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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A possibilidade de prevenir a perda 6ssea pos-menopausa com um método natural e
nao invasivo tem apelo importante. Bons resultados foram obtidos, e o uso de L. reuteri
inativado € interessante porque apresentaria menos efeitos adversos, maior facilidade

na producéo, padronizacao, estabilidade e tempo de prateleira.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The possibility of preventing postmenopausal bone loss with a natural and non-
invasive method has significant appeal. Good results have been achieved, and the use
of inactivated L. reuteri is interesting because it would have fewer adverse effects,

easier production, standardization, increased stability, and shelf life.



BANCA EXAMINADORA

Profa. Assoc. Ana Lia Anbinder (Orientadora)
Universidade Estadual Paulista (Unesp)
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

Campus de Sao José dos Campos

Profa. Assoc. Carla Taddei de Castro Neves
Universidade de Séo Paulo (USP)
Escola de Artes, Ciéncias e Humanidades

Campus de Séo Paulo

Profa, Assoc. Cristiane Furuse
Universidade Estadual Paulista (Unesp)
Faculdade de Odontologia

Campus de Aracatuba

Profa, Titular Cristiane Yumi Koga Ito
Universidade Estadual Paulista (Unesp)
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

Campus de Sé&o José dos Campos

Prof. Dr. Felipe Eduardo de Oliveira
Universidade Braz Cubas
Faculdade de Odontologia

Campus de Mogi das Cruzes

Sao José dos Campos, 11 de julho de 2023.



DEDICATORIA

Dedico esta tese a todos 0s pesquisadores.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me guiar e dar forcas a cada passo da minha vida pessoal e académica.

A minha familia, pelo apoio em todos os momentos. Aos meus pais, Wander e Sandra,
por absolutamente tudo o que ja fizeram e fazem por mim; nenhuma palavra seria suficiente
para expressar tamanha gratiddo que sinto. Aos meus irmaos, Ferdinando, Sabrina, Vitéria e

Elisandra, pelo companheirismo e incentivo.

Ao meu melhor amigo, e agora noivo, Rafael, por todo o incentivo, paciéncia e
compreensédo. Por me acalmar nos momentos de ansiedade, me aconselhar, me mostrar que
as coisas podem ser mais simples do que eu imagino. Por me cuidar e me enxergar com um
carinho que as vezes nem eu me enxergo. A familia do Rafael, pelo incentivo, apoio,

acolhimento e compreensao.

A minha orientadora, Ana Lia Anbinder. Obrigada por todos os ensinamentos, apoio e
incentivo. A tenho como melhor exemplo de professora, orientadora, pesquisadora e
patologista. Muito obrigada por toda a parceria, confianga, preocupacgéo, pela paciéncia nos
meus momentos de estresse, pelas oportunidades que me deu, e pelos conselhos preciosos
durante todos esses anos. Por ter me ensinado a ser professora, e a fazer pesquisa de forma
ética. Por todos os momentos bons, conquistas, acertos e por ter me ensinado a ser resiliente
nos momentos dificeis. Serei eternamente grata. Minha vida académica com toda a certeza

nao seria a mesma sem a sua lideranga.

Aos professores da banca, pelo aceite do convite, pelo tempo dedicado a este

momento e pelas contribui¢cdes cientificas valiosas.

Ao ICT-Unesp, que tem sido minha segunda casa desde 2010, nas pessoas da diretora
Prof2 Rebeca Di Nicolé e do vice-diretor Prof. Claudio Talge. Ao Programa de Pés-graduacéo
em Ciéncias Aplicadas a Saude Bucal (CASB), na pessoa do coordenador Prof. Alexandre

Luiz Souto Borges. Obrigada pela oportunidade e suporte.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela

concessao de bolsa de doutorado no periodo de mar¢o/2020 a julho/2023.



As Profas. Juliana Campos Junqueira e Luana Marotta, por terem aberto as portas do
laboratério de Microbiologia e Imunologia e do Laboratério de Estudos Interdisciplinar em

Células, respectivamente, para desenvolvimento de parte deste trabalho.
A Profa. Cristiane Yumi Koga Ito, por ter cedido gentilmente as células Caco-2.

A Biogaia, por ter cedido a cepa de Limosilactobacillus reuteri ATCC PTA 6475.

Aos técnicos do Departamento de Biociéncias e Diagnostico Bucal, por estarem
sempre dispostos a ajudar, em especial ao Sérgio Giovanny Alves, pelos momentos de

descontracéo, conselhos e conversas sobre nossos gatos.

As companheiras de equipe, Renata Mendoncga Moraes, Thais Aguiar Santos e Luisa
Souza Battistelli, muitissimo obrigada! Este trabalho ndo seria 0 mesmo sem vocés. Sou grata
pelo companheirismo, apoio e ajuda nos meses de biotério, dias de laboratério, conversas,

conselhos, corregdes, e pelas nossas pausas para o cafezinho.

As amigas que a pos-graduacéo me deu e levarei para a vida, Bruna Carvalho, Maira
Garcia e Natélia Carvalho, por toda a ajuda direta no trabalho, mas principalmente pelos
nossos momentos de descontracdo e amparo, que com certeza tornou essa jornada mais
leve. Em especial a Maira, minha companheira de almocgos, que sempre deu um jeito de
adocar meu dia, fosse com palavras de incentivo e conselhos, ou literalmente com doces

caseiros. A Noala Milhan, pela amizade, conselhos, e ajuda, desde o comeco do mestrado.

Aos colegas de pés-graduacdo Kamilla Alves, Luis Augusto, Maria Leticia e Mateus

Dutra, por toda nossa troca, cientifica ou pessoal.

A Juliani Ribeiro, por toda a ajuda durante a eutanasia dos animais. A Noala e Diego

Morais, pela imensa ajuda no inicio do trabalho in vitro.

Aos amigos Adeisa Escobar, Adélia Silva, Bruna Caroline, Daniel Henrique, Diogo
Moura, Leticia Rodrigues e Nayara Sa, por serem compreensivos com minhas auséncias e

ansiedade, pelo companheirismo e apoio.

Aos docentes da pdés-graduacdo e funcionarios da Universidade, que colaboraram
cada um a sua maneira. E a tantas outras pessoas, que auxiliaram direta ou indiretamente,

na confeccao deste trabalho.



RESUMO

Ribeiro JL. Efeitos de probidticos e posbidticos na salde 0ssea [tese]. Sdo José dos
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2023.

O envelhecimento da populacéo tem sido acompanhado por um aumento significativo
nas doencas cronicas, com destaque para a osteoporose. A busca por tratamentos
alternativos tem levado ao estudo dos probiodticos para prevencao e tratamento da
perda 6ssea pds-menopausica, com resultados encorajadores. Embora os beneficios
dos probidticos sejam numerosos, eles sdo bactérias vivas e a administracdo de
organismos Vvivos nédo é isenta de riscos. Os posbiéticos sdo probioticos inativados ou
seus produtos, e poucos sdo 0s estudos que avaliam seus efeitos 0sseos. NOs
revisamos a literatura sobre probiéticos e posbioticos na salde 6ssea e avaliamos 0s
efeitos de Limosilactobacillus reuteri 6475 viavel e inativado por calor em
camundongos ovariectomizados. Mecanismos de acdo semelhantes, como
modulacdo da expresséo de citocinas e ativacdo de sistemas de sinalizacao celular,
sdo observados em probiéticos e posbidticos, e os ultimos tém vantagens como maior
estabilidade e facilidade de incorporacdo em alimentos, embora seus efeitos a longo
prazo, estabilidade e modo de acdo ainda precisem ser estudados. Para que estas
terapias sejam validadas clinicamente, € fundamental padronizar metodologias,
aumentar o tamanho das amostras, realizar estudos randomizados e cegos, e definir
detalhes como cepa, dose e duracéo do tratamento. Em um estudo in vivo, avaliamos
os efeitos de L. reuteri (ATCC PTA 6475), e sua forma inativada (heat-killed) na perda
O0ssea induzida por ovariectomia (ovx). Camundongos adultos, fémeas, foram
divididos aleatoriamente em quatro grupos: controle (sham); Ovx; Ovx + posbiético;
Ovx + probiético. L. reuteri foi administrado aos grupos (10° UFC/dia) por gavagem. O
tratamento se iniciou uma semana apos a ovx e teve duracdo de 28 dias. Na analise
por microscopia eletrénica de varredura, o probiético manteve sua estrutura intacta, e
no posbiotico foram observados alguns rompimentos na superficie celular. Foi
avaliada a microarquitetura de fémur, utilizando microtomografia computadorizada.
Andlise de expressdo génica em ileo foi feita para avaliar junc@es intercelulares
intestinais e citocinas proé-inflamatérias, por meio dos marcadores Ocludina, Tnf-a e IlI-
6. Os dados foram submetidos ao teste estatistico mais conveniente (a = 0,05). Os
grupos Ovx apresentaram menor porcentagem de volume 6sseo (BV/TV), menor
namero de trabéculas 6sseas e maior porosidade total, em comparacdo ao grupo
controle, porém 0s grupos que receberam L. reuteri apresentaram maior BV/TV
guando comparados ao grupo Ovx. O tratamento com L. reuteri em suas duas formas
levou & maior espessura trabecular, quando comparados ao controle e ao grupo Ovx.
Todos apresentaram semelhanca na expressdo génica da Ocludina, Tnf-a e II-6 em
intestino. Ambas as formas, viavel e inativada por calor, preveniram a perda 6ssea
induzida por deple¢éo de estrogeno.

Palavras-chave: probiotico; posbidtico; heat-killed; osteopenia.



ABSTRACT

Ribeiro JL. Effects of probiotics and postbiotics in bone health [doctorate thesis]. Sao
José dos Campos (SP): Sado Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2023.

The aging of the population has been accompanied by a significant increase in chronic
diseases, with osteoporosis standing out. The search for alternative treatments has led
to the study of probiotics for the prevention and treatment of postmenopausal bone
loss, with encouraging results. Although the benefits of probiotics are numerous, they
are live bacteria, and the administration of live organisms is not risk-free. Postbiotics
are inactivated probiotics or their products, and few studies have evaluated their bone
effects. We reviewed the literature on probiotics and postbiotics in bone health and
assessed the effects of both viable and heat-killed Limosilactobacillus reuteri 6475 in
ovariectomized mice. Similar mechanisms of action, such as the modulation of
cytokine expression and activation of cellular signaling pathways, are observed in
probiotics and postbiotics, and the latter have advantages such as greater stability and
ease of incorporation into food, although their long-term effects, stability, and mode of
action still need to be studied. To clinically validate these therapies, it is crucial to
standardize methodologies, increase sample sizes, conduct randomized and blinded
studies, and define details such as strain, dosage, and treatment duration. In an in vivo
study, we evaluated the effects of L. reuteri (ATCC PTA 6475) and its heat-killed form
on ovariectomy (ovx)-induced bone loss. Adult female mice were randomly divided into
four groups: control (sham); OVX; OVX + postbiotic; OVX + probiotic. L. reuteri was
administered to the groups (10° CFU/day) by gavage. Treatment began one week after
ovx and lasted for 28 days. Scanning electron microscopy analysis showed that the
probiotic maintained its intact structure, while some cell surface disruptions were
observed in the postbiotic. Femur microarchitecture was evaluated using computerized
microtomography. Gene expression analysis in the ileum was performed to assess
intestinal intercellular junctions and pro-inflammatory cytokines, using markers
Ocludin, Tnf-a, and /I-6. The data were subjected to the most appropriate statistical
test (a = 0.05). The Ovx groups showed a lower percentage of bone volume (BV/TV),
a lower number of trabecular bones, and greater total porosity compared to the control
group. However, the groups that received L. reuteri showed higher BV/TV compared
to the Ovx group. Treatment with both forms of L. reuteri led to greater trabecular
thickness compared to the control and Ovx groups. All groups exhibited similarity in
the gene expression of Ocludin, Tnf-a, and /-6 in the intestine. Both viable and heat-
killed forms prevented estrogen depletion-induced bone loss.

Keywords: probiotic; postbiotic; heat-killed; osteopenia.
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1 INTRODUCAO

A osteoporose € uma doenca sistémica caracterizada pela reducdo da
massa 0ssea e degradacao da microarquitetura do tecido 6sseo, resultando em
fragilidade 6ssea e aumento do risco de fratura (National Institutes of Health,
2001). E uma doenca altamente prevalente, e estima-se que no Brasil,
aproximadamente 33% das mulheres pds-menopausicas (International
Osteoporosis Foundation, 2020) e mais da metade dos individuos acima de 50
anos, nos Estados Unidos, apresentem osteoporose ou osteopenia (Wright et
al., 2014). Estima-se que uma a cada duas mulheres e um em cada quatro
homens acima de 50 anos sofram alguma fratura devido a osteoporose (McCabe
et al., 2013). Calcula-se que a prevaléncia da osteoporose em mulheres,
mundialmente, seja de 18,3% (95% IC 16,2 — 20,7), enquanto nos homens seja
de 11,7% (95% IC 9,6 — 14,1) (Salari et al., 2021). Além da alta prevaléncia, esta
doenca progride de forma silenciosa, podendo chegar a um estagio grave
(geralmente fraturas) sem que o hospedeiro tenha alguma sintomatologia. A
osteoporose se tornou um problema de saude publica em ambito mundial,
causando aproximadamente 8,9 milhbes de fraturas, e ainda assim sua
magnitude néo é totalmente compreendida, devido & variabilidade nos métodos
de avaliacdo (OMS, 2004). Além disso, as despesas com fraturas relacionadas
a osteoporose sao significantes, custando aproximadamente £4 bilhGes por ano
no Reino Unido, e US$17,9 bilhdes nos Estados Unidos (Clynes et al., 2020).
Muitos fatores podem afetar a quantidade de massa 6ssea, podendo ser fixos ou
modificaveis, como idade avancada, disfuncdes na tireoide e paratireoide, baixo
peso (ma nutricdo), uso prolongado de medicamentos, artrite reumatoide,
diabetes, transplantes, deficiéncia hormonal, deficiéncia de vitamina D, consumo
de alcool e cigarro (Gallagher, Tella, 2014).

Quanto a sua classificacdo, a osteoporose pode ser primaria ou
secundaria. A osteoporose primaria pode ocorrer em ambos 0S Sexos, em
qualquer idade, mas frequentemente ocorre apés a menopausa em mulheres, e
em homens de idade avancada. J4 a osteoporose secundaria ocorre como
consequéncia de uso continuo de medicamentos (como glicocorticoides), outras

condicdes ou doencas (National Institutes of Health, 2001). A osteoporose pos-
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menopausa (OPM) é o tipo mais comum, e ocorre em consequéncia da reducao
de producdo hormonal e estimula a rapida reabsorcéo de osso trabecular (Dar
et al., 2018).

InUmeras terapias tém sido desenvolvidas para o tratamento da
osteoporose, com intuito de diminuir a perda 6ssea, prevenir fraturas e balancear
a formacdao/reabsorcdo 6ssea. O tratamento pode ser farmacoldgico ou ndo
farmacoldgico. Para individuos com baixo risco de fratura, € indicado somente o
tratamento ndo farmacoldgico, que € baseado na ingestao de célcio, vitamina D,
proteinas, cessac¢do do uso de tabaco e alcool, pratica de exercicios fisicos, e
alteracdes na dieta. Para individuos com médio/alto risco de fratura, além do
tratamento ndo farmacologico, medicamentos antirreabsortivos (como
bisfosfonatos) e a terapia de reposicdo hormonal, nas mulheres, também sdo
indicados (Gallagher, Tella, 2014).

A terapia de reposi¢do hormonal é um dos tratamentos mais utilizados
para o alivio dos sintomas associados a menopausa e para prevencao de
consequéncias clinicas da deficiéncia de estrégeno. Entretanto, o uso hormonal
prolongado pode causar efeitos adversos (principalmente aumento no risco de
acidentes tromboembdlicos, infartos e cancer de mama), o que tem levado a
diminuicdo no seu uso, e a um aumento no desenvolvimento de novas
possibilidades terapéuticas como o uso de probiéticos e vitaminas (Borrelli,
Ernst, 2010).

Pesquisas realizadas em seres humanos e animais tém demonstrado de
maneira consistente que a microbiota presente no intestino desempenha um
papel crucial na manutencdo da saude do hospedeiro. Essa funcao abrange
diversas areas, como o metabolismo (incluindo a producéo de horménios como
a dopamina e a serotonina), a absorcdo de nutrientes essenciais, a protecao
contra patégenos por meio da integridade da barreira intestinal, e o
fortalecimento do sistema imunolégico (Bhardwaj et al., 2022). As juncdes
intercelulares (TJs), estruturas proteicas que selam 0s espacos entre as células
epiteliais intestinais, sdo responsaveis por essa integridade. AdaptacOes
dindmicas dessas TJs permitem que respondam a fatores externos, como a
presenca de residuos alimentares, bactérias benéficas e patdgenos
(Ulluwishewa et al., 2011). O estrégeno desempenha um papel vital na

preservacao dessas juncdes, ativando vias que aumentam a resisténcia elétrica
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através da barreira transepitelial, efetivamente impedindo a entrada de
patdogenos. Como resultado, uma deficiéncia neste horménio enfraquece a
barreira intestinal, aumentando o contato com antigenos e bactérias, o que
desencadeia uma resposta inflamatéria (Xu et al., 2017).

Probi6ticos s&o microrganismos ndo patogénicos, que quando
administrados em quantidades adequadas, podem ser benéficos a saude do
hospedeiro (Guidelines for the Evaluation of Probiotics in Food, 2002). Muitos
géneros de bactérias sdo utilizados devido a seus efeitos probioticos, como
Lactobacillus, Enterococcus, Bacilllus, Escherichia e Bifidobacterium. Bactérias
probidticas sdo naturalmente encontradas em membranas mucosas como boca,
pele, érgdos genitais, urinarios, trato gastrointestinal, e comumente adicionadas
a produtos fermentados como laticinios e cerveja (Collins et al., 2017b). O
consumo de probidticos tem demonstrado diversas vantagens, como melhora na
saude 6ssea, manutencdo na funcdo da barreira intestinal e na funcdo do
sistema imune, resultando em uma melhora sistémica na saude do hospedeiro,
incluindo saude Ossea (Mccabe, Parameswaran, 2018). O uso de
Limosilactobacillus reuteri, em especial, da cepa ATCC PTA 6475, tem sido
associado a reducdo da perda 6ssea devido a deficiéncia de horménios
ovarianos em estudo em animais e humanos (Britton 2014, Nilsson 2018).

Apesar dos bons resultados obtidos pelo uso dos probiéticos, as células
vivas contidas nos produtos eventualmente perdem sua viabilidade, e uma
guantidade de células inativas permanece (Nighswonger et al., 1996). Devido ao
uso de bactérias vivas, a preocupacdo com a seguranc¢a de alguns grupos, como
de pacientes pediatricos e populacdes vulneraveis, tem crescido, levando a um
aumento no interesse no uso de bactérias mortas, ou ndo-viaveis (Piqué et al.,
2019).

Na literatura tém sido propostos termos como “probidticos nao-viaveis”,
“paraprobidticos”, “probidtico fantasma”, “probidtico inativado”, e mais
recentemente, “posbiodtico”, para se referirem ao uso de microrganismos
inativados e/ou seus componentes, em quantidade adequada para promover
beneficios a saude (Vinderola et al., 2022). Os posbiéticos possuem vantagens
como maior facilidade na padronizagédo, armazenagem e transporte (Piqué et al.,

2019) em relagdo ao uso de células vivas. Os possiveis mecanismos de agéo
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pelos quais os posbhidticos melhoram a salde do hospedeiro ainda vém sendo
estudados.

A inativacao das bactérias pode ser feita de diversas formas, como calor,
métodos quimicos (formalina), raios ultravioleta ou gama, e sonicagdo, sendo o
calor o método mais utilizado (Deshpande et al.,, 2018). Os métodos de
inativacdo podem afetar de diferentes formas os componentes estruturais
celulares, e influenciar a atividade imunomodulatéria (Taverniti, Guglielmetti,
2011).

Frente a necessidade de novas alternativas terapéuticas ou adjuntas ao
tratamento da osteoporose, doenca crbnica que pode ser considerada um
problema de saude publica na populacdo com a maior expectativa de vida, e ao
crescente uso de probidticos e posbidticos, levantamos a hipotese de que L.
reuteri na sua forma viavel e inativada, podem ser efetivos na melhora da satde
e prevencdo da perda 6ssea que ocorre pos-menopausa. O estudo dos efeitos
de L. reuteri viavel e inativado pode esclarecer os mecanismos de acdo do
probiético e possibilitar 0 uso comercial de outras preparacfes, dado que 0s
posbidticos teriam producdo facilitada, maior estabilidade e tempo de prateleira,

além de ser um tratamento de facil acesso a populacéao.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Nas Ultimas décadas, a populacdo brasileira tem envelhecido
consideravelmente, com associacdo ao aumento na prevaléncia de doencas crbnicas
(Baccaro et al., 2015). A osteoporose € uma das doencas mais relacionadas ao
envelhecimento da populacdo (Zeng et al.,, 2021). Sendo um problema de saude
publica em ambito mundial, a busca por novas possibilidades terapéuticas vem sendo
explorada, e dentre elas, o uso de probidticos.

O uso de probidticos tem sido extensivamente testado, e demonstrado
resultados promissores na prevencao e tratamento da perda 6ssea pdés-menopausa
(Jansson et al., 2019; Lambert et al., 2017; Nilsson et al., 2018; Takimoto et al., 2018),
assim como o uso de posbioticos (Jang et al., 2021; Jhong et al., 2022; Montazeri-
Najafabady et al., 2021; Myeong et al., 2023; Yeom et al., 2021). Os mecanismos € 0s
efeitos na saude exercidos pelos posbidticos tém se mostrado bastante semelhantes
aos observados nos probidticos, como a estimulacao/supressdo da expressao de
citocinas e a ativacdo do sistema de sinalizacdo celular, além de efeitos
antimicrobianos. Essa similaridade sugere que a perda de viabilidade devido a
inativacao celular ndo compromete suas fungcdes benéficas (Siciliano et al., 2021).

Em nosso estudo, a administracao diaria de L. reuteri ATCC PTA 6475, em sua
forma viavel e inativada, levou a uma menor perda 6ssea em camundongos
ovariectomizados. Esses resultados estdo alinhados com a compreensao existente
sobre a conexado entre o intestino e 0s 0ssos e a influéncia da microbiota intestinal na
saude Ossea (Ohlsson, Sjogren, 2018). Entretanto, 0 mecanismo pelo qual isso
acontece, ainda € incerto.

Sabendo que a deficiéncia hormonal pds-menopausa leva a um aumento da
permeabilidade da barreira intestinal (Li et al., 2016), avaliamos um marcador
intestinal de juncéo intercelular, Ocludina, no ileo. Entretanto, n&o obtivemos diferenga
estatistica entre os grupos. Embora ndo tenhamos encontrado diferenca significativa,
existem varias familias de proteinas juncionais que ndo foram avaliadas (Claudinas,
Jam-3, Zbnula ocludens, por exemplo). Esta foi uma limitagdo do nosso estudo, onde

apenas avaliamos uma proteina juncional, em um determinado periodo (28 dias) e em
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um segmento intestinal. Segundo Collins et al. (2017), as altera¢6es induzidas pela
Ovx sao regido- e tempo-dependentes (Collins et al., 2017a).

Além da Ocludina, avaliamos em ileo as citocinas pré-inflamatorias Tnf-a e Il-
6. Estudos j& demonstraram que os probi6ticos possuem influéncia na expresséo de
citocinas inflamatorias (Britton et al., 2014; Collins et al., 2016; McCabe et al., 2013).
N&o houve diferenca estatistica entre os grupos, porém os graficos exibiram um
padrao coerente, mostrando uma tendéncia a diminuicdo da expressao dessas
citocinas nos grupos que receberam L. reuteri.

Nosso principal desfecho confirmou nossa hipétese inicial: o posbiotico teve um
efeito positivo na manutencédo da saude Ossea apds ovariectomia. Embora sejam
considerados reguladores do metabolismo 6sseo, o papel dos probidticos como
tratamento adjuvante e preventivo para a osteoporose tem gerado debate devido a
falta de consenso sobre sua eficacia (Zeng et al., 2021), e ainda ndo ha estudos
clinicos randomizados com o uso de posbioticos. Em nosso estudo, a administracao
de L. reuteri inativado levou a uma menor perda 6ssea, quando comparado ao grupo
Ovx, aumentando BV/TV e Tb.Th, com efeito similar ao do probiético na
microarquitetura 6ssea. Nossos resultados estdo em concordancia com o obtido por
outros pesquisadores (Jang et al., 2021; Jhong et al., 2022; Kimoto-Nira et al., 2009,
2007; Montazeri-Najafabady et al., 2021; Myeong et al., 2023).

O uso de L. reuteri inativado nos trouxe bons resultados como opcao
terapéutica e ajuda a confirmar que bactérias vivas nem sempre sdo necessarias para
obter efeitos benéficos. Entretanto, 0 modo de acédo dos posbioticos, seu impacto no
sistema imunolégico do hospedeiro e no metabolismo 6sseo ainda foram pouco
explorados.

O proprio processo de inativagdo pode introduzir propriedades Unicas ou
modulacdes nos componentes bacterianos (Akter et al.,, 2020), exigindo uma
avaliacdo e padronizacdo dos métodos utilizados. A inativacdo pode ser feita por
diferentes métodos: aplicacdo de calor, quimicos, raios ultravioleta ou gama, entre
outros. O método mais utilizado para inativacéo dos probidéticos € o calor (geralmente
entre 70-100 °C) (Piqué et al., 2019). Em nosso estudo, utilizamos temperatura acima
de 100 °C, porém, ao avaliarmos a estrutura bacteriana através de microscopia
eletrbnica de varredura, constatamos que 0s posbidticos mantiveram sua estrutura,

apresentando apenas algumas rupturas na superficie celular. Tratamentos térmicos
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normalmente causam danos a membrana celular, perda de alguns nutrientes e ions,
além de inativacdo de algumas enzimas essenciais e coagulacao proteica (Akter et
al.,, 2020). Entretanto, mesmo com essas alteracbes, obtivemos resultados
semelhantes entre as formas viavel e inativada.

Manter a viabilidade do probidtico em produtos é um fator critico, tornando o
uso de posbhidticos de extremo interesse financeiro, uma vez que possuiria maior
tempo de prateleira, estabilidade em maior faixa de pH e temperatura, além da
incorporacdo em alimentos antes do processo térmico, sem a perda da funcionalidade
(Siciliano et al., 2021). Explorar a estabilidade e o prazo de validade dos posbioticos
€ crucial para suas aplicacdes praticas. Compreender a estabilidade e a eficacia
desses produtos a longo prazo sera essencial para sua implementacao bem-sucedida
em ambientes clinicos.

Com o0s numerosos estudos associando o uso de probidticos com saude 6ssea,
podemos aprender com os erros. Algumas limitacdes em estudos existentes impedem
que a terapia probidtica seja validada e tenha recomendacéo clinica. Os estudos
clinicos sdo muito heterogéneos, o que impede a comparac¢ao dos resultados entre si
(Zeng et al., 2021). Em pesquisas futuras, a metodologia deve ser padronizada, com
amostras maiores e adequadas, randomizacdo, cegamento, métodos de analise de
alta qualidade, estabelecer o desfecho principal, dose, cepa, maior duracdo do
tratamento (superior a 12 meses) (Billington et al., 2021; Zeng et al., 2021), métodos
de inativacao (no caso de posbioticos), e descricdo de eventos adversos ou efeitos
colaterais. Outro ponto importante € a padronizacdo da descricdo dos métodos —como
doses, concentracdes, volume administrado por animal, que devem estar descritos de
forma precisa, para que os experimentos sejam reprodutiveis.

O uso de posbidticos representa uma grande oportunidade para o
desenvolvimento de novas terapias, principalmente para os grupos de risco. Os
resultados positivos obtidos com o uso de L. reuteri, tanto viavel quanto inativado,
destacam suas aplicagcdes potenciais na prevencéo e no tratamento da perda 0ssea
pos-menopausa. Isso abre caminhos para pesquisas adicionais, com implicacdes
tedricas e praticas. Estudos futuros devem se concentrar em ensaios clinicos
randomizados padronizados e de alta qualidade, além de elucidar os mecanismos de
acao especificos tanto para as formas viaveis quanto inativadas de L. reuteri, e

otimizar suas aplicagdes praticas em ambientes clinicos. Ao fazer isso, os estudos
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podem ampliar nosso conhecimento sobre o papel dos probidticos na saude 0ssea e
desenvolver estratégias inovadoras para prevenir e tratar a perda Ossea pos-

menopausa.
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