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Os habitos tabagicos constituem um factor de risco para patologias crénicas que envolvem o tecido ésseo como a
osteoporose e a perda 6ssea alveolar associada a doenga periodontal. O processo de formacgdo 6ssea envolve a
diferenciacé@o de células osteoprogenitoras em osteoblastos e a formacédo de uma matrix colagenosa mineralizada.
Assim, o objectivo deste trabalho foi caracterizar o comportamento de células osteoblasticas provenientes de medula
éssea humana na presenca de concentragdes de nicotina representativas dos niveis sanguineos e salivares presentes
nos individuos com habitos tabagicos.

As culturas celulares foram mantidas durante 28 dias em condi¢oes experimentais que favorecem a diferenciagéo do
fenétipo osteoblastico e cultivadas na auséncia (situag¢éo controlo) € na presenca de nicotina (10 ng/ml - 1 mg/ml). A
exposicdo a 10 ng/ml (concentracdo representativa dos niveis plasmaticos) ndo afectou significativamente a
proliferacédo e actividade funcional. A presenca de concentragdes superiores (0,01 - 1 mg/ml, representativas dos niveis
salivares) influenciou o comportamento celular, de modo dependente da dose. As culturas expostas a 0,01 - 0,2 mg/
ml apresentaram estimulagdo da proliferacdo celular e da actividade de fosfatase alcalina, associada a uma
antecipacgao do processo de mineralizagdo da matriz extracelular. A exposicéo a 0,3 mg/ml causou um efeito inibitério
inicial, seguido de recuperacgao dos parametros de crescimento e funcédo. Na presenca de concentragdes superiores,
observaram-se efeitos negativos no comportamento celular durante todo o periodo de incubagdo; as culturas
apresentaram uma diminuicdo do nimero de células aderentes, niveis de fosfatase alcalina baixos e extensa
vacuolizagéo citoplasmatica.

Os resultados sugerem a possibilidade de modulagéo local da actividade osteoblastica pela nicotina, a nivel da
cavidade oral.
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INTRODUGAO

Otabagismo constitui um factor de risco em patologias
crénicas que envolvem otecido 6sseo como aosteoporose
(1) e a perda 6ssea alveolar associada & doenca peri-
odontal (2-4).

A osteoporose é uma doenca sistémica que se
acompanha de diminuicdo da densidade mineral 6ssea,
fragilidade 6ssea e risco aumentado de fracturas (1). A
associacéo da osteoporose com os hébitos tabagicos
esta descrita tanto nos homens como nas mulheres e
parece afectartodas asfaixas etarias, estandodisponiveis
na literatura estudos que documentam o efeito negativo
no conteldo mineral (5-8). H& também uma grande

variedade de estudos que evidenciam os efeitos nefastos
do tabagismo a nivel da perda éssea alveolar associada
com a doenga periodontal. Destacam-se alguns estudos
prospectivos de longa dura¢do, nomeadamente efec-
tuados ao longo de 10 anos (9,10) e de vinte anos (11),
que concluiram que os fumadores apresentavamaumento
de prevaléncia de doenca periodontal e de perda de osso
alveolar. Também, relacionado com os efeitos crénicos
do tabagismo no tecido 6sseo oral, esta descrito que os
fumadores apresentam um risco acrescido de incidéncia
de ossotipo IV (12), morbilidade em enxertos ésseos (13)
e faléncia na osteointegracédo de implantes (12,14).

O mecanismo pelo qual o tabagismo influencia o
tecido 6sseo é complexo € ndo estd completamente
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esclarecido. O fumo do tabaco contém mais de 4000
compostos, muitos dos quais sdorapidamente absorvidos
e apresentam actividade biolégica nos varios tecidos e
érgaos. A nicotina existe em quantidade apreciavel no
fumo dotabaco etem sido asubstancia mais estudadana
tentativa de compreender os mecanismos envolvidos
nos efeitos nefastos do tabagismo a nivel do tecido
6sseo. E rapidamente absorvida e tem uma distribuigdo
ampla no organismo devido ao seu caracter lipofilico
(15), encontrando-se presente no plasma em con-
centragdes que variam entre 4 e 75 ng/ml (16). Anicotina
apresenta uma ampla gama de ac¢des farmacolégicas,
sendo a vasoconstricdo o efeito mais caracteristico (15).
A diminui¢do do fluxo sanguineo tem repercussoes a
nivel geral e local e influencia de modo mais significativo
0s processos biolégicos com maior actividade metabdlica.
Assim, estdo descritos efeitos negativos da nicotina a
nivel da resposta imunitéria (17,18) e na angiogénese e
revascularizagdo (19,20), aspectos que podem afectar
de modo indirecto a actividade metabdlica a nivel do
microambiente 6sseo. H& varios estudos in vitro que
mostram que a nicotina/extractos do fumo de tabaco
afectam o comportamento de células sanguineas (17,18},
célulasepiteliais (21), fibroblastos gengivais e periodontais
(21-23) e células dsseas (24-29).

Anivel da cavidade oral, os componentes do fumo do
tabaco podem também provocar um efeito local nas
células e estruturas orais. Este aspecto assume particu-
lar importancia tendo em consideracéo que, nos fluidos
orais, a nicotinaatinge concentragdes muito mais elevadas
que as observadas no plasma. Assim, no fluido crevicu-
lar, os niveis podem atingir 5961 ng/ml (30) e na saliva
variam entre 96 ng/ml e 1,6 mg/ml (23). Deste modo, o
epitélio oral esta sujeito a um efeito citotoxico directo
devido a exposicdo imediata & nicotina e outros
componentes do fumo do tabaco presentes na fase
gasosa e na saliva. O aumento da fragilidade do epitélio
oral facilita a difusao destas substancias para os tecidos
periodontais subjacentes, nomeadamente a gengiva, o
ligamento periodontal e o osso alveolar. Relativamente a
este aspecto, é interessante referir que o efeito citotoxico
localparece sero principal responsavel pela deterioracéo
da salde periodontal que se observa nos fumadores e
que se manifesta por mobilidade dentéria e perda 6ssea
alveolar (2,3). De salientar, ainda, que este efeito directo
pode tornar-se progressivamente mais significativo a
medidaque aumenta a gravidade daslesdes periodontais
devido a maior facilidade de contacto dos fluidos orais
com os tecidos periodontais, incluindo o osso alveolar.

O tecido 6sseo possui uma elevada actividade
metabdlica, sendo deste modo muito sensivel as
caracteristicas do meio circundante, nomeadamente a
presenca de substancias exégenas bioactivas. O processo
de formagédo 6ssea envolve o recrutamento e migragéo
de pré-osteoblastos, a sua diferenciagdoemosteoblastos,
e a formacdo de uma matriz 6ssea mineralizada. O
presente trabalho tem como objectivo a caracterizacdo in
vitro do efeito da nicotina no processo de diferencia¢éo
de células de linhagem osteoblastica provenientes de

4

medula éssea humana. O comportamento celular foi
estudado na presenca de uma gama de concentragoes
denicotinarepresentativa dos niveis presentesno plasma
e saliva de consumidores de tabaco e avaliado
relativamente & morfologia, proliferacéo, conteldo em
proteina total, actividade de fosfatase alcalina e
capacidade de formacdo de uma matriz extracelular
mineralizada, o evento que reflecte a diferenciacdo
completa do fenétipo osteoblastico.

MATERIAIS E METODOS

Os reagentes utilizados na manutencéo e
caracterizacdo das culturas celulares foram da marca
Sigma (St. Louis), e Gibco BRL (Nova Zelandia). O
material descartavel utilizado foi da marca Costar (USA).

Os reagentes utilizados apresentaram um grau de
pureza superior a 98%.

Obtenc¢éo e manutencgéo das culturas celulares

As culturas de células osteoblasticas foram
estabelecidas a partir de medula éssea humana obtida
de procedimentos cirlrgicos ortopédicos. Este material
biolégico, que de outra forma seria desperdi¢ado, foi
recolhido apés consentimento informado do paciente e
autorizac@o para a realizacéo do estudo.

Os pacientes tinham idades compreendidas entre os
30 e 45 anos, e ndo apresentavam qualquer patologia ou
efectuavamterapéuticas relacionadas como metabolismo
6sseo. A medula 6ssea foi cultivada em a-Minimal Es-
sential Medium (a-MEM), contendo 10% soro bovino
fetal, &cido ascorbico (50 ug/ml}, penicilina-estreptomicina
(1001U/mle 10.000 ng/ml, respectivamente) e anfotericina
B (2,5 ng/ml}. As culturas foram incubadas a 37°C numa
atmosfera humida de 95% de ar e 5% de CO,, & 0 meio
de cultura foi renovado duas vezes por semana.

A cultura priméria foi mantida até préximo da
confluéncia (10 a 15 dias). As células aderentes foram
libertadas enzimaticamente e a suspensédo celular foi
cultivada (10* células/cm?), durante 28 dias, na auséncia
(culturas controlo) e na presenca de nicotina - 10 ng/ml a
1 mg/ml (0,00006 mM a 6 mM). A nicotina, (-)-Nicotine
([-]-1 metil-2-3-pirrolidina, foiadicionadaapés se verificar
o processo de adesdo celular (culturas de 24 horas) e
esteve presente durante todo o tempo de cultura, sendo
renovada em cada mudanca de meio (3 vezes por
semana). As condi¢cdes experimentais foram semelhantes
as descritas para a cultura primaria, mas o meio de
cultura foi suplementado com p-glicerofosfato de sédio
(10 mM) e dexametasona (10 nM). As culturas controlo e
as culturas expostas a nicotina foram caracterizadas nos
dias 3, 7, 14, 21 e 28 para avalia¢do da proliferacédo
celular e actividade funcional.

Morfologia celular
As células em cultura foram observadas diariamente

88



Pereira ML et al

Efeito da Nicotina em Células Osteoblasticas Humanas

por microscopia de contraste de fase. Apés fixacéo,
foram submetidas a marcacéo fluorescente dosfilamentos
de actina e dos nucleos e observadas por microscopia
confocal (Laser Scanning Confocal Microscope Leica
SP2 AOBS SE - Leica Microsystems, Germany). Este
método utiliza um scan pontual emitido por um laser e
focado pela objectiva. A detecgcdo dos pontos de luz é
realizada por um tubo fotomultiplicador que, através de
um sistema computorizado, € responsével pelaformacéo
da imagem.

Proliferacéo e viabilidade celular. Conteudo em
proteina total

A proliferacao/viabilidade celular foi avaliada pelo
ensaio do MTT, que se baseia na capacidade das células
viaveis reduzirem o MTT (0,5 mg/ml, brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il} -2,5-difeniltetrazélio), com a formacgao
de cristaisde cor pUrpura que se acumulamnocitoplasma.
Apés dissolugdo com DMSO (dimetilsulféxido), a
absorvancia (A) da solugao foi determinada a 600 nm. O
conteudo em proteina total foi avaliado pelo método de
Lowry (31), apds remocgéo do meio de cultura, lavagem
comtampdao PBS (Phosphate Buffer Saline) e tratamento
da camada celular com 0,1 M de NaOH.

Sintese de fosfatase alcalina

Aactividade da fosfatase alcalina foi determinada em
lisados da camada celular, pela hidrélise do p-
nitrofenilfosfato e determinacao espectrofotométrica do
p-nitrofenolformado (=405 nm). Aactividade enzimética
foi expressa em nmol de substrato metabolizadao por
minuto e por ng de proteina (nmol/min/ug proteina),
deste modo, normalizada em termos de proliferacédo
celular.

Apresencadefosfatase alcalinanasculturas celulares
fixadas foi visualizada por coloracdo histoquimica. O
método utilizado baseou-se na hidrélise do natftil fosfato
de sédio pela fosfatase alcalina e precipitagdo do fosfato
libertado por reaccdo com um composto apropriado
(“Fast Blue RR salt”). A reaccéo positiva foi identificada
por uma coloracdo que variou entre o amarelo
acastanhado e o preto, dependendo da actividade da
enzima.

Mineralizagdo da matriz extracelular

A formacao de uma matriz extracelular mineralizada
foi avaliada de modo indirecto através da variacéo dos
niveis de fésforo e célcio ionizados no meio de culturaao
longodo periodo de incubagéo e, ainda, pelaidentificacéo
histoquimica de depésitos de fosfato (método de von
Kossa (32)) e observacéo das culturas por microscopia
electrénica de varrimento.

Concentragéo de fésforo e célcio ionizados no meio
de cultura. O fésforo e o calcio ionizados foram
determinados por métodos colorimétricos, ap6s
tratamento do meio de cultura com &cido tricloroacético
a 20% para precipitar o fésforo e o célcio ligados as

proteinas e aos lipidos. Os resultados foram expressos
em mmol por litro de meio (mmol/L).

Meétodo de von Kossa. Em culturas fixadas, o fosfato
de célcio presente na matriz extracelular origina fosfato
de prata, na presenca de nitrato de prata a 1%. O fosfato
de prata é, seguidamente, reduzido pela radiacdo
ultravioleta, libertando-se prata metélica que é visivel
pelo aparecimento de depésitos negros na matriz.

Microscopia electrénica de varrimento. Ap6s fixacéo,
as culturas celulares foram desidratadas com alcool
etilico de graduacao crescente, submetidas a secagem
utilizando o sistema de ponto critico de CO,, cobertas
com um filme de ouro e observadas num microscépio
electrénico de varrimento (Jeol JSM 6301F9, Japao).
Este método utiliza o “varrimento” de um feixe de electroes
sobre a amostra originando imagens da superficie, por
emissao de electroes a partir da amostra. A associagdo
com um espectofotdmetro de raios X permite efectuar
uma andlise quimica da amostra.

Andlise estatistica

Foram efectuadas quatro experiénciasindependentes,
sendo as culturas celulares estabelecidas a partir de
material biolégico proveniente de pacientes diferentes.
Observou-se umarelativa variabilidade entre experiéncias
mas o padrado de comportamento das culturas efectuadas
emsituagado controlo e na presenca de nicotinafoiidéntico
nos varios ensaios. Em cada experiéncia, foram
efectuadas 6 réplicas nos ensaios quantitativos e trés
réplicas nos ensaios qualitativos. Apresentam-se os
resultados de uma experiéncia considerada represen-
tativa.

Os resultados bioquimicos séo apresentados como
média = desvio padrdo. As médias obtidas nas vérias
experiéncias foram comparadas por uma andlise de
varidncia (ANOVA) ndo se observando diferencas
significativas entre as experiéncias realizadas. Em cada
experiéncia, as diferencas observadas entre as culturas
controlo e as culturas expostas a nicotina foram
determinadas pelo método de Bonferroni e o nivel de
significancia adoptado foi de 95%.

RESULTADOS

Efeito da nicotina na morfologia celular

As células de medula 6ssea em cultura apresentaram
um aspecto alongado com prolongamentos
citoplasmaticos, nucleo proeminente (com nucléolos
evidentes)e membranacelularricaem fosfatase alcalina.
Observou-se uma elevada taxa de proliferacéo celular,
com a ocupacao da superficie de cultura apés cerca de
uma semana. O efeito mais caracteristico da nicotina na
morfologia celular foi a presenca de vacuolizagédo
citoplasmética e aumento do tamanho celular para
concentracdes superiores a 0,2 mg/ml. Este efeito foi
evidente nas culturas expostas a 0,3 mg/ml durante a 12
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Fig. 1 - Efeito da nicotina (10 ng/ml - 1 mg/ml) na morfologia de células osteoblasticas de medula 6ssea humana.
A - Marcacéo fluorescente do citoesqueleto e nucleos. Microscopia confocal, 3 dias, x800.

B - Coloragéo histoquimica para a presenga de fosfatase alcalina. Microscopia éptica, 3 dias.
C - Coloracgéo histoquimica para a presenga de fosfatase alcalina. Microscopia 6ptica, 14 dias, x40.
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Fig. 2 - Efeito da nicotina (0,01 - 1 mg/ml) na morfologia de células osteoblasticas de medula éssea humana.

Microscopia electrénica de varrimento, 7 dias.

semana, mas diminuiu significativamente para tempos
de incubac&@o mais longos. No entanto, na presenca de
niveis mais elevados, a vacuolizagao citoplasmatica foi
permanente e dependente da dose. A exposicdoa0,5e
1 mg/ml resultou num efeito citotéxico muito significativo

24

A (A=600 nm)

08

00

Dias

que se traduziu por uma morfologia muito alterada, com
vacuolizagao e retracgdo do citoplasma, arredondamento
e destacamento da superficie de cultura, seguido de
morte celular. As Figs. 1 e 2 sd@o representativas do
comportamento descrito.

nmol/min/ug proteina

Fig. 3 - Efeito da nicotina (10 ng/ml - Tmg/ml) na proliferagdo/viabilidade celular (A, ensaio do MTT) e actividade de
fosfatase alcalina (B) de culturas de células osteoblasticas de medula éssea humana.

Culturas controlo (R). Culturas expostas a nicotina: 10 ng/m/ (3), 0,01 mg/ml (x ), 0,05 mg/ml (), 0,1 mg/ml (A),
0,2 mg/ml (o), 0,3 mg/mi (¢), 0,4 mg/mi (-), 0,6 mg/ml (x) e 1 mg/mi (+).

*Significativamente diferente da situagéo de controlo.
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Efeito da nicotina na proliferagéo celular e actividade
de fosfatase alcalina

As células de medula 6ssea proliferaram de forma
gradual ao longo de todo o tempo de cultura. A exposicéao
anicotinatraduziu-se porausénciade efeitos significativos
nagama 10 ng/mla 0,05 mg/ml, estimulacédo na presenca
de 0,1 e 0,2 mg/ml, efeito inibitério inicial seguido de
recuperacdo durante a exposi¢do a 0,3 e 0,4 mg/ml e
diminuigao significativa do nimero de células em cultura
apds tratamento com 0,5 e 1 mg/ml. Estes resultados
mostram-se na Fig. 3A. O conteldo em proteina total
seguiu um padréo semelhante ao observado no ensaio
do MTT, providenciando o mesmo tipo de informacéo.

As culturas controlo apresentaram niveis de fosfatase
alcalina relativamente baixos durante a 12 semana, mas
a actividade enzimética aumentou significativamente
durante a 22 semana, observando-se o valor madximo na
proximidade do dia 14. Seguidamente, verificou-se uma
diminuicdo significativa dos niveis enzimaticos. A
exposicdo a concentragdes de nicotina de 0,01 a 0,3 mg/
ml resultou num aumento significativo da actividade de
fosfatase alcalina. A presenc¢a de niveis superiores (0,4
a 1 mg/ml) causou um efeito inibitério dependente da
dose. A Fig. 3B mostra os resultados descritos.

A coloragdo histoquimica das culturas (Fig. 1C)
mostrou que as células osteoblésticas apresentaram um
padrdo de crescimento caracteristico, com a formacgéo
de dreas de maior densidade celular que aumentaram de
tamanho com o tempo de incubagdo e coraram mais
intensamente para a presenca de fosfatase alcalina. A
exposicdo a nicotina resultou num comportamento
semelhante ao descrito relativamente & avaliacdo
bioquimica da actividade enzimatica.

Efeito da nicotina na mineralizagéo da matriz

Concentragéo de fésforo ionizado (Pi } e célicio ionizado
(Cai} no meio de cultura

O Pi e o Cai presentes no meio de cultura
(aproximadamente 2 e 1,8 mmol/L, respectivamente)
tém origem em compostos de fosfato e célcio presentes
no o-MEM e no soro bovino fetal. Além disso, o f-
glicerofosfato adicionado ao meio (10 mmol/L) é uma
fonte de Pi, apés ter sido hidrolisado pela fosfatase
alcalina presente nas culturas celulares. O consumo de
Pi e Cai a partir do meio de cultura reflecte o processo de
mineraliza¢do, nomeadamente a formacéo de depodsitos
de fosfato de célcio na matrizextracelular. Neste trabalho,
os niveis de Pi e Cai determinados ndo sdo cumulativos,
pois o meio de cultura foi totalmente substituido em cada
mudanc¢a de meio. Deste modo, reflectem alteracoes
observadas em intervalos de 2 - 3 dias ao longo do tempo
de cultura, providenciando informacéo sobre a taxa de
deposicdo mineral.

As culturas controlo apresentaram um aumento
significativo dos niveis de Pi durante a 22 semana de
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cultura, comportamento que reflecte a actividade elevada
de fosfatase alcalina nesta fase. Na proximidade do dia
14, observou-se uma diminui¢do da concentracéo de Pi.
Os niveis de Cai mantiveram-se aproximadamente
constantes durante as duas primeiras semanas, mas
diminuiram significativamente durante a 32 semana. Estes
resultados sugerem que o processo de deposicéo de
fosfato de célcio se iniciou na proximidade do dia 14 e
ocorreuaumataxaelevada. Anicotina, em concentracoes
< 0,3 mg/ml, causou um aumento dos niveis maximos de
Pi, particularmente na presenca de 0,1 € 0,2 mg/ml; este
comportamento é previsivel tendo em atencédo a
estimulagdo da actividade da fosfatase alcalina nestas
situagdes. O padrao de variacdo dos niveis de Pi e Cai
sugere uma deposi¢ao mineral mais precoce nasculturas
expostas aconcentracdes < 0,2 mg/ml. Niveis superiores
causaram um efeito inibitério que se reflectiu por uma
taxa de deposicdo mineral muito baixa nas culturas
expostas a 0,3 mg/ml e auséncia de mineralizacdo na
presenca de niveis superiores. Estes resultados sdo
apresentados na Fig. 4A.

Coloracédo histoquimica e microscopia electrénica de
varrimento

As culturas controlo apresentaram uma reac¢éo
histoquimica positiva para a presenca de depésitos de
fosfato a partir do dia 14, e a intensidade de colora¢éo
aumentou significativamente para tempos mais longos
(dias 21 e 28). Na presenca de nicotina, 10 ng/ml a 0,2
mg/ml, observou-se um padrdo semelhante mas a
intensidade de coloracéo foi superior, particularmente
nas culturas expostas a 0,1 e 0,2 mg/ml. As culturas
tratadas com 0,3 mg/ml apresentaram uma reaccao
levemente positiva no dia 21 e a deposicdo mineral
aumentou seguidamente de forma gradual. Na presenca
de concentragdes superiores, 0,4 a 1 mg/ml, as reac¢des
histoquimicas foram negativas. AFig. 4B mostraoaspecto
das culturas no dia 21. A comparacéo das Figs. 1Ce 4B
permite concluir que a deposicdo mineral esta intimamente
associada com as zonas que apresentam maior densidade
celular e actividade de fosfatase alcalina mais elevada.

Aobservacdo das culturas pormicroscopia electrénica
de varrimento permitiu a confirmacédo dos resultados
descritos (Fig. 5). No dia 14, as culturas controlo mostraram
a presenca de estruturas globulares mineralizadas em
estreita associagdo comacamada celular, particularmente
coma partefibrosa. Na presencade nicotina, na gamade
concentracdes de 10 ng/ml a 0,2 mg/ml, observou-se
maior abundancia de esfruturas mineralizadas. Esta
diferenca esbateu-se para tempos de incubacédo mais
longos (dias 21 e 28). As culturas expostas a 0,3 mg/ml
apresentaram, no dia 14, alguns depdsitos minerais que
aumentaram ligeiramente de tamanho durante o restante
periodo de incubacédo. Na presenca de concentracoes
mais elevadas, nao se verificou qualquer deposicao
mineral. A Fig. 6A mostra um pormenor das estruturas
mineralizadas observadas nas culturas controlo e na
presenca de 0,3 mg/ml de nicotina. A andlise destas
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Fig. 4 - Efeito da nicotina (10 ng/ml - 1Tmg/ml) na capacidade de formagdo de uma matriz mineralizada em culturas de

células osteoblasticas de medula 6ssea humana.

A - Contetdo de fésforo ionizado (Pi) e célcio ionizado (Cai) no meio de cultura ao longo do periodo de incubagédo.
Culturas controlo (). Culturas expostas a nicotina: 10 ng/ml (3), 0,01 mg/ml (x ), 0,05 mg/ml ((), 0,1 mg/ml (A),
0,2 mg/ml (0), 0,3 mg/ml (4), 0,4 mg/ml (-), 0,6 mg/ml (x) e 1 mg/ml (+).

*Significativamente diferente da situagao de controlo.

B - Aspecto microscopico das culturas celulares coradas histoquimicamente para a presenca de depositos de fosfato

(reaccédo de von Kossa), 21 dias x40.

formagoes por difrac¢ao de raios X (Fig. 6B) revelou uma
composi¢cdo quimica rica em cdlcio e fésforo.

DISCUSSAO

A medula éssea € um tecido rico em precursores
osteoblasticos (33) e, no presente trabalho, as culturas
celulares foram efectuadas na presenca de acido
ascdrbico, B-glicerofosfato e dexametasona, condicdes
que favorecem a proliferacéo e adiferenciacao de células
delinhagem osteoblastica (34,35). Osresultados descritos
mostraram que as culturas celulares apresentaram uma

proliferacdo gradual, que se acompanhou da produgdo
de matriz extracelular abundante, aumento significativo
da actividade de fosfatase alcalina durante a 2% semana
e formacéo de uma matriz mineralizada para tempos de
incubag@o mais longos (essencialmente, durante a 32
semana). Este comportamento sugere um processo de
diferenciacdo progressivo, que é representativo do
desenvolvimento do fendétipo osteoblastico (34). O efeito
da nicotina foi estudado na 12 subcultura, devido a
diminuicdo progressiva da expressdo dos parametros

osteoblasticos com a subcultura sucessiva (35).
A exposicdo de células osteoblasticas humanas a
concentragdes plasmaticas de nicotina (10 ng/ml) ndo
9
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Fig. 4 - Efeito da nicotina (10 ng/ml - 1mg/ml) na capacidade de formagéo de uma matriz mineralizada em culturas de

células osteoblésticas de medula 6ssea humana.

A - Contetdo de fésforo ionizado (Pi) e calcio ionizado (Cai) no meio de cultura ao longo do periodo de incubagéo.
Culturas controlo (B). Culturas expostas a nicotina: 10 ng/ml (3), 0,01 mg/ml (x ), 0,05 mg/ml ((), 0,1 mg/ml (A),
0,2 mg/ml (0), 0,3 mg/ml (¢), 0,4 mg/mi (-), 0,5 mg/ml (x) e 1 mg/ml (+).

*Significativamente diferente da situacdo de controlo.

B - Aspecto microscopico das culturas celulares coradas histoquimicamente para a presenga de depésitos de fosfato

(reacgdo de von Kossa), 21 dias x40.

formagdes por difracgdo de raios X (Fig. 6B) revelou uma
composigao quimica rica em calcio e fésforo.

DISCUSSAO

A medula éssea é um tecido rico em precursores
osteoblasticos (33) e, no presente trabalho, as culturas
celulares foram efectuadas na presenga de acido
ascorbico, p-glicerofosfato e dexametasona, condigdes
que favorecema proliferacdo e adiferenciacéo de células
delinhagem osteoblastica (34,35). Os resultados descritos
mostraram que as culturas celulares apresentaram uma

proliferagéo gradual, que se acompanhou da producédo
de matriz extracelular abundante, aumento significativo
da actividade de fosfatase alcalina durante a 22 semana
e formagao de uma matriz mineralizada para tempos de
incubagdo mais longos (essencialmente, durante a 3*
semana). Este comportamento sugere um processo de
diferenciacéo progressivo, que é representativo do
desenvolvimento do fenétipo osteoblastico (34). O efeito
da nicotina foi estudado na 12 subcultura, devido a
diminui¢do progressiva da expresséo dos parametros

osteoblasticos com a subcultura sucessiva (35).
A exposicdo de células osteoblasticas humanas a
concentragdes plasmaticas de nicotina (10 ng/ml) nao
9
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Fig. 5 - Efeito da nicotina (10 ng/ml - 0,5 mg/ml) na mineralizagdo da matriz extracelular em culturas de células
osteoblasticas de medula 6ssea humana. Microscopia electrénica de varrimento, 14 (A) e 21 (B) dias.

provocou alteragdes significativas no comportamento
celular, embora se tenha observado tendéncia para
antecipacao do processo de mineralizacao. A presenga
de niveis salivares < 0,2 mg/ml resultou num efeito de
estimulagéo, que se reflectiu num aumento significativo

10

da proliferacéo celular e actividade de fosfatase alcalina,
e inicio mais precoce da mineralizagdo da matriz. Em
concentracdes superiores, a nicotina provocou um efeito
inibitério, que foi ligeiro na presenga de 0,3 mg/ml
(diminui¢do inicial da taxa de crescimento celular e
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Fig. 6 - A - Pormenor do aspecto das estruturas mineralizadas observadas nas culturas de células osteoblasticas de
medula 6ssea humana na situagéo controlo (14 dias) e na presenga de 0,3 mg/ml de nicotina (21 dias). Microscopia

electrénica de varrimento.

B - Espectro de raios X representativo das estruturas mineralizadas (a) e da camada celular ndo mineralizada (b).

deposigéo mineral lenta), mas significativo nas culturas
expostas a niveis superiores. Na presenga de 0,5e 1 mg/
ml, observou-se uma diminuigéo acentuada do nimero
de células em cultura e extensa vacuolizagéo
citoplasmatica que se manteve durante todo o tempo de
cultura. A nicotina € uma base fraca e o caracter lipofilico
da forma ndo ionizada permite uma travessia facil das
membranas celulares. Acumula-se nos lisossomas,
devidoao ambiente acido destes organelos; este processo
acompanha-se da entrada de &gua, convertendo os
lisossomas em vactolos. O comportamento descrito
caracteristico de substancias basicas e foi observado por
varios autores em diferentes tipos celulares (22,36,37).
Chamson e col (36) sugeriram que a acumulagdo de
nicotina nos lisossomas pode funcionar como um
mecanismo protector contra os efeitos desta substancia.

A proliferacdo das células osteoblasticas esta
funcionalmente associada com a sintese de uma matriz
extracelular colagenosa e a sua acumulagéo e maturacéo,
essenciais para o processo de mineralizagao, contribuem
para a interrupcdo da proliferagdo celular (38). Na
presenca de ides fosfato (no presente trabalho,
provenientes da hidrélise do -glicerofosfato pelafosfatase

alcalina), amineralizagéo ocorre quando se observauma
relagado apropriada entre a composicédo e quantidade da
matriz e a sua maturagéao (39,40). A presenca de niveis
elevados de fosfatase alcalina parece ser necessaria
parainiciar o processo de mineralizacao, pois providencia
um enriquecimento local de fosfato inorganico para a
nucleacao dos cristais de hidroxiapatite (39,40).
Subsequentemente, verifica-se a repressao da expressao
da enzima, e o aumento da deposig@o mineral constitui
um processo fisico-quimico que depende da
disponibilidade dos ides intervenientes (39,40). O
comportamento das culturas controlo observado neste
trabalho esta de acordo com este modelo, como é
evidenciado pela ocorréncia de deposigdo mineral nas
zonas da cultura celular que apresentam reacgéo
histoquimica mais intensa para a fosfatase alcalina e,
ainda, diminuicao significativa da actividade da enzima
apds oinicio do processo de mineralizagéo. Os resultados
observados na presenga de nicotina sugerem que o
efeito desta substancia na proliferagdo celular e actividade
defosfatase alcalina parece influenciaroinicio do processo
de mineralizagdo. Nas culturas expostas a niveis de
nicotina = 0,2 mg/ml, o efeito de estimulagcdo do
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crescimento celular foi acompanhado por um inicio mais
precoce da deposicdo mineral. Este facto pode estar
relacionado com uma maior taxa de acumulacdo de
matriz extracelular, devido ao maior nimero de células
viaveis e funcionais presentes em cultura. Também, a
presenca de niveis aumentados de fosfatase alcalina
que se observou nesta situagao providenciou uma maior
disponibilidade de fosfato inorganico, factor essencial
para o inicio do processo de mineralizacdo. Durante a
exposicao a 0,3 mg/ml, o efeito inibitdrio que se verificou
nas duas primeiras semanas resultou, muito
provavelmente, num atraso na produ¢do e acumulagao
de matriz, aspecto que pode ter contribuido para um
processo de mineralizacdo mais tardio. Na presenca de
0,4 mg/ml, a diminuicé@o na proliferagéo celular e o efeito
inibitério na actividade de fosfatase alcalina podem
explicar a auséncia de mineralizacdo da matriz.

O efeito da nicotina em células osteoblasticas tem
sido pouco estudado. Resumem-se, seguidamente, os
resultados descritos na literatura (24-26, 28,29). Fang e
col (24) observaram um efeito inibitério na proliferacéo
celular e estimulagao da actividade de fosfatase alcalina,
em culturascelulares de osteosarcomade rato (UMR106-
01)expostas aniveis de nicotinade 0,17 ng/mla0,17 mg/
ml. Inversamente, a exposicéo de células derivadas de
calvéria de embrido de galinha & nicotina (0,05 a 0,6 mg/
ml}, provocou estimulacdo da proliferacdo celular e
diminuicdo daactividade de fosfatase alcalina (25). Yahura
e col (26) compararam o efeito da nicotina (0,01 a 0,25
mg/ml) em duaslinhas celulares, ROB-C26 e MC3T3-E1,
expostas porum periodode 12dias. As células ROB-C26
responderam com uma estimulacdo da actividade de
fosfatase alcalina e aumento da deposi¢édo de célcio. No
entanto, nas células MC3T3-E1 observou-se diminuicéo
da actividade de fosfatase alcalina e inibicdo da
capacidade de formacdo de &reas mineralizadas em
culturas expostas a 0,2 mg/ml. Walker e col, em culturas
de células de ossotrabecularhumano expostas anicotina,
observaram estimulacdo da proliferacdo para niveis
inferiores a 0,2 mg/ml e inibicdo na presenca de
concentracbes mais elevadas (28). Na linha celular
derivada de osteosarcoma humano Saos-2, a exposicéo
a 0,001 M de nicotina causou uma diminuicdo na
expressdo de colagénio tipo |, fosfatase alcalina e
osteopontina e, ainda, um efeito inibitério na deposicéo
de célcio (29). De salientar que os trabalhos descritos
utilizam véarios modelos celulares e condicoes de
exposicao diversas, designadamente no que diz respeito
ao tempo e tipo de exposicédo, gama de concentragoes,
fase da cultura em que a exposi¢ao ocorre e pardmetros
celulares avaliados. Estes aspectos explicam, pelomenos
parcialmente, a diversidade de resultados descritos
relativamente ao efeito da nicotina no comportamento
celular e dificultam a comparac¢éo dos vérios estudos.

Os mecanismos moleculares envolvidos no efeito da
nicotina na proliferac¢éo e actividade funcional de células
osteoblasticas ndo estéo esclarecidos e tém sido pouco
estudados. E interessante referir que Walker e col (28)
mostraram que o efeito de estimulacéo da proliferacdo de
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células osteoblasticas derivadas de osso trabecular
humano observadonapresencade0,1 a1 uMde nicotina
€ acompanhado por um aumento na expresséo do gene
c-fos (responsavel, juntamente com o gene c-jun, pela
expressao do factor de transcricdo AP-1). Estes autores
mostraram ainda a presenca da subunidade a4 dos
receptores nicotinicos e sugeriram o envolvimento destes
receptores no efeito da nicotina, ao mostrar que o aumento
da proliferacdo celular € inibido de modo dependente da
dose pela D-tubocurarina, um antagonista dos receptores
nicotinicos. Estes receptores estdo directamente
acoplados a canais de célcio e a sua estimulacéo resulta
na entrada de ides célcio para a célula. Assim, alguns
autores tém sugerido, de forma indirecta, o envolvimento
deste ido na acc¢éo da nicotina (28). O ido célcio parece
ter um papel importante nos mecanismos de regulacéo
do metabolismo 6sseo, nomeadamente o acoplamento
entre a formacdo 6ssea e a reabsorcédo dssea (41). Ha
também estudos que mostram que as células
osteoblasticas respondem ao ido calcio de modo
dependente do tempo e da dose, em termos de
proliferacdo celular e expressdo de marcadores de
diferenciacdo (42).

Em concluséo, os resultados deste estudo mostraram
que a exposi¢cdo de células osteoblasticas de medula
dssea humana a 10 ng/ml de nicotina, concentra¢do
representativa dos niveis plasmaticos do fumador médio,
nao provocou alteracoes significativas na proliferacéo e
actividade funcional. No entanto, a presenca de niveis
superiores, 0,01 mg -1 mg/ml, na gama dos presentes na
saliva dos utilizadores de tabaco, afectou o
comportamento celular, de modo dependente da dose.
Estes resultados sugerem a possibilidade de modulagéo
local da actividade osteobléstica pela nicotina a nivel da
cavidade oral.
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