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Resumo

Introdução: O lipolissacarídeo (LPS) é um componente majoritário da parede 
celular de bactérias gram-negativas, reconhecido como potente indutor de res-
posta inflamatória e de reabsorção óssea. Objetivo: Investigar o efeito do LPS 
de Escherichia coli, sobre a proliferação de osteoblastos. Métodos: Os osteoblastos 
foram cultivados com diferentes concentrações de LPS (0,1, 1 e 10µg/ml) e as cul-
turas do grupo controle não receberam a adição desse composto. A análise da 
proliferação celular foi realizada por meio do teste MTT. Resultados: A adição 
de LPS, na concentração de 1µg/ml, diminuiu a proliferação celular (porém de 
maneira estatisticamente não significante), quando comparado com as células do 
grupo controle e demais grupos. Conclusão: Esse resultado sugere que a prolife-
ração de osteoblastos pode ser afetada pelo LPS de Escherichia coli e, sendo assim, 
poderia ter um papel importante nos quadros de destruição óssea por infecção 
de bactérias gram-negativas.

Descritores: Reabsorção óssea; Osteoblastos; LPS.

Abstract 

Introduction: LPS is the major component of the gram-negative bacterial cell wall. 
It is traditionally recognized as an endotoxin which induces a strong response 
from normal animal immune systems and bone loss. Objective: In this study, we 
investigated the effect of LPS, extracted of Escherichia coli, on the proliferation of 
osteoblasts. Methods: The osteoblasts were cultured with different concentration 
of LPS (0.1, 1 and 10µg/ml). Untreated cultures were used as controls. The analy-
sis of the cellular proliferation was performed using the MTT method. Results: 
The results revealed a non-significant decrease in the proliferation of osteoblasts 
treated with 1µg/ml of LPS. Conclusion: LPS of Escherichia coli may promote a 
decrease in osteoblasts proliferation and play an important role in cases of bone 
loss after gram-negative infection.
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Introdução

O tecido ósseo é um tecido conjuntivo 
especializado que, em conjunto com o tecido 
cartilaginoso, forma o sistema esquelético. Os 
tipos celulares específicos desse tecido são os 
osteoblastos, os osteócitos e os osteoclastos. 
Os osteoblastos têm como função primordial a 
formação de osso, e nesse processo formativo 
acabam por ficar aprisionados em seu próprio 
produto secretório (matriz mineralizada), sendo 
progressivamente diferenciados em osteócitos1. 
Já os osteoclastos são essenciais no processo de 
remodelamento por serem responsáveis pela re-
absorção óssea2, 3.	

O metabolismo ósseo é um processo con-
tínuo e dinâmico de reabsorção e de deposição 
óssea regulado localmente por redes de hormô-
nios, citocinas e outros fatores. Em situações 
patológicas, que incluem a osteoporose, a artri-
te reumatoide, a osteoartrite e infecções ósseas, 
citocinas e mediadores locais são responsáveis 
pelo aumento da reabsorção osteoclástica e pela 
inibição da reparação nos locais onde houve per-
da óssea4.

Bactérias e seus produtos causam perda 
óssea inflamatória em um grande número de 
condições, incluindo otite crônica média, perio-
dontite, lesões endodônticas, perda de implan-
tes ortopédicos etc.5. Entretanto, ainda não está 
suficientemente claro como elas provocam essa 
perda óssea, existindo três possibilidades: ou as 
bactérias destroem diretamente os componentes 
ósseos por liberação de ácidos e proteases; ou 
elas acarretam processos celulares que estimu-
lam a degradação óssea; ou inibem a síntese de 
matriz óssea6.

O lipopolissacarídeo (LPS), componente 
da parede de bactérias gram-negativas, foi o pri-
meiro elemento bacteriano cuja capacidade de 
induzir reabsorção óssea já foi demonstrada7. 

Várias evidências têm estabelecido o con-
ceito de que o LPS estimula os osteoblastos e 
outras células a secretarem vários fatores pro-
motores de reabsorção óssea como a prostaglan-
dina E2 (PGE2) e as citocinas: fator de necrose 

tumoral a (TNF-a) e a interleucina 1 (IL-1) nos 
tecidos inflamados6, 8, 9, 10, 11.

Entretanto, os mecanismos de ação envol-
vidos nesse processo não estão totalmente eluci-
dados. Especificamente, não está claro se o LPS 
aumenta a osteoclastogênese diretamente tendo 
como alvo os precursores de osteoclastos ou in-
diretamente por meio de células intermediárias 
como os osteoblastos5, 12. Devido à grande pre-
valência na população em situações de perdas 
ósseas por infecção bacteriana, é fundamen-
tal compreendermos o processo pelo qual essa 
infecção produz reabsorção óssea, até mesmo 
para condução de terapias mais eficazes. Desse 
modo, neste artigo, propõe-se avaliar o efeito do 
lipolissacarideo de Escherichia coli sobre a proli-
feração de osteoblastos.

Material e métodos 

Este estudo foi conduzido no laborató-
rio de cultivo celular do curso de Mestrado em 
Ciências da Reabilitação da Universidade Nove 
de Julho (Uninove). As células utilizadas foram 
osteoblastos da linhagem OSTEO-113, gentil-
mente doadas pela professora Márcia Martins 
Marques, da Faculdade de Odontologia da 
Universidade de São Paulo USP/SP. 

A linhagem foi cultivada no meio de cul-
tura de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM-
Vitrocell, Campinas, SP, Brasil), contendo 10% de 
soro fetal bovino (FBS) (Cultilab, Campinas, SP, 
Brasil). As culturas foram mantidas em estufa 
(HEPA class 3110, Thermo Electron Corporation, 
Marietta, OH, EUA) a 37 ºC, numa atmosfera 
úmida contendo 5% de CO2. O monitoramento 
do crescimento celular foi realizado a cada 24 ho-
ras, utilizando-se microscópio invertido de fase 
(Eclipse TE 2000U, Nikon, Melville, NY, EUA). 
O subcultivo foi realizado quando a monocama-
da celular tornou-se subconfluente, objetivando 
a perpetuação da linhagem celular, sempre em 
fluxo laminar (Linha 400, Pachane, Piracicaba, 
SP, Brasil). Para tanto, o sobrenadante foi re-
movido, as células lavadas com tampão PBS1X 
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(NaCl 140mM; KCl 2,5mM; Na2HPO4 8mM; 
KH2PO4 1,4mM; pH 7.4) e tratadas com solução 
de tripsina 0,25%, durante três minutos, a 37 °C. 
Após incubação foi realizada nova lavagem com 
meio, centrifugação a 1.200 rpm, a 20 °C, por cin-
co minutos (Centrífuga Excelsa 4-280R, Fanem, 
São Paulo, SP, Brasil) e, posteriormente, ressus-
pensão em 1 ml de meio DMEM. A viabilidade 
das células foi avaliada por contagem com co-
rante vital azul de Trypan (0,4%), e utilizadas, 
nos ensaios, as culturas com viabilidade maior 
que 95%.

Ensaio de proliferação celular 
(método MTT)

A metodologia se baseia na habilidade da 
enzima mitocondrial desidrogenase, encontrada 
somente em células viáveis, em clivar os anéis de 
tetrazólio do MTT, formando cristais azuis es-
curos de formazana, os quais são impermeáveis 
às membranas celulares, ficando então retidos 
no interior das células viáveis14, 15. A posterior 
lise celular faz com que esses sais de formazana 
sejam liberados. O número de células viáveis é 
diretamente proporcional ao nível desses cris-
tais produzidos.

Para avaliar o efeito do LPS sobre as li-
nhagens celulares, os osteoblastos (1x104/poço) 
foram incubados em placas de cultura de fun-
do chato de 96 poços (Costar Corp., Cambridge, 
MA, USA) e mantidos em meio DMEM (10% 
SFB). A proliferação foi avaliada após 24 e 48 
horas de cultivo.

O LPS de Escherichia coli O26:B6 (Sigma, St. 
Louis, MO, EUA) foi adicionado ao meio de cul-
tura das células nas concentrações de 0,1, 1 e 10 
mg/mL4, 5, 12. Os grupos controle não receberam o 
tratamento com o LPS.

Após cada período de cultivo, foi re-
alizada a lavagem com 200 ml de PBS 1x, e 
adicionados 50 ml de MTT (0,5 mg/ml em 
tampão) (3-[4,5-Dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphe
nyltetrazolium bromide; Thiazolyl blue – 
SIGMA), posteriormente foi feita uma incubação 
de quatro horas, a 37 °C.

Terminado o tempo de incubação, a solu-
ção foi removida, sendo adicionados 100 ml de 
isopropanol para ressuspender e solubilizar 
o precipitado. Por fim, realizou-se a leitura da 
placa com auxílio de um leitor de placas a uma 
absorbância de 620 nm14. 

Análise dos resultados
Para a análise dos dados, utilizaram-se 

média, desvio-padrão e a análise de variân-
cia (one-way ANOVA) com auxílio do softwa-
re GraphPad InStat-3. Selecionou-se esse teste 
estatístico por se tratar de grupos não-parea-
dos. Quando observadas diferenças estatisti-
camente significantes (p ≤ 0.05), aplicava-se o 
pós-teste Tukey.

Resultados

Nas primeiras 24 horas de cultivo celular 
na presença de LPS, não houve diferença entre a 
proliferação celular dos grupos experimentais e 
do grupo controle (Figura 1).

Após 48 horas de cultivo, foi possível ob-
servar que houve uma tendência de diminuição 
da proliferação celular no grupo tratado com 
LPS na concentração de 1µg/ml em comparação 
com o controle e com todas as outras concentra-

Figura 1: Valores obtidos de absorbância 
de acordo com os grupos experimentais, 
após 24 horas. Não houve diferença 
estatisticamente significante entre os 
grupos (p>0,05)
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ções, entretanto, sem diferença estatisticamente 
significante (Figura 2). 

Discussão

O LPS é tido como indutor indireto de os-
teoclastogênese5, 6. Neste estudo, utilizou-se o 
LPS, advindo de E. coli, por já ter sido usado em 
estudos anteriores com culturas de osteoblas-
tos4, 16, 17, 18.

Em uma pesquisa conduzida por Shoji et 
al.12, em 2006, utilizando o mesmo LPS deste es-
tudo (E. coli 026-B6), mas avaliando a linhagem 
de osteoblastos Saos-2 (derivada de osteossar-
coma humano), mostrou que o LPS nas concen-
trações de 1 e 10 µg/ml, foi capaz de reduzir a 
proliferação celular, avaliada por um método 
metabólico, após cinco dias de cultura12. No tra-
balho aqui apresentado, observou-se que o efei-
to do LPS sobre osteoblastos OSTEO-1 pode se 
dar de forma muito mais precoce, já que se ve-
rificou que após um período de apenas 48 horas 
a concentração de 1µg/ml capaz de induzir uma 
tendência de diminuição na proliferação. Essa 
diferença de resultados pode estar relacionada a 
diferenças na linhagem celular, ao período estu-
dado e ao tipo de metodologia empregada.

Em 1999, Kadono et al.19, ao aplicarem di-
ferentes concentrações de LPS de P. gingivalis 

(de zero a 100 ng/ml), em cultura primária de 
osteoblastos de calvária de ratos não observa-
ram qualquer diferença na proliferação celular, 
aferida por quantidade DNA celular, entre seus 
grupos. A diferença em relação ao nosso resul-
tado pode ser devido a diferenças na resposta ao 
LPS de P. gingivalis, ou diferenças no método de 
aferição da proliferação.

Katono et al.17 observaram que células de 
linhagem de osteossarcoma humano não dimi-
nuíam sua proliferação, avaliada por um méto-
do metabólico, apesar da introdução do LPS de 
E. coli na concentração de 100 ng/ml, constatan-
do que ela era capaz apenas de interferir na di-
ferenciação celular e na quantidade de fosfatase 
alcalina produzida.

A despeito dos resultados contrastantes 
em relação ao papel inibitório do LPS na cul-
tura de osteoblastos, tem-se como certo o seu 
papel indutor da resposta inflamatório e de 
reabsorção óssea. Ressalte-se que, apenas pelo 
fato de ele ser capaz de inibir a proliferação de 
osteoblastos nos tecidos, ele já seria responsá-
vel pelo atraso na reparação óssea. Contudo, 
observando a literatura, constatou-se que o 
possível papel do LPS não se resume somente 
a interferência na proliferação, mas também na 
formação de osteoclastos independentemente 
da presença de osteoblastos5; do aumento de 
citocinas inflamatórias com ação fundamental 
no metabolismo ósseo, tais como TNF-a, IL-1, 
IL-6, PGE2, e da matriz metaloproteinases 1, 2, 
3 e 9 e osteoproteogerina5, 6, 8, 9, 17, 18, 20.

Conclusão

Neste estudo, mostrou-se que houve uma 
tendência de diminuição da proliferação de os-
teoblastos, em curto prazo, tratados com LPS, 
na concentração de 1µg/ml; entretanto, mais 
estudos são necessários, para melhor compre-
ensão do processo de reabsorção e reparação 
óssea mediada por bactérias, devido a sua com-
plexidade e presença de múltiplos mediadores 
envolvidos.

Figura 2: Valores obtidos de absorbância de 
acordo com os grupos experimentais, após 48 
horas. Diminuição da densidade ótica (DO) do 
grupo tratado com LPS 1 μg/ml, comparado 
aos demais, porém sem significância 
estatística (p > 0,05)
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