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Santos TA. Efeitos de Limosilactobacillus reuteri associado a vitamina K2 em
camundongos ovariectomizados [tese]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2023.

RESUMO

A osteoporose é uma doenca osteometabdlica, caracterizada pelo desequilibrio entre
deposicdo e reabsorcdo Ossea. Probioticos e vitamina K2 (MK-7) tém recebido
atencdo como terapia para a osteoporose, isoladamente. A associacao de probioticos
com a vitamina K é interessante, visto que suas vias benéficas possivelmente estédo
interligadas, podendo apresentar efeitos sinérgicos. Neste estudo, foram avaliados os
efeitos de Limosilactobacillus reuteri associado a vitamina K2 (MK-7) na perda 6ssea
induzida por ovariectomia em camundongos e no crescimento bacteriano, in vitro. No
estudo in vivo, os animais foram distribuidos em cinco grupos: falsa OVX (controle);
ovariectomia (OVX); OVX + L. reuteri (LR); OVX + vitamina K2 (K); OVX + LR + K.
Apbés 4 semanas de tratamento, avaliaram-se as propriedades biomecéanicas de
fémur, microarquitetura vertebral (L5), niveis de osteocalcina carboxilada e nado
carboxilada, expressdo génica de Ocludina, Jam3, e altura de vilos e criptas
intestinais. O tratamento com L. reuteri, MK-7, assim como a sua associacao,
melhoraram significativamente as propriedades biomecénicas do fémur, deterioradas
pela OVX, mas ndao houve diferenca nos niveis séricos de osteocalcina, expressao
génica ou relacao vilo/cripta; indicando que a melhora nas propriedades biomecanicas
ndo esta associada a osteocalcina e que a perda 6ssea ndo se relacionou com
alteracdes intestinais. L. reuteri, assim como a associagao com MK-7, restauraram 0s
valores de microarquitetura vertebral ao nivel de SHAM, porém sem diferenca para o
grupo OVX. O crescimento microbiano in vitro foi avaliado associando-se L. reuteri a
vitamina K2. ApoOs os periodos de interacdes, foram realizadas espectrofotometrias
das solucdes, e as bactérias cultivadas em agar MRS para contagem de unidades
formadoras de colénias (UFC/ml). Houve aumento significativo da densidade 6ptica e
de células viaveis apdés 4h de interacdo. L. reuteri e a associacdo com MK-7
melhoraram as propriedades biomecanicas de fémures e mostraram tendéncia
positiva na microarquitetura vertebral. O beneficio da associa¢do pode possivelmente
estar relacionado a maior quantidade de L. reuteri que alcangou o intestino, por utilizar
a vitamina para seu crescimento.

Palavras-chave: Osteoporose. Osteopenia. Limosilactobacillus reuteri. Vitamina K.



Santos TA. Effects of Limosilactobacillus reuteri associated with vitamin K2 in
ovariectomized mice [doctorate thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Séo Paulo State
University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2023.

ABSTRACT

Osteoporosis is an osteometabolic disease, characterized by an imbalance between
bone deposition and resorption. Probiotics and vitamin K2 (MK-7) have received
attention as therapies for osteoporosis, independently. It is interesting to consider the
association of probiotics with vitamin K, as their beneficial pathways could be
interconnected, potentially resulting in synergistic effects. In this study, the effects of
Limosilactobacillus reuteri associated with vitamin K2 (MK-7) on ovariectomy-induced
bone loss in mice and bacterial growth in vitro were evaluated. In the in vivo study,
animals were divided into five groups: sham-operated (control); ovariectomy (OVX);
OVX + L. reuteri (LR); OVX + vitamin K2 (K); OVX + LR + K. After 4 weeks of treatment,
the biomechanical properties of the femur, vertebral microarchitecture (L5), levels of
carboxylated and non-carboxylated osteocalcin, gene expression of Occludin, Jam3,
and intestinal villi and crypt heights were evaluated. Treatment with L. reuteri, MK-7,
as well as their combination, significantly improved the biomechanical properties of the
femur, which were deteriorated by OVX, but there was no difference in serum levels of
osteocalcin, gene expression, or villi/crypt ratio, indicating that the improvement in
biomechanical properties is not associated with osteocalcin and that bone loss is not
related to intestinal changes. L. reuteri, as well as the combination with MK-7, restored
vertebral microarchitecture values to the SHAM level, but without difference for the
OVX group. Microbial growth in vitro was evaluated by combining L. reuteri with vitamin
K2. After the interaction periods, optical density of the solutions was
spectrophotometrically measured, and bacteria were cultured on MRS agar for colony-
forming unit (CFU/mI) counting. There was a significant increase in optical density and
viable cells after 4 hours of interaction. L. reuteri and the combination with MK-7
improved the biomechanical properties of femurs and showed a positive trend in
vertebral microarchitecture. The benefit of the combination may be related to the
greater amount of L. reuteri that reached the intestine by using the vitamin for its
growth.

Keywords: Osteoporosis. Osteopenia. Limosilactobacillus reuteri. Vitamin K.




1 INTRODUCAO

A osteoporose € uma doenca osteometabdlica caracterizada pela reducéo da
densidade mineral e degradacdo da microarquitetura Ossea, levando ao
comprometimento da resisténcia desse tecido, aumentando a predisposicdo dos
individuos a fraturas (NIH Consensus Development Panel, 2001). E descrita como
uma doenca silenciosa, raramente apresentando sinais e sintomas até que ocorra de
fato a fratura (Cosman et al., 2014).

Os fatores de risco para desenvolvimento dessa doenca sdo inUmeros, entre
eles, idade, consumo excessivo de alcool, deficiéncia de vitamina D, baixa ingestédo
de calcio, doencas genéticas como a fibrose cistica, doencas gastrointestinais, e
principalmente deficiéncia de horménios sexuais, como observado apés a menopausa
(Cosman et al., 2014; S6zen et al., 2017).

A osteoporose é uma doenca que apresenta alta prevaléncia, gerando altos
custos de saude publica. No Brasil, estima-se que a prevaléncia da osteoporose em
mulheres varie de 15 a 33%, na faixa etaria entre 40 a 75 anos (Baccaro et al., 2015).
Ja nos Estados Unidos, estima-se que 54% da popula¢éo acima de 50 anos apresente
osteoporose ou diminuicdo da massa 6ssea (Wright et al., 2014). Até o ano de 2025,
calcula-se que havera um aumento das fraturas relacionadas a osteoporose de
aproximadamente 50%, representando um aumento de custos proximo de 25,3
bilhdes de ddlares por ano, totalizando cerca de 228 bilhdes de ddlares, somente nos
Estados Unidos (Burge et al., 2007).

O osso é um orgéao dinamico, sendo a sua saude mantida através do processo
de remodelacdo Ossea, onde ocorre deposicdo de matriz pelos osteoblastos e
reabsorcédo pelos osteoclastos. Quando este equilibrio é alterado, levando a uma
maior reabsorcdo do que deposicdo de matriz, ocorre a perda 6ssea, como vista na
osteoporose (Cosman et al., 2014). Estdo envolvidos na regulacdo deste processo,
além dos osteoblastos e osteclastos, osteocitos, células do sistema imune, como
linfécitos T, hormdnios (Raggatt, Partridge, 2010), sistema nervoso (Elefteriou et al.,
2014) e o trato gastrointestinal, importante na manutengcdo da homeostase do calcio

(Keller, Schinke, 2013) e na sintese de incretinas, hormdénios associados ao
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metabolismo da glicose e a regulacdo da massa 0ssea e de sua microarquitetura
(Mabilleau, 2017).

Classificada como osteoporose primaria, a osteoporose pOs-menopausica
relacionada a deficiéncia de estrogénio (Rossini et al., 2016) é o tipo frequentemente
encontrado em mulheres acima de 40 anos (Baccaro et al., 2015).

Atualmente, diversos farmacos séo utilizados no tratamento da osteoporose,
como os bisfosfonatos, teriparatida e denosumab. Entretanto, podem apresentar
efeitos adversos como irritacdo e refluxo gastroesofagico, dor muscular severa,
nauseas, tonturas, dores de cabeca, febre e eczema (Adler, Gill, 2011; Arden et al.,
2006; Gagliardi et al., 2022; Kennel, Drake, 2009). Os bisfosfonatos séo considerados
a primeira linha no tratamento da osteoporose pés-menopausica (Tu et al., 2018).
Apesar disso ha uma preocupacado crescente com a sua prescri¢céo, visto a ocorréncia
de uma complicacdo incomum, porém de importante severidade, a osteonecrose
mandibular (Tu et al., 2018). A terapia de reposicdo hormonal se popularizou na
década de 60 para diminuicdo de varios sintomas relacionados a menopausa, assim
como para a reducao do risco de fraturas associado a osteoporose pés-menopausica
(Lobo, 2017). Entretanto, a administracdo de horménios sexuais como forma de
terapia também néo esta isenta de riscos e efeitos colaterais, como nausea, céibras
nos membros inferiores, depresséo, além do aumento do risco de desenvolvimento
de cancer de mama, acidente vascular encefélico, tromboembolismo e deméncia (Fait,
2019; Thaung et al., 2018). Muitas vezes, 0s riscos associados a terapia de reposi¢ao
hormonal para mulheres acima de 60 anos excedem os seus beneficios (Thaung et
al.,, 2018). Portanto, os tratamentos farmacologicos para a osteoporose pos-
menopausica devem ser prescritos de forma individualizada, levando em
consideracdo o grau da perda Ossea, idade do paciente, existéncia de doencas
preexistentes, dose e tempo de tratamento, avaliando a relacé&o risco-beneficio (Tu et
al., 2018). Sendo assim, tratamentos ndo farmacoldgicos e ndo hormonais sao
alternativas interessantes que devem ser investigadas quanto aos seus beneficios
para a saude 6ssea de mulheres ap0s a menopausa.

A suplementacdo com vitamina K também tém um papel importante na
manutencdo do metabolismo 6sseo na osteoporose pdés-menopausica. Em sua forma
natural, a vitamina K é classificada em relacéo a sua forma molecular em: filaquinona

(vitamina K1) e menaquinona (vitamina K2). A familia das menaquinonas, MK-n, é
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dividida em subtipos, onde o “n” representa o0 numero de residuos isoprenoides na
cadeia lateral; sendo moléculas de cadeia curta, como a menaquinona-4 (MK-4) ou
moléculas de cadeia longa, como exemplo, MK-7, MK-8 e MK-9 (Halder et al., 2019).
As diversas formas de vitamina K apresentam diferentes caracteristicas quimicas, que
afetam sua absorc¢éo e distribuicdo nos tecidos (Cirilli et al., 2022).

A MK-7 é encontrada em alimentos fermentados, como por exemplo 0s
queijos munster (83,7 ng/g), camembert (32,4 ng/g) e gorgonzola (30,7 ng/g) (Vermeer
et al., 2018). Essa vitamina também é encontrada em vegetais fermentados como o
chucrute (2,3 ng/ml), que é a fermentacéo da folha de repolho, e o natto (9965 ng/ml),
gue € a soja fermentada (Vermeer et al., 2018). O Natto é de longe o alimento que
contém a maior concentracdo de MK-7; apresentando uma concentracédo 4.400 vezes
maior que o chucrute e 120 vezes maior que o queijo munster. O natto € um alimento
tradicional japonés, sendo altamente consumido pela populacéo japonesa. Apesar de
ser extremamente rico em MK-7, o natto ndo € popular e nem € consumido com
frequéncia pelas populacdes de outros paises (Vermeer et al., 2018) devido a sua
consisténcia peculiar e ao seu cheiro forte, semelhante a amoénia. Em carnes, a MK-7
€ encontrada em figado de boi (49,9 ng/g) e de porco (5,1 ng/g), e em carne bovina
(1,3 ng/g) (Vermeer et al., 2018).

A MK-7 € sintetizada por algumas cepas de microrganismos, como
Lactococcus lactis ssp. Lactis, Lactococcus lactis ssp. Cremoris, Bacillus subtilis
nattoo, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus equorum, oferecendo uma
importante via natural de enriguecimento de vitamina K2 em alimentos fermentados
(Liu et al., 2019; Walther et al., 2013).

A vitamina K esta relacionada a beneficios a saude 0ssea, entre eles, aumento
da densidade mineral Ossea, estimulacdo da osteoblastogénese e inibicao
osteoclastogénese (Palermo et al., 2017). Mas para gerar esses beneficios, ela deve
chegar ao tecido alvo.

Sendo assim, ap0s a ingestdo da vitamina K por meio de alimentos ou
suplementos, ou producao por microrganismos, ocorre sua digestdo. A vitamina e 0s
produtos da hidrélise pancreatica dos triglicerideos sdo emulsificados, formando
micelas mistas que sdo entdo absorvidas pelos enterdcitos e transformadas em
quilomicrons. Por sua vez, os quilomicrons sédo secretados pelas vilosidades

intestinais para os vasos linfaticos, chegando entdo a circulagdo sanguinea. Nos
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capilares, ocorre a hidrdlise dos triglicerideos dos quilomicrons, resultando em um
quilomicron remanescente (QR), que é menor e entra novamente na circulacao
mantendo a vitamina K no seu nucleo lipofilico. No figado, os QR s&o absorvidos pelos
hepatécitos, onde seus lipideos remanescentes sdo envoltos pelas lipoproteinas de
muito baixa densidade (VLDL) e retornam novamente para a circulacdo como
lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL). O metabolismo subsequente leva a
particulas ainda menores, chamadas lipoproteinas de baixa densidade (LDL), onde a
vitamina K ainda esta locada no nucleo lipofilico. As lipoproteinas circulantes, como
0s QR e as LDL, fornecem entéo lipideos para os osteoblastos, que estdo ligados as
superficies da matriz éssea, fazendo uma interacdo, permitindo assim a endocitose
de QR e LDL e suas cargas de vitamina K. Osteoblastos parecem obter a maioria de
sua MK-7 via LDL (Shearer et al., 2012; Shearer, Newman, 2008).

Uma vez que a vitamina K tem que percorrer todo esse percurso até chegar
no tecido 6sseo, ela necessita de uma maior biodisponibilidade. Quando no figado, a
vitamina K1 é rapidamente excretada, enquanto a K2 € transportada na circulacao
para os tecidos extra-hepaticos, como os ossos (Cirilli et al., 2022; Shearer, Newman,
2008). Além disso, evidéncias sugerem que a MK-7 tem a propriedade de se manter
na circulacao por um tempo estendido, apresentando uma maior biodisponibilidade
guando comparada a outras formas de vitamina K2 (Sato et al., 2020; Shearer et al.,
2012; Shearer, Newman, 2008).

A osteocalcina é uma proteina, vitamina K dependente, ndo colagenosa
secretada por osteoblastos (O’Connor, Durack, 2017). A vitamina K atua como um
cofator para a y-carboxilacdo da osteocalcina, transformando a osteocalcina nao
carboxilada (UCOC) em osteocalcina carboxilada (OC/BGP), que age atraindo calcio
e facilitando a mineralizacdo 0ssea (Palermo et al., 2017). A vitamina K2 também tem
sido estudada quanto a sua funcéo regulatéria transcricional, pois inibe o fator nuclear
kappa B (NF-kB), independente da y-carboxilagdo, resultando em inibicdo de RANKL.
Outros efeitos da inibicdo de NF-Kb séo a estimulagéo da diferenciacéo osteoblastica
e mineralizacéo, inibicdo da osteoclastogénese e da reabsorcédo 6ssea (Palermo et
al., 2017; Yamaguchi, Weitzmann, 2011). Além disso, esta relacionada a ativacao do
receptor de esteroide e xenobidtico (SXR), que resulta em aumento da producdo de
colageno pelas células osteoblasticas, estimulando a formacao da matriz extracelular

(Palermo et al.,, 2017) (Figura 1). A vitamina K2 também demonstra atividade
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imunomodulatéria, como inibicdo da proliferacdo de células T, visto que estas células
tém um importante papel na estimulacdo da reabsorcdo 6ssea na osteoporose pos-

menopausica (Myneni, Mezey, 2018)

Figura 1 — Efeitos 6sseos da vitamina K

IMineraIizagéo Ossea |

T
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. <
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G s>8 =0 e
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Ileerenaagao osteoblastlca Osteoclastogénese

Matriz extracelular

Legenda: OC/BGP — osteocalcina carboxilada, UCOC — osteocalcina ndo carboxilada, NF-kb — fator
nuclear kappa B, SXR — receptor de esteroide e xenobiético, RANKL — ligante do receptor do ativador
do fator nuclear Kappa B, RANK — receptor do ativador do NF-kB. A vitamina K atua como um cofator
para a enzima gama-Glutamil carboxilase, transformando a UCOC em OC/BGP, que se liga ao célcio,
facilitando a mineralizacdo 6ssea. Além disso, a vitamina K inibe o NF-kB e RANKL, e estimula a
ativagdo de SXR, o que resulta em aumento da diferenciacdo osteoblastica e inibigdo da
osteoclastogénese.

Fonte: Palermo et al., 2017; modificado.

A diminuicdo de estrogénio na menopausa resulta também em importantes
alteracdes no sistema gastrointestinal, como diminuicdo da absorcdo de calcio e
reducdo da diversidade microbiana (Collins et al., 2017a; Li et al., 2016a). A deficiéncia
em estrogénio e as alteracdes microbianas levam ao aumento da permeabilidade
intestinal devido a reducédo das proteinas de juncédo, o que facilita a entrada de

microrganismos resultando em inflamacao sistémica (Li et al., 2016a; Ohlsson,

15



Sjogren, 2018). Além disso, 0 aumento da permeabilidade intestinal permite a
passagem de produtos microbianos que agem como antigenos e interagem com as
células apresentadoras, que ativam células T CD4, que por sua vez se diferenciam
em células Thl e Th1l7 e levam a producao de citocinas, como TNFa, RANKL e IL-17,
resultando em osteoclastogénese e reabsorcdo 6ssea (Ohlsson, Sjogren, 2018).

A microbiota gastrointestinal participa ativamente das funcdes protetoras,
estruturais e metabolicas relacionadas a saude do hospedeiro, sendo recentemente
considerada como um o0rgdo enddcrino virtual (Clarke et al., 2014). Evidéncias
sugerem que a populacdo microbiana gastrointestinal tem enorme capacidade de
estimulacao e regulacéo de diversos compostos que influenciam diferentes 6rgaos e
sistemas (Clarke et al., 2014).

Embora ainda recente, estudos também tém avaliado a relacdo entre o
microbioma intestinal e 0 metabolismo 6sseo (Chen et al., 2017; Collins et al., 2017b;
Pacifici, 2018). Recentemente, 0 emergente campo de pesquisa envolvendo o papel
da microbiota na saude do tecido 6sseo recebeu o nome de “osteomicrobiologia”
(Ohlsson, Sjogren, 2018). Possiveis mecanismos tém sido levantados para explicar
tal relacdo, entre eles, a interferéncia na absorcédo de nutrientes, como o calcio e
fosfato e a alteracdo no pH intestinal o que facilita a absorcdo de minerais. Os
microrganismos ainda participam na decomposicdo de macromoléculas em
componentes menores e producdo de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC),
relacionados a regulacédo da inflamacdo e do sistema imune, além de atuarem na
diminuicdo da permeabilidade da barreira da mucosa intestinal. Com a reducao da
permeabilidade intestinal ha menor ativacdo do sistema imune, principalmente das
células T CD4, reduzindo-se a producdo de citocinas relacionadas a
osteoclastogénese, como IL-17 e TNFaq, o que leva a prevencao da perda 6ssea (Chen
et al., 2017; D’Amelio, Sassi, 2018; Ohlsson, Sjogren, 2018) (Figura 2).
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Figura 2 — Efeitos imunomoduladores da microbiota gastrointestinal no metabolismo

0sseo, atraveés da reducdo da permeabilidade intestinal
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Legenda: APC — célula apresentadora de antigeno. O estrogénio e microrganismos probiéticos estao
relacionados a reducdo da permeabilidade intestinal, impedindo que produtos da microbiota
gastrointestinal ultrapassem as juncdes intestinais e atuem como antigenos; isso inibe a ativacdo do
sistema imune, principalmente as células T CD4+, que produzem citocinas relacionadas a
osteoclastogénese, estimulando a reabsorcao 6ssea.

Fonte: Ohlsson, Sjogren, 2018.

Além disso, a microbiota intestinal pode afetar os niveis de horménios
esteroides e vitamina D, que influenciam na absorcéo de calcio (Charles et al., 2015).
Outro possivel mecanismo esta relacionado a inibicdo da serotonina derivada do
intestino (g5HT) através da microbiota gastrointestinal, aumentando assim a formacéao
0ssea, visto que a g5HT esta relacionada a diminuicéo da proliferacdo osteoblastica

(D’Amelio, Sassi, 2018) (Figura 3).
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Figura 3 — Relagc&o entre microbiota gastrointestinal e salude 0ssea
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Legenda: AGCC — 4cido graxo de cadeia curta. Os microrganismos gastrointestinais estéo relacionados
ao aumento da absor¢éo de vitamina D, aumento da sintese de 7-dehidrocolesterol e 25 hidroxilase,
gue fazem a conversd@o da vitamina D em sua forma ativa, estimulando a formacao Ossea. Esses
microrganismos também alteram o pH intestinal e aumentam a producéo de acidos graxos de cadeia
curta (AGCC), que atuam aumentando a absor¢do de calcio. Outro possivel mecanismo relacionado
ao aumentando da formacg&o 6ssea por essas bactérias, relaciona-se a inibicdo da serotonina derivada
do intestino.

Fonte: D’Amelio, Sassi, 2018.

Os probidticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em
guantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO,
2001). A maioria dos probioéticos sdo microrganismos Gram positivos pertencentes ao
género Limosilactobacillus, Lactobacillus, Lacticaseibacillus e Bifidobacterium
(Parvaneh et al., 2014). Estudos tém analisado o uso de probidticos e seus beneficios
para o0s tratamentos de varias doencas, entre elas, doencas cardiovasculares
(Vasquez et al., 2019), gastrointestinais (Parker et al., 2018), metabdlicas (Yoo, Kim,
2016), periodontais (Asok et al., 2018) e 6sseas (Amin et al., 2020).
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Limosilactobacillus reuteri € um microrganismo acido-lactico, Gram positivo,
anaerobio facultativo (Mu et al.,, 2018), encontrado nos tratos gastrointestinal e
urogenital de humanos, no leite materno e no trato gastrointestinal de alguns animais,
como ratos, galinhas e porcos (Spinler et al., 2014). Numerosos efeitos benéficos tém
sido relacionados ao uso desse probiético como, alteracdo da microbiota intestinal,
modulacao do sistema imune do hospedeiro, supressao de citocinas pro-inflamatérias
(Mu et al., 2018; Schepper et al., 2019), producéo de histamina (Thomas et al., 2012),
sintese de vitamina B12 (Gu et al., 2015), além da producdo reuterina (3-
hidroxipropionaldeido (3-HPA)), substancia que apresenta efeito antimicrobiano,
induzindo o estresse oxidativo em microrganismos patogénicos (Schaefer et al.,
2010). Estudos também tém elucidado os importantes beneficios de L. reuteri para a
saude 6ssea, como reducdo da osteoclastogénese, aumento da densidade mineral
0ssea, diminuicdo do risco de fraturas (Collins et al., 2017b), aumento da vitamina D
circulante e da absorgao de calcio (D’Amelio, Sassi, 2018).

McCabe et al. (2013) verificaram que a administracéo de L. reuteri (ATCC PTA
6475) em camundongos saudaveis, resultou em aumento da densidade mineral
0ssea, fracdo de volume 6sseo, nimero e espessura trabecular. Ja Britton et al. (2014)
utilizaram esta mesma cepa de L. reuteri para o tratamento de camundongos
ovariectomizados, verificando importante reducdo da osteoclastogénese e prevencgao
da perda do volume Gsseo trabecular femoral. Resultados 6sseos semelhantes foram
encontrados por outros estudos que utilizaram Lacticaseibacillus rhamnosus (Li et al.,
2016a) e Lacticaseibacillus paracasei (Ohlsson et al., 2014). Em humanos, Nilsson et
al. (2018) verificaram que a suplementacdo diaria, durante 12 meses, de L. reuteri
(ATCC PTA 6475) em mulheres de 75-80 anos com baixa densidade mineral 0ssea,
resultou em diminuicdo da perda 6ssea. Embora estudos que avaliaram os efeitos do
uso de probidticos, como o L. reuteri, no tratamento da osteoporose ainda sejam
escassos na literatura, a suplementacdo probidtica tém se mostrado como um
conceito inovador e promissor (Nilsson et al., 2018).

As vias benéficas da acdo de L. reuteri e da vitamina K na saude 6ssea se
mostram semelhantes. Ambos atuam diretamente sobre as células 6sseas e o sistema
imune. Além disso, os probioticos e a vitamina K2 possuem acdo mdutua; alguns
microrganismos probioticos sdo capazes de sintetizar vitamina K2 (Liu et al., 2019;

Walther et al., 2013), assim como o co-cultivo de alguns microrganismos acido lacticos

19



com a vitamina K2 resulta em um aumento do crescimento dessas bactérias
(Brooijmans et al., 2009; Hojo et al., 2007). Nao ha na literatura estudos que avaliaram
a estimulacdo de crescimento de L. reuteri por MK-7.

Também ainda ndo h& na literatura estudos que analisaram os efeitos 6sseos
da associacdo especifica de L. reuteri e vitamina K2. Até onde vai nosso
conhecimento, somente um artigo verificou os efeitos 0sseos da associacdo de
probidtico com vitamina K. Guo et al. (2020) verificaram que a suplementacdo de
Bacillus subtilis PB6 associado a vitamina K3 em aves resultou em acgéo sinérgica,
estimulando o crescimento 6sseo, as caracteristicas fisicas e quimicas das tibias das
aves, modulacdo do metabolismo de célcio e fosforo, assim como a expresséo de
genes osteogénicos.

Sendo assim, estudos que avaliam a relacdo microbioma-hospedeiro séao
relevantes no contexto da osteoporose, tanto para o entendimento da sua acdo no
tecido 0sseo, assim como para o possivel uso desses microrganismos para fins
terapéuticos (Collins et al., 2017b). O uso de probidticos tem um apelo importante
como suplemento nutricional natural e a associacdo de probiéticos com a vitamina K
€ muito interessante como produto, visto que as vias benéficas dos probidticos e

vitaminas possivelmente estao interligadas, podendo apresentar efeitos sinérgicos.
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2 PROPOSICAO

Geral

O objetivo deste trabalho é analisar os efeitos de L. reuteri (ATCC PTA 6475),

associado a vitamina K2 (MK-7), em camundongos ovariectomizados.

Especifica

Determinar os efeitos de L. reuteri vivo (ATCC PTA 6475), associado a
vitamina K2 (MK-7), em camundongos fémeas ovariectomizadas, por meio da
avaliacao de:

a) Teste de flexdo em 3 pontos em fémur;

b) Andlise da microarquitetura 6ssea de vértebra (L5);

c) Niveis séricos de osteocalcina carboxilada e ndo carboxilada;
d) Expresséo génica em ileo para Ocludina e Jams3;

e) Andlise histolégica e histomorfométrica do jejuno.

Avaliar a estimulacdo de crescimento de L. reuteri por vitamina K2 (MK-7), in
vitro, por meio de:

a) Espectrofotometria das solugoes;

b) Contagem de unidades formadoras de colénias (UFC/ml).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Estudo in vivo - Animais e delineamento experimental

Foram utilizados no total 40 camundongos (fémeas, Balb/c, specific pathogen
free), com aproximadamente 15 semanas de idade, que foram mantidos no biotério
do Instituto de Ciéncia e Tecnologia, Campus de Sao José dos Campos/SP. O projeto
foi realizado em conformidade com os principios éticos em experimentacdo animal,
adotados pelo Conselho Nacional de Experimentagéo Animal — CONCEA e Lei Arouca
n° 11.794 de 08/10/2008, foi planejado seguindo-se as recomendacdes da ARRIVE
(Guidelines for reporting animal research) (du Sert et al., 2020) e foi aprovado pela
CEUA institucional (18/219; ANEXO A). Este é um estudo randomizado, controlado e
cego.

Para o célculo amostral foi utilizado a analise KISS (Festing, 2018). Com base
em trabalho ja publicado na literatura (Britton et al., 2014), assumindo-se um nivel de
significAncia de 5%, foi possivel alcancar um power de 80%, com numero de animais
por grupo sendo igual a 8, considerando-se fracdo de volume 6sseo como desfecho
principal.

Os animais foram pesados e divididos de forma randdémica em cinco grupos
(n=8). Foi utilizada a forma de randomizacao simples, que foi feita através do site

https://www.randomizer.org/. Os grupos sao 0s seguintes:

a) Grupo SHAM: animais nos quais foram realizadas as ovariectomias
simuladas; e receberam placebo;

b) Grupo OVX: animais nos quais foram realizadas as retiradas completa dos
ovarios; e receberam placebo;

c) Grupo OVX-LR: animais nos quais foram realizadas as retiradas completas
dos ovarios, e receberam L. reuteri (1,3x10° UFC/dia, Britton et al., 2014);

d) Grupo OVX-K: animais nos quais foram realizadas as retiradas completas
dos ovarios, e receberam vitamina K2 (MK-7, 21 ug/Kg/dia);

e) Grupo OVX-LR-K: animais nos quais foram realizadas as retiradas



completas dos ovarios, e receberam L. reuteri associado a vitamina K2.

Caldo MRS e 6leo MCT foram os veiculos de administracdo do probidtico e
da vitamina K2, respectivamente. O placebo foi a combinacdo dos veiculos. Os
animais que nao foram tratados com probidtico receberam apenas caldo MRS, assim
como 0s animais ndo tratados com vitamina, receberam apenas 6leo MCT. Portanto,
todos os animais receberam os veiculos e o tratamento diferiu apenas com relacéo ao
principio ativo a ser estudado.

Foram alocados 4 animais por gaiola, em racks ventilados, em sala com
temperatura e iluminacdo controladas. Os animais continham uma marcacdo na
cauda, feita com caneta permanente, para a sua identificacdo. Foi oferecida
alimentacdo de acordo com a quantidade média ingerida (ver item 3.1.1) e agua ad
libitum.

O tratamento comec¢ou uma semana apos a ovariectomia (Figura 4), através
de gavagem com 0,25 mi/dia de L. reuteri (1,3x10° UFC) (Britton et al., 2014) ou caldo
MRS, e 0,05 ml/dia de MK-7 (21 ug/Kg) ou 6leo MCT, dependendo do grupo, durante
4 semanas. O delineamento experimental, incluindo a dose, periodo de observacéo e
cepa probidtica utilizada, foi baseado no estudo realizado por Britton et al. (2014), que
encontraram resultados positivos com o uso de L. reuteri ATCC PTA 6475 para a
prevencdo da perda O6ssea por ovariectomia. O inicio do tratamento apenas uma
semana apos a ovariectomia foi proposto pelo estudo de medidas preventivas da
osteoporose/osteopenia (WHO, 1998).

Figura 4 — Linha do tempo

Dia -21 — Pesagem dos
animais e da racdo durante

3 semanas
Dia 0 — Dia 7 — Inicio do
Chegada e pesagem Ovariectomia/Sham e  tratamento com L. reuteri . ..
dos animais pesagem dos animais e vitamina K2 Dia 35 — Eutanasia

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.1.1 Controle de alimentacéo e peso

A alimentacao foi oferecida ad libitum aos animais desde o primeiro dia, e a
guantidade média ingerida foi avaliada durante as trés semanas que antecederam a
ovariectomia/sham. ApoOs a ovariectomia/sham foi disponibilizada apenas a
guantidade média avaliada no periodo, para se evitar o aumento de peso que decorre
da ovariectomia. Esse controle € importante pois o tecido adiposo funciona como uma
glandula enddcrina, fato este que poderia influenciar nos resultados 6sseos do
presente estudo. Os animais foram pesados no dia da chegada, nas 3 semanas que
antecederam a ovariectomia, no dia da ovariectomia, e semanalmente até o dia da
eutanasia.

Foi utilizada racdo de composicéo padronizada (Rhoster, Aracoiaba da Serra,
SP, Brasil) baseada na formula AIN-93M (Reeves et al., 1993), de modo a garantir os

niveis minimos de nutrientes aos animais.

3.1.2 Ovariectomia e cirurgia sham

Todos os animais, previamente pesados, foram anestesiados com isofluorano
(2% para inducdo e 1,8% para manutencdo; oxigénio 2 L/min), e submetidos a
ovariectomia ou cirurgia sham. A ovariectomia bilateral foi realizada através de uma
incisdo cutanea e muscular longitudinal na lateral da regido dorsal, abaixo da ultima
costela, e excisao total do ovario com bisturi, apos ligadura na trompa com fio de
sutura absorvivel. A cirurgia sham foi feita expondo o0s ovarios, sem excisdo. A
musculatura foi suturada com fio de sutura reabsorvivel (Poliglactina 910 4-0, Shalon
Medical, Sdo Luis de Belos Montes, GO, Brasil) e a pele com fio de seda (3—0, Ethicon,
Johnson & Johnson, Sdo José dos Campos, SP, Brasil). Os animais receberam
medicacdo analgésica e anti-inflamatoria via subcutdnea nos 3 dias seguintes a
cirurgia (Maxicam 0,2%, Ourofino, Cravinhos, SP, Brasil; 2 mg/kg e Tramadol,
Grlunenthal, Aachen, Alemanha, 5 mg/Kg).
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3.1.3 L. reuteri

A cepa de L. reuteri (ATCC PTA 6475), gentiimente cedida pela Biogaia
(Estocolmo, Suécia), foi cultivada sob condicbes anaerdbias em agar e caldo de Man
Rogosa Sharpe (MRS, Acumedia, Lansing, MI, United States) por 24 horas, a 37 °C.
Coldnias isoladas foram confirmadas por coloracdo de Gram a partir do &gar. O caldo
foi centrifugado (5000 rpm por 10 minutos), o sobrenadante descartado, o pellet foi
ressuspendido em caldo MRS, e foi realizada a padroniza¢cdo do microrganismo para
avaliacao da quantidade de células viaveis (UFC/ml), em espectrofotbmetro com 600
nm de comprimento de onda. A solucdo probidtica foi preparada diariamente e
administrada imediatamente, via gavagem, nos animais (1,3x10° UFC/dia).

3.1.4 Vitamina K2

Foi utilizada vitamina K2 na sua forma menaquinona-7 (MK-7), gentilmente
cedida pela Kappa Bioscience (Oslo, Noruega), diluida em 6leo MCT, de modo que
0s animais receberam a dose de 21 ug/Kg. A dose de MK-7 administrada nos animais
experimentais na literatura varia bastante, de 10,57 ug/Kg (Yamaguchi et al., 2000) a
30 mg/Kg (lwamoto et al., 2021), e geralmente é utilizada a forma de Natto, alimento
tradicional japonés. MK-7 foi a forma escolhida pela sua maior biodisponibilidade e
maior meia-vida que as outras formas de vitamina K (Sato et al., 2020). Somente dois
artigos utilizaram a MK-7 em solucéo, de forma oral. Ambos os estudos ofertaram a
MK-7 para ratos, na dose 30 mg/kg (lwamoto et al., 2021) e 4 ug/rato (Omelka et al.,
2021). Entretanto, lwamoto et al. (2021) utilizaram uma dose extremamente alta e
Omelka et al. (2021) utilizaram a MK-7 associada ao calcio, o que impede a avaliacao
somente da vitamina. Sendo assim, fizemos a conversao dos valores recomendados
de MK-7 de humanos (120 ug/dia; Kappa Bioscience; https://www.kappabio.com/)
para camundongos, utilizando a formula Reagan-Shaw (Reagan-Shaw et al., 2008)

para transformacéo de doses entre espécies.
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Dose equivalente em humanos (mg/kg)

= Dose animal (mg/kg) x Km animal / Km humano

120 ug/ 70 kg = Dose camundongo x 3/ 37

Dose camundongo = 21 ug/kg

Legenda: Km - Fator Km, é o peso corporal (Kg) dividido pela area de superficie corporal. Fator Km de
camundongo = 3.

A solucdo contendo o probi6tico e a solucao contendo a vitamina MK-7 foram
preparadas separadamente visto que, o probidtico € preparado em meio aquoso
(caldo MRS) e a MK-7 é preparada em solucao oleosa (6leo MCT). ApGs o preparo
individual, as solugbes foram administradas concomitantemente nos grupos que

recebem ambas as terapias.

3.1.5 Eutanésia, descarte das carcacas e cegamento

Transcorridas as 4 semanas de tratamento, os animais foram anestesiados
com quetamina 10% (Vetnil, Louveira, SP, Brasil; 100 mg/Kg) e xilazina 2%
(Anasedan, Ceva, Paulinia, SP, Brasil; 10 mg/Kg). Ap0s pesagem, 0s animais foram
posicionados em decubito dorsal e realizada uma inciséo longitudinal da regido pubica
até o processo xifoide, abrindo a caixa toracica com a exposicéo do coracao, onde foi
introduzida uma agulha no ventriculo esquerdo, para coleta de sangue. Em seguida,
foi realizado o aprofundamento da anestesia, com superdose de anestésico, os
animais foram eutanasiados por decapitacéo e foram removidos fémures, vértebras e
intestino (ileo e jejuno). Fragmentos do intestino (jejuno) e vértebras foram
armazenados em solucéo de paraformaldeido 4% tamponado (tampéao fosfato pH 7,4;
0,1 M) durante 24 horas e em seguida transferidas para alcool 70% e armazenadas a
4 °C. O fémur esquerdo foi envolto em gaze embebida em solucdo de Ringer e
armazenado em freezer -20 °C, até a realizagdo do teste de flexdo em 3 pontos. O



ileo foi removido e congelado imediatamente em nitrogénio liquido, para posterior
extracdo de RNA. O utero foi removido e acondicionado em estufa a 37 °C durante 24
h. Apés, foi pesado para avaliagdo de sua atrofia nos grupos ovariectomizados,
confirmando a eficacia do procedimento. Foi utilizada a férmula: Razao (ratio) = Peso
seco do utero / peso corporal (Souza et al., 2019).

O sangue coletado permaneceu em temperatura ambiente para coagulacéo
durante 5 minutos. Apos este periodo, os tubos foram centrifugados a 4000 rpm,
durante 10 minutos, quando entdo o soro foi coletado e mantido a -80 °C até a
realizacdo do ensaio imunoenzimatico (ELISA).

As carcacas foram armazenadas em freezer a -20 °C, em saco plastico
branco, préprio para descarte de material bioldgico, até o recolhimento por empresa
responsavel. No momento do armazenamento do material removido durante a
eutanasia, foi feito o cegamento dos pesquisadores. As pecas foram codificadas e
nomeadas por um examinador externo ao estudo, de forma que os pesquisadores,

que realizaram as analises desconheciam a que grupo pertencia cada amostra.

3.1.6 Teste de flexdo em 3 pontos

O teste de flexdo em trés pontos foi realizado em Maquina de Ensaios
Universal (EMIC, INSTRON, Sao José dos Pinhais, PR, Brasil). Os fémures foram
retirados do congelador 12 horas antes do ensaio e mantidos em solugéo de Ringer
em temperatura ambiente até 0 momento antecedente ao teste. Para realizacdo do
teste de flexdo em trés pontos, os 0ssos foram biapoiados, nas regides metafisarias,
sobre dois suportes distanciados 7 mm entre si. A forca foi aplicada
perpendicularmente ao eixo longitudinal do 0sso, na regido central, a uma velocidade
constante de 3 mm/minuto até o momento da ruptura do osso (Figura 5). A célula de
carga foi de 100 N (Bi et al., 2011) e as seguintes propriedades biomecéanicas
extrinsecas foram obtidas: forca maxima (maximo de for¢ca que foi aplicado até o
momento da ruptura do tecido 6sseo, N), deslocamento (medida linear do quanto o
osso deformou até que ocorresse a fratura; mm), energia (J) e rigidez (habilidade do

0sso em resistir a deformacao em funcéo de uma forga aplicada; N/mm).
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Figura 5 — Teste de flexdo em 3 pontos

Legenda: a) Fémur biapoiado nas regides metafisarias; b) Ruptura 6ssea apos o teste.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Apos o teste, com auxilio de disco de carburundum foi realizado um leve
desgaste da superficie do osso onde ocorreu a fratura, para que ficasse plana. Foi
entdo realizado um corte de seccéo transversal (3 mm), e esse corte foi posicionado
sobre uma lamina de cera 7 e fotografado em lupa estereoscopica (Figura 6). A maior
e menor distancia entre as corticais externas (denominadas B e D, respectivamente)
e a maior e menor distancia entre as corticais internas (denominadas b e d,
respectivamente) foram mensuradas no programa Image J. Combinando-se o0s
valores de espessura de cortical e os resultados dos testes biomecanicos, foram
calculados o médulo de elasticidade (relagédo tensdo/deformacédo na fase elastica, ou
seja, se a forca aplicada for retirada, o material retorna ao seu estado inicial) e a
tensdo maxima (maximo de tensdo a flexdo que o osso suporta) de cada 0sso,
seguindo as formulas (ASABE, 1998):
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E =F/D . L% 48l; ou = FLC/ 4l

Onde: E é o mddulo de Young (Pa); F é a forca aplicada (N); D é o deslocamento (m);
L é a distancia entre os suportes (m); | € o momento de inércia (m%); ou é a tenséo

maxima (Pa); C é a metade do diametro do osso (m).

O momento de inércia foi obtido através da formula:

[ =0,049 .[(B.D3) = (b.d3]

Onde: | é a inércia (m*); B é a maior distancia entre as corticais externas (m); D é a
menor distancia entre as corticais externas (m); b € a maior distancia entre as corticais

internas (m); d € a menor distancia entre as corticais internas (m).

Figura 6 — Fémur apds leve desgaste da superficie onde ocorreu a fratura

Legenda: a) Medidas da maior e menor distancia entre as corticais externas (denominadas B e D,
respectivamente); b) Medidas da maior e menor distancia entre as corticais internas (denominadas b e
d, respectivamente).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.1.7 Ensaio imunoenziméatico (ELISA)

Foram avaliados o0s niveis séricos de osteocalcina ndo carboxilada e
osteocalcina carboxilada pelo método ELISA. Foram utilizados kits com placas ja
sensibilizadas e seguidas as instrucbes dos fabricantes (Mouse UCOC
(Uudercarboxylated Osteocalcin) ELISA — EKF59886 - Biomatik; Mouse Osteocalcin
(OC/BGP) ELISA — E-EL-M0864 — Elabscience).

Basicamente, adicionamos a curva padrdo e as amostras de soro nos pocos
correspondentes. Realizamos a diluicdo de soro: tampéo de diluicdo de amostras, de
1:2 para UCOC e 1:5 para OC/BGP. Apés o tempo indicado, removemos as solucdes
dos pocos e adicionamos o0 anticorpo de deteccdo biotinilado. Foram realizadas
lavagens e adicionada a estreptavidina conjugada com HRP. Os pocos foram lavados
e entdo foram adicionados o substrato reagente, e ap0s a solucdo de parada.
Imediatamente, as densidades oOpticas (DO) foram lidas em leitor de microplacas com
comprimento de onda de 450 nm. O teste ELISA foi realizado em duplicata.

3.1.8 Microtomografia Computadorizada

Analises tridimensionais por microCT de vértebras (L5) foram feitas utilizando
um microtomégrafo SkyScan (SkyScan 1176 Bruker MicroCT, Aartselaar, Bélgica)
utilizando cortes de 12 ym de espessura (60 Kv e 166 pA), com filtro de cobre e
aluminio e passo de rotacdo de 0,500 graus (Figura 7). As imagens foram
reconstruidas tridimensionalmente, e um volume de interesse (VOI) foi padronizado a
partir de um corte transaxial. Foi analisado o 0sso trabecular do corpo vertebral, tendo
como referéncia 0os processos transversos, e padronizado 50 cortes acima deste
ponto, sentido cranial. Fracdo de volume 6sseo (BV/TV), porosidade total (Po (Tot)),
namero de trabéculas (Th.N), espessura trabecular (Th.Th), separagdo trabecular
(Tb.Sp) e densidade de conectividade (Conn.Dn) foram analisados utilizando-se

meétodo padrao.
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Figura 7 — Microtomografia computadorizada da vértebra L5

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1.9 Analise histoldgica e histomorfométrica do intestino

Os intestinos (jejuno), foram incluidos em parafina e processados como de
rotina para confeccédo de cortes para coloracdo em hematoxilina e eosina. Foram
confeccionados 3 cortes distante 20 um de distancia entre si. As imagens foram
obtidas através de um microscépio éptico (Axioplan 2, Zeiss) e entdo foi realizada a

analise histomorfométrica (Figura 7) das seguintes variaveis:

a) Altura das vilosidades: medida da base até o topo da vilosidade;

b) Profundidade das criptas: medida de sua base até a regido de transicao
vilo-cripta (Pelicano et al., 2005);

c) Relacgéo vilo/cripta: relacéo entre a altura das vilosidades e a profundidade
das criptas;

d) Espessura total da mucosa: medida do topo da vilosidade até a borda da

muscularis mucosae.
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Figura 7 — Histomorfometria de jejuno

Altura das vilosidades

Profundidade das criptas

- Relacao vilo/cripta

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1.10 Expressao génica de proteinas de adesdao celular no ileo

Os tecidos foram pulverizados com nitrogénio liquido em um grau e pistilo. O
RNA foi extraido utilizando-se TRIzol e sua qualidade foi confirmada em gel de
agarose (260/280). Ap6s o tratamento com DNase (DNase | amplification grade,
Thermo Fisher), 1 uyg de RNA foi transcrito para cDNA utilizando-se o Kit SuperScript
® Il First-Strand Synthesis SuperMix for gRT-PCR e o aparelho StepOnePlus™,
sendo que todos os protocolos foram realizados de acordo com o recomendado pelos
fabricantes. Primers para amplificacdo dos genes Ocludina e Jam3 (molécula de
adesao juncional 3) foram avaliados nos intestinos (Quadro 1). A JAM3 é uma proteina
transmembranosa envolvida na formacdo de juncbes firmes, que apresenta
propriedades funcionais, estruturais e bioquimicas, que regulam o ritmo da permeacéao
de ions via paracelular, formando assim uma barreira seletiva e semipermeavel. A
ocludina também é uma proteina transmembranosa que compde a jun¢ao de ocluséao,
e que forma rigorosa barreira seletiva e semipermeavel.

A especificidade da amplificagéo foi observada pela curva de melting e a

Espessura total da mucosa
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eficiéncia entre 90-110%. As médias dos valores de Ct, medidas em duplicata, foram
utilizadas para calcular a expressao dos genes alvos, com normalizacédo a um controle
interno, Gapdh. Os resultados foram obtidos como valores relativos da expresséao

génica (com base na férmula: 2 -2ACT),

Quadro 1 — Primers

Gene Primer Forward Primer Reverse
Gapdh | AGGTCGGTGTGAACGGATTTG | TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA
Ocludina CCTTCTGCTTCATCGCTTCC AGCGCTGACTATGATCACGA

Jam3 ATGTACCACTGGGTTTCGGT CTGCCTGACTTCTTCCTGCT
Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2 Estudo in vitro — Associacdo de MK-7 na cultura de L. reuteri

Foi avaliada, in vitro, a influéncia de MK-7 sobre o crescimento de L. reuteri.
Para isso, 2,950 ml de suspensdo padronizada em 1,3x10° células de L. reuteri em
caldo MRS, foi adicionada a 50 ul de MK-7 contendo 0,469 ug dessa vitamina,
dissolvida em 6leo MCT. Para o controle, 2,950 ml de suspensdo padronizada em
1,3x10° células de L. reuteri em caldo MRS, foi adicionada a 50 ul de 6leo MCT. As
concentracdes de L. reuteri e MK-7 foram as mesmas utilizadas no estudo in vivo.

Os tubos falcons contendo a interacdo foram incubados em anaerobiose a
37°C, por um periodo de 4 e 8 h (Yang et al., 2022).

O aumento da biomassa da bactéria em crescimento foi realizado através da
leitura da densidade ¢ptica (DO600 nm) das solucbes, em 0, 4 e 8 h, mensuradas
através de um espectrofotometro (Yang et al., 2022).

Também foi realizada a quantificacdo de bactérias viaveis. Para isso, apos a
interacdo em caldo MRS nos periodos de 4 e 8 h, foram realizadas diluicoes seriadas

decimais das culturas e aliquotas de 100 ul foram semeadas em placas de Petri
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contendo agar MRS. As placas foram incubadas em anaerobiose durante 3 dias e
realizada a contagem de UFC/m.

Os resultados foram expressos como média e desvio-padréo.

3.3 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos ao teste estatistico mais conveniente,
com nivel de significancia de 5% (GraphPad Prism 6, La Jolla, CA, EUA). Foram
aplicados o teste ANOVA ou Kruskal-Wallis; Teste t ou Teste de Mann Whitney,
dependendo da normalidade da amostra.
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4 RESULTADOS

4.1 Estudo in vivo

4.1.1 Peso dos animais

No momento da cirurgia ndo havia diferenca estatisticamente significante
entre os grupos (P = 0,1485, ANOVA, Figura 8a), assim como no momento da
eutanasia (P = 0,0418, ANOVA, Figura 8b).

Figura 8 - Médias e desvios-padréo da variacdo de peso

a b
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g P =0,1485 [ *P =0,0418
o 1p4 2 10+
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& & & @ & SO M e At
N\s o) S ™ & N o) XY & »
& S 04*- \\+,\, 2 ) ) 0\\.\.

Legenda: a) Peso dos animais no dia da cirurgia; b) Peso dos animais no dia da eutandsia. Sham -
ovariectomia simulada. OVX — ovariectomia. K — vitamina K2. LR — Limosilactobacillus reuteri. n=8.
*Apesar do valor de P < 0,05, ndo houve diferenga entre os grupos apoés o teste de comparagédo multipla
de Tukey.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.1.2 Peso do utero ap0s ovariectomia

Apés a eutanasia, os Uteros dos animais foram removidos e pesados para
verificacdo da atrofia uterina e confirmacédo da eficacia da ovariectomia. Todos os
grupos apresentaram reducao significativa do peso uterino em comparacéo ao grupo
SHAM (p < 0,0001, Kruskal-Wallis, Figura 9 e 10), indicando atrofia do Utero devido a

deplecdo dos niveis circulantes dos horménios ovarianos.

Figura 9 — Utero ap6s 24 h acondicionado em estufa

j ﬁ
Ii‘

4

Legenda: a) Utero do grupo SHAM:; b) Utero atrofiado do grupo OVX.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 10 — Médias e desvios-padréo dos valores da razao (ratio) entre peso do Utero
seco e peso corporal
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Legenda: Letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica. Sham - ovariectomia simulada. OVX
— ovariectomia. K — vitamina K2. LR — Limosilactobacillus reuteri. n=8.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.3 Teste de flexdo em 3 pontos

4.1.3.1 Propriedades extrinsecas

A ovariectomia levou a reducao significativa da forca maxima e da rigidez,
guando comparado ao grupo SHAM (Figura 11).

Observou-se que o grupo OVX-K foi estatisticamente igual ao grupo OVX em
todos os parametros analisados (Figura 11), indicando que a suplementacdo somente
com MK-7 néo foi suficiente para melhorar as propriedades mecéanicas do 0sso.

J4 o tratamento somente com L. reuteri nos animais submetidos a
ovariectomia, mostrou-se superior. O grupo OVX-LR demonstrou um aumento
significativo da forca maxima suportada e rigidez, e diminuicdo significativa do
deslocamento, quando comparado ao grupo OVX (Figura 11).

O grupo OVX-LR-K foi estatisticamente igual ao grupo OVX em relagéo a forca
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maxima, entretanto demonstrou um aumento significativo na rigidez, e uma diminuicao

significante no deslocamento quando comparado ao grupo OVX (Figura 11).

Figura 11 — Médias e desvios-padrdo das propriedades extrinsecas dos fémures
obtidas através de teste biomecéanico
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Legenda: a) Forgca méaxima; b) Rigidez; c) Deslocamento; d) Energia. Letras iguais indicam auséncia
de diferenca estatistica. Sham - ovariectomia simulada. OVX — ovariectomia. K — vitamina K2. LR —
Limosilactobacillus reuteri. n=8 para todos os grupos, exceto Forca Maxima e Rigidez grupo SHAM,

n=7.
Fonte: Elaborado pelo autor.



4.1.3.2 Propriedades intrinsecas

Observou-se que, todos 0s grupos que receberam tratamento demonstraram
um aumento estatisticamente significante no moédulo de elasticidade e na tensao

maxima, em comparacao ao grupo OVX (Figura 12).

Figura 12 — Médias e desvios-padrdo das propriedades intrinsecas dos fémures

obtidas através de teste biomecéanico
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Legenda: a) Modulo de elasticidade; b) Tensdo maxima. Letras iguais indicam auséncia de diferenca
estatistica. Sham - ovariectomia simulada. OVX - ovariectomia. K — vitamina K2. LR -
Limosilactobacillus reuteri. n=8.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.4 Niveis séricos de osteocalcina carboxilada e ndo carboxilada

Os niveis séricos de UCOC e OC/BGP foram estatisticamente iguais em todos
0s grupos analisados (P = 0,0921 e P = 0,176, respectivamente; Figura 13).

O grupo OVX-K, apesar de ser estatisticamente igual aos demais grupos,
demonstrou niveis séricos menores de UCOC (Figura 13). Os niveis séricos de

vitamina K e UCOC sao inversamente proporcionais (Wagatsuma et al., 2019).
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Figura 13 — Médias e desvios-padrao dos niveis séricos
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Legenda: a) UCOC; b) OC/BGP. Sham - ovariectomia simulada. OVX — ovariectomia. K — vitamina K2.
LR — Limosilactobacillus reuteri. UCOC: n=7 para todos os grupos, exceto OVX, n=6. OC/BGP: n=8

para todos os grupos, exceto OVX-K, n=7.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.5 Microtomografia computadorizada

A ovariectomia levou a reducéo significativa de BV/TV e Th.N, além de aumento

de Po (Tot) e Th.Sp em comparacdo com o grupo SHAM. No entanto, ndo alterou os

valores de Th.Th e Conn.Dn (Figura 14 e 15).

De uma maneira geral, os grupos OVX foram semelhantes entre si com relacéo

a todos os parametros, exceto o grupo OVX-K que apresentou reducdo na Conn.Dn.

Os tratamentos com L. reuteri, assim como a sua associacdo com a vitamina K2

restauraram os valores de BV/TV, Po (Tot) e Th.Sp aos niveis do grupo SHAM,

enquanto a associacao também restaurou os valores de Th.N.

40



41

Figura 14 — Reconstrucao 3D de vértebra L5

Legenda: Sham - ovariectomia simulada. OVX — ovariectomia. K — vitamina K2. LR — Limosilactobacillus
reuteri. A ovariectomia levou a degradacédo significativa da microarquitetura trabecular de vértebra,
guando em comparacdo ao SHAM. Ja a administracdo dos tratamentos restaurou a estrutura

trabecular.
Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 15 —Médias e desvios-padrdo de parametros de microarquitetura 6éssea de
vértebras (L5)
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Legenda: a) BV/TV (Fracéo de volume ésseo); b) Po (Tot) (porosidade total); c) Tb.N (nimero de
trabéculas); d) Th.Th (espessura trabecular); e€) Th.Sp (separacao trabecular); f) Conn.Dn (densidade
de conectividade). Letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica. Sham - ovariectomia
simulada. OVX — ovariectomia. K — vitamina K2. LR — Limosilactobacillus reuteri. n=7.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.1.6 Expressao génica de proteinas de adeséao celular no ileo

Verificou-se que ndo houve diferenca estatisticamente significante na
expressdo génica de Jam3 e Ocludina entre os grupos (P = 0,1426 e P = 0,3589,
respectivamente; Figura 16), indicando que tanto a ovariectomia quanto o tratamento

nao influenciaram na permeabilidade intestinal.

Figura 16 — Médias e desvios-padrao da expressao génica em ileo
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Legenda: a) Jam3; b) Ocludina. Sham - ovariectomia simulada. OVX — ovariectomia. K — vitamina K2.
LR — Limosilactobacillus reuteri. Jam3: n=7 para todos 0s grupos, exceto Sham, n=8; e OVX-LR-K, n=6.
Ocludina: n=7 para todos os grupos, exceto Sham, n=8; OVX-LR e OVX-LR-K, n=6

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.7 Analise histoldgica e histomorfométrica do intestino

Observou-se que o tratamento somente com MK-7 ndo alterou os paradmetros
analisados (Figura 17).

Ja L. reuteri reduziu significativamente a altura dos vilos e profundidade das
criptas, em comparacgao a OVX. Entretanto, essa foi uma diminui¢cdo proporcional que
manteve a relacao vilo:cripta dentro da normalidade, sendo estatisticamente igual a
SHAM e OVX.
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A associacao de L. reuteri com MK-7 resultou em reducédo significativa da

profundidade das criptas, em comparacdo a SHAM e OVX. Isso resultou em um

aumento da relacdo vilo: cripta, em comparagdo a OVX, porém ainda dentro da

normalidade (semelhante ao grupo SHAM).

N&o houve diferenca estatistica entre 0s grupos na espessura total da

mucosa.

Figura 17 — Médias e desvios-padréo das variaveis avaliadas na histomorfometria do

intestino
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Legenda: a) Altura dos vilos; b) Profundidade das criptas; c) Relacgé&o vilo: cripta; d) Espessura total da
mucosa. Sham - ovariectomia simulada. OVX — ovariectomia. K — vitamina K2. LR — Limosilactobacillus
reuteri. n=8. * Apesar do valor de P < 0,05, ndo houve diferenca entre os grupos apos o teste de

comparacao multipla de Dunn.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2 Estudo in vitro

4.2.1 Efeitos de MK-7 na biomassa de L. reuteri

Apos 4 h de interagdo em caldo houve um aumento significativo da densidade
Optica do grupo LR + MK7, quando em comparacédo ao controle (P < 0,0001, Teste t,
Figura 18b).

Ja apos 8 h de interacao, verificou-se que ndo houve diferenca significativa

entre os grupos LR + MK7 e controle (P = 0,0692, Teste Mann Whitney, Figura 18c).

Figura 18 — Médias e desvios-padrao das densidades Opticas das solu¢cdes

a b
0.8 2.5-
A B
0.6 - - 2.0 P
Teste t 1.54
O o4l S o Teste t
g 04 P =0,7426 a P < 0,0001
1.0
0.2 0.5.
0.0 T 0.0- T
A A
& &
xé “é
¢ Ny
C
2.5+
e
2.04
1.5 .
o] Teste Mann Whitney
[m] _
1.04 P =0,0692
0.5
0.0- T
A& A
& ~
o
4 "

A%

Legenda: a) Densidade éptica em 0 h; b) Densidade Optica apds 4 h. ¢) Densidade Optica pés 8 h.
Letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica. LR — Limosilactobacillus reuteri.
Fonte: Elaborado pelo autor.



4.2.2 Efeitos de MK-7 na contagem de UFC/ml

Ap0s a interagdo em caldo em 4 e 8 h, também foi realizada a analise de
células viaveis pela contagem de UFC/ml em agar MRS. Observou-se que houve um
aumento significativo de UFC/ml de L. reuteri apos 4 h de interacdo com MK-7 (P =
0,0002, Teste Mann Whitney, figura 19a). Ja apds 8 h de interagdo, verificou-se que
nao houve um aumento significativo de UFC/ml entre os grupos LR + MK7 e controle
(P = 0,1839, Teste Mann Whitney, Figura 19b).

Figura 19 — Médias e desvios-padrao dos dados de UFC/ml de L. reuteri apls

interacdo com MK-7
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Legenda: a) Comparacao entre 0s grupos apoés 4 h; b) Comparacao entre os grupos apoés 8 h. Letras
iguais indicam auséncia de diferenca estatistica. LR — Limosilactobacillus reuteri.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

O uso de L. reuteri e vitamina K2, isoladamente, tem demonstrado diversos
beneficios a salude Ossea, e alguns de seus mecanismos de acdo se mostram
complementares, especialmente pela associacao entre a absorcao de calcio facilitada
por L. reuteri (Chen et al., 2017; D’Amelio, Sassi, 2018) e a gama-carboxilagédo da
osteocalcina, com consequente mineralizagdo, pela vitamina K (Palermo et al., 2017).
A vitamina K2 também esta relacionada ao aumento do crescimento de alguns
probioticos (Hojo et al., 2007). Além disso, tanto esses microrganismos (Cristofori et
al., 2021; Lebeer et al., 2010; Ren et al., 2016) quanto a vitamina K2 (Halder et al.,
2019; Myneni, Mezey, 2018; Pan et al., 2016) vém sendo relacionados a efeitos
imunomoduladores. Portanto, hipotetizamos que suas vias benéficas poderiam
resultar em efeitos sinérgicos.

Apés a eutanasia e pesagem dos Uteros secos dos animais, verificou-se a
eficAcia da cirurgia de ovariectomia, uma vez que 0s grupos ovariectomizados
apresentaram significativa atrofia uterina. Isso ocorre porque a reducédo de hormonios
ovarianos leva a atrofia do Utero, sendo esse procedimento bastante utilizado e
consolidado nesse modelo experimental (Sophocleous, Idris, 2014).

A ovariectomia levou ao comprometimento das propriedades biomecanicas do
0sso, verificada pela da reducédo significativa da forca maxima e rigidez de fémures,
além de perda Ossea demonstrada pela reducao significativa de BV/TV e Th.N, e
aumento significativo de Po (Tot) e Th.Sp em vértebras. Esses resultados confirmam
os efeitos 0sseos deletérios desse modelo experimental. Britton et al. (2014) utilizaram
a mesma metodologia do presente estudo, porém ndo encontraram diferenca
estatistica em Th.N e Th.Sp entre os grupos OVX e controle. Isso possivelmente pode
ser explicado pelo fato de os autores terem usado a vértebra L3. A escolha da vértebra
a ser avaliada pode influenciar nos resultados de perda 0ssea. Considerada uma
regido peculiar para diagnosticar a perda 6ssea precoce, a vértebra L5 tem sido
utilizada em diversos estudos 6sseos (Dar et al., 2018; Lawenius et al., 2022; Xiao et
al., 2018).

O tratamento com L. reuteri resultou em melhora significativa das

propriedades biomecanicas de fémures. O teste de flexdo em 3 pontos é um método
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validado na literatura para analise de propriedades biomecanicas 0sseas, exibindo
diferencas  significativas entre camundongos ovariectomizados e nao
ovariectomizados (Deckard et al., 2017). Como esperado, o tratamento com L. reuteri
restabeleceu forca maxima e rigidez ao nivel de SHAM. Com relacéo as propriedades
intrinsecas, o modulo de elasticidade € a relacéo tensao/deformacéo na fase elastica,
ou seja, se a forca aplicada for retirada, o material retorna ao seu estado inicial.
Quanto maior o modulo de elasticidade, mais rigido é o material e menor é a sua
deformacdo elastica. Ja a tensdo maxima refere-se ao maximo de tensao a flexao que
0 0SSO suporta, sendo demonstrada pelo ponto mais alto da curva tensao/deformacéo.
Importantemente, o grupo tratado somente com o probidtico, exibiu um aumento
significativo do modulo de elasticidade e da tensdo maxima, quando comparado ao
grupo OVX. A tendéncia do osso a fratura depende da sua composi¢cdo, como a
guantidade de minerais, colageno e proteinas ndo colagenosas (Boskey, 2013).
Baseados na melhora significativa das propriedades biomecéanicas, levantamos a
hip6tese que o tratamento com L. reuteri alterou a composicao dos fémures. Em
estudo com metodologia semelhante, Britton et al. (2014) verificaram aumento da
densidade mineral e do conteddo mineral 6sseo em fémur de camundongos
ovariectomizados tratados com L. reuteri, comprovando o efeito do probiético na
composicao mineral do tecido.

Embora neste estudo ndo tenhamos avaliado a composicdo 6ssea,
realizamos a avaliacdo da osteocalcina sérica. Tanto a osteocalcina carboxilada
guanto a ndo carboxilada sdo encontradas no soro. Durante a formacdo Ossea, a
maioria da osteocalcina carboxilada é incorporada na matriz 6ssea, contribuindo para
a sua mineralizacdo. Entretanto, uma pequena fracdo sintetizada € secretada na
circulacdo. Durante a reabsor¢cdo Ossea, a osteocalcina incorporada na matriz é
destruida. Por essas razdes, a osteocalcina carboxilada é um indicador de formacéo
0ssea. Ja a osteocalcina ndo carboxilada refere-se a ndo-carboxilagédo, carboxilacéo
parcial, ou ainda a descarboxilagéo da osteocalcina, resultado da acidificagcdo do meio
pelos osteoclastos durante a reabsorcdo 6ssea (Li et al.,, 2016b). O grau de
carboxilacdo influencia tanto na estrutura fisica quanto na funcionalidade da
osteocalcina (Li et al., 2016b). Entretanto, verificamos que tanto a ovariectomia quanto
o tratamento com probiotico ndo influenciaram nos niveis séricos de osteocalcina

carboxilada e nado carboxilada. Isso indica que a melhora nas propriedades
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biomecanicas observada no presente estudo ndo esta associada a osteocalcina,
fortalecendo a hipotese de que os efeitos benéficos sejam associados a reducéo da
atividade reabsortiva em contraposicdo a atividade anabdlica (Britton et al., 2014).

O tratamento com L. reuteri restaurou os valores de microarquitetura vertebral
ao nivel de SHAM, porém sem diferenca para o grupo OVX. Apesar de ndo termos
observado uma melhora significativa da estrutura trabecular de vértebras apos 4
semanas de tratamento, o tratamento resultou em melhora significativa das
propriedades biomecanicas de fémures neste periodo. Resultados semelhantes foram
encontrados por Britton et al. (2014), utilizando a mesma cepa de L. reuteri em fémur
e vértebras, também em 4 semanas. No estudo de Britton et al. (2014), o tratamento
com probiético levou a melhoria significante da microarquitetura com relagcdo ao grupo
ovariectomizado apenas em fémur, e ndo em vértebra. A resposta a ovariectomia é
sitio-especifica, sendo que a perda 6ssea € observada primeiramente em 0SS0S
longos (4 semanas ap0s a ovariectomia), depois em vértebra (entre 5 e 12 semanas)
e por ultimo nos maxilares e em 0ssos cranianos (depois de 12 semanas) (Liu et al.,
2015). Tais diferencas podem explicar as respostas positivas significantes ao
tratamento observadas nas propriedades biomecéanicas em fémur, em contraposicéo
a tendéncia positiva dos parametros trabeculares em vértebra, levando a crer que a
extensdo do periodo de tratamento e de observacao poderiam resultar em diferencas
mais evidentes na microarquitetura vertebral.

A deplecdo do estrogénio também esta relacionada a alteragdes intestinais,
gue variam de acordo com o tempo apOs ovariectomia e com a regiao do intestino
avaliada (Collins et al., 2017a). O ileo é a regido intestinal que exibe as mudancas
mais dindmicas em resposta a ovariectomia quando comparado as outras areas
intestinais (Collins et al., 2017a), sendo esta a regido de interesse escolhida para a
analise de expressdo génica neste estudo. As junc¢des de oclusdo sdo multiplos
complexos proteicos localizados no polo apical das células epiteliais associadas a
permeabilidade paracelular a solutos, sendo ocludina, claudinas, JAMs e tricelulinas
as mais importantes. No entanto, ndo observamos diferenca entre 0s grupos em nosso
periodo de observacdo (5 semanas apos OVX). Interessantemente, Collins et al.
(2017a) verificaram que apesar da ampla variacdo da expressao génica das proteinas
de oclusdo em 8 semanas ap0s a ovariectomia, a permeabilidade paracelular avaliada

pelo teste fluoresceina isotiocianato dextrana (FITC-dextran) in vivo so foi alterada na
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primeira semana ap0s ovariectomia, retornando aos niveis basais nos periodos de 4
e 8 semanas. Isto evidencia que o aumento de permeabilidade pode ser transitério e
normalizado por mecanismos compensatérios, e ndo necessariamente se relaciona
com a expressao das proteinas de ocluséo (Collins et al., 2017a). Outros autores, por
outro lado, encontraram reducéo de Ocludina e Jam3 em ileo apds 7 e 8 semanas da
ovariectomia (Jia et al., 2021; Ma et al., 2020), com aumento significativo apés
tratamento com mix de cepas probidticas (Jia et al., 2021). Frente a nossos resultados,
a expressao de Ocludina e Jam3 nao se relacionou a alteragdes dsseas e ndo explica
os beneficios observados com o tratamento probiotico.

As vilosidades expandem a area da superficie intestinal, fator importante para
a maxima absorc¢ao de substancias e nutrientes, que por sua vez entram na circulacéo
sanguinea para entdo alcancar seu local de acdo. Os vilos possuem invaginacées
chamadas criptas, sendo composta por diversos tipos celulares, entre eles as células
tronco do epitélio intestinal, responsaveis pelo potencial proliferativo desse tecido,
promovendo a sua constante renovacgao. A estrutura vilo-cripta € a unidade funcional
que mantém a homeostasia intestinal e suas funcées, sendo um indice de saude
intestinal (Kwon et al., 2020). O grupo SHAM e OVX foram estatisticamente iguais em
todos os indices intestinais avaliados. Entretanto, observou-se que L. reuteri diminuiu
a altura dos vilos e a profundidade das criptas no jejuno. Porém, essa foi uma reducao
proporcional que manteve a relacao vilo: cripta ainda dentro da normalidade, 3:1 até
5:1 (Erben et al., 2014), resultando na espessura total da mucosa estatisticamente
igual entre os grupos, mantendo assim a homeostasia intestinal. Provavelmente o
tempo do experimento, assim como a por¢ao do intestino analisada influenciaram nos
resultados, visto que Jia et al. (2021) encontraram uma reducao significativa da
relacéo vilo/cripta em ileo no grupo OVX e o restabelecimento desse indice apos 7
semanas de tratamento com probiéticos. Os vilos também estdo presentes no ileo e
duodeno, que ndo foram avaliados, e que podem ter sido alterados tanto pela
ovariectomia quanto pelo probidgtico.

Como os estudos sobre MK-7 na literatura sdo heterogéneos, variando na
dose, tempo de tratamento e na forma de administragéo, fizemos a conversao dos
valores recomendados de MK-7 de humanos (120 ug/dia; Kappa Bioscience;
https://www.kappabio.com/) para camundongos, utilizando a férmula Reagan-Shaw

(Reagan-Shaw et al., 2008) para transformacéo de doses entre espécies. Tanto as
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doses baixas (10,57 ug/Kg) de MK-7 por 150 dias (Tsukamoto, 2004), como as doses
altas (30 mg/Kg, Iwamoto et al., 2021), durante 84 dias, resultaram em beneficios a
salde Ossea de ratas ovariectomizadas. Apesar das propriedades biomecéanicas
extrinsecas ndo serem alteradas com o tratamento com MK-7 (Fu et al., 2012;
Iwamoto et al., 2021), nés encontramos melhoria nas propriedades intrinsecas,
confirmando os seus efeitos benéficos em fémur.

O tratamento com MK-7, no entanto, ndo preveniu a deterioracdo da
microarquitetura trabecular em vértebra. As diferentes respostas observadas em
0ssos longos e vértebra podem explicar um possivel atraso na resposta vertebral em
comparacao com fémur. Outra hipdtese a ser considerada é o efeito da MK-7 na
composi¢cdo 0ssea e ndo na microarquitetura. A MK-7 esta associada ao aumento da
producdo de coldgeno pelos osteoblastos (Sato, 2012) e a carboxilagdo da
osteocalcina, levando ao aumento significativo da quantidade de calcio na metéfise e
diafise femoral de ratos OVX (Yamaguchi et al., 1999). Porém, verificamos que o
tratamento com MK-7 ndo alterou os niveis séricos de osteocalcina carboxilada e n&o
carboxilada. De maneira semelhante, outros autores sO verificaram diferenca nos
niveis séricos de osteocalcina carboxilada apds 5 meses de tratamento (Tsukamoto,
2004; Yamaguchi et al., 2000), ratificando a importancia do tempo de tratamento.
Portanto, os efeitos positivos da MK-7 nas propriedades biomecanicas extrinsecas
ndo podem ser explicados pelos niveis séricos de osteocalcina.

Pelos mecanismos de acado de L. reuteri e MK-7, levantamos a hipotese de
gue sua associacdo poderia ser benéfica, resultando em efeitos sinérgicos. A
associacao de L. reuteri e vitamina K2 resultou em aumento estatistico do médulo de
elasticidade, que esta intimamente relacionado a composic¢ao do tecido 6ésseo, quando
em comparacao aos demais tratamentos. Nos demais parametros avaliados, de uma
maneira geral, o tratamento com a associacao de L. reuteri e MK-7 foi estatisticamente
igual ao tratamento somente com o probidtico na melhora da saude Ossea de
camundongos OVX.

Observamos um aumento transitorio da biomassa e de ceélulas viaveis de L.
reuteri em 4 h de interacg&o in vitro com MK-7. De forma semelhante, em outro estudo,
a MK-4 aumentou o crescimento de espécies de Bifidobacterium. Entretanto, algumas
dessas espécies reduziram a quantidade de MK-4 no meio, sugerindo que algumas

dessas bactérias consomem ou absorvem essa vitamina (Hojo et al., 2007). A
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guantidade de bactérias viaveis é importante pois o sistema gastrointestinal oferece
desafios as bactérias probioticas. Dessa forma, 0 aumento significativo do médulo de
elasticidade no grupo que recebeu a associacdo, poderia possivelmente ser explicado
pela maior quantidade de L. reuteri que alcangou o intestino, por utilizar a vitamina
como prebidtico para o estimulo de seu crescimento. O aumento desse microrganismo
no intestino provavelmente esta relacionado a reducdo do pH intestinal, o que
facilitaria a absorcdo de nutrientes, que por sua vez se relacionam a composicao
0ssea (Chen et al., 2017; D’Amelio, Sassi, 2018; Ohlsson, Sjogren, 2018). Porém,
novos estudos se fazem necessarios para elucidar os possiveis potenciais prebidticos

da vitamina K2 quando associada a cultura L. reuteri.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que, o tratamento com L. reuteri, assim como a sua associagao
com a MK-7, melhoraram significativamente as propriedades biomecanicas de
fémures e demonstraram uma tendéncia positiva na microarquitetura vertebral,
exibindo uma resposta sitio-especifica. Tais alteracdes ndo estdo associadas aos
niveis séricos de osteocalcina carboxilada, ndo carboxilada, & expressao génica de
Ocludina ou Jam3, nem a relacao vilo/cripta do jejuno, que ndo foram alteradas pela
ovariectomia ou pelos tratamentos. A associacdo entre vitamina K e probidtico levou
a maior biomassa e quantidade de células viaveis in vitro, o que nos faz levantar a
hip6tese de que o aumento significativo do médulo de elasticidade apos o tratamento
com a associacdo entre vitamina K e probidtico pode estar relacionado a maior
quantidade de L. reuteri que alcancou o intestino, por utilizar a vitamina para o

estimulo de seu crescimento.
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