldo MHC nos valores de 12,5, 25 e 50 mg/mL (CIM) do PK e a placa foi incubada
por 24 h a 37 °C. Posterior a incubacgéo, 12 pL (30 uM) de uma solucdo de Sytox™
Green foi adicionada aos pocos e a placa foi incubada em temperatura ambiente por
15 min. Em sequéncia, foram preparadas laminas com 10 pL de amostra retirados dos
pocos, com a solucdo de Syftox™ Green e bactérias. A analise das laminas foi
realizada com o auxilio de um microscopio de fluorescéncia de LED (Leica DM 2000
- Leica Microsystems®©), equipado com uma camera (Leica DFC 7000 T - Leica
Microsystems®©) e um conjunto de filtros fluorescentes para a deteccao (excitacao a
450-490 nm e emissdo a 520 nm). A captura das imagens foi feita através do software
LAS V4.12 (Leica Microsystems®©). Trés experimentos independentes em triplicata

foram realizados.

4.7 Cromatografia em coluna de fase reserva em uHPLC de PK

O concentrado proteico <3 kDa (PK) obtido com o processo de centrifugacao
por filtros de corte , foi submetido a cromatografia liquida de ultra-eficiéncia (UHPLC).
O sistema cromatografico automatizado empregado foi o UltiMate 3000 UHPLC
(Thermo Fisher Scientific©). O aparelho conta com um rack de solventes com
desgaseificadores (SRD-3x00), uma bomba dupla para a separacdo (DGP-3600RS),
um injetor de amostras automatico (WPS-3000RS), um compartimento para a coluna
(TCC-3000RS) e dois detectores de diodo (DAD-3000RS). A cromatografia foi
realizada em uma coluna C-18 (Promosil — 5 ym, 4,6 x 150 mm, Agela®) por 60 min,
monitorada a 220 nandmetros (nm) e com fluxo de 1 mL/min. Para a andlise, 1 mg da
amostra liofilizada de PK foi ressuspendida em 200 pL de agua ultrapura (Milli-Q®),
homogeneizada em voértex e filtrada em filtro de membrana de 0,45 ym antes da

aplicacdo na coluna do cromatografo. As fases moveis utilizadas na corrida foram uma
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solucéo A (acido trifluoroacético) 0,1% v/v) e solugéo B (Acetonitrila 90% v/v). Os picos
de interesse foram coletados de forma individual, em um fluxo de 1 mL/min em trés
andlises independentes e foram posteriormente liofilizados a -50 °C e armazenados

para posterior uso.

4.8 Determinacdo de massa especifica por espectrometria de massas de PK

O perfil de massa dos picos do PK coletadas por UHPLC foi obtido por
espectrometria de massa Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight -
MALDI-ToF/MS (Autoflex Speed IIl, Bruker Daltonics, Alemanha). Para tal, as
amostras foram misturadas em uma solucao saturada de uma matriz constituida por
acido a-ciano-4-hidroxicinamico (contendo 5 mg de matriz, 50 pL de acido
trifluoracético 3%, 250 pL de acetonitrila e 200 puL de agua deionizada) na proporgao
de 1:1(v:v) diretamente sobre uma placa Anchorchip e deixadas cristalizar a
temperatura ambiente. Os espectros de massa foram adquiridos em modo refletido
positivo, mediante calibracdo externa utilizando o kit de calibracdo padréo Il (Bruker

Daltonics, Alemanha) na faixa de 700 a 3.500 m/z.

4.9 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE) de
SK

O perfil eletroforético do sobrenadante da bebida fermentada do kefir (SK) foi
analisado pela eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato
de sbdio (SDS-PAGE), de acordo com o descrito por Laemmli (1970). O sistema
eletroforético foi construido a partir de um gel de corrida de poliacrilamida de 20%,
com dimensdes de 6,3 x 10 cm e um gel de empilhamento de poliacrilamida de 5%
com dimensdes de 1,0 x 10 cm, ambos com 1,5 mm de espessura. Um volume de 20
pL das amostras foi pipetado no gel de empilhamento, em uma proporcao de solucao
1:1 - sobrenadante resultante do primeiro processo de centrifugacdo da bebida
fermentada de Kefir e tampdo de amostra. Como marcador de peso molecular, o
Amersham™ ECL™ [ow-Range Rainbow™ Molecular Weight Markers (Cytiva-
RPN756E - 3-38 kDa) foi utilizado. O sistema eletroforético foi submetido a uma
corrida de 2 h sob as seguintes condi¢des elétricas: 100 de voltagem e 400 de

amperagem. Apos a corrida, o gel foi corado com solugdo de Coomassie Brilliant Blue®
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R-250 a 0,05%. Posteriormente, o excesso do corante foi removido com uma solugao

descorante (metanol: 4cido acético glacial: 4gua, 3:1:6, v/v/v).

4.10 Eletrotransferéncia em difluoreto de polivinilideno

As bandas proteicas de SK, foram submetidas ao método de eletrotransferéncia
em membrana de difluoreto de polivinilideno (PVDF) (Immobilon®). Previamente ao
processo, 0s papéis de blotting (Whatman® que compdem o sistema da
eletrotransferéncia, foram umedecidos em agua ultrapura (Milli-Q® por 10 min e uma
membrana de 4,0 x 5 cm de PVDF foi umedecida por 5 min em 50 mL de metanol
ultrapuro para ativagéo. Apos a ativagdo da membrana de PVDF, o gel de eletroforese
foi posicionado sobre a membrana e foram envoltos por 6 folhas de papel blotting. O
conjunto contendo as folhas de papel, gel e membrana de PVDF foi colocado dentro
de uma cassete de eletrotransferéncia e submerso em uma solucao de 1 L de tampéo
de transferéncia (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, SDS, 0,1% m/v, 200 mL Metanol e 800
mL agua ultrapura) na cuba de eletrotransferéncia. Os parametros elétricos
empregados para o procedimento foram: 25 de voltagem e 400 de amperagem por 1
h.

4.11 Determinacao da sequéncia N-terminal

Para determinar a sequéncia de aminoacidos da regido N-terminal da amostra
centrifugada de Kefir, foi utilizado o método de degradacéo descrito por Edman (1950).
Este procedimento opera por meio de clivagem ciclica dos aminoacidos que
constituem uma proteina ou peptideo na porcdo N-terminal. A amostra foi
sequenciada a partir da membrana de PVDF contendo as bandas proteicas. Para isso,
foi utilizado o sequenciador automatico de proteinas de fase gasosa Shimadzu PPSQ-
10 (Shimadzu®©). A identificacdo da sequéncia de aminoacidos da amostra decorreu
a 269 nm depois da separacdo em coluna C-18 (4,6 mm x 2,5 mm) sob condi¢cdes

isocraticas.
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4.12 Analise das sequéncias de aminoacidos

Ap6s o sequenciamento N-terminal, as sequéncias proteicas obtidas foram
submetidas a analise aos bancos de dados de livre acesso, Antimicrobial Peptide
Database (APD3) (https://aps.unmc.edu/), atualizado em 01/2023, Data repository of
antimicrobial peptides (DRAMP) (http://dramp.cpu-bioinfor.org/), atualizado em
11/2023 e o Database of Antimicrobial Activity and Structure of Peptides (DBAASP)
(https://dbaasp.org/tools?page=linear-amp-prediction) versdo 3.0 (fluxo de
atualizacdo continua) para verificar se h4 compatibilidade com outras sequéncias ja
publicadas em literatura (Wang; Li; Wang, 2016; Shi et al., 2022; Pirtskhalava et al,,
2021).
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5 RESULTADOS

5.1 Quantificacdo de proteinas solluveis

A quantificagcdo de proteinas sollveis avaliada pelo método de Bradford (1976)
esta demonstrada na Tabela 2. Para o sobrenadante do kefir (SK), foi detectada a
concentracdo de 44% de proteinas e para a fracdo <3 kDa (PK), a concentracéo foi
de 31% de proteina.

Tabela 2. Quantificacdo de proteinas sollveis do sobrenadante do kefir (SK) e do concentrado

proteico do kefir (PK).

Amostra Teor de proteina (%)
SK 44,4
PK 31,3

5.2 Avaliacédo da atividade antibacteriana

5.2.1 Potencial antimicrobiano de SK e PK

Foi avaliada a atividade antimicrobiana de SK e PK pela técnica de
microdiluicdo em caldo. O SK ndo apresentou atividade antimicrobiana perante a
nenhuma espécie avaliada. A CIM e a CBM de PK perante bactérias gram-positivas e

gram-negativas variaram entre 25 e 100 mg/mL, e estdo apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3 — Atividade antibacteriana do PK.

PK Ciprofloxacina
. (200 mg/mL) (1 pg/mL)

Cepas Bacterianas CIVF CBV CIM CBM
S. aureus ATCC 29213 50 50 0,09 0,19
§ S. aureus MRSA ATCC 43300 50 50 0,09 0,09
;@ S. epidermidis ~ ATCC 00197 25 50 0,04 1,56
g S. haemolyticus ATCC 29970 25 50 0,04 0,04
©  E.faecalis ATCC 29212 50 50 0,19 0,78
E. coli ATCC 35218 50 50 0,09 0,09

§ E. coli KPC+ 001825971 50 50 >50 >50
;';’ K. pneumoniae ATCC 700603 25 50 0,02 0,78
£ S. enterica ATCC 51741 50 50 0,02 0,09
© P. aeruginosa ATCC 27853 50 >100 0,19 0,39

* CIM = Concentragao inibitéria minima; CBM = Concentracg&o bactericida minima

5.3 Investigacdo do mecanismo de acdo do PK

5.3.1 Avaliacdo da permeabilidade da membrana bacteriana

No ensaio de emissao de fluorescéncia, o tratamento com a CIM de PK resultou
na absorcédo de 73% do Sytox™ Green para S. aureus MRSA ATCC 43300 apos o
inicio do tratamento (Figura 6). O platdé de absorcédo do composto ocorreu aos 40 min
e, ao final do ensaio, houve um total de 90% de absorcédo pelas células. Ja para S.
aureus ATCC 29213, no momento inicial, a absorcédo do composto foi de 70% e essa
absorcdo se manteve de forma gradativa e constante até o fim da avaliacdo, que
resultou em um total de 99% de absorcdo do composto (Figura 7). A absorcdo de
Sytox™ Green sugere que a integridade da membrana celular das bactérias foi
comprometida por conta da acdo de PK e indica que um dos mecanismos de acao da

amostra envolve danos na membrana plasmatica das espécies bacterianas avaliadas.

39



Figura 14. Avaliagdo da absorg&o de Sytox™ Green por S. aureus MRSA 43300 em leitor de
microplacas Varioskan LUX através da excitacdo (485 nm) e da emissao (520 nm) durante 260 min
de incubacéao.
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Figura 15. Avaliacdo da absorcdo de Sytox™ Green por S. aureus ATCC 29213 em leitor de
microplacas Varioskan LUX através da excitacéo (485 nm) e da emisséo (520 nm) durante 260 min

de incubacéo.
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5.3.2 Avaliacdo da permeabilidade de membrana por microscopia de fluorescéncia

O efeito do PK nas membranas bacterianas analisadas por meio do marcador
fluorescente Sytox™ Green, revelou que para ambas as espécies avaliadas (Figuras
8 e 9), na concentracdo da CIM (50 mg/mL) ndo foram encontradas células bacterianas
viaveis em ambos os campos avaliados. Porém, a medida que a concentracdo de PK
diminui, pode-se notar a presenca de células bacterianas viaveis (sem danos na
membrana) no campo branco, bem como células emitindo fluorescéncia por absorver

0 Sytox™ Green (dano na membrana).
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Figura 16. Avaliagdo da absorgéo de Syfox™ Green por S. aureus MRSA 43300 em microscopia de
fluorescéncia. O PK foi incubado frente a bactéria nas concentracdes de 12,5, 25 e 50 mg/mL durante
24 h. As setas vermelhas indicam bactérias com a membrana comprometida e emitindo fluorescéncia

ocasionada pela absorcdo de Sytox™ Green.

Campo claro Sytox Green™ 50 um




Figura 9. Avaliagdo da absorgéo de Sytox™ Green por S. aureus ATCC 29213 em microscopia de
fluorescéncia. O PK foi incubado frente a bactéria nas concentracdes de 12,5, 25 e 50 mg/mL durante
24 h. As setas vermelhas indicam bactérias com a membrana comprometida e emitindo fluorescéncia

ocasionada pela absorcdo de Sytox™ Green.

Campo claro Sytox Green™ 50 pm




5.4 Cromatografia liquida de alta performance

O perfil cromatografico do PK submetido a cromatografia liquida de alta
performance revelou a existéncia de 5 picos principais, nos respectivos tempos de
11,4 (KNP1), 15,1 (KNP2), 17,8 (KNP3), 19,2 (KNP4) e 20,8 min (KNP5) (Figura 10).

Figura 10. Perfil cromatografico em UHPLC do PK. As fragBes foram coletadas em um fluxo de 1

mL/min e a deteccdo decorreu a 220nm.
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5.5 Determinacdo de massa por espectrometria de massa do PK

Os perfil da espectrometria de massa dos 5 picos cromatograficos principais do
PK estdo representados na figura abaixo. Dos picos, pode-se identificar a massa de
um total 32 moléculas. As fracbes KNP1 e KNP2 apresentaram dois picos de maior
intensidade de sinal (Figura 11, A e B ). Estes picos majoritarios ttm massa molecular
igual a 11140,662 e 747,469 kDa respectivamente. JA KNP3, KNP4 e KNP5 possuem
diversos picos com menor intensidade de expressdo e de massa variada. Nota-se
também que estas amostras compartilham 3 perfis de picos com massa e intensidade
de expressao semelhante, variando de 845 a 877 kDa aproximadamente (Figura 11,
C, D, E).
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Figura 11. Espectro de massas por MALDI-TOF das fragdes KNP1 (A), KNP2 (B), KNP3 (C), KNP4
(D) e KNP (5) obtidos em modo refletido positivo com o uso de uma matriz constituida por acido a-

ciano-4-hidroxicindmico (HCCA).
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5.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese do sobrenadante do kefir (SK) resultou na identificacdo de duas
bandas principais de proteinas (Figura 12). Com base no marcador de peso molecular
utilizado como referéncia, os pesos moleculares aparentes foram de 14 e 8 kDa

aproximadamente.

5.7 Determinacdo da sequéncia N-Terminal

O sequenciamento N-terminal das bandas isoladas na eletroforese em gel
resultou em duas sequéncias proteicas que estdo demonstradas na Tabela 4. Na
busca por sequéncias idénticas, as sequéncias identificadas no presente trabalho
foram comparadas em bibliotecas especificas, mas ndo foram encontradas
sequéncias semelhantes ja publicadas.
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Figura 12. Gel de eletroforese SDS-PAGE 20% do sobrenadante do kefir (SK). (1) representa a
banda proteicas com massa aparente de 14 kDa e (2) a de 8 kDa.

Tabela 4. Sequéncia de aminoacidos das bandas de massa aparente 8 e 14 kDa isoladas do SK.

Sequéncia N-terminal

8 kDa HQLTLGAMFTALAALKGARAMG
12 kDa HIMSQSMKHLDIQF
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6 DISCUSSAO

A resisténcia antimicrobiana representa um risco crescente a saude publica
global e leva a morte de mais de 7 milhées de pessoas anualmente. O uso inadequado
dos antibioticos, aliado a escassez de novos tratamentos, em especial que sejam
eficazes contra cepas bacterianas resistentes, evidencia a necessidade de explorar
alternativas terapéuticas eficientes, acessiveis e de baixo custo (Tang; Millar; Moore,
2023). O kefir € um alimento pertencente a classe dos probiéticos e emerge como
uma opcao promissora, viavel e barata para a prospecc¢ao de alternativas terapéuticas
(Azizi et al., 2021; Rosa et al., 2017). Desta forma, neste trabalho avaliou-se o perfil
proteico e o potencial antimicrobiano de fracdes isoladas de um kefir a base de leite.
A obtencéo dessas fracdes envolveu etapas de centrifugacdo com o uso de filtros de
corte baseados em peso molecular. Este método possibilitou a separacdo e
preservacao da integridade da amostra, essenciais para 0S ensaios subsequentes,
gue incluiram caracterizacéo, testes de atividade antimicrobiana e determinacdo do
mecanismo de acao.

A confirmacao do conteudo proteico do sobrenadante do kefir (SK) e da fracéo
<3 kDa (PK) levou a investigacdo mais detalhada sobre o perfil das proteinas e as
aplicacdes microbiologicas da amostra. A fracdo SK foi submetida a eletroforese em
gel e apresentou duas bandas proteicas bem definidas de aproximadamente 14 e 8
kDa. Dallas et al., 2016 puderam identificar por meio da eletroforese 27 bandas
proteicas de um kefir (10-250 kDa), sendo algumas atribuidas por eles como proteinas
do leite, como a-lactoalbumina, a-caseina e B-caseina. Entretanto, as proteinas
encontradas no presente trabalho ndo demonstraram semelhanca as sequéncias ja
publicadas na literatura. A andlise antimicrobiana ndo demonstrou sucesso para a
fracdo SK. Este resultado negativo provavelmente esta associado ao fato de que o
processo de centrifugacdo inicial ndo foi suficiente para remover totalmente os
carboidratos e lipideos de SK. Estes nutrientes séo inerentes a bebida do kefir sendo
provavel que tenham agido como substrato para o crescimento bacteriano e
antagonizaram um possivel efeito antimicrobiano para esta fracdo (Gonzalez-Orozco
et al., 2022). Apesar do insucesso na atividade antimicrobiana, a presenca de
proteinas nessa fracdo sugere que ela possa ser investigada para outras funcoes

biol6gicas. Em outro ponto de vista, a remocdo de grande parte dos carboidratos e
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gorduras na centrifugacéo faz com que ela possa vir também a ser empregada como
um possivel subproduto com teor caldrico reduzido para enriqguecimento alimentar
(Krajewska; Dziki, 2023).

Assim, prosseguiu-se com o0 processo de purificacdo e concentragdo de SK
com os filtros de corte baseados no peso molecular. A andlise da fracdo proteica
concentrada <3 kDa (PK) pela cromatografia liquida de ultra eficiéncia revelou a
presenca de 5 picos de interesse, os quais foram submetidos a analise por
espectrometria de massas (MALDI-TOF). A andlise por espectrometria de massas
destes picos identificou a massa de um total de 31 moléculas, com tamanhos que
variaram entre 700 e 1400 Da. O perfil de baixo peso molecular encontrado esta de
acordo com o peso de moléculas peptidicas de cadeias pequenas, que podem variar
de 7 a 20 aminoéacidos (Ebner et al., 2015, Lehninger, 2018, Li et al., 2022), e que se
alinham com os dados encontrados na literatura relacionada ao kefir a base de leite.
O trabalho de Ebner et al., 2015, avaliou o perfil por espectrometria de massas de
peptideos oriundos de dois kefirs a base de leite provenientes de fontes distintas em
Olztyn (Pol6nia). Foi possivel identificar um total de 257 peptideos que variaram entre
800 a 2200 Da. Amorin et al., 2019 encontraram dados similares, ao determinar a
massa (entre 800 a 1900 Da) de 35 peptideos provenientes de um kefir a base de leite
obtido no Espirito Santo (Brasil).

Moléculas peptidicas sdo encontradas na bebida do kefir de leite devido
principalmente a degradacdo das caseinas. Esta degradacdo se da pelo processo
fermentativo de diferentes microrganismos que compdem os graos (Baars et al., 2023;
Ebner et al., 2015). Estes peptideos também podem ser produzidos de forma natural
por bactérias e leveduras, como as bactérias do género Lactococcus, Streptococcus
e Bacillus, e a levedura Saccharomyces cerevisiae (Li; Montalban-Lopez; Kuipers,
2018; Oliveira et al., 2022; Sumi et al., 2015; Thyab Gddoa Al-sahlany et al., 2020;
Vieira et al., 2021). Estes microrganismos sdo componentes comuns da microbiota
dos gréaos de kefir, e j& foram descritos em outros trabalhos de identificacdo, em
diferentes localidades no mundo (Chong et al., 2023; Prado et al., 2015; Rosa et al.,
2017). Este fator também pode estar associado a presenca dos peptideos que
identificamos neste trabalho. E importante ressaltar que o local de origem do kefir, tipo
de substrato utilizado, tempo de fermentagéo, e as praticas de manutencdo podem

interferir diretamente na composi¢éo microbioldgica dos gréaos. Estes fatores também
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podem influenciar na diversidade de moléculas com potencial uso biolégico que
podem ser encontradas no kefir (Chong et al., 2023; Gonzalez-Orozco et al., 2022;
Rosa et al., 2017).

Os peptideos pertencem a uma classe de biomoléculas com reconhecido e
promissor potencial biolégico, e podem ser uma alternativa para o desenvolvimento
de novos antibidticos, em especial para o tratamento de infec¢cdes provocada por
bactérias resistentes (Li et al., 2022). Neste contexto, o PK foi submetido a analises
para determinar sua capacidade antimicrobiana contra espécies de bactérias gram-
positivas e gram-negativas. Os resultados obtidos demonstraram que o PK
apresentou atividade antimicrobiana de amplo espectro, contra as 10 cepas testadas.
Das espécies bacterianas avaliadas neste estudo, seis pertencem ao grupo ESKAPE.
Este grupo engloba as espécies mais ameacadoras a saude publica e sao
responsaveis pelos maiores indices de resisténcia aos antibioticos convencionais (De
Oliveira et al., 2020; GBD 2019 Antimicrobial Resistance Collaborators, 2022). Os
resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com outros trabalhos encontrados
na literatura, que apresentaram a acéo de peptideos isolados do kefir de leite contra
E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, E. faecalis e S. aureus in vitro (De Lima et al.,
2018; Miao et al., 2016a, 2016b).

Embora ndo existam relatos que apontem o uso direto de peptideos
antimicrobianos extraidos do kefir contra S. epidermidis e S. entérica, os trabalhos de
Cevikbas et al., 1994, Topuz et al., 2008 e Sindi et al., 2020 demonstraram o efeito
antibacteriano do kefir de leite contra estas espécies por meio do método de disco-
difusdo. A mesma técnica também foi utilizada para comprovar o efeito do kefir de leite
contra S. haemolyticus (AL-Kalifawi, 2015). E em outro estudo, 0 uso em conjunto da
bebida fermentada liofilizada do kefir foi associada a um cosmeético facial a base de
extratos de plantas utilizado na Indonésia. A combinag¢do entre os dois compostos
apresentou maior eficiéncia contra S. epidermidis do que o proprio cosmeético isolado
(Fitratullah; Malaka; Maruddin, 2019).

Apesar do processo fermentativo realizado pelo microbioma do kefir gerar
também subprodutos como acidos organicos, alcool ou peréxido de hidrogénio, que
tem capacidade natural de matar bactérias, o processo de liofilizacdo realizado na
fracdo de PK visou a remocéo desses componentes (Marques et al., 2020). Portanto,

a atividade antimicrobiana observada no presente trabalho ndo esta associada a estes
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compostos. E importante ressaltar também que a atividade antimicrobiana do kefir ndo
esta relacionada somente ao pH acido caracteristico da bebida. Os trabalhos de Kim
et al.,, 2016 e Marques et al., 2020 obtiveram resultados positivos frente a espécies
bacterianas com fracdes do kefir de leite nas faixas de pH habituais e superiores da
bebida.

A partir da confirmagdo do potencial antimicrobiano de PK, ensaios
subsequentes para a determinacdo de um mecanismo de acao foram realizados em
cepas de S. aureus MRSA 43300 e S. aureus 29213. As cepas foram escolhidas dada
a sua importancia clinica e o alto indice de resisténcia da espécie aos antibibticos
convencionais. O mecanismo de acéo analisado foi a permeabilizacdo de membrana
bacteriana, com o auxilio da sonda fluorescente SYTOX™ Green. Este fluoroforo
possui a capacidade de permear apenas células que estejam com suas membranas
comprometidas, ndo adentrando em células saudaveis. Ao entrar em contato com os
acidos nucleicos no interior das células, emite fluorescéncia quantificavel na coloracao
verde (Thakur; Cattoni; N6llmann, 2015). As bactérias tratadas com PK apresentaram
aumento da emissao da fluorescéncia, confirmando que o efeito antibacteriano de PK
estd associado a promocdo de danos a membrana plasmatica bacteriana.
Adicionalmente, as imagens de microscopia de fluorescéncia ndo apresentaram
células bacterianas viaveis (analisadas na concentracdo de CIM de PK). Esta
condicdo provavelmente esta associada a um dano tdo severo causado por PK, que
as bactérias ndo permaneceram em condi¢cOes viaveis para que a sonda pudesse
emitir fluorescéncia. Em concentracfes mais baixas de PK, foi possivel observar a
emissao de fluorescéncia, provavelmente porque as células sofreram menores danos
a membrana, proporcionais a reducdo da concentracdo e mantiveram seus acidos
nucleicos integros. O trabalho de Miao et al., 2016a também avaliou 0 mecanismo de
acao de um peptideo isolado do kefir do leite contra S. aureus. Neste trabalho, foi
possivel observar que o mecanismo de acao do peptideo analisado também ocorre
na membrana das células, o que foi determinado através do ensaio com o marcador
colorimétrico O-nitrophenyl-3-D-galactopyranoside.

Os peptideos antimicrobianos, assim como 0s peptideos encontrados no PK,
podem atuar em diversos alvos. A acdo na membrana celular pode se dar através da
formacéo de poros, desintegracdo da membrana, formagcdo de agregados com

moléculas ibnicas, e formacdo de agregados com moléculas lipidicas da propria
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membrana, até provocarem sua disrupc¢do, lise e consequentemente, morte. Estes
mecanismos ocorrem dado as caracteristicas naturais destas moléculas. O aspecto
cationico dos peptideos possibilita a interacdo com a membrana aniénica das células
bacterianas. J& a hidrofobicidade permite a insercdo na membrana, 0 que causa a
desestruturacdo da bicamada lipidica (Zhang; Xu; Dong, 2022).
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7 CONCLUSAO

Nossos resultados comprovaram o0 sucesso da filtragem e concentracao
proteica de uma fracdo da bebida fermentada de um kefir de leite. Ensaios
complementares possibilitaram a confirmacdo de que essa fragdo € composta por
inimeras moléculas peptidicas. Esta fracdo também se provou eficaz perante a
espécies bacterianas de importancia clinica. Em outro ponto, obteve-se com sucesso
duas sequéncias proteicas bem definidas de uma diferente fracdo deste kefir. Tais
proteinas, por ndo apresentarem pares ja publicados, demonstram entdo potencial
para serem aplicadas principalmente em processos bioinformaticos, visando seu
aprimoramento e emprego biolégico futuro. Assim, os resultados positivos obtidos com
as fracdes do kefir de leite e a importancia dos microrganismos avaliados reforcam o
potencial do desta bebida como probiotico e como fonte natural de biomoléculas com

potencial aplicacéo biotecnoldgica.
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