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RESUMO

O LPS presente na membrana das bacterias Gram-negativas é um fator
determinante de viruléncia nas espécies patogénicas. Este LPS estimula o
sistema imunoldgico do hospedeiro na producdo de mediadores quimicos da
inflamacdo, o que resulta em sintomatologia clinica e destruicdo. O
conhecimento do mecanismo de acao e os médios terapéuticos para conseguir
reduzir os niveis de endotoxinas para que nossos tratamentos endoddnticos
sejam mais previsiveis. Assim, esta revisdo de literatura teve por objetivo fazer
um levantamento bibliografico sobre o papel do LPS nas infeccdes
endoddnticas e a terapéutica utilizada na sua reducgéo.

Palavras chave: Endodontia. Preparo de canal radicular. Endotoxinas.



ABSTRACT

LPS present in the membrane of Gram-negative bacteria is a determinant of
virulence in pathogenic species. This LPS stimulates the host-immune system
in the production of chemical mediators of inflammation, resulting in clinical
symptoms and bone destruction. The knowledge of the mechanism of action
and therapeutics to achieve lower levels of endotoxin will do our endodontic
treatments more predictable. Thus, this literature review aimed to review the
evidence about the role of LPS in endodontic infections and recent therapeutic
used in its reduction.

Keywords: Endodontics. Chemomechanical preparation. Endotoxins.



1.  INTRODUCAO

O LPS é um fator determinante de viruléncia nas espécies patogénicas.
Conhecido também como endotoxinas, sdo moléculas que se encontram na
superficie da membrana das bactérias Gram-negativas, e sdo secretadas
durante a fase de crecimento bacteriano ou liberadas durante a morte delas
(Rietschel el al., 1992).

O LPS representa a principal superficie antigénica, apresentando
significAncia microbiolégica e imunoldgica. Bactérias Gram-negativas presentes
na cavidade oral sdo capazes de produzir LPS e estimular o sistema
imunolégico do hospedeiro para liberar mediadores quimicos da inflamacao
(Rietschel & Brade 1992, Santos et al., 2000).

Nos canais radiculares as bactérias Gram-negativas também tém um
papel importante na destruicdo dssea periapical e na perpetuacdo das lesdes
periapicas (Martinho e Gomes, 2008; Martinho et al., 2011).

Assim esta revisao de literatura teve por objetivo fazer um levantamento

bibliogréafico sobre o papel do LPS nas infecgbes endoddnticas.



2. DESENVOLVIMENTO
2.1  Mecanismo de acao do LPS

O LPS sado moléculas presentes na superficie da membrana das
bactérias Gram-negativas, as quais sao secretadas em vesiculas durante a
fase de crescimento bacteriano ou liberadas durante a morte celular (Rietschel
et al.,, 1992). Muitas espécies bacterianas possuem formas ou arquiteturas
constituidas de componentes especificos como uma porcao medial- lipide A,
uma porgao distal- Antigeno O, e um nucleo- chamado de “core”. (Luderitz et
al., 1981, Rietschel et al., 1992). O antigeno O é a cadeia mais longa e a
porcao mais variavel da molécula entre espécies bacterianas e responsavel por
induzir uma resposta imunolégica especifica por médio da producdo de
anticorpos especificos. O core tem constituicdo pouco varidvel mas também
pode induzir a formacao de anticorpos especificos. O core € constituido de uma
parte de acucares e uma parte chamada KDO (2-keto-3-deoxioctano), que se
liga ao lipide A interferindo na sua bioatividade (Rietschel et al., 1992). O Lipide
A é a porcao efetivamente toxica de toda a molécula, cause que causa
respostas imunolégicas especificas. E a porcdo menos variavel do LPS entre
as espécies bacterianas e esta constituida de duas moléculas de acucares
(glicosamina) modificada por fosfato (PO4) € um numero variavel de cadeias de
acidos graxos e 14 atomos de carbono (Rietschel et al., 1992).

O efeito toxico do LPS depende diretamente da resposta inata do
hospedeiro (Rietschel & Brade 1992, Santos et al., 2000), podendo interagir
com varios sistemas celulares e humorais, com quadros febris (acdo no
hipotalamo), neutrofilia (acdo na medula Ossea), proliferagcdo de colageno
(estimulo de fibroblastos), liberacdo de aminoacidos a nivel dos musculos,
producédo de interleucina-2 (acdo nas células T) e a producédo de anticorpos
(acao nas células B).

O LPS induze as células de defesa do hospedeiro na produgédo de
mediadores quimicos, como fator de necrose tumoral (TNF), interleucinas (IL) -
1, 6 e 8, lipidios e radicais livres.



2.2 LPS nas infeccoes endodonticas

O teste mais sensivel e especifico disponivel para a detec¢do e medida
de endotoxina provenientes das bactérias gram-negativas é Limulus amebocyte
lysate (LAL) (Novitsky, 1994). Este tem sido utilizado para quantificar pequenas
concentragdes de endotoxinas em canais radiculares infectados (Jacinto et al.,
2005; Vianna et al., 2007; Martinho e Gomes 2008; Martinho et al., 2011; Endo
et al., 2012). Este método baseia-se na reacdo entre a endotoxina e um
componente protéico do LAL que produz um gel um gel opaco de facil
reconhecimento. A formagdo do gel indica a presenca de endotoxina na
amostra e em uma quantidade igual ou superior a sensibilidade do LAL
utilizado. O teste utiliza um corante sintético que permite a deteccao e
quantificacdo de endotoxinas cromogenicamente através do leitor de Elisa.

Dahléen & Bergenholtz (1980) avaliaram a atividade toxica das
endotoxinas em 13 canais radiculares com polpas necrosadas através do LAL.
Os autores encontraram correlagdo entre a atividade das endotoxinas e o
namero de bactérias Gram-negativas.

Horriba et al. (1990) coletaram amostras de 30 dentes com necrose
pulpar com objetivo verificar possiveis correlacbes entre a presenca de
endotoxina e sintomas clinicos ou presenca areas radiolucidas em canais
radiculares infectados. Os autores concluiram que o conteudo de endotoxina foi
maior em dentes sintomaticos. Dentes com areas radiolucidas periapicais e
dentes com exsudacdo apresentaram maior concentracdo de endotoxinas,
quando comparado a auséncia dos mesmos.

Khabbaz et al. (2000) investigaram a presenca ou auséncia de
endotoxina, quantificaram endotoxina e associaram a presenca de endotoxina
com dor aguda de origem pulpar em 24 amostras coletadas da superficie da
lesdo cariosa em 9 molares e 15 pré-molares com pulpite irreversivel e
reversivel. Os dentes foram divididos em 3 grupos: sintomaticos com presenca
de lesado cariosa (n=9), assintomaticos com presenca de lesédo cariosa (n=11) e
grupo controle sem carie. Os resultados indicaram a presenga de endotoxina
em valores mais elevados nos casos sintomaticos, quando comparado aos
casos assintomaticos. Os dentes do grupo controle estavam livres da presenca
de endotoxina.



Laghios et al. (2000) realizaram estudo in vitro com o objetivo de
estabelecer evidéncias de infiltracdo apical por LPS de um patégeno bucal
(Porphyromonas gingivalis). Os autores concluiram que dentes obturados com
guta-percha podem permitir a infiltragdo por LPS de patégenos orais.

Jacinto et al. (2005) investigaram a concentracdo de endotoxina em
dentes com polpa necrosada e avaliaram possivel relacdo entre a
concentracao de endotoxina e a presenga ou auséncia de sinais e sintomas. As
amostras foram coletadas de 50 canais radiculares em dentes com necrose
pulpar. A quantidade de endotoxina foi mensurada através do teste LAL. Foram
encontradas associagdes positivas entre a concentracdo de endotoxina e a
presenca de sintomatologia.

Schein & Schilder (2006) quantificaram endotoxina através do LAL de
amostras coletadas em canais radiculares de 40 dentes, dos quais foram
divididos clinicamente nos seguintes grupos: dentes vitais e assintomaticos
(n=10), dentes vitais e sintomaticos (n=10), dentes despolpados e
assintomaticos (n=10) e dentes despolpados e sintomaticos (n=10); e
radiograficamente: dentes com presenca de lesédo periapical (n=23) e auséncia
de lesao periapical (n=17). Os dentes com sintomatologia clinica e presenca de

lesédo periapical apresentaram maior concentracao de endotoxina.

2.3 Efetividade do PQM e da MIC na reducao de LPS

Buck et al. (2001) avaliaram in vitro os efeitos dos irrigantes
endodonticos e do hidroxido de célcio sobre o LPS bacteriano, através da
técnica de espectofotometria de massa e gas cromatografico. Solucdes
aquosas de LPS foram misturadas aos irrigantes endodénticos por 30 minutos
e ao hidréxido de calcio por 5 dias. A inativacdo do LPS foi medida através da
quantificacdo de acidos graxos liberados. A agua, EDTA, etanol, clorexidina
0,12% na forma liquida + hipoclorito de sodio 2,62% e o hipoclorito de sodio
2,62% demonstraram pequena ac¢ao sob o LPS. A aplicacdo de hidréxido de
célcio por 5 dias, assim como a exposi¢cdo a mistura alcalina da clorexidina,
etanol e hipoclorito de so6dio por 30 minutos, foram capazes de inativar
moléculas de LPS, através da hidrélise de ligagdes de ésteres nas ligacoes de
acidos graxos do “Lipide A”.



Tanomaru et al. (2003) utilizaram dentes de caes inoculados com LPS
de E. coli, para avaliar o efeito do preparo biomecanico com diferentes
solugdes irrigantes e medicagdo intracanal de hidroxido de calcio. Cento e
quarenta raizes de pré-molares de 7 cachorros foram preenchidas com
endotoxina de E. coli por 10 dias. Trés canais foram perdidos durante o
processamento histolégico. As seguintes solugdes irrigadoras foram utilizadas
durante o preparo biomecanico: NaOCl 1% (n=20), 2,5% (n=19), 5% (n=29),
clorexidina liquida 2% (n=20), solucao fisiolégica (n=19). Vinte dentes foram
preenchidos com hidréxido de calcio (Calen) apds o preparo mecanico com
solugédo salina. Apds 60 dias, os animais foram sacrificados e o0s seguintes
parametros foram avaliados: infiltrado inflamatério, espessamento do ligamento
periodontal, reabsorcao 6ssea e do cimento. Os resultados histopatoldgicos
revelaram que os dentes irrigados com solu¢cao de hipoclorito de sédio 1% e
solucado fisiolégica apresentaram maior infiltrado inflamatério, maior
espessamento do ligamento periodontal e maior reabsorcdo 6ssea e do
cimento quando comparados com os dentes preenchidos com hidréxido de
célcio. Os autores concluiram que o preparo biomecanico com as solugdes
irrigantes nao foi capaz de inativar os efeitos da endotoxina, entretanto, o
hidroxido de calcio em dentes de caes inativou os efeitos do LPS bacteriano.

Jiang et al. (2003) visaram determinar os efeitos diretos do LPS
bacteriano sobre a génese de osteoclastos assim como a capacidade do
hidréxido de calcio em inibir a formacéao de osteoclastos estimulada pelo LPS.
Células RAW 264.7 foram cultivadas e recombinada com receptor ativador do
ligante (RANKL) NF-kB por 72 horas. Em seguida, RANKL foi removido, e as
células foram tratadas com 0, 1, 10 ou 100 ng/mL de LPS, com hidroxido de
calcio ou 50 ng/mL de RANKL, como controle positivo, por mais 48 horas. As
células foram fixadas e coradas com isotiocianato fluorescente para a deteccao
de sitios ativos. Histoquimica foi realizada a fim de detectar células
multinucleadas expressando acida-resisténcia a atividade da fosfatase acida.
Os autores concluiram que o LPS estimula diretamente a formacado de
“osteoclast-like cell” (OCL); e a neutralizagdo do LPS através do tratamento
com hidréxido de célcio, reduziu significantemente a capacidade de provocar a
diferenciacao de OCLs.



Silva et al. (2004) avaliaram histologicamente a efetividade do preparo
mecanico em 120 canais radiculares de 6 cées, inoculados com LPS
bacteriano ap6s pulpectomia e, posteriormente selados com 6xido de zinco e
eugenol. Os dentes foram divididos em grupos de acordo com o irrigante
utilizado: solugéo salina, hipoclorito de sédio 1%, 2,5%, 5% e clorexidina 2% e
grupo controle sem irrigante. Os animais foram sacrificados em 60 dias, 0s
dentes foram fixados e desmineralizados. Subseqlientemente, foram realizados
cortes seriados e corados pela técnica de Brown-Brenn para visualizagdo de
contaminagdo bacteriana. Os resultados demonstraram que o infiltrado
inflamatério foi menos intenso nos grupos que continham hipoclorito de sodio
5% e clorexidina 2%. Entretanto, nenhum dos irrigantes foi capaz de inativar
por completo o efeito maléfico do LPS bacteriano. O preparo quimico-mecanico
associado a diferentes irrigantes nao foi capaz de inativar o LPS bacteriano.

Vianna et al. (2007) quantificou a presenca de endotoxina em 24 canais
radiculares de dentes com necrose pulpar e presenca de lesao periapical antes
(C1) e apds a instrumenagao com clorexidina gel 2% (C2), apds soro fisioldgico
(C3), apbds o uso das medicagdes hidoréxido de célcio, clorexidina gel e sua
associacao (C4). Endotoxinas foram detectadas em 100% das coletas iniciais.
Apés PQM houve uma reducdo de 44,4% quando comparada a C1. C3
mostrou unicamente uma reducéo de 1,4% quando comparada a C2.

Martinho e Gomes (2008), avaliaram a presenca de LPS em dentes com
necrose pulpar e lesdo periapical, assim como o efeito do PQM com NaOCI
2,5% na reducdo desses niveis. Os resultados mostraram presenca de
endotoxinas nos 24 canais avaliados. Apés o PQM houve uma reducéo de
59,99% dos niveis de endotoxinas e uma reducdo de 99,78 da carga
microbiana. Os autores concluiram que o PQM com NaOCI| é efetivo na
reducdo da carga microbiana mas moderadamente efetivo na reducédo dos
niveis de endotoxinas.

Gomes et al. (2009) compararam a eficacia do NaOCI 2,5% e da CHX
em gel 2% na reducdo dos niveis de endotoxinas presentes em canais
radiculares de dentes com infecgdo primaria. Os resultados mostraram a
presenca de endotoxinaas nas amostras iniciais dos 54 canais analisados.

Embora o PQM diminuiu significativamente os niveis de endotoxinas, nem



NaOCl 2,5% nem CHX 2% conseguem eliminar completamente as
endotoxinas.

Martinho et al. (2010) avaliaram a capacidade do PQM com instrumentos
rotatérios de Ni-Ti, NaOCl 2,5% e EDTA 17% na reducdo de endotoxinas
presentes em canais radiculares com infeccdo primaria e lesdo periapical.
Presenca de endotoxinas foi detectada em todas as amostras iniciais
avaliadas, porém ap6s o PQM houve uma reducédo de 98,06 %. Os autores
concluiram que o PQM com instrumentos rotatérios de Ni-Tl, NaOCl 2,5% e
EDTA 17% promove a redug&o de endotoxinas.

Endo et al. (2012) avaliaram a presenca de endotoxinas em casos de
fracasso do tratamento endodéntico. Foram avaliados 15 dentes com
periodontite apical e que tinham sido submetido a tratamento endoddntico
previamente. Houve presenga de endotoxinas em todos os casos avaliados e
0s niveis maiores estiveram diretamente relacionados ao tamanho da lesédo
periapical, poréem o PQM foi capaz de reduzir significativamente estes niveis de
endotoxinas.

Frente a presenca de endotoxinas tanto em infeccées primarias como
em casos de fracasso do tratamento endodéntico, Gomes et al., em 2008
compararam clinicamente estes niveis. Foram avaliados 15 casos de infec¢ao
primaria e 15 casos de fracasso do tratamento endodéntico. Foi encontrada
uma relacao direta entre o tamanho da lesédo periapical e os niveis de LPS. Os
niveis de LPS foram maiores nos casos de infeccdo primaria. Os autores
explicam este resultado devido a presenca de comunidades de bactérias Gram-
negativas quando comparado com infec¢des secundarias.

Xavier et al., (2013) avaliaram a influencia da MIC na reducédo de
endotoxinas presentes em infecgdes primarias. Foram detectadas endotoxinas
nos 48 canais avaliados, estes foram submetidos a diferentes protocolos de
irrigacdo, 0s quais conseguiram diminuir os niveis de endotoxinas, porém
nenhum deles conseguiu eliminar completamente o LPS bacteriano. A
utilizagdo de MIC por 7 dias se mostrou mas efetiva na redugéo de endotoxinas
quando comparada aos casos tratados em sessao unica.



3. CONCLUSAO

Independentemente do protocolo de instrumentagéo ou da SQA utilizada
durante o PQM, remanescentes de endotoxinas podem ser encontrados nos
canais radiculares de dentes com infeccdo endoddntica. Protocolos que
incluiam ativagdo das SQA, assim como a renovagao constante das mesmas
podem garantir esta reducao para niveis significantes.

As endotoxinas sdo potentes estimuladores do sistema imunolégico do
hospedeiro na produgcé&o de mediadores quimicos da inflamagéo.

Sao necessarias pesquisem que visem avaliar a real relagcdo entre o

remanescente endotdxico e a perpetuagao da infecgéo periapical.
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