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APRESENTAGAO

Na era da informagao, os avangos tecnolégicos ditaram uma nova ordem mundial, determinando
novos principios, alterando antigos conceitos e criando novas areas do conhecimento humano. Diante
disto, as ciéncias existentes tiveram que se apropriar aos principios tecnolégicos, informatizando-se para
poder acompanhar o avang¢o que a computacio propiciou, surgindo a Bioinformatica. A palavra
“Bioinformatica” foi cunhada inicialmente por Pauline Hogeweg em 1979 para estudos de processos de
informatica em estudos de biologia sistemacional. Ha na literatura distintas interpretagdes sobre a defini¢ao
de Bioinformatica. Na sua definicdo ampla, a Bioinformatica envolve a aplicagdo de Tecnologias de
Informacao e de Comunica¢ao (TIC) nas analises de qualquer area da Biologia. De maneira mais restrita,
a Bioinformatica é a aplicagio de informatica aos experimentos de Biologia Molecular, ou mais
especificamente no manejo da grande quantidade de dados gerados no sequenciamento de DNA, RNA e
Genodmica, em especial para auxiliar aminoacidos.

Com o desenvolvimento da Bioinformatica, suas novas descobertas e os problemas
epistemoldgicos, surge a necessidade de se elaborar modelos matematicos que possam assumir hipoteses
com relagdo ao fenomeno estudado. Sao varios os modelos identificados nos problemas computacionais
e biolégicos, o modelo de Malthus e Verhulst, elaborados para descrever o crescimento de uma populagao
sendo que cada um tem suas proprias limitagdes em considerar o meio analisado, ambos fazem
aproximagoes na descri¢ao dos fenomenos observados, nao chega a ser um fator exato, visto que a biologia
¢ uma ciéncia que possui componentes complexos.

Sio varios os processos biologicos que inspiram novos métodos, teorias e técnicas matematicas.
Por exemplo, os algoritmos genéticos que se inspiram nos processos biologicos de selecdo, mutagio e
recombina¢do, maximos e minimos de fun¢des de muitas variaveis como as redes neurais que permitem
imitar o funcionamento das redes de neuronios. Essa unido entre a matematica e as ciéncias bioldgicas tem
ajudado a desenvolver suas proprias areas, os sistemas dinamicos em tempo discreto e em tempo continuo,
probabilidade, estatistica e processos estocasticos, equagoes diferenciais ordinarias e as derivadas parciais,
algebra linear e teoria de grupos sio mais exemplos de conteidos de matematica que foram ganhando
espaco através de problemas biolégicos.

Uma das grandes dificuldades para o uso da Matematica pelos bidlogos, e em menor medida pelos
bioinfomatas, é a falta de compreensao entre os praticantes dos dois campos, com frequéncia, vemos
muitos bidlogos sem nenhum conhecimento matematico e matematicos que nao tém a minima ideia do
que seja Biologia, fazendo com que a colaboragao e interagao entre essas duas disciplinas se torne cada
vez mais dificil. Profissionais capazes de fazer a ponte entre as duas areas sao raros ¢ altamente valorizados,
além da falta de capacitacio de ambos, pois ¢ incomum visualizarmos a oferta de disciplina para interagao

dessas duas areas nos cursos de formagio. Desse modo percebemos que nao é comum ver bidlogos



utilizando numeros e fazendo calculos, nem matematicos que passam horas admirando a natureza, a
distancia entre esses dois tipos de disciplinas até existem, mas estao longe de ser distintas, um nimero cada
vez maior de perguntas do mundo bioldgico esta encontrando respostas no universo matematico, fazendo
com que a disciplina de Matematica, que era conhecida como um bicho-de-sete-cabegas, pudesse se
reinventar e combinar com muitas outras disciplinas, de modo que com essa interdisciplinaridade possa
facilitar a aprendizagem de conteudos matematicos e biolégicos entre outras areas da educagao.

Também se defende que Bioinformatica aplica os principios da Ciéncia da Informagao para
interpretar dados biolégicos, enquanto a Biologia Computacional aplica os algoritmos matematicos e
computacionais aos experimentos bioldgicos. Os recursos fundamentais da bioinformatica sio os
programas de computadores e os bancos de dados disponiveis na internet, acio fundamental para a analise
de sequéncias de DNA e proteinas. Esta ferramenta é capaz de promover o aumento da velocidade na
analise de sequéncias de DNAs de diferentes fontes, na compara¢ao de variabilidades e na previsio de
resultados de analises.

A bioinformatica esta sendo utilizada em diversas areas como, a construciao de banco de dados ¢
a minera¢ao de dados com o propdsito de tratar esses dados biolégicos brutos. A bioinformatica se
estabeleceu como uma nova area do conhecimento, gracas a progressiva necessidade de desenvolver
programas computacionais que permitam identificar sequéncias de genes, predizer a configuragao
tridimensional de proteinas, distinguir inibidores de enzimas, organizar e relacionar informacao bioldgica,
classificar proteinas homologas, determinar arvores filogenéticas, analisar experimentos de expressao
génica, design de drogas entre outras.

Anteriormente ao surgimento da bioinformatica, o sequenciamento de DNA era realizado
manualmente, demandando dos sequenciadores muito tempo de trabalho. Além disso, com o tempo,
houve um aumento na quantidade de dados, surgindo assim, a necessidade de manter esses dados
acessiveis e organizados. Nessa circunstancia, a bioinformatica foi desenvolvida para atender, num curto
espaco de tempo, essa necessidade.

O presente trabalho teve como objetivo contextualizar o uso de algoritmos matematicos pela
bioinformatica, explicitando seus conceitos e avangos nas pesquisas dos autores envolvidos, abordando

também a importancia destes para a sadde.



SUMARIO

APIESENTAGAD cuvveeriiiiiintnniiieeeeiiiiiiiiieieeeeetesstsssreeeeessessssssssssseeessssssssssssssesessssssssssssnsasesesssssssssnnnes 4
CaPItulo L.t e s s s e s s s s s e s e e s s s e asnns

O uso de softwares com algoritmos matematicos em analises de metatranscriptoma: o exponencial
impacto do big data na saude humana 7

itulo II 20
L0723 121 1 Lo 0 1 U RN

Probiéticos: minera¢ao de dados evidencia como uma microbiota intestinal saudavel ajuda a combater
infec¢oes respiratorias virais agudas, similares a Covid-19 20

itulo III 37
L0723 1201 Lo 0 1 PPN

Remdesivir: mineragao de dados e bioinformatica sugerem acao no controle do coronavirus da
sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-Cov-2) 37

Capitulo IV it s s s s e sssssssssssasssssssssses D

O metatranscriptoma em alimentos: o impacto estatistico da expressao génica do microbioma na
saude humana 51

CaPItulo Vet e s s s s s s ssssassessssssssssssssnssasesseness O

Bioinformatica e kefir: quais os beneficios na satde humana do probidtico mais antigo ja descoberto?
64

INAICE REMUESSIVO curuurrurerrenerniruieuirriesieseessesserseessessessesssssssssssssssssssssssesssssssssssssssessessesssssssssssssssessessees 34

Sobre 0 OrganiZador ....iieiiiiiiiiiiiiiiiiie e ssss s s s e s sessess OO



ACHADOS DE BIOMATEMATICA E A BIOINFORMATICA NA SAUDE HUMANA

Capitulo V

Bioinformatica e kefir: quais os beneficios na saude
humana do probidtico mais antigo ja descoberto?
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INTRODUCAO

Os produtos lacteos fermentados sio ha muito tempo associados a capacidade de conferir
beneficios a saude daqueles que os consomem regularmente. Foi a pesquisadora Ellie Metchnikoff quem
teorizou pela primeira vez o impacto desses produtos na microbiota bacteriana do intestino (Metchnikoff,
1908). De fato, muitos alimentos que contém probidticos normalmente sao ingeridos através de produtos
lacteos fermentados consumidos por centenas de anos, como iogurte, koumiss e kefir (Correa Franco et
al., 2013). Segundo a Organizacio Mundial da Saude (WHO)/Otrganizacao das Nagdes Unidas para
Alimentacao e Agricultura (FAO), probidticos sio microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficio a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2002). Alimentos
probidticos devem ser consumidos com quantidade de microrganismos suficientes para passar com

seguranca ao trato gastrointestinal, podendo também vir na forma de suplementos, como pilulas.
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Existem vestigios do consumo de leite fermentado por kefir no Oriente Médio, desde antes da era
fenicia (3000 a.C.). Embora nio seja tio popular como outros produtos lacteos fermentados, como iogurte
e queijo, o kefir foi originalmente consumido por comunidades nas montanhas do Caucaso e associado a
beneficios a saude por centenas de anos. A bebida em si normalmente tem uma textura levemente viscosa
com sabor acido, baixos niveis de alcool e, em alguns casos, leve carbonatagao. Tradicionalmente, o kefir
¢ feito com leite de vaca, mas pode ser feito com leite de outras fontes, como leite de cabra, ovelha, buifalo
ou soja (Liu et al., 2006). Uma das caracteristicas que distinguem o kefir de muitos outros produtos lacteos
fermentados € a exigéncia da presenca de um grao de kefir na fermentacao (Carasi et al., 2015). Os graos
de kefir sio matrizes compostas de proteinas e polissacarideos de origem microbiana, juntamente com
comunidades de espécies bacterianas e fungicas essenciais para a fermentagao da bebida (Iraporda et al.,
2014). Tradicionalmente a fermentagao era iniciada pela adicio de graos de kefir ao leite ainda nao
fermentado em bolsas de pele de ovelha ou cabra (Liu et al., 2006). A produ¢ao comercial em escala
industrial raramente utiliza graos de kefir para fermentacao, mas usa culturas iniciais de microrganismos
que foram isolados de graos de kefir, ou kefir para fornecer outros produtos como queijo (Hong et al,,
2011). Embora esse kefir produzido industrialmente possa ter seus proprios beneficios a saude, pesquisas
que examinam esses beneficios ainda nao foram publicadas.

Assim, qualquer kefir referido nesta revisao foi produzido de maneira tradicional, ou seja, usando
os graos de kefir. Além da populagiao microbiana presente no kefir, estas bebidas também contém produtos
de fermentagao em abundancia, como 4acidos organicos e varios compostos aromatizantes volateis,
incluindo etanol, acetaldeido e diacetil (Guizel-Seydim et al, 2000). O kefirano, um importante
exopolissacarideo produzido como parte do processo de fermentacio, é exclusivo do kefir. O kefirano
compde uma grande por¢ao do proprio grao de kefir e também ¢é encontrado dissolvido na fase liquida,

onde contribui para a reologia, cremosidade e textura do produto acabado (T'sai et al., 2012).

REVISAO DE LITERATURA
Imunomoduladores

Uma das principais maneiras pelas quais os produtos probiéticos, como o kefir, sdo capazes de
produzir beneficios a sadde é através da modulagio do sistema imunolégico gastrointestinal. Quando
camundongos jovens inoculados intraduodenalmente com toxina da célera (CT) foram alimentados com
kefir, os niveis de IgA anti-CT no soro aumentaram, assim como os niveis de secrecao de anti-CT IgA nos
adesivos de Peyer, nos linfonodos mesentéricos, no bago. e a lamina propria intestinal em comparagiao
com a TC (Carasi et al., 2015). Esse mesmo efeito, no entanto, nao foi observado em camundongos mais
velhos submetidos a0 mesmo tratamento, sugerindo que qualquer mecanismo responsavel pela mudanca

observada nos camundongos jOVCﬁS nao esta mais pI‘CSCﬁtC nos camundongos senescentes ou requer uma
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dose muito maior de kefir em camundongos para ativa-lo. Estudos adicionais sobre o mecanismo, bem

como investigacdes com camundongos de meia idade, sdo necessarios para fornecer mais informacoes

sobre esse fenomeno. Ainda assim, diversos trabalhos investigaram o efeito imunomodulatério do kefir

(Tabela 1).

Tabela 1. Relagao das pesquisas realizadas demonstrando o efeito imunomodulatério do Kefir.

Modelo/ Probiotico/ Patéogeno Resultado Autor
) Porgao do
hospedeiro Kefir
Camundongos  Bebida de Giardia Mitigou a capacidade do patoégeno de (Correa
C57BL/6 Kefir. intestinalis suprimir a resposta inflamatoria. Franco et
Aumentos nos niveis de expressao de al., 2013)
TNF-o, IFN-y, e niveis mais altos de
células positivas para IgA e positivas
para RcFce.
Camundongos  Bebida de - Aumento nas células IgA, IgG, e nos (Vinderola
Kefir. niveis de 1L.-4, IL-10, IL-6 e IL- 2 que et al., 2005)
promovem uma resposta Th2. *
Camundongos  Grio de - Aumento nos niveis de IFN-y, TNF-a, (Vinderola
Kefir. IL-6 , e nos niveis de IL -1a, IL-10 e IL- et al. 2000)
6 em células. *
in vitro Lactobacillus - Induzem niveis mais altos de secre¢ao de (Carasi et
spp. isolados IL-1B, IL-6, TNF-a, I1L-10, IL-8, IL.-12 ¢  al., 2015)
do Kefir. diminuem a resposta de «/20 em células ~ ***
Caco-2, agonistas de receptores Toll-like
(TLR).
Camundongos  Lactobacillus - Diminuiu os niveis de citocinas pro- (Hong et
kefiranofaciens inflamatorias IL-18 e IL-12, enquanto al., 2009)

isolados do
Kefir.

aumenta simultaneamente o nivel da
citocina anti-inflamatéria I1-10, inibindo
a produgao de IL-12 e IL-1§.
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Camundongos L. - Melhora da colite induzido por DSS e (Chen et
kefiranofaciens das respostas Th1 a agonistas de TLR al., 2013)
isolados do em camundongos livres de germes,

Kefir. aumentando a produ¢ao de IFN-y e IL-
12 ap6s estimulagao.

Camundongos L. - Diminuiu a produgao de citocinas pro-  (Chen et
kefiranofaciens inflamatoérias IL-18 e TNF-o, enquanto  al., 2012)
isolados do aumentava a producao de IL-10. Fkkok
Kefir.

in vitro Caco-2-  Fracao livre  Proteina Modulou respostas imunes inatas, (Iraporda et

ccl20: luc de células do  flagelar FliC diminuindo a ativacao das células Caco-  al., 2014)
kefir. de 2-ccl20: luc que foram estimuladas pelo ~ F**¥**

Salmonella. patégeno.

in vitro ou in vivo  Kefir inteiro, - Mudanca da resposta imune Th1 para (Carasi et
fracoes de uma resposta Th2, além de aumentos al., 2015)
kefir ou nos niveis de IgA.
organismos
isolados.

Camundongos - Unico estudo que indica resposta Th1 (Chen et

, aumentada. al.,, 2013)
germfree (GF) Bebida de sk

Kefir.

* Curiosamente, aumentos em IFN-y, TNFa e IL-12 (todos pré-inflamatérios que promovem resposta Th1) foram observados
apenas em camundongos alimentados com kefir pasteurizado.

O aumento de citocinas pré-inflamatérias nos grupos de kefir pasteurizado foi provavelmente devido a integridade da parede
celular reduzida das células mortas pelo calor, expondo mais produtos microbianos inflamatdrios. O fato de o kefir pasteurizado
ter sido capaz de provocar um efeito mostra que os mecanismos por trds dessa modula¢do imune nio sio totalmente
dependentes das células vivas e podem ser devidos aos metabdlitos presentes no kefir (Iraporda et al., 2014). No entanto, deve-
se notar que, neste estudo, as células vivas tiveram um impacto geralmente mais substancial, pois o kefir foi capaz de conferir
um efeito semelhante a 1/10 da concentragio e sem provocar uma tesposta imune pré-inflamatéria (Vinderola et al., 2005)

** Quando alimentados com camundongos por mais de 2 a 7 dias, IFN-y e TNF-o aumentaram precocemente na alimentacio,
no entanto, diminuiram rapidamente de volta aos niveis de controle no dia 7, juntamente com IL-1a, enquanto os niveis de IL-
6 e IL-10 permaneceram altos durante os 7 dias de perfodo de alimentagiao (Vinderola et al. 2006).

ik Em geral, linhagens de L. &e¢firi que induziram menores taxas de TNF-o/IL-10 e maiores de IL-10/IL-12 mostratam uma
diminui¢io muito maior na resposta pro-inflamatéria da ccl20 a estimulagdo com flagelos bacterianos, indicando a importancia
de IL-10 na promogao de uma resposta Th2 enquanto inibe simultaneamente a resposta pro-inflamatéria Thl.camundongos
alimentados com L. &gfiri por um periodo de 21 dias mostrou perfis alterados de expressio génica no fleo, célon, adesivos de
Peyer e linfonodos mesentéricos, com citocinas pré-inflamatérias como IFN-y e IL-23 sendo sub-reguladas e IL.-10 sendo sub
-regulada (Carasi et al.,, 2015). Isto indica ainda que os lactobacilos isolados do kefir tém a capacidade de suprimir a producio
de citocinas pro-inflamatérias enquanto promovem a producio de citocinas anti-inflamatorias.

R+ Hsse efeito também foi dependente do TLR-2, pois L. kefirangfaciens M1 foi incapaz de melhorar a colite por DSS em
camundongos &nockont para TLR-2 (Chen et al., 2012).

*fk Um dos mecanismos provaveis foi revelado quando se descobriu que uma solucgdo de acido latico 100 mM a pH 7, era
capaz de provocar um nfvel comparavel de modulagido imune em células estimuladas por FliC, quando pré-incubadas com a
solucao. Verificou-se também que a solugio de acido latico diminui o nivel de ativagao de NFx-B nas células Caco-2 estimuladas
com FliC e foi capaz de regular a expressao das citocinas pro-inflamatérias ccl20, I1L-8, CXCL 2 e CXCL 10 sem afetar os genes
envolvidos na fun¢do normal dos enterdcitos. Estes resultados indicam quido importantes sio os metabdlitos produzidos
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durante a fermentagdo para a capacidade do kefir de provocar respostas ou efeitos benéficos no hospedeiro (Iraporda et al.,
2014).

PRk Isso pode explicar a diferenca nos achados, pois é bem possivel que as observacoes dos camundongos gerfree (GE)
tenham mais a ver com a introdu¢io de uma populacio bacteriana no intestino do que com as espécies bacterianas especificas
que compunham essa populacdo. O fato de a maioria dos estudos também observarem aumentos em algumas citocinas pré-
inflamatérias, como TNF-a, IFN-y ou IL-12, pode ser explicado por uma reacio inicial do sistema imunoldgico a agonistas
comuns de TLR presentes, que foram ao final suprimidos ap6s uma maior interacio com as células imunes do trato GI (Chen
et al., 2013).

Antialérgicos

Doengas alérgicas, como asma e alergia alimentar, estio ha décadas em ascensio em paises
desenvolvido (Sjogren et al., 2009). Muitas alergias, especialmente aquelas relacionadas a alimentagao, sao
desenvolvidas precocemente, durante os primeiros 2 anos de vida (Tsai et al., 2012). Embora a maioria
das alergias alimentares desenvolvidas no inicio da vida nao persistam, algumas podem se tornar condi¢oes
permanentes ao longo da vida (Tsai et al., 2012). Trabalhos recentes mostraram que um fator cada vez
mais importante na determina¢dao de uma crianga propensa a desenvolver doencas alérgicas, seja alergia
alimentar ou asma, é o nivel de complexidade dos organismos presentes na microbiota intestinal (Hong et
al., 2011). A Tabela 2 compila alguns trabalhos relacionando o uso de probidtico, ou alguma por¢ao do

kefir, com a modulag¢ao de alergias.

Tabela 2. Ensaios que mostram agao antialérgica de probiodticos, kefir.

Ensaio Probiético/ Modelo Resultado Autor

Porcao do Kefir

Humanos Bifidobacterinm ssp. - Criangas que desenvolveram (Sjogren et
e Lactobacillus do alergias tinham menores al., 2009)
(1 semana - 5 N .
grupo 1 colonias de organismos
anos) citados em sua microbiota
intestinal durante os
primeiros 2 meses de vida.
Humanos Bifidobacterinm ssp. - Suplementagao do (Kirjavainen
otganismo na alimentacio et al., 2002
(0 -1 ano) & ¢ )

parece diminuir a
inflamacao intestinal em
criangas com alergias pela
reducio de bacteroides.
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n vivo

Camundongos
BALB/c

n vitro

Células
mononucleares
do sangue
periférico
(CMSPs)

n vivo

Camundongos
BALB/c

n vivo

Camundongos
BALB/c

in vitro

Esplendcitos de
BALB/c

n vivo

Camundongos
BALB/c

Kefir tradicional e
de leite de soja

Bactérias acido
laticas (BALs)

Bactérias acido
laticas (BAL:s)

Kefir

L. kefiranofaciens e
L. kefiri 1solados de
Kefir e inativados
por calor.

L. kefiranofaciens e
L. kefiri isolados de
Kefir e inativados
por calor.

Modelo de alergia
alimentar,
sensibilizados
pela ovoalbumina
(OVA)

Modelo de alergia
alimentar,
sensibilizados
pela OVA

Modelo de asma,
vias aéreas
sensibilizadas pela
OVA

Modelo de alergia
alimentar,
sensibilizados
pela OVA

Administra¢ao oral do kefir
reduziu alergia alimentar
pelo aumento da
colonizac¢io de
bifidobactérias e
lactobacilos, além de
suprimir a resposta IgE e
IgG1 anti-OVA.

A adicao de BALs em
culturas de CMSPs resultou
na reducdo de IL-4, indutor
de resposta Th2, e no
aumento de IFN-y,
repressor de resposta TH2.

A alimentacdo contendo
BAL:s reduziu, tanto a IgE
total, quanto IgE especifica
para OVA, em comparacio
20 grupo que nio recebeu o
probidtico.

A administracdo do kefir
mostrou reduc¢ao da hiper-
responsividade das vias
aéreas, do numero de
células inflamatérias, das
citocinas da resposta Th2 e
dos niveis de IgE total.

Mesmo ap6s a inativagao, a
administracao resultou na
aumento de citocinas da
resposta Thl, como IFN-y e
TNF-o, IL- 12 e IL-18.

Além da modula¢io da
resposta Th1/Th2, o grupo
tratado reduziu os niveis de
IgE anti-OVA no soro.

(Liu et al.,
2006)*

(Tsai et al.
2012)**

(Tsai et al.
2012)**

(Lee et al,,
2007)

(Hong et al.,
2010)

(Hong et al.,
2010)
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Houve também um
aumento na deteccao das
células T reguladoras no

baco.
n vivo L. kefiranofaciens e~ Modelo de asma, A administragdo foi capaz (Hong et al.,
L. kefiri isolados de  vias aéreas de reduzir os niveis de 2011)
Camundongos L o L , , .
Kefir e inativados  sensibilizadas pela citocinas pro-inflamatorias,
BALB/c

por calor. OVA de citocinas da resposta
Th2, como 11.-4, 1L-6, IL.13.
e ccl20 nos esplendcitos, de
IgE anti-OVA no soro, da
citocina associada a resposta
Th17, IL-17, além dos
niveis de células T
reguladoras presentes no
baco.

* Liu e colaboradotes (2006), apresentaram um modelo de alergia alimentar em camundongos BALB/c através da injecio
intraperitonial de ovoalbumina (OVA). OVA, principal proteina encontrada no ovo.

* Um dos principais mecanismos pot tras da alergia alimentar é um desequilibtio na propor¢io de células Th1/Th2, levando
a uma resposta IgE aumentada (Tsai et al. 2012).

Embora todos esses estudos revelem um padrio consistente, ¢ interessante notar que muitos dos perfis de citocinas estio em
forte contraste com os encontrados em estudos sem sensibiliza¢io ou desafio ao antigeno. Isso destaca a complexidade do
sistema imunoldgico e a necessidade de um equilibrio entre as diferentes reagdes possiveis, como as respostas Thl e Th2. O
fato do kefir poder induzir mudangas no sistema imunolégico em ambas as dire¢des é promissor, pois pode significar que os
diversos organismos no kefir sdo capazes de regular esse equilibrio no sistema imunoldgico. Isso pode ser em parte devido ao
aumento do numero de células T reguladoras observadas em alguns desses estudos, ja que essas células desempenham um papel
importante na manutencio da tolerancia e na supressiao de respostas imunes inflamatérias desnecessarias (Chen et al., 2013).

Metabolismo do colesterol e inibi¢ao da eca

Devido a microbiota altamente complexa do kefir, ha uma infinidade de organismos e produtos
metabolicos presentes no leite fermentado. Essa combinagio de organismos microbianos e metabdlitos
vivos contribui para uma ampla gama de efeitos atribuidos ao kefir, muitos dos quais sdo beneficios a
saude. A doenga cardiovascular (DCV) é uma das principais causas de morte no ocidente, com altos niveis
de colesterol sérico sendo um importante fator de risco para a doenca (Tabela 3). A dieta pode

desempenhar um papel importante no gerenciamento dos niveis séricos de colesterol e, portanto, os riscos

de contrair DCV (FAO/WHO, 2002).
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Tabela 3. Resultados de pesquisas que corroboram para efeito redutor de niveis séricos de colesterol e
inibi¢do da ECA causados pelo Kefir.

Ensaio Probiético/Porgdo do Resultado Autor
Kefir

Método colorimétrico  Graos de Kefir do tipo  Reduziu os niveis de colesterol (Vujicic et

de o-ftalaldeido A, B, C e P originados  presentes entre 41 e 84% apos 24 al., 1992)*
da Iugoslavia, tipo M da horas de fermentaciao e mais 48 horas
Hungria e tipo K do de armazenamento.

Caucaso inoculados
com leite integral

instantaneo.
In vivo Iogurte contendo soro  Apds 30 dias, a alimentagdo reduziu  (Serafini et
Camundongos albinos de leite condensado os niveis de colesterol sérico al., 2014).

hidrolisado com lactose significativamente.
e logurte com

Bifidobacterinm bifidum

2715
M¢étodo colorimétrico  Kluyveromyces marxianus — Apo6s 20 horas, os niveis de colesterol (Liu et al,,
de o-ftalaldeido linhagem K1 e linhagem diminuiram de 70 a 99% com um 2012)**

M3 fermentado em aumento proporcional significativo

meio de lactose de da atividade de hidrdlise do sal biliar

batata. (BSH).
In vivo Leite desnatado Reduziram o triacilglicerol (Liu et al.,
Hamsters sirios reconstituido e leite de  sérico e o colesterol total apds 8 20006)***
dourados machos soja inoculado com 5% semanas, melhorando o indice

de graos de kefir aterogenico. Niveis de secrecao de

acido biliar fecal e colesterol
aumentaram significativamente.

In vivo Leite de fermentado Ap6s 4 semanas, a concentragao de (Xiao et al.,
Camundongos machos com o probidtico B. colesterol no figado foi reduzida e os  2003).F***
Sprague-Dawley (SD) e longum linhagem BL1 niveis de secre¢ao de acido biliar fecal

homens voluntarios (Moringa Milk Industry e colesterol aumentaram

adultos saudaveis Co.) e iniciadores significativamente nos dois grupos.

comuns de iogurte.

P¢ liofilizado de Reducio significativa apés 5 semanas  (Wang et al.,
In vivo Lactobacillus plantarum de niveis séricos de colesterol total,  2009).
Camundongos machos MA2, isolado de graios ~ LDL-colesterol, triglicerideos,
SD de kefir de Taiwan colesterol hepatico e triglicerideos,

(chamados Hsinchu, em conjunto com a Secre¢ao

Mongodlia e Ilan). aumentada de colesterol fecal.
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In vivo

Camundongos machos
SD

In vivo
Camundongos SD

In vitro
Células Caco-2

In vivo
Camundongos SD

In vitro
Células Caco-2

In vivo
Camundongos Wistar
machos

In vivo
Camundongos
espontaneamente
hipertensos e

propensos a derrame
(SHRSP/Hos)

L. plantarum Lp09 e
Lp45 isolados de graos
de Kefir.

L. plantarnm 1p27
isolado de grios de
kefir tibetano.

L. plantarum Lp27
isolado de graos de
kefir tibetano.

L. acidophilus 1.A15, L.
plantarum B23 e L. kefiri.
isoladas de graos de
kefir tibetano.

Lactobacillus acidophilus
L.AT15, L. plantarum B23
¢ L. kefiri D17

KM-WC (Células
Inteiras de levedura
inoculadas com K.
marxianus YIT 8292) e
KM-W (fracoes de
parede celular
enriquecida de K.
marxianus YIT 8292).

K-R, kefirano isolado
da cultura de L.

kefiranofaciens em meio
RH.

Reducio significativa apés 4 semanas
dos niveis séricos de colesterol total,
LDL-colesterol, triglicerideos,
colesterol hepatico e triglicerideos,
juntamente com uma maior secre¢ao
de colesterol nas fezes.

Reduziu significativamente as
concentracoes de colesterol total
sérico, colesterol de lipoproteina de
baixa densidade e triglicerideos.

Inibiu a absorc¢io de colesterol
através da regulacao negativa da
expressao de Niemann-Pick Cl1-like 1
(NPC1L1) em células Caco-2.

Os niveis de colesterol total,
triglicerideos e lipoproteina de baixa
densidade no soro foram
significativamente diminuidos apds 4
semanas, junto com o aumento da
secrecdo de colesterol fecal e acido
biliar.

As linhagens expressaram alta
aderéncia em células Caco-2 e
mostraram atividade potencial de
hidrélise do sal biliar (BSH),
assimila¢ao e capacidade de co-
precipitagao do colesterol.

Ap6s 14 dias, os niveis de colesterol
no plasma e no figado foram
reduzidos, além de aumentar a
excrecao fecal de esterdis e acidos
biliares, e a concentra¢ao de acidos
graxos de cadeia curta no ceco.

O kerifano reduziu significativamente
ap6s 30 dias os niveis de colesterol
total sérico, LDL-colesterol sérico,
triglicerideos séricos, colesterol
hepatico e triglicerideos hepaticos,
além de ter efeitos significativos
sobre a pressao arterial, glicose
sanguinea e constipacao.

(Huang et
al., 2013)

Huang et al.
(2013)

Huang et al.
(2013)

Zheng et al.

(2013)

Zheng et al.
(2013)

(Yoshida et
al.,

2005) ¥k

(Maeda et
al., 2004)
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Leite enriquecido com  Dois pequenos peptideos com (Quiros et
Ensaio casefna fermentado por sequencia “PYVRYL” e al., 2005)
espectrofotométrico  Lactobacillus helveticus “LVYPFTGPIPN” liberados da
de Cushman e Cheung CP790 cultivado com  caseina durante o processo de

graos de Kefir fermentacdo mostraram uma potente

comercial (Torula) que  atividade inibitéria da ECA com

continham bactérias valores de IC50 de 2,4 e 27,9 uM,

acido lacticas (LAB) respectivamente.
Dietas auto- Sem alteragoes significativas nas St-Onge et
selecionadas, concentracoes séricas totais de al.
Homens adultos suplementadas com 500 colesterol, apds 4 semanas. (2002)#Httotox
levemente ml / d de kefir (Liberty
hipercolesterolémicos  Co, Candiac, Quebec)
ou leite.
In vivo Graos de kefir obtidos  Nao encontrou diferengas (Urdaneta et
Camundongos Wistar ~ de uma residéncia significativas no colesterol sérico al.,
fémeas particular em Navarra, apos 22 dias 2007)xfokrrk

Espanha, inoculados
em gordura total de
leite de vaca
processada.

* Método o-ftalaldeido: Originalmente descrito para a medicdo do colesterol do plasma sanguineo humano; saponificagio de

lipidios plasmaticos por KOH alcodlico obtido por extragdo de material insaponificavel em hexano, secagem do extrato sob
nitrogénio e desenvolvimento de cor com reagente o-ftalaldeido em meio 4cido.
** O BSH desconjuga os acidos biliares e, como os sais biliares desconjugados sio menos soluveis e reabsorvidos com menos
eficiéncia do limen intestinal, isso leva a0 aumento da excrecao de sal biliar nas faces.
. Aterogénico: Proporciao entre colesterol nio HDL e colesterol HDIL. O efeito de reducao do colesterol foi independente
de os hamsters terem sido alimentados com dieta livre de colesterol ou enriquecida com colesterol indicando que a alimentagdo
com kefir alterou o metabolismo endégeno do colesterol.
w0k Iniciadores de iogurte: Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
iRk Este efeito mostrou-se especifico para a-manano e $-glucano presentes na parede celular de K. marxianus.
R Embora os dois ultimos estudos paregam conflitar com outros achados, isto pode ser em grande parte devido ao fato de
que diferentes grios de kefir foram usados para cada um desses estudos. Além disso, Liu e colaboradores (2006) revelaram em
estudo com duracio de 8 semanas, enquanto St-Onge e colaboradores (2002) e Urdaneta e colaboradores (2007) tiveram prazos
de 4 semanas e 22 dias, respectivamente. Pode ser significativo que, no estudo de pacientes hipercolesterolémicos, tenha sido
observado um aumento no acido propionico fecal. Demonstrou-se que o acido propionico inibe a incorporagio de acetato no
triacilglicerol e colesterol plasmatico (Zheng et al., 2013). Assim, um efeito hipocolesterolémico poderia ter sido observado se
o estudo continuasse por um periodo mais longo.

Exclusao de patégenos

Uma das principais maneiras pelas quais produtos alimentares contendo probidticos podem
exercer efeitos benéficos é alterar a microbiota intestinal. Isso pode ser feito através da introdugao de
novas espécies ou linhagens no trato gastrointestinal ou promovendo o crescimento de microrganismos

benéficos que ja estao presentes (prebidticos). Alguns exemplos sio apresentados na Tabela 4.

173



ACHADOS DE BIOMATEMATICA E A BIOINFORMATICA NA SAUDE HUMANA

Em varios estudos, o consumo de kefir ou kefirano em um modelo animal tem sido associado a

um aumento de microrganismos considerados benéficos, como Lactobacillus e Bifidobacterium, a0 mesmo

tempo em que diminui espécies microbianas nocivas, como Clostridium perfringens (Liu et al., 2000).

Tabela 4. Efeito antagonico do kefir e seus derivados sobre patdgenos.

Modelo/ Probiotico/ Patégeno Resultado Autor
Porcao do
Kefir
hospedeiro
Camundongos Bebida de G. intestinalis  Capaz de reduzir a (Correa Franco et al.,
C57BL/6 Kefir. gravidade da infecgdo por ~ 2013)
Giardia intestinalis, com o
mecanismo relatado sendo
através da modulacao do
sistema imunolégico.
Camundongos  Lactobacillus Salmonella Foi demonstrado que (Huang et al. 2013)*
isoladas de typhimurium e linhagens especificas
kefir. Escherichia aderem as células Caco-2 e
coli O157: inibem a aderéncia dos
H7 patogenos.
Camundongos L. kefiranofaciens  E. coli O157: Mostraram sintomas (Chen et al.,, 2013)
BALB/c M1 H7 reduzidos de infecc¢ao,
incluindo danos intestinais
e renais, translocacao
bacteriana e penetragiao da
toxina Shiga, bem como
aumento das respostas [gA
da mucosa especificas para
EHEC.
n vitro Bebida de E. c0li O157: Observaram que os (Kakisu et al., 2013)
Kefir. H7 isolados do kefir tém a
capacidade de proteger as
células Vero da toxina
Shiga tipo II produzida
pelo patogeno, levando a
niveis mais baixos de morte
celular.
in vitro Bebida de Bacillus cereus  Inibiu a capacidade dos (Kakisu et al., 2007)
Kefir. fatores extracelulares do

patégeno de causar danos
as células Caco-2.
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in vitro Bebida de - Além de regular a (Serafini et al., 2014)**

Kefir. composi¢ao microbiana, o
kefir pode alterar a
atividade da microbiota.
Foi demonstrado que certas
linhagens de Bifidobacterium
exibem aumentos na taxa
de crescimento quando
cultivadas em kefir e
mudangas na expressao
génica também foram
observadas.

* A capacidade dessas espécies de Lactobacillus se ligarem as células Caco-2 ilustra um provavel mecanismo para o aumento de
espécies de Lactobacillus observadas na microbiota fecal de camundongos alimentados com kefir (Liu et al., 2006; Carasi et al.,
2015).

** Essas alteracOes na expressio génica resultaram em niveis aumentados de expressiao de multiplos genes associados ao pi/3,
um pilus dependente de Sortase que demonstrou ser extremamente importante para a interacdo com as células endoteliais do
hospedeiro e é também especialmente importante para a adesdo e modulagao da resposta inflamatéria do hospedeiro. Embora
este exemplo especifico mostre os potenciais efeitos positivos que o kefir pode ter sobre os organismos existentes na microbiota
intestinal, ainda nao esta claro como isso se traduz na complexa populacdo de todo o microbioma (Serafini et al., 2014).

Propriedades antibacterianas e antifiingicas

O kefir e linhagens de microrganismos associadas ao kefir mostraram uma infinidade de atividades
antibacterianas e antifungicas (Tabela 5). O leite fermentado com kefir foi testado em experimentos de
difusdo em disco contra uma ampla variedade de espécies bacterianas e fungicas patogénicas, e se
constatou ter atividade antimicrobiana igual a ampicilina, azitromicina, ceftriaxona, amoxicilina e
cetoconazol contra muitas dessas espécies (Zanirati et al., 2015). Além dos efeitos antimicrobianos do leite
fermentado com kefir, também existem microrganismos especificos que exercem propriedades

antimicrobianas por conta propria.

Tabela 5. Correlagao da atividade antimicrobiana isoladas a partir do Kefir.

Probidtico/ Substancia  Patégeno Resultado Autor
Porgdo do Kefir  produzida

L. plantarum Bacteriocina  Ewnterococcus mundtii - Exibe atividade (Powell et al.,
ST8KF ST8KF. e Listeria innocna bacteriostatica, e ndo é 2007)
produzida em niveis
elevados durante as fases
iniciais de produgao do
Kefir.
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L. acidophilus,
L. kefiranofaciens e
S. thermophilus,

Lactobacilos
derivados do
Kefir

L. lactis

Lactobacillus
paracasei subsp.

tolerans estirpe
fonte FX-6

L. kefiri BG

L. Jactis e Lb.

paracasei

L. kefiranofaciens
8U

Lacticina
3147

Bacteriocina
F1

Substancia
semelhante a
bacteriocina

BAL

E. cols, 1.
monocytogenes, S.
aureus, S.
typhimurinm, S.
enteritidis, S. flexcneri,
P. aeruginosa e Y.
enterocolitica

S. typhimurium e E.
cols.

B. cereus, B. subtilis,
C. sporogenes, C.
tyrobutyricum, E.
Saecium, E. faecalis,
L. innocua, 1.
monocytogenes, S.

anreus e C. difficile

S. anreus, Shigella
dysenteriae e
Aspergillus niger

L. monocytogenes

E. cols, S. enterica, S.
aunreus e L.
monocytogenes

P. aeruginosa, L.
monocytogenes e E.
faecalis in vitro

Mostraram atividade
antimicrobiana contra uma
gama de patoégenos quando
submetidos ao teste de
ponto de agar.

Indicaram atividade
antimicrobiana em testes
vitro.

A lacticina 3147 é produzida
por uma linhagem de L. /actis
isolada do kefir e possui
ampla atividade
antimicrobiana.

Primeira linhagem produtora
de bacteriocina com amplo
espectro antimicrobiano para
inibir fungos e bactérias.

Exibe atividade
antimicrobiana na presenga
de galactooligossacarideo 7
vitro, no entanto, esse efeito
nio foi observado com E.
coli e, nesse caso, uma
investigacao mais
aprofundada do mecanismo
dessa inativacao é necessario

Faz-se necessario mais
trabalhos para melhor
caracterizar essas substancias
e determinar o alcance de
seus antimicrobianos.
atividade, bem como sua
novidade.

Pesquisas posteriores se
fazem necessaria para
elucidar o mecanismo de
inibicao.

(Golowczyc
et al., 2008)*

(Golowczyc
et al., 2008)*

(Rea et al.
2007)

(Miao et al.,
2014)

(Likotrafiti et
al., 2015)*

(Leite et al.
2015)

(Zanirati et
al., 2015)

* B provavel que a capacidade do meio seja aumentada com hidréxido de sédio, sais e acidos organicos presentes no filtrado,

a0 ponto que a cultura L. monocytogenes seja inibida pelos seus proprios residuos produzidos no metabolismo 4acido.
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Efeitos antitumorais

O Kefir também possui atividade antitumoral significativa contra varios tipos de células

cancerigenas (Tabela 06).

Tabela 6. Resultados de pesquisas que corroboram para efeito do kefir contra diversos tipos de cancer.

Modelo/hospedeiro

Probiotico/
Porgao do Kefir

Tipo de

cancet

Resultado

Autor

n vitro

n vitro

n vitro

L. kefiri

Bebida de Kefir.

Bebida de Kefir.

Leucemia
mieldide

Cancer gastrico

Cancer gastrico

Foi demonstrado
que o probidtico
aumenta a apoptose
de varias células de
leucemia mieldide
resistentes a
medicamentos,
através da ativacao
em doses adequadas
de Caspase 3.

A fracdo isenta de
células do kefir
mostrou atividade
antitumoral in vitro,
se observou um
efeito anti-
proliferativo na
linha de células de
cancer gastrico

SGC7901.

(Ghoneum et al.,
2014)

(Gao et al.,
2013)*

Além de promover a (Guzel-Seydim et

mortte celular em
células cancerigenas,
efeitos
antimutagénicos
foram
demonstrados em
estudos com agentes
cancerigenos
conhecidos, como
metilmetanossulfato,
metilazoximetanol,
azida sédica,
aflatoxina B1 e 2-
aminoantraceno,
conforme indicado
pelo teste de Ames.

al., 2006)
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Camundongos Bebida de Kefir.  Sarcomas Os camundongos (Liu et
com sarcomas de al., 2012)**
células fusiformes
que receberam kefir
intraperitoneal
reduziram o
tamanho do tumor,
sendo que em
alguns tumores
desaparecendo
completamente
durante um periodo
de tratamento de 20

dias.
Camundongos Bebida de Kefir ~ Cancer de Mostrou que a (De Moreno de
mama alimentacao com LeBlanc et al.,
kefir antes da 2007)***

provocagao do
tumor, resultou em
diminuicao do
tamanho e aumento
da apoptose do
tumor, e que 0s
niveis de células IgA
+ e células T CD4 +
também foram
aumentados.
Também
apresentaram niveis
séricos aumentados
de 11-10 e 11.-4.

* Este estudo demonstrou ainda que a bebida de kefir foi capaz de induzir apoptose em células SGC7901 através da regulacido
positiva do gene bax, do promotor de apoptose e anti-oncogene, e da regulacio negativa do gene be/-2, que é um conhecido
oncogene inibidor da apoptose (Gao et al., 2013).

** Embora isso seja impressionante, ainda néo foi determinado se esses achados podem ser replicados no caso do consumo
oral.

Esses estudos mostraram aumentos nas contagens de células imunes e no recrutamento,
apontando para um possivel mecanismo para a redugao do tamanho do tumor. Tais achados sio
consistentes com outros estudos que mostraram que o kefir é capaz de modular o sistema imunolégico no
intestino e mostram que as habilidades imunomoduladoras do kefir podem nao estar limitadas ao

Camundongo gastrointestinal (Hong et al., 2009; Correa Franco et al., 2013).

Cicatrizagao de feridas

As propriedades antimicrobianas do kefir podem levar ao seu uso em aplicagdes nao tradicionais.

De fato, quando camundongos com feridas abertas inoculadas com S. aureuss foram tratados com um gel
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feito de graos de kefir, verificou-se que as feridas cicatrizavam a uma taxa muito mais rapida do que a
observada em camundongos controle que nao receberam tratamento, ou em camundongos que receberam
tratamento tradicional (tratamento de 5 mg/kg de emulsio de neomicina-clostebol) (Ghoneum et al.,
2014). Verificou-se que os géis feitos com graos e bebida de kefir sdo mais eficazes na redugdo do tamanho
da ferida em queimaduras de terceiro grau contaminadas por P. aeruginosa, do que o tratamento tradicional
com sulfadiazina de prata em um modelo de camundongo com feridas de queimadura (Hong et al., 2011;
Zheng et al., 2013). Ainda, um estudo usando como modelo coelhos com ferida aberta contaminada,
também se observou que o gel produzido a partir de graos de kefir resultou em tempos de cicatrizagao
mais rapidos e elimina¢ao mais rapida de infeccées (Hong et al., 2011).

Tais redugoes no tempo de cura provavelmente sao devidos a varios fatores. Um destes ¢é a
capacidade do kefir de inibir o crescimento de bactérias e fungos, levando a uma ferida mais limpa, como
demonstrado em alguns estudos (Hong et al., 2011; Tsai et al. 2012). Outro fator possivel é a capacidade

de modular o sistema imunolégico e recrutar células imunoldgicas para ajudar no processo de cicatrizagio.

Beneficios de saiide do fermento de kefir

Uma caracteristica unica do kefir, tradicionalmente produzido em relagao a muitos outros produtos
lacteos fermentados produzidos comercialmente, ¢ a presenga de uma grande populagao de leveduras nos
graos de kefir e no leite fermentado por este (Carasi et al., 2015). Embora a maioria dos microrganismos
probidticos comercializados sejam bactérias como lactobacillus e bifidobactérias, existem algumas espécies
e linhagens de leveduras que sao reconhecidas por possuir propriedades probioticas, como Saccharomzyces
boulardii (Rea et al., 2007). S. boulardii demonstrou melhorar os sintomas de Clostridium difficile, diarréia
associada, bem como reduzir a inflamagao, alterar o estado imunolégico e as reagées no intestino, levando
a sua adogdo como tratamento para a diarréia por C. difficile (Rea et al., 2007).

Algumas leveduras do kefir também mostraram atividades imunomoduladoras. Por exemplo a
levedura Kinyveromyces marxianus B0399 demonstrou ter a capacidade de aderir as células Caco-2 (De
Moreno de LeBlanc et al, 2007). Quando co-incubadas com células Caco-2 estimuladas por
lipopolissacarideo (LPS), foi observada uma diminui¢ao significativa na secrecao de IL-10, IL-12, IL-8 ¢
IFN-y (De Moreno de LeBlanc et al., 2007). Além disso, K. marxianus B0399 provocou uma diminui¢ao
na secrecao de citocinas pro-inflamatorias TNF-o, 11-6 ¢ MIP-1a quando co-incubadas com PBMCs
estimuladas com LPS (De Moreno de LeBlanc et al., 2007). Este mesmo estudo mostrou que, em um
sistema de modelo coloénico iz vitro, K. marxianus foi capaz de formar estavel populagdao, enquanto
simultaneamente aumentava os niveis de Bifidobacterium. Também foram observados aumentos nos niveis
de acetato e propionato de acidos graxos de cadeia curta. Utilizando a linha celular Caco-2, com um gene

reporter ¢c/20, Iraporda e colaboradores (2014) foram capazes de mostrar que varias linhagens de levedura
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de Saccharomyces cerevisiae, K. marxianus e Issatchenkia spp. foram capazes de inibir a expressio do gene
reporter /20 quando incubados com as células antes da estimulagdo utilizando a proteina flagelar FliC de
Salmonella. A partir dessas leveduras, K. marxianus CIDCA 8154 foi selecionada para testes adicionais,
demonstrado possuir a capacidade de inibir os niveis de expressio de «w/20 nas células Caco-2,
independentemente da estimulagao por FliC, IL-13 ou TNF-«. A linhagem também inibiu a expressio de
IL-8 e MIP-2a em células HT-29 e inibiu a expressio de «/20 em um modelo intestinal de camundongos,
quando administrada antes da estimulagao com FliC (Iraporda et al., 2014). Leveduras isoladas de kefir
também demonstraram a capacidade de melhorar as propriedades probidticas de espécies bacterianas,
melhorando a viabilidade dessas linhagens bacterianas ao longo do tempo em suco gastrico e intestinal
simulado, melhorando ainda a adesao de BALs as células Caco-2 77 vitro. Esse efeito provavelmente ocorre

devido a protocooperacio de bactérias e levedura do kefir (Zheng et al., 2013).

CONCLUSOES FINAIS

Kefir é um produto lacteo fermentado dinamico com muitos fatores diferentes que afetam os
beneficios associados ao seu consumo. Embora o kefir tenha sido associado a beneficios para a saude por
centenas de anos, a forma exata desses beneficios, até recentemente, nao tinha sido estudada. O uso de
modelos animais e analises zz vitro permitiram a elucidagdo de como o kefir impacta positivamente a saude
do hospedeiro. Kefir inteiro, bem como fragoes especificas e organismos individuais isolados do kefir,
fornecem uma infinidade de efeitos positivos quando consumidos. Estes variam desde a melhoria do
metabolismo do colesterol e cicatrizagao de feridas, até a modula¢ao do sistema imunoldgico e microbioma
e até mesmo o alfvio potencial de alergias e cancer. Estudos adicionais sobre os mecanismos por tras desses
efeitos permitirdo aos cientistas entender melhor exatamente como o kefir e outros produtos lacteos
fermentados conferem esses beneficios, bem como maneiras mais eficientes de aproveitar essas
caracteristicas fora do proprio kefir. A necessidade de pesquisas adicionais nao se aplica apenas aos
mecanismos pelos quais o consumo de kefir exerce esses efeitos, mas também a quais organismos ou
partes do kefir sao responsaveis por cada beneficio. A capacidade de combinar as melhores linhagens
possiveis, dos melhores organismos de varias fontes de kefir, cria o potencial para maiores beneficios do

que os analisados até entao.
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