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RESUMO

A colite ulcerativa é uma doenca inflamatoria intestinal crénica e redicivante,
que acomete parte do coélon, impactando a qualidade de vida do paciente.
Diversas estratégias nao farmacologicas tém sido utilizadas para auxiliar na
modulagdo da microbiota intestinal e reduzir os sintomas dessa doenga, com
destaque para a ingestao de alimentos com potencial anti-inflamatério. Entre
as estratégias dietéticas, a ingestédo de proteina do soro de leite foi associada
a modulacao da microbiota e do sistema imune, tendo remissao dos sintomas
da colite. Além disso, entre as tecnologias ndo térmicas que podem ser
utilizadas para a producao de soro de leite, a luz ultravioleta pode aumentar a
digestibilidade proteica, auxiliando na absorcdo de diversos aminoécidos
essenciais. O objetivo do estudo foi avaliar o efeito do consumo de proteina
de soro de leite (WP) submetida ao tratamento de luz na regiao do ultravioleta
de 200-280 nm (UV-C) na colite aguda induzida em camundongos. Para isso
os animais foram divididos em quatro grupos (n=10): (H) animais sadios sem
consumo de WP, (C) animais com colite e sem consumo de WP, (W) animais
com colite e que receberam WP nédo submetido a UV-C e (WU) animais com
colite que receberam WP submetido a UV-C. O protocolo teve duracgéo total
de 14 dias, sendo que o WP foi ingerido durante todo o periodo experimental
e ainducéo da colite pela ingestdo de dextran sulfato de sédio ocorreu a partir
do sétimo dia. A evolucdo da colite foi acompanhada pela determinacédo do
indice de atividade da doenca (IAD), variacao da relacéo peso e comprimento
e analise histopatolégica do célon, determinacéo da concentracao de citocinas
pré e anti-inflamatérias, analise da composi¢do da microbiota fecal ao longo
do experimento e analises metabolémicas nos rins e plasma apds eutanasia.
A determinacdo de metabdlitos foi feita por Espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear de Prétons (RMN de 1H) e a determinacédo da composicdo
da microbiota fecal foi realizada em sequenciador de nova geracao
(NluminaMiseq). O nivel de 5% de significancia (p<0,05) foi adotado para todas
as tomadas de decisdo. Considerando a analise do conjunto de sintomas do
IAD, o grupo WU resultou em menor progressao da doenca. Os diferentes
grupos experimentais ndo apresentaram diferencas significativas em relacéo
as concentracbes de IL-10 e TNF-a. Contudo, os niveis das citocinas
inflamatorias IL-2 e IL-6 foram superiores no grupo induzido a colite e sem
tratamento (p < 0,05). Nado houve alteracdo na diversidade e riqueza da
microbiota antes e apos inducdo da colite nos grupos pertencentes as dietas
WP (numero de observacdes). Os resultados revelaram que cada um dos
suplementos de WP modula a microbiota intestinal durante a inflamacéo de
maneiras diferentes, com destaque para WP tratados com UV-C que
apresentaram menor regressao da progressao nos parametros clinicos e
conservagao na abundéancia relativa dos géneros. Além disso, a ingestao de
WP tratado com UV-C resultou em modulacdo positiva da MI, com destaque
para aumento de Turicibacter spp. e recuperacdo da familia
Ruminococcaceae, Lachnospiraceae UCG 001 e Blautia, o que
provavelmente contribuiu para o controle da colite. As analises de metabdlitos
nos rins néo evidenciaram uma sobrecarga das funcdes renais devido



consumo de WP, e foram encontradas alteragcdes em rotas metabdlicas, que
podem ter sido uma forma de reduzir a progressao da doenca. A maior parte
dos componentes encontrados nos rins foram estatisticamente diferentes em
suas concentracoes, quando comparados os grupos controle He C (p < 0,05).
O grupo W néao apresentou diferencas estatisticas com grupo saudavel em
relacdo a asparagina, alanina, dimetilamina, isoleucina, fenilalanina e valina.
Os resultados da analise de metabdlitos no plasma sugeriram que este ndo €
um biomarcador ideal para a colite, devido a semelhanca entre os grupos que
receberam os tratamentos e o grupo controle. Por fim, pode-se concluir que o
consumo de W e WU reduziram a progressdo da doenca, porém com
diferentes respostas nas vias metabolicas e na microbiota intestinal,
constituindo uma opgé&o de suplemento alimentar para auxiliar no controle dos
sintomas da colite.

Palavras—chave: Colite ulcerativa. Soro de leite. Metabolbmica. Microbiota
intestinal. Tratamento por ultravioleta.



ABSTRACT

Ulcerative colitis is a chronic and relapsing inflammatory bowel disease that
affects part of the colon, impacting the patient's quality of life. Several non-
pharmacological strategies have been used to help modulate the intestinal
microbiota and reduce the symptoms of this disease, with emphasis on the
intake of foods with anti-inflammatory agent. Among dietary strategies, whey
protein intake was associated with modulation of the microbiota and the
immune system, with remission of colitis symptoms. Also, among the non-
thermal technologies that can be used for the production of whey, ultraviolet
light can increase protein digestibility, aiding in the absorption of several
essential amino acids. The aim of the study was to evaluate the effect of
consumption of whey protein (WP) subjected to light treatment in the ultraviolet
region of 200-280 nm (UV-C) on acute colitis induced in mice. In this regard,
the animals were divided into four groups (n=10): (H) healthy animals without
WP consumption, (C) animals with colitis and without WP consumption, (W)
animals with colitis and that received WP not submitted to UV-C and (WU)
animals with colitis that received WP subjected to UV-C. The protocol had a
total duration of 14 days. The WP was ingested throughout the experimental
period and the induction of colitis by ingestion of sodium dextran sulfate
occurred from the seventh day. The evolution of the colitis was followed by the
determination of the disease activity index (DAI), variation in the weight and
length ratio and histopathological analysis of the colon, determination of the
concentration of pro and anti-inflammatory cytokines, analysis of the
composition of the fecal microbiota throughout the experiment and
metabolomic analysis of kidneys and plasma after euthanasia. The
determination of metabolites was performed by Proton Nuclear Magnetic
Resonance (1H NMR) and the determination of fecal microbiota composition
was performed in a new generation sequencer (llluminaMiseq). The 5%
significance level (p<0.05) was adopted for all tests hypothesis. Considering
the analysis of the set of DAl symptoms, the WU group resulted in less disease
progression. The different experimental groups did not show significant
difference in relation to the concentrations of IL-10 and TNF-a. However, the
levels of the inflammatory cytokines IL-2 and IL-6 were higher in the colitis-
induced and untreated groups (p < 0.05). There was no change in the diversity
and richness of the microbiota before and after colitis induction in the groups
belonging to the WP diets (number of observations). The results revealed that
each of the WP supplements modulates the gut microbiota during inflammation
in different ways, but UV-C-treated WP was more effective, considering less
progression in clinical parameters and conservation in the relative abundance
of the genera. In addition, the ingestion of WP treated with UV-C resulted in a
positive modulation of gut microbiota, with emphasis on the increase of
Turicibacter spp. and abundance recovery in the families Ruminococcaceae ,
Lachnospiraceae_ UCG_001 and Blautia, which probably contributed to the
control of colitis. Metabolites analysis in the kidneys did not show an overload
of renal functions due to WP consumption, and alterations in metabolic
pathways were found, which may have been a way to reduce the progression
of the disease. Most of the components found in the kidneys were statistically



different in their concentrations when comparing the control groups (p < 0.05).
The W group did not show statistical differences with the healthy group in
relation to asparagine, alanine, dimethylamine, isoleucine, phenylalanine and
valine. Results of plasma metabolite analysis suggested that this is not an ideal
biomarker for colitis. Finally, it can be concluded that the consumption of W
and WU reduced the progression of the disease, but with different responses
in the metabolic pathways and in the intestinal microbiota, being an option for
a food supplement to help control the symptoms of colitis.

Keywords: Ulcerative colitis; Whey protein; Metabolomics; Gut microbiota;
Ultraviolet treatment.
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1 INTRODUCAO EXPANDIDA

1.1 Soro de leite: métodos de producao

O leite € uma importante fonte de proteina (30 a 36 g/L) com alto valor
nutricional, sendo composta aproximadamente por 80% de caseina e 20% de
proteinas presentes em seu soro 12,

A porcao aquosa do leite, conhecida como soro de leite, possui em sua
composicdo proximal cerca de 94% de agua, 5% de lactose e 1% de
proteinas. Além desses, ha presenca de tracos de minerais, acidos citrico e
latico 3.

A fracdo proteica do soro de leite € utilizada das mais diversas formas
na industria de alimentos e € composta por B-lactoglobulina (B-Lg), a-
lactalbumina (a-La) e pequenas concentracfes de soroalbumina, peptonas e
imunoglobulinas. Essas proteinas sdo formadas principalmente por lisina,
triptofano, isoleucina e treonina, o que torna o soro uma fonte de aminoacidos
essenciais 24,

A B-Lg possui um peso molecular de aproximadamente 18,4 kDa, que
proporciona uma resisténcia as enzimas proteoliticas presentes no estbmago,
sendo absorvida apenas no intestino. E composta por 16 tipos de
aminoacidos, totalizando 178 aminoacidos, com a presenca de duas pontes

de dissulfeto (-SH). Essa proteina globular, com sua formacao principal em -
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barril, corresponde a cerca de 50% do total de proteinas presentes no soro de
leite bovino, e sua desnaturacédo completa ocorre a partir de 65°C 458,

A a-La é a segunda proteina mais encontrada no soro de leite bovino,
representando cerca 20% do total de proteinas desse produto. Com peso
molecular de aproximadamente 14,2 kDa, € definida como uma
metaloproteina, pois contém ions metalicos que se ligam a atomos de calcio.
Sua composi¢ao conta com um total de 142 aminoacidos, constituida por 19
diferentes aminoacidos e possui a maior quantidade de triptofano dentre todas
as fontes proteicas (aproximadamente 6%). A estrutura terciaria dessa
proteina inclui um dominio helicoidal e um pequeno dominio B-folha. Por fim,
apresenta instabilidade frente ao tratamento térmico, sendo totalmente
desnaturada quando exposta a temperaturas iguais ou superiores a 90°C por
mais de 30 minutos 457,

O soro de leite é considerado um ingrediente fundamental na indUstria
de alimentos e exibe propriedades funcionais como gelificacdo, emulsificacao
e capacidade de formacédo de espuma. Esse pode ser submetido a operacfes
unitarias para obtencado de diferentes produtos, como spray drying (proteina
de soro concentrada), microfiltracédo (proteina de soro isolada) e aplicacdo de
hidrélise enzimatica (hidrolisados de proteina de soro de leite)®. As
concentracfes de proteinas obtidas por essas operacdes variam de 35% a
80% em soro de leite concentrado, enquanto o soro de leite isolado pode
conter até 90% 8. Essas variacGes nas concentracées de proteinas afetam
diretamente as propriedades fisico-quimicas dos produtos. Por exemplo, o

soro de leite isolado tem caracteristicas de gel sob condi¢cdes de baixa
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temperatura, o que altera as interacdes hidrofébicas e as funcionalidades da
proteina 8. Com isso, para otimizar a funcionalidade do produto, é fundamental
selecionar matéria-prima e processamento adequados, incluindo os métodos
de obtencdo e conservagcdo aplicados para fornecer componentes
biodisponiveis e seguranca alimentar °.

A primeira etapa para obtencao das proteinas do soro de leite envolve
a precipitagdo &cida e/ou enzimética da caseina, separando-a da fragao
soltvel (soro de leite) . Antes de ser concentrado ou desidratado, o soro de
leite deve ser submetido a tratamentos capazes de garantir a sua seguranca
microbiolégica °. O resumo sobre os principais métodos utilizados na
producdo de soro de leite pode ser visualizado na Figura 1. Além desses,
outros processos como precipitacdo, complexacdo e separagdo por

cromatografia podem ser utilizados *©.
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Figura 1 — Principais processamentos aplicados ao soro de leite para

garantir a sua seguranca microbiologica.

Separacdo de soro de leite por
precipitacao enzimatica , acida
ou mista.

Métodos aplicados para garantir
seguranca microbioldgica

Processos térmicos Processos nao térmicos
e Pasteurizacao e UV-C
e Esterilizacao e Campo elétrico pulsado
e UHT e Alta pressao
hidrostatica
e Ultrassom
e Luz pulsada

Fonte: Elaborado pelo autor Adaptado de TUNICK, 2008 ! apud
MARWAHA; KENNEDY, 1988 12; SISO, 1996 13; ABD EL-SALAM; EL-
SHIBINY; SALEM, 2009 8 ORDONEZ et al., 2005 5. Notas: UHT —Ultra High
Temperature; UV-C — Aplicacdo de luz na regido do ultravioleta de 200 - 280

nm.

As principais tecnologias utilizadas para garantir a seguranca do soro
de leite para o consumo humano envolvem o uso de temperaturas elevadas

(esterilizacdo e Ultra High Temperature - UHT), ou mais brandas
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(pasteurizacdo). A pasteurizacdo é subdividida em "Low Temperature, Long
Time" (LTLT - 63°C, 30 min) e "High Temperature, Short Time" (HTST - 72°C
— 15 s), conferindo ao produto um prazo de validade de trés a seis dias, sob
refrigeracdo. Os processos que envolvem o uso de temperaturas mais altas,
como a esterilizacdo (120°C — 20 min) e UHT (130-150°C — 3 a 5 s) aumentam
a estabilidade microbioldgica do produto, que permanece em condicdes ideais
de consumo por quatro meses, sem a necessidade de refrigeracéo >

Apesar de sua eficacia para controlar a contaminacao e prolongar a
vida util dos alimentos, os processos térmicos podem afetar a digestibilidade
gastrointestinal e a alergenicidade das proteinas do soro de leite 415 As
principais alteracbes fisico-quimicas observadas sdo a desnaturacao,
agregacao, reacao de Maillard, reducéo de lisinas, interacdes proteina-lipideo
ou proteina-proteina, reducdo de compostos bioativos, além de promoverem
alteracGes sensoriais no produto final 16.

Com isso, métodos de conservagcdo nao térmicos tém sido propostos
como alternativa para garantir seguranca microbiolégica, sem alterar
negativamente as propriedades tecnoldgicas, sensoriais e funcionais do soro
de leite 178, Os métodos nédo térmicos com maior destaque atualmente sao:
alta pressdo hidrostatica 19, exposicdo ao campo elétrico pulsado 29,
ultrassom, luz pulsada e a luz ultravioleta (UV) 2%

A alta presséao hidrostatica utiliza pressdo em um sistema fechado por
reducdo mecéanica de volume e gera um aumento moderado na temperatura
(geralmente adicionado por aquecimento adiabatico), o que lhe confere

vantagens nos aspectos sensoriais dos produtos alimenticios ?2. Zeece,
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Huppertz e Kelly (2008) estudaram o efeito desse tratamento na
digestibilidade in vitro da B-lactoglobulina e demonstraram um aumento na
digestibilidade e acessibilidade dos grupos tiois 3.

Na exposicdo aos campos elétricos pulsados, a inativagdo
microbiolégica também ocorre em temperaturas mais baixas. Essa tecnologia
€ baseada na eletroporacéo para permeabilizar as membranas celulares. Os
principais parametros a serem controlados sdo a intensidade do campo
elétrico, tempo, formato e largura do pulso ?*. Em relacédo a sua a¢&o no soro
de leite, quando comparadas concentracfes de 5% e 3% de soro de leite
isolado, a por¢cdo mais rica em proteinas (5%) causou menor intensidade de
fluorescéncia intrinseca relativa 2°. Além disso, esse processo apresentou a
capacidade de inativar a Listeria innocua, um dos indicadores de inativacao
microbiol6gica eficiente 26.

O tratamento com ultrassom € dividido em duas categorias: uma que
utiliza ondas sonoras mais altas (>3 W/cm?) e outra com uso de ondas sonoras
baixas (<3 W/cm?). Ambas possuem capacidade de alterar aspectos fisico-
quimicos do material e podem ser aplicadas em temperatura ambiente ou
combinadas com altas temperaturas 2. Jambrak et al. (2008) compararam o
efeito dos dois tipos de ondas sonoras e concluiram que o ultrassom com alta
poténcia melhora as propriedades fisicas, como solubilidade e capacidade de
formacéo de espuma da proteina do soro de leite 8,

No tratamento com luz pulsada, o equipamento utiliza uma lampada
xenon e pulsos de curta duracéo 2°. Esse processo foi associado a melhora

de muitas propriedades fisico-quimicas do soro de leite, incluindo solubilidade
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e propriedades emulsificantes 30, Além disso, Siddique, Maresca, Pataro e
Ferrari (2017), ap0s analisar as mudancas estruturais e demonstrar o
aumento imediato do conteudo de tibis livres em soro de leite isolado, levantou
a hipétese que a desnaturacdo parcial pode melhorar as propriedades
funcionais e tecnoldgicas desse produto 3'.

Por fim, no Quadro 1 sdo apresentadas algumas vantagens associadas
a utilizacao desses métodos. O tratamento por luz ultravioleta sera tratado em

secao a seguir.



Quadro 1 — Resumo dos efeitos fisicos e na bioatividade de

leite obtido por diferentes processos nao-térmicos.

22

soro de

Processo Efeitos Referéncias
Alta Aumento da digestibilidade de B-Lg (em 22,23
hidrostatica condicbes gastricas in vitro).Retencdo de
sabor e coloragdo caracteristicas do produto.
Exposicao Aumento da solubilidade e poder de| 25,26, 30
campo emulsificacdo do produto.Sem acéo negativa
pulsado em compostos bioativos presentes no soro.
Ultrassom Aumento da solubilidade da proteina. 28, 32,33
Diminuicdo da turbidez.Alterag6es fisicas
gue promovem a bioatividade.
Luz Pulsada Melhoria na solubilidade, na agregacédo de 31,34,35
mondmeros desdobrados por meio de
interacbes hidrofébicas e na formacdo de
espuma. Essas mudancas podem melhorar
as propriedades funcionais.
Exposicéo Perdas sensoriais e nutricionais menores 36,37
ultravioleta gue em processos térmicos.

Auséncia de formagcdo de compostos
toxicos.Aumento da hidrolise pela ag¢do da
pepsina.Reduc¢édo na desnaturagédo, quando

comparada com UHT.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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1.1.1 Aplicacao de Luz na regiao do ultravioleta de 200-280 nm (UV-C)
em soro de leite

Dentre as tecnologias ndo térmicas que podem ser utilizadas para a
producdo de soro de leite, a luz ultravioleta (UV) destaca-se por sua
comprovada acdo no alimento, garantindo a seguranca do alimento 6. O
tratamento por UV pode ocorrer em diversos comprimentos de ondas: ondas
curtas (UV-C) - 200 a 280 nm, ondas médias (UV-B) - 280 a 320 nm e ondas
longas (UV-A) - 320 a 400 nm. O mecanismo de acdo da luz UV envolve
absorcao da radiacédo pelo material genético da célula do microrganismo e a
formacdo de fotoprodutos (dimeros de ciclobutano pirimidina e (6-4)-
pirimidina-pirimidona). Os fotoprodutos formados inibem a transcricdo e
replicacdo do DNA, além de poder causar mutagénese e morte celular 383,

A regido UV-C é considerada a mais eficiente na conservacédo de
alimentos, pois corresponde ao comprimento de onda mais absorvido pelo
DNA 36, Entretanto, esse processo € mais recomendado para alimentos
liquidos ou com pequenos soélidos em suspensao, pois possui baixo poder de
penetracdo e necessita de equipamentos operados sob turbuléncia, para
facilitar a acédo no alimento 4°.

O tratamento por UV-C é qualitativamente comparavel aos processos
de conservagéo térmicos. Cappozzo, Koutchma e Barnes (2015) compararam
o efeito de UHT, HTST, UV-C (254 nm, 1,045 e 2,090 J/L) e diferentes
combinacdes entre HTST e UV-C na conservacédo e composicdo do leite 41,

Os autores observaram que o UV-C, sozinho ou em associacdo com HTST,
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nao alterou a composicao proximal, a oxidacéo de lipidios e o perfil de acidos
graxos e de proteinas ao longo dos 14 dias de armazenamento do produto.
Nas condi¢des do estudo, a tecnologia ndo térmica apresentou potencial para
ser usada como alternativa para aumentar a vida util do leite. Outro estudo
conduzido por Buhler et al. (2019) analisou a eficiéncia do uso do tratamento
UV-C (253,7 nm) na qualidade e no valor nutricional de soro de leite desnatado
e concentrado 4?. O estudo concluiu que a seguranca microbioldgica e a
qualidade nutricional do soro de leite desnatado foram preservadas, inclusive
exibindo maior concentracdo de proteinas sollveis em comparagdo com a
amostra submetida ao tratamento térmico. Para a amostra de soro de leite
concentrado, 0s autores sugerem uma otimizacao na configuracao do reator
para melhorar a seguranca do produto final.

Além disso, o processo UV-C gera reducado de -SH nas pontes de tidis
pela transferéncia direta de elétrons da cadeia lateral e de triptofanos
excitados préximo as pontes. Com isso, o estado triplete de um triptofano
transfere elétron diretamente para a ligacao de dissulfeto, formando um anion
radical (RSSRe-) e ocasionando a quebra da ponte de dissulfeto, o que expde
mais facilmente a [B-Lg a reacbes enzimaticas (quebra parcial de

enovelamento) (Figura 2) 43,
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Figura 2 — Estrutura da - Lg. As ligacdes das duas pontes de dissulfeto
(Cys-66 / Cys-160, Cys-106 / Cys-119), um residuo de cisteina livre (Cys121),
dois residuos de triptofano (Trp-19, Trp-61) e cadeias presentes na estrutura

(A até 1).

Fonte: YAGI et al., 2003 4+ O diagrama foi criado com uso do programa

Molscript (KRAULIS, 1991) % e possui c6digo 1BEB (3) do Protein Data Bank.

Em estudo realizado por Cardoso et al. (no prelo), constatou-se que o
tratamento por UV-C (266 nm, 4 W/m2) resulta em mudanca conformacional
das proteinas majoritarias do soro do leite em solucéo aquosa (especialmente
da B-Lg), com aumento de 127% na sua digestibilidade e mudanca no perfil
de aminodacidos 6. O tratamento ndo térmico provocou alteracdes na estrutura
secundaria da B-Lg, com reducéo significativa na contribuicdo da estrutura em
folha e volta . Tais alteragdes foram induzidas pela clivagem de -SH de B-Lg
(Cys160 - Cys66 e Cys106 - Cys119), com um rendimento quantico de 0,0015

+0,0003. Os resultados de espectroscopia de luz ultravioleta visivel (UV-Vis)
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e de emissdo molecular de fluorescéncia sugerem ainda a formacédo de N-
formilquinurenina (NFK), como principal produto de fotooxidacdo por
triptofano-61. Apesar de néo existir consenso entre 0os pesquisadores, dados
da literatura apontam um efeito positivo de metabdlitos do triptofano, em
especial da quinurenina, na colite induzida em modelo animal, via inibicdo da
resposta inflamatéria 4748, O perfil de peptideos liberados durante a digestdo
in vitro da proteina modificada por UV-C foi determinado por MALDI-TOF/TOF
e nLC-ESI-MS. Os resultados evidenciaram que o perfil de aminoacidos da
proteina irradiada é significativamente diferente da amostra nado irradiada,
com maior abundéancia de peptideos com bioatividade (por homologia) anti-

hipertensiva, antioxidante, imunomoduladora e anti-inflamatéria 4°.

1.2 Doencas Inflamatorias Intestinais (DIl): Colite Ulcerativa

As doencas inflamatérias intestinais (DIl) sdo caracterizadas por
inflamacfes cronicas e recidivantes, que podem acometer parte (colite
ulcerativa - CU) ou todo o trato intestinal (doenca de Crohn - DC)%°.

Uma revisao sistematica conduzida por Alatab et al. (2020) avaliou a
evolucdo global das DIl entre os anos de 1990 e 2017, envolvendo 195 paises
51, Os resultados evidenciaram um aumento de cerca de 85% na prevaléncia
dessa doenca inflamatdria comparado ao periodo inicial do estudo, totalizando
cerca de 6 milhdes de pessoas acometidas por DIl no mundo.

Os sintomas da CU e DC sédo semelhantes e incluem diarreia, dor

abdominal, presenca de sangue nas fezes e perda de peso *°. Os fatores
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envolvidos na iniciacédo e progressao das DIl envolvem uma associacéo entre
predisposicdo genética, fatores ambientais (dieta, tabagismo, regido
geografica, situacdo econdmica e social e uso de drogas), resposta imune
desregulada e composicdo do microbioma intestinal 52:53.54,

Entre os fatores de predisposicao genética, destacam-se as mutacdes

em alguns genes, como dominio de oligomerizacéo de ligacdo a nucleotideos
(Nucleotide-Binding Oligomerization Domain 2 - NOD2) e genes relacionados a
autofagia (ATG16L1, IRGM, XBP1 e LRRK2), que estdo associados ao
desenvolvimento de DIl. Essas alteragcdes, juntamente com os fatores
ambientais (dieta, uso de antibiéticos e tabagismo), podem favorecer a disbiose
intestinal (desequilibrio da composicdo e funcionalidade da microbiota
intestinal), a penetracao e a translocagéo de microrganismos que irdo participar
do processo inflamatério associado a colite °°. No processo inflamatério
observa-se hiperativacao dos linfécitos T CD4 de padrédo das células T helper 1
(Thl) e T helper 17 (Thl7), alteracdo nas proteinas de juncdo e ocluséo,
aumento da permeabilidade intestinal, reducdo de células Treguladoras (Treg),
de proteina 3 (peptideo antimicrobiano) derivada de ilhotas em regeneracdo
(Regenerating islet-derived protein 3 - REG3y) e da citocina anti-inflamatéria IL-
10 56,

Por ser considerada uma doenca multifatorial, de dificil diagndstico e
cuja patogénese nao € completamente conhecida, a colite tem sido alvo de
estudos que avaliaram diferentes terapias (tanto medicamentosas como
alimentares), que possam auxiliar na melhora da qualidade de vida do

paciente 52:5354,
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Os tratamentos convencionais para DIl sédo baseados na gravidade dos
sintomas e incluem anti-inflamatorios, antibidticos, imunossupressores ou
agentes biolégicos (como a terapia monoclonal, como uso de anti-TNF). No
entanto, ndo existe uma terapia universalmente eficaz ou aceita, e muitos
pacientes apresentam efeitos adversos que afetam a continuidade do
tratamento 5557, Por exemplo, o tratamento com imunossupressores, pode
favorecer infeccBes e até levar a 6bito, caso ndo ocorra um acompanhamento
correto °°. O uso de sulfassalazina pode causar erupgdo cutanea, pancreatite,
pneumonite e agranulocitose, enquanto o tratamento prolongado com
corticosteréides pode favorecer o0 desenvolvimento de obesidade,
hipertenséo, diabetes, catarata, glaucoma, depressao, ansiedade, insonia,
irritabilidade e necrose avascular . Além disso, muitos dos tratamentos
clinicos perdem eficacia ao longo do tempo, sendo que pesquisadores da area
recomendam a procura de terapias individualizadas com auxilio de uma
equipe médica multidisciplinar ©.

As pesquisas iniciais para avaliacdo da acao das terapias alternativas

sao realizadas em modelos animais, envolvendo majoritariamente o uso de
ratos ou camundongos. Esses animais podem ser manipulados
geneticamente, imunodeficientes ou induzidos a doenca pela ingestdo de
compostos quimicos ou microrganismos capazes de promover a inflamacao
intestinal 8. Na induc&o quimica, as cobaias recebem uma dose especifica de
determinado substrato (oxazolona, acido acético, carragenina, peptidoglicano,
anti-inflamatorios nao-esteroidais, dextran sulfato de sodio - DSS ou &cido
2,4,6 trinitrobenzeno sulfénico — TNBS), que promove a inflamacéao 2. TBNS
e DSS sao os compostos mais recomendados na indug&o da colite em modelo
animal e amplamente aplicados em estudos de DI| 6364.6566.67 Entre esses, 0
uso de DSS destaca-se como o mais popular, devido a sua simplicidade e

reprodutibilidade ©8.



29

A verificacdo de eficacia do tratamento ou suplementacao alimentar em
animais induzidos a colite envolvem a determinacéo do indice de atividade da
doenca (IAD), perfil de citocinas pro e anti-inflamatdrias, andlise histolégica de

porcGes do coélon e composicdo da microbiota intestinal 6°.

1.2.1. Microbiota intestinal de DII

Pacientes acometidos por DIl apresentam modificacbes na composicao
da microbiota intestinal e inibicdo na producdo ou degradacdo de mucinas
intestinais (MUC 2) — proteinas glicosiladas que protegem a superficie da
mucosa %71,

A microbiota intestinal e os seus metabolitos influenciam inumeras
funcdes vitais e estdo envolvidos na manutencéo da integridade da mucosa
intestinal e da homeostase do sistema imune 7273, Possiveis alteragcdes em
sua composicdo podem auxiliar no entendimento da colite e no
estabelecimento de tratamentos ou abordagens dietéticas adequadas 7.

O termo microbiota estd relacionado a uma comunidade de
microrganismos, comumente quantificada por métodos independentes de
cultivo, baseados em seu material genético 7. A microbiota intestinal humana
€ composta por centenas de espécies, que conferem ao hospedeiro uma
identidade prépria. Estudo metagenémico de Arumugam et al. (2011) concluiu
gue a mesma pode ser dividida em trés “Clusters” ou "entereroétipos"”
identificados pela variagéo na populagéo de Bacteroides spp. (Enterotype 1),

Prevotella spp. (Enterotype 2) e Ruminococcus spp. (Enterotype 3)7°. Essa
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divisdo tem sido questionada por sua incapacidade de representar uma
comunidade dinamica e outras classificacdes, baseadas em combinacdes ou
gradientes de filos e géneros, foram propostas ’%77. Apesar de ser criticada
por alguns pesquisadores, essa segmentacao em “enterotipos” explicaria, ao
menos parcialmente, as diferencas observadas em estudos clinicos com
intervengdes dietéticas ou medicamentosas ’°. Novas técnicas de
bioinformética para identificar essas particularidades e, principalmente
compreendé-las, ainda estdo em seus passos iniciais 787980,

Pacientes com DIl exibem modificacdo na diversidade e predominancia
na microbiota intestinal, sendo comum a reducédo de Firmicutes e aumento de
Enterobacteriaceae "+81.82, Apesar da participacdo da microbiota na etiologia
da colite ser inegavel, ndo estd completamente estabelecido se tais alteracdes
sdo causa ou consequéncia da colite, sendo necessarios maiores estudos
acerca do tema 2.

Com isso, destaca-se a importancia de coletar dados para buscar saber
quais sdo as modificagdes na microbiota intestinal que ocorrem durante a
progressdo da doenca e quais sdo os diversos géneros bacterianos
envolvidos nesse mecanismo 82,

Heenan et al., (2020), em sua revisdo sobre o papel da microbiota
intestinal nas DII, destacaram trés topicos que devem ser priorizados: as
diferencas na composi¢cao da microbiota entre os diversos subtipos de DIl e
modelos saudaveis; como a proporgao de “mas” e “boas” bactérias influencia
a progressao da doenca; e aprimoramento de técnicas de sequenciamento

genético (como 16S rRNA), pois as técnicas dependentes de cultura



31

convencionais ndo sao apropriadas para estudar a complexidade da

microbiota intestinal 74.

1.2.2.Tecnologias dmicas nos estudos das DII

As tecnologias 6micas, que englobam a genémica (metataxonémica e
metagendmica), transcriptbmica, protedmica e metabolémica, oferecem
instrumentos para estudar a estrutura e funcdo de um sistema biolégico, de
forma integrada. O sequenciamento de DNA e RNA é muito utilizado para a
analise do genoma, enquanto técnicas de espectrometria de massa e
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de prétons (RMN de H)
sdo escolhidas para avaliar o proteoma e o metaboloma 8.

As principais estratégias de sequenciamento de alto rendimento (High
throughput sequencing) utilizadas para a analise de comunidades
microbianas, usando plataformas de sequenciamento de nova geracao (Next-
generation sequencing) compreendem a metataxonémica (sequenciamento
de amplicon de genes alvo) e a metagendmica (sequenciamento do DNA
isolado de toda a comunidade microbiana). A metataxonémica é a técnica
mais utilizada para o estudo da composicdo da microbiota, pois permite a
execucao eficiente de muitas amostras a custos relativamente baixos em
comparacdo com as técnicas de metagendmica . Esta consiste no
agrupamento de sequéncias similares com limiar de circunscricdo definido
(entre 97 a 99%), em unidades taxonémicas operacionais (Operational

taxonomic units - OTU), baseado (open-reference) ou néo (closed-reference)
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em bancos de dados de sequéncias referenciais. As OTU sdo comparadas
com esses bancos de dados taxondmicos, como SILVA ou Greengenes, onde
recebem a atribuicdo taxondmica a qual representam &.

Além disso, essa analise permite a compreensao da diversidade alfa e
beta. De forma resumida, a alfa diversidade pode ser definida como a
diversidade dentro de um ecossistema especifico e geralmente € expressa
pelo numero de espécies no mesmo (ou em um grupo do experimento).
Enquanto a beta diversidade examina a mudanca na diversidade de espécies
entre esses ecossistemas (comparacgao de diferentes grupos do experimento)
86

As andlises metagendmicas e metataxonbmicas, juntamente com
analises metaboldmicas abrem novas possibilidades de compreensdo da
etiologia das DIl. O avanco nessas técnicas possibilita 0 entendimento global
sobre a relacdo das rotas metabdlicas, suas funcdes e estruturas em
comparagdo com os achados na microbiota 8788,

Nese contexto, a RMN de H é uma técnica espectroscopica com
objetivo de verificar campos magnéticos locais ao redor de nucleos atbmicos
e tem como principais vantagens a precisao e exatiddo na medi¢cdo de macro
e micromoléculas, além de ser uma andlise ndo destrutiva e de facil
preparacéo das amostras .

A RMN de 'H é considerada uma potente técnica para a analise de
metabolitos (metabblomica), e utilizada para auxiliar no entendimento das vias
metabdlicas associadas a iniciagdo e progressao das DIl. Esta mostrou-se

aplicavel na separacéo de grupos saudaveis e entre grupos de modelo animal
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empregados a diferentes subtipos da doenca, além de fornecer importantes
informacgbes sobre o desenvolvimento da mesma %°. Nesse aspecto, essa
andlise tem demostrado grandes avancos na identificacdo de alteracdes
metabdlicas e ha uma tendéncia em torna-la uma ferramenta preditiva pois,
estas assinaturas metabdlicas podem auxiliar no diagnostico precoce de

doencas °1.

1.3 Suplementacdo com proteina do soro de leite e seu impacto nas

DIl

Apesar de nao existir consenso sobre o perfil da microbiota associado
a colite, diferentes estratégias tém sido utilizadas para auxiliar na modulacéo
desse ecossistema, objetivando a reducdo dos sintomas da doenca. Entre as
estratégias nao farmacoldgicas utilizadas para modular a microbiota
destacam-se a restricdo caldrica, a ingestdo de microrganismos probidticos e
de substancias prebitticas e a suplementacdo com vitamina D 72. Alguns
estudos também evidenciam um efeito positivo da ingestdo de dietas
contendo proteinas especificas, como B-caseinas, proteinas do soro de leite
e peptideos hidrolisados presentes em produto lacteos, como adjuvante no
controle da colite 67:92,

O soro de leite bovino possui aminoacidos essenciais com diversos
beneficios na regressdo de DIIl. Entre eles estdo a histidina (associado a
remissdo de danos ocorridos na parede do colon e diminui¢do da citocina IL-

6), a metionina (envolvido na producao de glutationa, um potente antioxidante)
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e a treonina (essencial para a manutencdo da integridade da mucosa
intestinal) °3°4, Outros aminoacidos como leucina, isoleucina e valina também
possuem propriedades anti-inflamatérias e podem reduzir alguns dos
sintomas da DIl %%, Martinez-Maqueda et al. (2013) concluiram que a
ingestao regular de um concentrado de soro de leite hidrolisado e rico em -
Lg estimula a secrecdo de mucina e a expressao génica de mucina 5AC in
vitro, mostrando potencial para melhora na satde gastrointestinal /. Além
disso a B-Lg e a a-La demostraram conter sequéncias de peptideos bioativos
com funcdes imunomoduladoras .

O mecanismo de acao relacionado ao efeito protetor das proteinas do
soro de leite envolve a modulacdo da microbiota e do sistema imune, bem
como a producdo de metabdlitos. Algumas bactérias anaerdbias presentes no
cllon sdo capazes de fermentar aminoacidos, produzindo acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), como acetato, butirato e propionato. Tais metabdlitos
estdo envolvidos em diferentes processos fisioldgicos, incluindo a modulacéo
do metabolismo energético, da resposta inflamatéria e a producédo de
neurotransmissores . Ademais, esses estdo também envolvidos na
manutencdo da fisiologia intestinal, do figado e de tecidos periféricos 1%,
Entretanto, considerando que o principal substrato para a producéo de AGCC
sdo os carboidratos complexos nédo digeriveis, a sua producdo a partir de
aminoacidos esta relacionada a quantidade e qualidade da proteina ingerida
na dieta e a sua composicdo de aminoacidos %%, A contribuicdo de cada um
desses fatores na producao de AGCC nao é completamente conhecida, sendo

recomendada a realizacéo de estudos que avaliem o efeito da fonte proteica
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e dos processamentos aplicados no perfil de aminoacidos, bem como a sua
relacdo com os metabdlitos gerados 1.

Entretanto, os beneficios obtidos pelo consumo dos peptideos bioativos
presentes no soro sao influenciados por diversos aspectos, como protocolo
de inducgdo da DII, quantidade ingerida e método de producéo 104192, Com
isso, o efeito das proteinas do soro do leite no controle de sintomas e auxilio
da remissdo da CU ainda é controverso. No Quadro 2 sdo apresentados
resultados de estudos publicados entre 2016-2022, que avaliaram o uso de

proteina de soro de leite ou derivados no controle de DII.



Quadro 2 — Efeitos da intervencdo com componentes do leite e seus derivados em modelos animais de DII.
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Estratégia né&o | Concentracdo | Modelo in vivo, | Modelo da | Principais Principais Referéncia
farmacologica do ingrediente | duracéao do | inducdo da | resultados conclusdes
estudo e forma | DIl
de consumo
Lactoferrina 1,25% da racdo | Camundongos 4% DSS | O colostro de soro Primeiro  artigo 66
saturada de ferro machos BALB/c | (adicionado de leite foi o mais publicado com
derivada de leite (7-12 semanas | em agua | eficaz na reducao da | objetivo de
bovino de vida). potavel com | atividade de | avaliar estes
Angiogenina 0,3% daracdo | Duragdo: 24 dias. | 10% sacarose) | mieloperoxidase componentes do

Osteopontina

0,3% da racao

Colostro de soro

de leite

1,25% da racao

Consumo ad

libitum.  Adigéo

dos compostos

adicionado em
agua potéavel

do quinto a

(enzima derivada de

leucocitos

que

catalisa a formacgéao

leite em DIl
Cada um dos

componentes
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Extrato de | 4,2% daracdo | na racdo levando | sétimo dia de | de numerosas | apresentou
caseina em po em conta volume | protocolo. espécies reativas | beneficios
(Nestlé®) final da racédo e oxidantes) e reducéao | diferenciados no
Gordura do leite | 2% da rag&o peso do do IAD. modelo de
enriquecida com composto estudo.
cis-9,trans-11 (peso/volume).

conjugated

linoleic acid (CLA)

Soro de leite de |1 g/kg/dia, | Ratos Wistar | CU induzida | Os tratamentos com | Os autores 64
cabra obtido apoés | dissolvido em 1 | fémeas (peso | por por enema | soro de leite de | sugerem que o
coagulacdo mista | mL de &gua médio de 220 = | retal de | cabra e SAZ soro de leite de
(enziméatica e | potavel 20 g) solucéao causaram efeitos | cabra pode
acida) de leite de | 2 g/kg/dia, contendo benéficos trazer beneficios

cabra

dissolvidoem 1

(parametros

durante

(0]
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pasteurizada, mL de agua | Duracdo: 17 dias. | acido acético a | histolégicos tratamento  da
seguida de | potavel Consumo por | 10% preservados, inflamacéo
desidratacdo por | 4 g/kg/dia, | gavagem oral. diminuicdo do IAD e | intestinal.
spray drying dissolvido em 1 atividades Destaque para o
mL de agua enzimaticas). efeito nas doses
potavel de 2 e 4 g/kg.
Sulfasalazina 250 mg/kg/dia,
(SAZ) dissolvido em 1
mL de agua
potavel
Mesalamina 4800 mg/dia
Soro de leite de | 4 g/kg/dia, | Camundongos CU induzida | O soro de leite de Recomenda o 65
cabra obtido apos | dissolvido em | machos CD1 | por DNBS (2,5 | cabra inibiu a | uso de soro de
coagulacdo mista | 100 pL de agua | (peso médio de 3 | mg dissolvido | secrecao de | leite de cabra
(enziméatica e | potavel +20). em 100 yl com | citocinas pro-
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acida) de leite de Duracdo: 17 dias. | 50% de etanol) | inflamatorias e | para tratamento

cabra Consumo por | utilizando preservou de DII.

pasteurizada, gavagem oral. cateter parametros

seguida de spray intracolénico histolégicos.

drying no 13° dia.

Proteina de leite | 140 g/kg de | Camundongos CU induzida | P30 apresentou os | Recomenda 67

14% (P14) racao machos C57BL/6 | por 3,5% DSS | melhores resultados | analisar um valor
(7 semanas de | adicionado em | em relacdo a | limite de

Proteina de leite | 300 g/kg de | vida) agua potavel | restauracéo da | ingestéo de

30% (P30) racéo Duracdo: 28 dias. | do primeiro a | barreira do célon e | proteina para
Consumo ad | sétimo dia de | outras funcBes para | evitar efeitos

Proteina de leite | 530 g/kg de | libitum. protocolo. controle da doenga. | negativos.

53% (P53) racéao
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Fonte: Elaborado pelo autor. Notas: 'mistura de proteinas do leite contendo soro de leite e caseina na porc¢édo 20:80,

DSS: Dextran sulfato de sddio, DNBS: acido dinitrobenzeno sulfonico.
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Os resultados obtidos nos estudos do Quadro 2 foram inconsistentes
entre si, provavelmente devido aos protocolos adotados, que variaram em
relacdo a concentracdo do indutor (DSS - 3,5% e 4%) %67 e ao tempo de
inducdo (entre quatro e cinco dias) 656667,

A concentracao de proteinas do soro de leite administradas diariamente
também é um fator discrepante. Aradjo et al., (2016)% restringiram a
administracdo diaria por gavagem oral entre 1 e 4 g/Kg de peso corpéreo,
enquanto Vidal-lletjés et al. (2019)%” e Kanwar et al. (2016)% optaram pela
ingestao ad libitum, o que certamente influenciou os resultados obtidos.

Diretrizes de ingestdo diaria de proteinas para humanos, como as
propostas pela European Society for Clinical Nutrition and Metabolism
(ESPE), afirmam que ndo ha evidéncias de que pacientes com DIl precisem
de mais proteina diaria do que pessoas saudaveis (sendo essa em torno de
1g/Kg)®. No entanto, a ESPE destacou que aumento no consumo de
proteina pode ser necessario devido a perda de apetite e ingestao dietética
restrita dos pacientes, justificando um aumento na oferta para 1,2 ou 1,5 g/kg
de peso corporal 193,

Dietas contendo proteina do soro de leite tém sido associadas ao
controle dos sintomas e a reducédo do risco da colite. No primeiro caso, a
ingestdo da proteina do soro de leite foi feita de forma concomitante ou
somente apods a inducdo da doenca 67 e no segundo, o consumo € iniciado
antes do estabelecimento da colite 6495,

Outra questao a ser discutida € como os diferentes produtos derivados

do soro de leite influenciam os efeitos observados em modelos animais
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induzidos a DII. Kanwar, et al. (2016) relataram como sendo o primeiro estudo
gue comparou o efeito de diferentes componentes do leite na colite induzida
por DSS em camundongos. Cada produto lacteo mostrou respostas positivas
diferentes no modelo de estudo %. Os melhores resultados foram obtidos com
a gordura do leite enriquecida com cis-9,trans-11 conjugated linoleic acid
(CLA) — que ajudou a restaurar o peso e inibiu as citocinas inflamatérias e os
danos no epitélio — e o extrato de caseina em po6 (Nestlé®) que diminuiu os
efeitos clinicos e o escore inflamatdrio. Os autores enfatizaram a necessidade
de mais estudos para entender como 0s suplementos podem funcionar em
sinergia para tratar a DII.

Araujo et al. (2016) e (2017) publicaram outras descobertas sobre esse
tema. O primeiro estudo comparou o efeito de farmacos anti-inflamatérios
comumente usados no tratamento de DIl (sulfasalazina e mesalamina) e do
soro de leite de cabra em diferentes concentracdes em modelo com ratos e
agente indutor por enema retal 645, O soro de leite de cabra trouxe beneficios
na remissdo da colite induzida em animais. Ja em 2017, esse grupo de
pesquisa aplicou a concentracdo de soro de leite que obteve melhores
respostas (4 g/kg/dia) em modelo com camundongos machos CD1 e também
obteve respostas positivas no seu auxilio na regressao de colite ulcerativa.
Nesse caso 0 agente indutor foi quimico por acido dinitrobenzeno sulfénico
(DNBS).

Por fim, em 2019, Vidal-Lletjés e colaboradores também verificaram o
efeito do consumo de diferentes porcentagens de produtos lacteos (sendo

nesse caso, com porcdo 20:80 de proteinas do soro do leite e caseina,
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respectivamente) na remissdo da colite 6. Os autores optaram por ingestdo
ad libitum, o que correspondeu a presenca de 140 g a 530 gramas do produto
por quilo de racédo oferecida aos animais. Os principais resultados
relacionados ao consumo desses suplementos foram a manutencdo da
barreira do c6lon e modulag&o da microbiota intestinal.

Apesar das discrepancias relatadas, em geral os resultados obtidos nos
diferentes protocolos foram promissores, com sinais de restauracdo da
barreira intestinal, e reducéo de escores clinicos, evidenciando a importancia
da continuagéo dos estudos utilizando esta abordagem.

Todos os estudos apresentados no Quadro 2 avaliaram produtos
obtidos por processo térmico tradicional. No entanto, alguns processos nao
térmicos, como UV-C e outros tratamentos, podem induzir modificacdes
fisicas e a producdo de compostos bioativos em soro de leite e gerar um
impacto positivo na funcéo corporal 104,

Até o presente momento nao foram encontradas publicacfes acerca do
uso de soro de leite bovino tratado por UV-C em DIl. O presente estudo faz
parte do projeto temético “Novel Aging - Technologies and solutions to
manufacture novel dairy products for healthy aging” (Acordos de Cooperacao
/ IFD - Innovation Fundation Denmark) (FAPESP 2017/01189-0), sediado no
IQSC - USP - Sé&o Carlos, em parceria com a EMBRAPA - Séao Carlos,
University of Copenhagen - Dinamarca, e FCF - UNESP — Araraquara, que
avaliou os efeitos do tratamento UV-C na qualidade da proteina do soro de
leite e 0 uso desse suplemento para manutencdo da saude. A partir dos

resultados iniciais, que evidenciaram que o tratamento da proteina do soro de
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leite com UV-C gerou peptideos bioativos e melhorou a sua digestdo, nossa

hipotese € que esse tratamento ndo-térmico possibilitara a obtencdo de um

suplemento alimentar com capacidade de auxiliar no controle da colite 1°°,

2. OBJETIVOS GERAIS

O objetivo principal do estudo foi avaliar o efeito do consumo de

proteina de soro de leite submetida ao tratamento de UV-C na colite aguda

induzida em camundongos.

Objetivos especificos:

Comparar grupos de estudo por meio de avaliacao de:

1. indice de Atividade da Doenca (IAD);
2. Determinacéo da concentracao de citocinas pro e anti-inflamatérias.
3. Determinacéo dos metabdlitos no plasma e rins por Espectroscopia de

Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons (RMN de 1H);

4. Variacdo da relacdo peso e comprimento (da juncdo ileocecal a
margem anal);

5. Histomorfologia do célon dos animais;

6. Determinacao da composigéo da microbiota fecal ao longo do protocolo

experimental.
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Destaca-se que durante doutorado foi realizado um estagio no exterior
pelo programa Capes PDSE (Processo 88881.624770/2021-01), sob a
supervisao do Dr llario Ferrocino (Microbiology and Food Science laboratory -
University of Turin — DISAFA - Itélia), de novembro de 2021 a abril de 2022.
Neste estagio foram realizadas andlises dos dados obtidos no
sequenciamento realizado no Brasil, utilizando técnicas avancadas de
bioinformética.
2.1. Organizacdao dos capitulos

Os capitulos 1 e 2 visaram apresentar e discutir os objetivos especificos

definidos nos topicos anteriores de 1 a 3 e de 4 a 6, respectivamente.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Apoiados nos resultados obtidos nesta pesquisa, pode-se concluir que
ambos suplementos auxiliaram na manutencdo da microbiota intestinal durante
a progressao da doenca, porém com diferentes respostas ao longo do processo
de inflamacgéo nas vias metabol6bmicas e na microbiota intestinal. Recomenda-
se maiores estudos na analise de diferentes concentracfes de soro de leite
tratado por UV-C para verificar eventuais sobrecargas nas funcdes renais, mas

também avaliando as particularidades nas mudangas da microbiota intestinal.



