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Efeito da Nicotina no Processo de Formacao
Ossea Alveolar: Estudo em Culturas Celulares
de Osso Alveolar Humano

Maria de Lurdes Lobo Pereira*, Joao F.C. Carvalho* *,

Maria Helena Raposo Fernandes * * *, Fernando Peres * * * *

Resumo: A nicotina parece ter um papel importante nos efeitos nefastos do fumo do tabaco no tecido 6sseo,
provavelmente devido a uma combinacdo de mecanismos.

O objectivo deste trabalho foi caracterizar o efeito da nicotina (0,05 a 1mg/ml) na proliferacdo e diferenciagéio
osteobldstica de células de osso alveolar humano, numa gama de concentracées representativa dos niveis
salivares determinados nos consumidores de tabaco.

As culturas celulares (19 subcultura) foram mantidas por um periodo de 35 dias, tendo a nicotina sido adicionada
apds o processo de adesdo celular (culturas de 24 h).

A nicotina provocou efeitos dependentes da dose. Na presenca de concentracées inferiores a 0,3 mg/mi,
observou-se um efeito de estimulacdo na prolifera¢éio celular, actividade da fosfatase alcalina e formagéio de uma
matriz mineralizada. A exposicdo a concentragées superiores resultou num efeito negativo nestes pardmetros
celulares.

Os resultados sugerem que os efeitos da nicotina na proliferacéio e diferenciagéio osteobldstica de células de osso
alveolar humano podem modular o metabolismo 6sseo por um efeito directo e, consequentemente, influenciar os
processos de cicatriza¢éio 6ssea alveolar.

Palavras-Chave: Nicotina; Culturas celulares de osso alveolar humano; Proliferacio celular; Diferenciacio osteoblastica

Abstract: Nicotine appears to play a significant role in the adverse effects of tobacco smoking in the bone tissue,
most probably due to a combination of mechanisms.

The aim of this work was to characterise the effect of nicotine (0,05 to I mg/ml) in the proliferation and osteoblastic
differentiation of human alveolar bone cells, in a concentration range representative of the levels found in the
saliva of the average tobacco user. The cell cultures (first subculture) were maintained for 35 days and nicotine was
added after the cell adhesion process (cultures with 24 h).

Nicotine caused a dose-dependent effect. The presence of concentrations lower than 0.3 mg/ml caused an increase
in the cell proliferation, alkaline phosphatase activity and matrix mineralization. The exposure to higher levels
resulted in negative effects in these cellular parameters.

Results suggest that the effects of nicotine in the proliferation and osteoblastic differentiation of human alveolar
bone cells might directly modulate bone metabolism and, consequently, affect alveolar bone cicatrization.
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INTRODUCAO

A criacdo de um defeito dsseo alveolar desencadeia um
processo que se caracteriza por uma sequéncia de fené-
menos inflamatdrios, fibroplasicos, angiogénicos, osteogé-
nicos e de epitelizacao, culminando com o preenchimento
do alvéolo por novo o0sso®. A formacdo de novo 0sso
envolve uma complexa série de eventos que incluem a
migracdo de células osteoprogenitoras e a sua proliferacao
e diferenciacdo em osteoblastos, que sintetizam uma
matriz extracelular colagenosa que é subsequentemente,
mineralizada®. A formacdo de uma matriz dssea minera-
lizada é condicdo necessdria para a reabilitacdo das
estruturas envolvidas, a qual pode ocorrer simultanea-
mente ou apos a cicatrizacao®.

0 processo de cicatrizacdo alveolar foi descrito com
detalhe por vdrios autores®® que mostraram que a for-
macdo de novo 0sso é um fendmeno precoce durante o
processo cicatricial. Amler descreveu o aparecimento de
uma matriz 6ssea ndo mineralizada entre 0 4° e 0 7° dia e
mostrou a sua mineralizacdo pelo método de von Kossa ao
20° dia®. Boyne referiu a formacdo de novo 0sso nos
espacos medulares justa - alveolares entre o0 7° e 8° dia®.
0 tecido 6sseo inicialmente formado ¢ um tecido esponjoso
primdrio que é obtido por uma rdpida deposicdo de matriz
ao longo dos trajectos vasculares presentes no tecido de
granulacdo. Caracteriza-se por possuir uma matriz pouco
organizada e rica em elementos celulares e por ter uma
fraca resisténcia a carga”. No entanto, a formacdo deste
tecido dsseo é essencial no processo de cicatrizacdo, pois
constitui uma fonte de células osteoprogenitoras e é
ricamente vascularizado®.

Ha uma grande variedade de factores que influenciam
a cicatrizacdo 6ssea, sendo os mais significativos relacio-
nados com ma-nutricao, diabetes, osteoporose, artrite reu-
matéide e tabagismo®. Em relacdo ao tabagismo, os varios
estudos sugerem uma contribuicdo significativa da nicotina
nos efeitos negativos que se observam no tecido §sseo®™.
A nicotina apresenta um leque variado de accdes que se
manifestam a nivel da resposta imunitaria®™', na
angiogénese e revascularizacao™™ e na reepiteliza-
cao™™, entre outras. Estas accoes podem contribuir, pelo
menos em parte, para o efeito negativo da nicotina nos
processos de cicatrizacdo em geral e do tecido 6sseo em
particular. Estd também documentado um efeito directo da
nicotina nas células dsseas. No entanto, a informacao
disponivel é dispersa pois estes estudos tém sido condu-
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zidos em condicoes experimentais muito diversas no que
diz respeito ao modelo celular, gama de concentracdes de
nicotina estudada e tempo de exposicdo. Acresce ainda que
muitos dos trabalhos foram efectuados em células
animais"® ou linhas celulares imortalizadas™*, e a
utilizacdo de células humanas tem sido pouco
frequente®®,

A nicotina estd presente em grande quantidade no
fumo do tabaco e é detectada no plasma e fluidos orais dos
consumidores de tabaco™.

Sao varios os autores que determinaram as concen-
tracdes plasmaticas de nicotina. Assim, Russel e col descre-
veram niveis plasmaticos que variam de 4 e 72 ng/ml®. 0
mesmo autor, noutro estudo em que comparou os niveis de
nicotina imediatamente apds o acto de fumar e a utilizacao
de pastilhas elasticas de nicotina, mediu concentracdes
plasmaticas que oscilam entre 15,5 e 48,4 ng/ml®. A
forma de utilizacdo do tabaco (por inalacdo ou oralmente)
ndo parece causar grande variacdo nas concentracdes
plasmaticas de nicotina. Com efeito, Hill e col referiram que
o0s niveis plasmaticos oscilam entre 22,6 e 73 ng/ml
imediatamente ap6s o uso do tabaco, independentemente
da forma como é utilizado®. Gritz e col® mostraram que
0s niveis sanguineos nos mascadores de tabaco eram
semelhantes aos encontrados nos fumadores de cigarros e
oscilavam entre 11,2 e 45,8 ng/ml. A avaliacdo dos niveis
plasmaticos de nicotina nos fumadores de cigarros e nos
fumadores de charuto ou cachimbo mostrou valores da
ordem dos 15,7 ng/ml e 10,8 ng/ml respectivamente®.
Verifica-se assim uma relativa uniformidade nos valores
encontrados por diferentes autores.

A nicotina estd presente no fluido crevicular em
concentracdes muito superiores as determinadas no
plasma®. Ryder e col encontraram valores de 5961 ng/ml
apos exposicao ao fumo do tabaco por um periodo de 1 a
5 minutos®. H3 também estudos que referem a presenca
da nicotina nas superficies radiculares dos dentes com
doenca periodontal grave®.

Relativamente aos niveis salivares de nicotina, hd uma
dispersao na informacdo disponivel na literatura. Assim,
alguns autores descreveram niveis salivares que variam
entre 96 ng/ml e 1,6 mg/ml mas ndo especificaram a
forma de utilizacao do tabaco (Pabst e col, Tipton e col,
McGuire e col, citados por James e col)®". Hoffamn e col de-
terminaram niveis salivares de nicotina entre 0,07 e 1,56
mg,/ml nos individuos mascadores de tabaco®. Ryder e col,
num estudo em que avaliaram as concentracoes salivares
de nicotina imediatamente antes e apds o acto de fumar
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um cigarro, observaram, respectivamente, concentracdes
de 109 ng/ml e 1821 ng/ml®®. Sequndo os autores, estes
resultados sugerem que, durante a permanéncia do fumo
do tabaco na cavidade oral, existe uma elevada incor-
poracdo de nicotina (e, provavelmente, de outros consti-
tuintes do fumo) na saliva. Também, Payne e col e Bene-
zwig e col (cits por James e col) indicaram que, durante o
acto de fumar, as concentracdes de nicotina podem atingir
valores muito mais elevados que os normalmente descritos
para o plasma e saliva®.

A cavidade oral do fumador e outros consumidores de
tabaco estd sujeita aos efeitos locais e sistémicos da nico-
tina. Os efeitos locais traduzem-se por uma accdo directa
nas células do epitélio oral e, também, em estruturas
menos acessiveis como o tecido dsseo, nas situacdes de
perda de integridade tecidular, por exemplo, durante o
processo de cicatrizacdo que ocorre apds a criacdo de um
defeito dsseo alveolar.

0 tecido 6sseo oral, em particular o 0sso alveolar, possui
uma elevada taxa de remodelacao® e, deste modo, é muito
sensivel as caracteristicas do meio circundante, nomea-
damente a presenca de substancias exégenas como, por
exemplo, a nicotina. As culturas de células provenientes de
0ss0 alveolar humano efectuadas em determinadas condi-
cdes experimentais expressam a sequéncia completa de
diferenciacdo osteobldstica®??. Estas culturas celulares
apresentam uma fase proliferativa e a formacdo de uma
matriz extracelular mineralizada, numa sequéncia temporal
de 21 - 28 dias. Este comportamento é semelhante ao
observado durante o processo de cicatrizacao alveolar.
Assim, as culturas de células osteobldsticas provenientes de
0sso alveolar humano constituem um modelo potencial
para o estudo da fisiologia e farmacologia deste tecido
6sseo. 0s resultados de um estudo efectuado recentemente
mostraram que a nicotina induz alteracdes significativas na
morfologia das células de 0sso alveolar humano em cultura
e também interfere com a sua proliferacdo®. O presente
trabalho tem como objectivo a caracterizacdo mais
completa do efeito da nicotina sobre o comportamento de
proliferacao/diferenciacdo deste tipo celular. As culturas
celulares de osso alveolar foram expostas a uma gama de
concentracdes de nicotina representativa dos niveis
presentes na saliva de consumidores de tabaco e avaliadas
relativamente a proliferacao celular, actividade de fosfatase
alcalina e capacidade de formacdo de uma matriz
extracelular mineralizada.
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MATERIAIS E METODOS

Obtencéao das culturas celulares

As culturas de células osteobldsticas foram esta-
belecidas a partir de osso alveolar humano resultante de
procedimentos cirGrgicos na cavidade oral. A cultura
primdria foi obtida pela técnica de explante®. O o0sso
alveolar foi cortado em pequenos fragmentos que foram
cultivados em frascos de 25 cm? em “o-Minimal Essential
Medium” enriquecido com 10% de soro bovino fetal e na
presenca de gentamicina (50 pg/ml), penicilina-
estreptomicina (10.000 U/ml e 10.000 pg/ml, respecti-
vamente) e anfotericina B (2,5 pg/ml).

As culturas foram incubadas a 37° C numa atmosfera
himida contendo 95% de ar e 5% de CO,. O meio de
cultura foi renovado semanalmente até ao aparecimento
das primeiras células.

A migracdo celular a partir dos fragmentos 6sseos
verificou-se cerca de 10 dias ap6s o inicio da cultura
primaria, sendo esta mantida até préximo da confluéncia,
com renovacao do meio de cultura duas vezes por semana.
Nesta fase, os fragmentos foram removidos e as células
aderentes libertadas enzimaticamente com tripsina e
colagenase (0,04% e 0,025%, respectivamente) durante
aproximadamente 10 minutos.

A suspensao celular obtida por libertacdo enzimdtica
das células da cultura primdria foi cultivada durante 35 dias
em placas de 96 pocos a uma densidade de 10* célu-
las/cm? na auséncia (culturas controlo) e na presenca de
nicotina. As condicdes experimentais foram semelhantes as
descritas na obtencdo da cultura primdria, mas o meio de
cultura foi suplementado com dcido ascérbico (50 pg/ml),
B-glicerofosfato de sodio (10 mM) e dexametasona (10
nM). A nicotina (-)-Nicotine, ([-]-1-metil-2-(3-pirrolidina)),
foi adicionada as culturas apds o processo de adesao celular
(culturas de 24 horas) e esteve presente durante todo o
tempo de incubacdo. 0 meio de cultura foi substituido trés
vezes por semana. Utilizaram-se as seguintes concen-
tracdes nicotina: 0,05 mg/ml (0,3 mM); 0,1 mg/ml (0,6
mM); 0,2 mg/ml (1,2 mM); 0,3 mg/ml (1,8 mM); 0,4
mg/ml (2,4 mM); 0,5 mg/ml (3 mM) e 1 mg/ml (6 mM).

As culturas controlo e as culturas expostas a nicotina
foram caracterizadas nos dias 5, 7, 14, 21, 28 e 35 rela-
tivamente ao conteddo em proteina total, actividade de
fosfatase alcalina e capacidade de formacdo de depésitos
minerais (neste caso, nos dias 7, 14, 21, 28 e 35).
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Caracterizacao das culturas celulares
Métodos bioquimicos

Conteudo em proteina total
0 contetido em proteina total foi avaliado pelo método
de Lowry®®, apds a remocdo do meio de cultura, lavagem
com tampao PBS (“Phosphate Buffer Solution”) e dissolu-
cdo da camada celular com NaOH a 0,1 M. Os resultados
foram expressos em microgramas de proteina total por cen-
timetro quadrado (pg/cm?).

Actividade da fosfatase alcalina

A actividade da fosfatase alcalina foi determinada em
lisados da camada celular (tratamento com 0,1% de Triton)
pela hidrélise do p-nitrofenilfosfato e determinacdo
espectrofotométrica do p-nitrofenol formado (A = 405 nm).
A actividade da fosfatase alcalina foi expressa em nmol de
substrato metabolizado por minuto e por pg de proteina
(nmol/min/pg proteina).

Métodos histoquimicos

As culturas foram lavadas com PBS e fixadas com
glutaraldeido a 1,5% em tampado cacodilato de sédio a 0,14
M durante 10 minutos, sequindo-se lavagem com &qua
destilada. As culturas fixadas foram coradas histoquimi-
camente para a presenca de fosfatase alcalina e de depé-
sitos de célcio e de fosfato. Sequiu-se a observacao num
microscopio optico de contraste de fase e fotografia num
sistema de imagem digital.

Fosfatase alcalina

Apos fixacdo, as culturas foram incubadas no escuro,
durante 1 hora, com uma solucdo de o-naftil fosfato de
sodio e “fast blue RR salt” em tampdo Tris a 0,1 M, pH 10.
No fim do tempo de incubacao, a reaccao foi interrompida
por lavagem das amostras com dgua destilada. A reaccao
positiva foi identificada por uma coloracao que variou entre
o0 amarelo acastanhado e o preto, dependendo da activi-
dade da enzima.
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Depésitos de calcio -
Método da alizarina vermelha (AV)

As culturas celulares, ap6s fixacao, foram cobertas com
uma solucdo de alizarina vermelha S a 1% em NH4 OH a
0,028%, pH 6,4, durante dois minutos, sendo depois
lavadas com dqua destilada e posteriormente com etanol
acido. A presenca de depositos de célcio foi identificada
pelo aparecimento de uma coloracdo vermelha na matriz.

Depositos de fosfato -
Método de von Kossa (VK)

As culturas fixadas foram cobertas com uma solucdo de
nitrato de prata 0,1% e mantidas sob luz ultravioleta
durante 1 hora. Terminado o tempo de incubacdo, as
amostras foram lavadas com dqua destilada e recobertas
com uma solucdo de tiosulfato de sodio a 0,5%, durante
dois minutos, e depois novamente lavadas com dqua
destilada. Os depésitos de fosfato apresentaram uma
coloracdo negra.

Analise estatistica

Foram efectuadas seis experiéncias independentes,
sendo as culturas celulares estabelecidas a partir de mate-
rial bioldgico proveniente de pacientes diferentes. Em cada
experiéncia, foram efectuadas 6 réplicas. Observou-se uma
relativa variabilidade entre experiéncias, mas o padrao de
comportamento das culturas efectuadas em situacao
controlo e na presenca de nicotina foi idéntico nos varios
ensaios. Apresentam-se os resultados de uma experiéncia
considerada representativa.

0s resultados foram avaliados estatisticamente pelo
método ANOVA. As diferencas observadas entre as culturas
controlo e as culturas expostas a nicotina foram determi-
nadas pelo método de Bonferroni, em que os valores de p
< 0,05 foram considerados significativos.

RESULTADOS

A migracdo celular a partir dos fragmentos 06sseos
observou-se a partir da 22 semana de cultura (Figura 1A).
As células proliferaram de forma gradual, em redor dos
fragmentos, originando agrupamentos celulares que se foram
interli-gando ao longo do tempo de incubacdo. A cultura
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Figura 1 - Aspecto morfoldgico de uma cultura priméaria de osso alveolar humano. Células em cultura (auséncia de coloracdo): A - cultura com 15 dias (40x).
Culturas coradas para presenca de fosfatase alcalina: B - 15 dias (100x); € - 15 dias (200x); D - 28 dias (aspecto macroscopico).

primdria foi mantida durante aproximadamente 20 dias,
tempo necessdrio para se verificar a ocupacdo quase
completa da superficie de cultura (cerca de 80 a 90% de
confluéncia). A confirmacdo do fenétipo osteoblastico das
células em cultura foi efectuada pela identificacdo
histoquimica da fosfatase alcalina (Figuras 1B, 1C e 1D). As
células da primeira passagem foram cultivadas durante 35
dias na auséncia e na presenca de nicotina.

Efeito da Nicotina na proliferacao celular

0 efeito da nicotina na proliferacao celular foi avaliado
através da determinacdo do conte’ldo em proteina total
(Figura 2A).

As culturas controlo apresentaram um aumento do
conteddo proteico até ao dia 28, sendo mais acentuado
durante a 4° semana de cultura.

A exposicao das culturas a nicotina nas concentracdes
de 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml e 0,2 mg/ml resultou num
aumento do contelldo em proteina total durante todo o
tempo de incubacao, sendo este efeito proporcional a dose.
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Assim, no dia 21 e relativamente a situacao controlo,
observou-se um aumento de respectivamente 12,9%,
26,9% e 68,9%. Na presenca de 0,3 mg/ml de nicotina
verificou-se um ligeiro efeito inibitério no conteddo em
proteina total durante a 12 semana mas, logo a seguir, um
aumento significativo deste parametro (cerca de 52%, no
dia 21).

A nicotina, em concentracdes iguais ou superiores a
0,4 mg/ml, provocou uma diminuicdo do conteddo em
proteina total, dependente da dose. Assim, as culturas
expostas a 0,4 mg/ml apresentaram um aumento gradual
do conteddo em proteina total, ao longo do tempo de
incubacdo, mas os valores foram cerca de 50% dos obser-
vados nas culturas controlo. Na presenca de 0,5 mg/ml os
niveis foram baixos e estdveis durante as duas primeiras
semanas, ocorrendo sequidamente uma descida gradual ao
longo do restante tempo de cultura. As culturas expostas a
1 mg/ml apresentaram niveis insignificantes de proteina
total.
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Figura 2 - Efeito da nicotina no conteddo em proteina total (A) e actividade
de fosfatase alcalina (B) de culturas celulares de osso alveolar humano.
Situacdo controlo (m). Presenca de nicotina: 0,05 (m); 0,1 (m); 0,2 (m); 0,3 (m);
0,4();0,5 (m)e1 (=) mg/ml.

“Significativamente diferente da situacdo controlo

Efeito da nicotina na actividade
de fosfatase alcalina

A actividade de fosfatase alcalina das culturas celulares
(Figura 2 B) foi expressa em nmol de substrato hidrolisados
por minuto e por pg de proteina, deste modo, normalizada
em termos de crescimento celular.

Nas culturas controlo, a actividade da fosfatase alcalina
aumentou de modo significativo nas 22 e 32 semanas de
cultura, seguindo-se uma fase estaciondria. Os valores
maximos foram observados entre os dias 21 e 28.

A exposicdo das culturas a niveis de nicotina compre-
endidos entre 0,05 e 0,3 mg/ml resultou num aumento da
actividade da fosfatase alcalina, que foi dependente da
dose. A estimulacao foi sobretudo evidente durante a 3°
semana de cultura e os valores maximos foram observados
por volta do dia 21. A partir da 4% semana, observou-se
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uma diminuicdo progressiva da actividade enzimatica,
sendo este efeito mais acentuado nas culturas expostas a
0,2 e 0,3 mg/ml de nicotina.

A exposicdo a concentracbes de nicotina iguais ou
superiores a 0,4 mg/ml resultou numa inibicdo da activi-
dade da fosfatase alcalina ao longo de todo o tempo de
incubacdo. Este efeito foi dependente da dose. Na presenca
de 0,4 mg/ml, o padrdo de variacdo da actividade da
enzima foi semelhante ao do controlo, mas os valores
observados foram significativamente menores. As culturas
tratadas com 0,5 mg/ml mostraram niveis de fosfatase
alcalina muito baixos, mas ainda mensurdveis; na presenca
de 1 mg/ml, os valores foram insignificantes.

0 efeito dose - dependente da nicotina na actividade de
fosfatase alcalina das células de osso alveolar foi também
evidente na observacao microscépica das culturas coradas
histoquimicamente para presenca desta enzima. Na figura 3,
que mostra o aspecto das culturas nos dias 21 e 28, é bem
visivel o efeito de estimulacdo da nicotina nas
concentracdes de 0,1 a 0,3 mg/ml e o efeito inibitério na
presenca de 0,4 mg/ml.

0 efeito mais caracteristico da nicotina na morfologia
celular é a vacuolizacdo do citoplasma. Este processo foi
descrito em detalhe num estudo anterior® e estd docu-
mentado na figura 3.

Efeito da nicotina na formacao
de depositos mineralizados

A Figura 4 mostra o aspecto macroscépico das culturas
celulares de osso alveolar coradas histoquimicamente para
a identificacdo de depdsitos de cdlcio (reaccao da Alizarina
vermelha, AV) e de depésitos de fosfato (reaccao de von
Kossa, VK).

As culturas controlo apresentaram reaccdes histoqui-
micas positivas no dia 28, tendo a intensidade de coloracao
aumentado até ao dia 35.

Na presenca de 0,05 a 0,3 mg/ml de nicotina as
reaccoes de coloracdo foram positivas no dia 21, e acen-
tuaram-se ao longo do tempo de incubacdo. Nos dias 21 e
28, as reaccoes de coloracdo foram mais intensas nas
culturas tratadas com 0,2 e 0,3 mg/ml de nicotina. No final
do periodo de incubacdo, dia 35, a intensidade de coloracao
foi idéntica nas culturas controlo e nas culturas tratadas com
nicotina.

As culturas expostas a concentracdes de nicotina de 0,4
a 1 mg/ml apresentaram as reaccdes de AV e VK negativas.
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Figura 3 - Aspecto de culturas celulares de osso alveolar humano coradas
histoquimicamente para a presenca da fosfatase alcalina.

A-F) Culturas com 21 e 28 dias, 40x. Cultura controlo (A) e culturas expostas
a 0,05 (B), 0,1 (C), 0,2 (D), 0,3 (E) e 0,4 (F) mg/ml de nicotina.

G-1) Culturas com 7 dias, 200x. Pormenor da ac¢do da nicotina na morfologia
celular. Culturas controlo (G) e culturas expostas a 0,3 (H) e 0,4 (1) mg/ml de
nicotina.

A Figura 5 evidencia, a nivel microscopico, o efeito de
estimulacdo da nicotina no processo de formacdo de
depdsitos minerais em culturas celulares expostas a
0,2 mg/ml. Os resultados relativos aos dias 21 e 28
mostraram que o processo de mineralizacao iniciou-se mais
precocemente nas culturas tratadas com nicotina, em
comparacao com o observado na situacao controlo.

DISCUSSAO

0 efeito da nicotina a nivel das células dos tecidos pro-
venientes da cavidade oral tem sido estudado principal-
mente em células epiteliais®” e fibroblastos gengivais e
periodontais®***¥, por constituirem os tipos celulares que
estdo sujeitos aos efeitos directos da nicotina presente nos
fluidos orais. No entanto, a caracterizacdo do efeito da
nicotina nas células 6sseas provenientes do 0sso alveolar é
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Figura 4 - Efeito da nicotina na capacidade de formacdo de uma matriz
mineralizada em culturas de osso alveolar humano. Aspecto macroscopico
de culturas celulares com 21, 28 e 35 dias, coradas histoquimicamente para
a visualizacdo de depdsitos de célcio (AV - Alizarina vermelha) e depdsitos
de fosfato (VK - von Kossa). Culturas controlo (A). Culturas expostas a
nicotina: 0,05 (B), 0,1 (C), 0,2 (D), 0,3 (E), 0,4 (F), 0,5 (G) e 1 (H) mg/ml.

Figura 5 - Aspecto microscopico de culturas celulares de osso alveolar
humano com 21, 28 e 35 dias, coradas histoquimicamente para a presenca
de depdsitos de cdlcio (reaccdo de Alizarina vermelha). Culturas controlo (A)
e culturas expostas a 0,2 mg/ml de nicotina (B).

igualmente relevante, pois hd situacdes em que estas cé-
lulas podem sofrer a influéncia de um efeito local. Salien-
tam-se os casos em que ha quebra da integridade dos
tecidos orais, por exemplo durante o processo de cicatri-
zacao alveolar. Este processo foi descrito detalhadamente

Revista Portuguesa de Estomatologia, Medicina Dentdria e Cirurgia Maxilofacial




Pereira MLL et al

por varios autores e envolve a migracao, proliferacdo e dife-
renciacdo de células osteoprogenitoras em osteoblastos,
culminando com a formacdo de novo 0ss0®*.

Neste trabalho, apresentam-se os resultados relativos
ao efeito da nicotina na proliferacao e actividade funcional
de culturas celulares de osso alveolar humano. Estudos
anteriores mostraram que estas culturas, efectuadas em
determinadas condicdes experimentais, apresentam um
comportamento que mimetiza a sequéncia temporal que se
observa in vivo durante o processo de cicatrizacdo dssea
alveolar®®.

A cultura celular primaria foi obtida pela técnica do
explante®, Esta técnica é util quando se dispoe de peque-
nas quantidades de material biolégico, como acontece
normalmente nos procedimentos cirlrgicos que envolvem
0 0550 alveolar. O efeito da nicotina no comportamento das
células de osso alveolar foi efectuado na 12 subcultura, pois
ha varios estudos que mostraram que as caracteristicas
osteobldsticas das células em cultura diminuem progres-
sivamente com a subcultura sucessiva®*9. A gama de con-
centracdes de nicotina utilizada é representativa dos niveis
presentes na saliva de consumidores de tabaco, de acordo
com vdrias referéncias bibliograficas®™>. A nicotina foi adi-
cionada ao meio de cultura apds o processo de adesao
celular (24 horas apés o inicio da cultura) e esteve presente
durante todo o tempo de incubacdo, sendo renovada
quando da mudanca de meio (trés vezes por semana).

A proliferacdo celular foi avaliada através da quanti-
ficacdo do contetido de proteina total. A exposicao das cul-
turas a nicotina provocou um efeito no crescimento celular
que foi dependente da concentracdo. Para concentracoes
compreendidas entre 0,05 e 0,3 mg/ml verificou-se um
efeito de estimulacdo e, para niveis superiores, uma
resposta claramente inibitéria. Este comportamento dose-
dependente observou-se numa gama relativamente
estreita de concentracdes. Assim, na presenca de 0,2
mg,/ml verificou-se o efeito mdximo de estimulacao, mas a
exposicao a 0,4 mg/ml provocou jd uma resposta inibitdria.
A situacdo de viragem ocorreu para niveis de nicotina na
vizinhangca de 0,3 mg/ml. Nestas culturas, observou-se um
efeito inibitorio inicial (durante a 12 semana) que foi
totalmente suplantado pela significativa estimulacdo do
crescimento celular que se verificou durante o restante
tempo de incubacdo. O comportamento descrito sugere
uma adaptacdo das células a presenca de nicotina. Este
efeito de adaptacdo foi descrito anteriormente em culturas
de fibroblastos gengivais expostos a nicotina (0,025 a 0,4
UM; 4,25 ng/ml a 68 ng/ml)) durante 4 a 48 horas. Neste
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estudo, a exposicao a concentracdes na ordem de 0,2 pM
(34 ng/ml) causou, nas primeiras horas, uma inibicdo da
proliferacdo celular, sequida de um efeito de estimulacao®’.

0 efeito dose-dependente da nicotina na proliferacao
celular foi observado anteriormente em culturas de células
6sseas. Assim, Walker et al observaram este tipo de
resposta em células de osso trabecular humano incubadas,
durante 48 horas, e apdés o processo de adesdo, com
concentracdes de nicotina semelhantes as usadas neste
estudo®. Estes autores obtiveram inibicao da proliferacao
celular na presenca de niveis iguais ou superiores a 0,2
mg,/ml. A tendéncia de estimulacao da proliferacdo celular
foi observada também em culturas confluentes de células
0sseas derivadas de calvdria de embridgo de galinha e
expostas a nicotina (0,05 a 0,6 mg/ml) durante 48 horas"®.
No entanto, Fang et al observaram um efeito inibitério geral
na proliferacdo de células osteoblasticas derivadas de
osteosarcoma de rato (UMR 106-01), com um grau de
confluéncia de 45 a 75% e expostas por um periodo de 24
horas a uma gama de concentracdes de nicotina de 0,001 a
1000 pM (0,17 ng/ml a 0,17 mg/ml)™. Nestes estudos, a
proliferacdo celular foi avaliada através da quantificacdo da
sintese de ADN ou por contagem celular.

A actividade funcional das células de osso alveolar foi
estudada pela determinacdo da actividade de fosfatase
alcalina e da capacidade de formacdo de uma matriz extra-
celular mineralizada, pardmetros que parecem estar inti-
mamente relacionados. Vérios estudos demonstraram a im-
portancia da fosfatase alcalina no processo de minerali-
7acao ao aumentar, através da sua actividade hidrolitica, a
concentracdo local de fosfato inorganico“*.

0s resultados apresentados neste trabalho mostram
que as culturas efectuadas em situacdo controlo sintetiza-
ram niveis elevados de fosfatase alcalina e que a actividade
da enzima, expressa em nmoles/min/pgproteina, aumen-
tou de modo significativo durante as trés primeiras sema-
nas de cultura, observacdo que sugere uma progressao no
processo de diferenciacao osteobldstica®”. 0s valores
maximos foram observados entre os dias 21 e 28, sequin-
do-se o processo de mineralizacdo da matriz extracelular
(presenca de depésitos de cdlcio e de fosfato no dia 28).
Estes resultados estdo de acordo com os descritos na
literatura, que indicam que a fosfatase alcalina tem um
papel essencial no desencadear do processo de minerali-
7330,

A exposicao continua das culturas a nicotina, na gama
de concentracdes utilizada, afectou a sintese de fosfatase
alcalina de modo dependente da dose e com um padrao
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semelhante ao observado na proliferacdo celular. Assim,
verificou-se um efeito positivo na actividade da enzima
para concentracdes de 0,05 a 0,3 mg/ml, com tendéncia
para se observar os niveis maximos mais precocemente
que na situacdo controlo (por volta do dia 21). De acordo
com este padrdo de sintese de fosfatase alcalina, o processo
de mineralizacdo ocorreu mais cedo que nas culturas
controlo, com reaccdes AV e VK positivas no dia 21. As cultu-
ras tratadas com 0,4 mg/ml de nicotina ndo apresentaram
qualquer evidéncia da presenca de depésitos minerais,
apesar de se ter verificado crescimento celular e sintese de
fosfatase alcalina (cerca de metade do observado nas
culturas controlo). Este facto pode estar relacionado com a
presenca de niveis baixos da enzima e/ou com a formacao
de uma matriz extracelular com caracteristicas quantitativas
e/ou qualitativas inadequadas para suportar o processo de
mineralizacdo, pois estes parametros afectam de modo
decisivo a diferenciacao osteoblastica®. Na presenca de 0,5
e 1 mg/ml, o crescimento celular foi muito baixo ou
praticamente inexistente, o que explica os resultados nega-
tivos para as reaccbes de AV e VK.

H3 varios estudos que mostram que a nicotina afecta a
actividade funcional de células osteobldsticas. Fang et al
estudaram o efeito da nicotina em células osteobldsticas
derivadas de osteosarcoma de rato™. Neste trabalho, as
culturas préximas da confluéncia foram tratadas durante 24
horas com nicotina e os autores observaram estimulacdo da
actividade de fosfatase alcalina na gama de concentracoes
estudada (0,001 a 1000 pM; 0,17 ng/ml a 0,17 mg/ml)".
Yahura et al®, compararam o efeito da nicotina em duas
linhas celulares imortalizadas (ROB-C26 e MC3T3-E1). A ni-
cotina (0,01 a 0,25 mg/ml) foi adicionada a culturas
préximas da confluéncia e por um periodo de 12 dias. Este
estudo mostrou uma diferenca de comportamento das duas
linhas celulares na presenca de nicotina. Assim, nas células
ROB-(26, a exposicao a nicotina resultou na estimulacao da
actividade da fosfatase alcalina e aumento da deposicao de
depésitos de cdlcio, tendo este Ultimo efeito sido mais
evidente na presenca de 0,1 e 0,25 mg/ml. No entanto, nas
células MC3T3-E1, verificou-se uma diminuicdo da activi-
dade da fosfatase alcalina na presenca de todas as con-
centracdes estudadas e inibicao da capacidade de formacao
de dreas mineralizadas nas culturas expostas a 0,25 mg/ml.
0 efeito inibitério na actividade de fosfatase alcalina foi
também encontrado por Ramp et al em células dsseas
derivadas de calvéria do embrido de galinha expostas a
nicotina (0,05 a 0,6 mg/ml) durante 48 horas™. As
diferencas de comportamento celular observadas entre o
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presente trabalho e os disponiveis na literatura podem
reflectir diferencas nas condicbes de cultura, no tipo de
células osteobdsticas utilizadas, no tempo de exposicao a
nicotina e na fase de diferenciacdo em que a exposicao
ocorre. Todos estes parametros podem afectar a resposta
celular na presenca de nicotina. A importancia do modelo
de cultura celular foi evidenciada por Yahura et al que
observaram diferencas de comportamento quando compa-
ram duas linhas celulares osteoblasticas®. Por outro lado,
os resultados do presente estudo e os de outros descritos na
literatura®?” sugerem que as células 6sseas apresentam
alguma capacidade de adaptacdo a presenca de determi-
nadas concentracdes de nicotina e, deste modo, o tempo de
exposicdo é também um parametro relevante. A sensibi-
lidade das células a composicao do meio circundante varia
durante o processo de proliferacdo/diferenciacao celular.
Assim, de um modo geral, a susceptibilidade celular é ele-
vada durante o processo de adesao e na fase de proli-
feracdo celular activa e menor apés a confluéncia®. Este
aspecto estd relacionado com a acessibilidade das células as
substancias presentes no meio e também com o nivel de
actividade metabolica durante o ciclo celular. Relativamente
a este aspecto, referem-se os resultados de um estudo
anterior que avaliou o comportamento de culturas celulares
de osso alveolar expostas a nicotina em diferentes fases de
cultura. Os autores observaram que a susceptibilidade
celular aos efeitos téxicos da nicotina a nivel da morfologia
e proliferacao foi elevada em culturas tratadas durante o
processo de adesao celular e praticamente insignificante
em culturas expostas apés a fase de confluéncia®. Os
aspectos apontados evidenciam a importancia da definicao
das condicdes experimentais na caracterizacdo do efeito da
nicotina a nivel celular. Além disso, mostram o risco da com-
paracao e extrapolacdo de resultados obtidos em modelos
diferentes do mesmo tipo celular.

CONCLUSOES

Este estudo permite concluir que a nicotina afecta a
proliferacdo e a capacidade funcional das células derivadas
de 0sso alveolar, em concentracdes que podem estar pre-
sentes na saliva de consumidores de tabaco. Na presenca
de niveis baixos (0,05 a 0,3 mg/ml) observou-se um efeito
de estimulacdo da proliferacdo celular, actividade de
fosfatase alcalina e capacidade de formacdo de depositos
mineralizados. A exposicao a concentracdes mais elevadas
(superiores a 0,3 mg/ml) afectou negativamente estes
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parametros celulares. O comportamento das células de osso AGRADECIMENTOS
alveolar na presenca de nicotina sugere a possibilidade de Este trabalho foi financiado pela Faculdade de Medicina

esta substancia modular o metabolismo 6sseo por um efeito  Dentdria da Universidade do Porto e pelo Conselho de
directo e, consequentemente, influenciar os processos de Prevencdo do Tabagismo, no ambito de um protocolo de
cicatrizacdo dssea alveolar investigacao entre as duas instituicdes.

0 trabalho experimental foi efectuado no Laboratdrio de
Farmacologia e Biocompatibilidade Celular da Faculdade de
Medicina Dentdria da Universidade do Porto.
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