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Efeito da Nicotina na Morfologia e Proliferacao
de Células de Osso Alveolar Humano
em Diferentes Fases de Diferenciacao

Maria de Lurdes Lobo Pereira*, Maria Adelina Costa* *,

Joao F.C. Carvalho* * *, Maria Helena Raposo Fernandes* * * *

Resumo: O tabagismo tem um impacto negativo no tecido dsseo da cavidade oral. A nicotina estd presente em
niveis elevados no fumo do tabaco e causa efeitos locais e sistémicos que contribuem, de modo directo e/ou
indirecto, para os efeitos nefastos do tabagismo no tecido dsseo. O objectivo deste trabalho foi caracterizar o efeito
da nicotina na morfologia e proliferacéo de células de osso alveolar humano numa gama de concentragées
representativa dos niveis salivares. As culturas celulares (1¢ subcultura) foram mantidas por 14 dias e o efeito da
nicotina - 0,1 a 1 mg/ml - foi avaliado em trés situa¢ées representativas do comportamento de proliferacéio/dife-
renciacdo celular — a adesdo celular, a fase de crescimento exponencial e apds a confluéncia. A nicotina provocou
efeitos citotdxicos dependentes da dose (2 0,2 mg/ml) que incluiram vacuolizac¢éio citoplasmdtica, aumento do
tamanho celular, perda de definicdo dos limites celulares, diminuicdo do numero de células aderentes e
destruicdio celular na presenca das concentracbes mais elevadas (0,5 e 1 mg/ml). A citotoxicidade da nicotina foi
elevada durante as fases de adesdo e crescimento celular e minima em culturas confluentes. Os resultados sugerem
que a toxicidade directa da nicotina sobre as células osteobldsticas pode contribuir para os efeitos nefastos do
tabagismo no tecido dsseo e que a susceptibilidade a estes efeitos depende da fase de diferenciagéio celular.

Palavras-Chave: Nicotina; Culturas celulares de osso alveolar humano; Morfologia celular; Estado de diferenciacio celular

Abstract: Smoking has a negative impact in the bone tissue of the oral cavity. Nicotine is present in high levels in
tobacco smoke and cause local and systemic effects that contribute, in a direct and/or indirect way, to the deleterious
effects of smoRing in the bone tissue. The aim of this work was to characterise the effect of nicotine in the morfology and
proliferation of alveolar bone cells in a concentration range representative of the salivary levels. The cell cultures (first
subculture) were maintained for 14 days and the effect of nicotine - 0,1 to 1mg/ml — was assessed in three experimental
situations representative of the cellular proliferation/differentiation behaviour - the cell adhesion, the exponential cell
growth an after confluence. Nicotine caused dose-dependent (2 0,2 mg/ml) toxic effects that included vacuolation of
the cytoplasm, increase in the cell size, loss of cell definition, decreased number of adherent cells and cell destruction
in the presence of the higher concentrations (0,5 and 1 mg/ml). Nicotine cytotoxicity was high during the cell adhesion
and proliferation and very low in confluent cultures. Results suggest that the direct toxicity of nicotine in the osteoblastic
cells might contribute to the negative effects of smoking in the bone tissue and that the susceptibility to these effects is
dependent on the stage of cell differentiation.
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INTRODUCAO

0s habitos tabagicos tém sido associados a um risco
aumentado de diversas patologias, como doencas cardio-
vasculares, doencas obstrutivas pulmonares, dlcera péptica,
patologias oncolégicas e dsseas, entre outras®™. No que diz
respeito ao tecido 6sseo, o tabagismo parece ser um factor
de risco na osteoporose®”, na incidéncia de fractura 6ssea®
e no prolongamento do tempo de cicatrizacao®.

Dos numerosos constituintes do tabaco, a nicotina esta
presente em grande quantidade e os resultados de varios
estudos experimentais sugerem o seu envolvimento nos
efeitos nefastos do tabagismo no tecido 6sseo”?. A nicotina
¢é absorvida através da pele e membranas mucosas do
tracto respiratorio e cavidade oral™ e os niveis plasmaticos,
no fumador médio, oscilam entre 15 e 75 ng/ml“.
A nicotina provoca uma variedade de efeitos no tecido
6sseo que contribuem, de modo directo e/ou indirecto,
para uma perturbacdo do metabolismo celular e tecidual,
bem como da sua resposta a agressao, por exemplo a que
ocorre durante o processo de regeneracdo. Incluem vaso-
constricdo, com alteracdo na angiogénese e na irrigacao dos
tecidos™, diminuicdo da tensao do oxigénio™ e alteracao
da resposta imunitaria“'>", Estao também descritos efeitos
a nivel da adesao, proliferacdo e diferenciacdo das células
6sseas™ ™,

A formacdo do tecido 6sseo durante os processos de
desenvolvimento, remodelacdo e regeneracdo envolve
uma série complexa de eventos que incluem a proliferacao
e diferenciacdo de células osteoprogenitoras em osteoblas-
tos e culminam com a formacao de uma matriz extracelular
mineralizada™. A formacdo dssea constitui um processo
dindmico, sujeito a mecanismos de controlo rigorosos, que
é muito sensivel a influéncias sistémicas e locais, por
exemplo, a presenca de farmacos que afectam de modo
directo e/ou indirecto o comportamento das células
osteoblasticas nas vdrias fases de diferenciacao®. No
entanto, o efeito directo da nicotina sobre as células dsseas,
e em especial os osteoblastos, tem sido pouco estudado e
a maioria dos trabalhos descritos diz respeito a células
animais e linhas celulares imortalizadas®™'”. Acresce ainda,
que as condicdes experimentais utilizadas nestes trabalhos
(modelo osteoblastico, fase de diferenciacao celular, dose e
tipo de nicotina utilizada e tempo de exposicdo) sao muito
variadas, o que dificulta a caracterizacdo dos efeitos da
nicotina nas células osteobldsticas e o esclarecimento dos
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mecanismos subjacentes.

A nivel da cavidade oral, estdo também descritos varios
efeitos adversos do tabagismo no tecido 6sseo. Assim, 0s
fumadores parecem apresentar um risco acrescido de perda
6ssea alveolar™?", mobilidade dentdria e perda dentaria
precoce®, reabsorcao da crista alveolar®?, atraso na
cicatrizacao da ferida pos-extracdo dentdria®, incidéncia de
0sso tipo 1V(24), doenca periodontal®*?, morbilidade em
enxertos 6sseos® e faléncia na osteointegracao de implan-
tes®. Estes estudos sugerem que o tecido 6sseo relacio-
nado com a cavidade oral é muito sensivel aos efeitos
nefastos do tabagismo. 0 0sso alveolar, que tem uma taxa
de renovacdo muito elevada devido a necessidade de uma
constante adaptacdo a forcas oclusais varidveis, parece ser
muito afectado™?.

Na cavidade oral, os varios tecidos contactam com
niveis elevados dos constituintes do fumo do tabaco e os
efeitos locais sao assim relevantes, como sugerem os
varios estudos comparativos entre fumadores e nao
fumadores relativamente ao estado de saude oral®.
Assim, por exemplo, a nicotina esta presente na saliva, no
fluido crevicular e pode também ser encontrada nas
superficies radiculares dos dentes com doenca perio-
dontal®. Os niveis de nicotina na saliva variam entre 70
pg/ml e 1560 pg/ml e no fluido crevicular podem ser 2 a
10 vezes superiores aos niveis plasmaticos®”. O tecido
6sseo relacionado com a cavidade oral esta, de um modo
geral, resquardado do contacto directo com os fluidos orais.
No entanto, as substancias lipofilicas presentes na saliva e
fluido crevicular, como é caso da nicotina, podem atingir o
tecido dsseo por um processo de difusdo passiva que
depende apenas de um gradiente de concentracdes. Além
disso, hd circuns-tancias em que o tecido 6sseo estd sujeito
aos efeitos locais de substancias activas presentes na
saliva, por exemplo, nos casos de doenca periodontal
grave, durante o processo de cicatrizacdo pds-extraccao
dentdria e também nas situacbes de enxertos 6sseos e
colocacdo de implantes, devido a quebra de integridade
dos tecidos envol-ventes®*”. Nao existem na literatura
estudos relativos ao efeito de componentes do fumo de
tabaco em células 6sseas provenientes de tecidos orais.
Assim, o objectivo deste trabalho foi caracterizar o efeito
da nicotina, em concentracdes que podem estar presentes
na saliva de um fumador médio, na morfologia e
proliferacao de culturas celulares de osso alveolar humano
em trés fases distintas do ciclo de proliferacao-
diferenciacao celular.
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MATERIAIS E METODOS

Cultura celular

A cultura primaria foi efectuada a partir de 0sso alveolar
resultante de procedimentos cirdrgicos na cavidade oral. O
0sso alveolar, que de outro modo seria rejeitado apds a
cirurgia, foi obtido com consentimento do dador. O tecido
o6sseo recolhido foi fragmentado em pequenos pedacos,
cultivado em frascos de 25 cm? (Corning 3055) com “o-
Minimum Essential Medium” (Gibco BRL 12000-097),
contendo soro bovino fetal (10%, Gibco 10108 -165),
gentamicina (50 pg/ml, Gibco 15710-049), penicilina-
estreptomicina (100 IU/ml e 100 pg/ml, respectivamente,
Gibco 15140-114) e anfotericina B (2,5 pg/ml, Gibco
15290-026) e incubado & temperatura de 37° C, numa
atmosfera himida contendo 95% de ar e 5% de €02. 0
meio de cultura foi renovado semanalmente até ao
aparecimento das primeiras células.

0 crescimento celular a partir dos fragmentos 6sseos
observou-se apés cerca de 7 a 10 dias e as culturas foram
mantidas até préximo da confluéncia, com renovacdo do
meio de cultura duas vezes por semana. Nesta fase, as
células aderentes foram libertadas enzimaticamente, com
tripsina (0,04%, Sigma T 4799) durante aproximadamente
10 minutos.

A suspensao celular obtida foi cultivada durante 14 dias
em placas de 96 pocos (Costar 3596) a uma densidade de
10" células/cm? e em condicdes semelhantes as descritas
para a cultura primdria, na auséncia (culturas controlo) e na
presenca de nicotina.

0 efeito da nicotina ((-) Nicotine ([-]-1-Metyl-2-[3-
pyrrolidine), Sigma N 3876) sobre a morfologia e prolife-
racdo celulares foi estudado em trés condicdes experi-
mentais. Assim, as culturas foram expostas a nicotina
durante todo o periodo de incubacdo (dia 0 ao dia 14), ap6s
0 processo de adesao celular (dia 1 ao dia 14) e apos a fase
de confluéncia (dia 10 ao dia 14).

Utilizaram-se as sequi-ntes concentracdes de nicotina -
0,1 mg/ml (0,6 mM); 0,2 mg/ml (1,2 mMm); 0,3 mg/ml
(1,8 mMm); 0,4 mg/ml (2,4 mM); 0,5 mg/ml (3,0 mM);
1mg/ml (6 mM) - repre-sentativas das que podem estar
presentes na saliva de um fumador médio®”.

As culturas controlo e as culturas expostas a nicotina
foram caracterizadas durante o processo de adesao celular
(2, 6 e 24 horas) e ao longo do restante periodo de incuba-
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cdo (3, 7 e 14 dias). As culturas foram fixadas e coradas
histoquimicamente para a presenca de fosfatase alcalina.

Fixacao e coloracéo histoquimica
das culturas

As culturas foram lavadas com PBS (“Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline”, Sigma D-1408) e fixadas com
glutaraldeido a 1,5% (Merck 1.04239) em tampdo caco-
dilato de sédio a 0,14 M (TAAB 5007) durante 10 minutos.

Depois de fixadas, as culturas foram lavadas com dgua
destilada e coradas histoquimicamente para a presenca de
fosfatase alcalina. Para isso, foram incubadas, no escuro,
durante uma hora com uma solucdo de tampao Tris a 0,1
M, pH 10 (Sigma 8534) contendo o-naftil fosfato de sédio
(Sigma N-7255) e “fast blue RR salt” (Sigma F-0500). A
reaccao positiva foi identificada por uma coloracao entre o
castanho amarelado e o preto, dependendo da actividade
da enzima. As culturas coradas foram observadas num
microscopio 6ptico de contraste de fase (Nikon, modelo
TMS) e fotografadas utilizando um sistema de imagem
(Nikon, modelo Digital Net Camera - DN 100).

RESULTADOS

Culturas controlo

As culturas primdrias foram obtidas pela técnica do
explante, isto é, por crescimento celular a partir de
fragmentos de o0sso alveolar. As primeiras células
observaram-se 7 a 10 dias ap6s o inicio das culturas e,
seguidamente, verificou-se uma proliferacao exponencial
ao longo do tempo. As células apresentaram uma
morfologia alongada com prolongamentos citoplasmaticos
e extenso contacto intercelular. Proliferaram em pequenos
agrupamentos que aumentaram de tamanho com o tempo
de incubacdo e formaram nddulos tridimensionais. Estes
nddulos apresentaram uma reaccao intensamente positiva
para a fosfatase alcalina. A figura 1 mostra o aspecto de
uma cultura primdria com 12 e 20 dias.

As culturas primdrias foram mantidas até ao preen-
chimento quase completo da superficie de cultura, aproxi-
madamente 20 dias. Nesta fase, foram submetidas a um
tratamento enzimatico para o destacamento da camada

Revista Portuguesa de Estomatologia, Medicina Dentdria e Cirurgia Maxilofacial




Pereira MLL et al

Figura 1 - Aspecto de uma cultura primadria de osso alveolar

humano.

A - Crescimento celular a partir dos fragmentos dsseos, 12 dias.
Microfotografia de contraste de fase, 40x.

B - Cultura celular corada histoquimicamente para a presenca de
fosfatase alcalina, 20 dias. Aspecto macroscépico.

celular aderente. A suspensao celular obtida foi cultivada
durante 14 dias - 12 subcultura - e caracterizada ao longo
do tempo de cultura relativamente a morfologia e
proliferacdo celulares.

Imediatamente apds a subcultura, as células iniciaram o
processo de adesdo ao substrato de cultura. Durante as
primeiras horas, observaram-se alteracdes morfoldgicas
profundas devido a expansao do citoplasma para aquisicao
gradual da forma celular caracteristica. Ap6s aproximada-
mente 24 horas, este processo estava completo e as células
apresentaram um aspecto alongado, ndcleo proeminente,
nucléolos bem definidos e alguns prolongamentos citoplas-
maticos. A partir desta fase, observou-se o crescimento
celular gradual e preenchimento da superficie de cultura
(fase de confluéncia) apds aproximadamente 10 a 12 dias.
A semelhanca do observado na cultura primaria, o
crescimento celular nao foi uniforme, notando-se a
formacao de agrupamentos celulares. As culturas apresen-
taram reaccdo positiva para a fosfatase alcalina, sendo a
intensidade da reaccdo superior nas zonas de maior

Revista Portuguesa de Estomatologia, Medicina Dentdria e Cirurgia Maxilofacial

Figura 2 - Comportamento de uma cultura celular de osso alveolar
humano (12 subcultura) durante a adesao ao substrato de cultura
(1, 6 e 24 horas) e ao longo do periodo de incubacdo (3, 7 e 14
dias). Microfotografias de culturas coradas histoquimicamente para
a presenca de fosfatase alcalina, 200x.

densidade celular. A figura 2 documenta o processo de
adesao das células de osso alveolar ao substrato de cultura
e, também, o seu crescimento ao longo do tempo de
incubacao.

Efeito da nicotina

As culturas celulares de osso alveolar (12 subcultura),
cujo comportamento foi descrito na seccdo anterior, foram
utilizadas para avaliar o efeito da nicotina na morfologia e
proliferacdo celulares.

A figura 3 mostra o comportamento das culturas celu-
lares expostas a nicotina durante os 14 dias do periodo de
incubacdo (dia 0 ao dia 14). A presenca de 0,1 mg/ml nao
provocou efeitos significativos, embora fosse evidente um
ligeiro aumento da granulacao citoplasmdtica. A exposicao
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Figura 3 - Efeito da nicotina em culturas celulares de osso alveolar
humano - exposicdo durante todo o periodo de cultura (dia 0 ao dia 14).
Microfoto-grafias de culturas coradas histoquimicamente para a
presenca de fosfatase alcalina, 200x; 6 horas, 24 horas e 14 dias. A - 0,2
mg/ml; B - 0,3 mg/ml; C- 0,4 mg/ml; D - 0,5 mg/ml; E - 1 mg/ml.

a concentracdes superiores causou alteracoes nitidas na
morfologia celular, que foram evidentes logo nas primeiras
horas de cultura. Assim, durante o processo de adesao, as
células expostas a nicotina caracterizaram-se pela presenca
de vacuolos citoplasmaticos, aumento do tamanho celular e
dificuldade de definicdo dos limites do citoplasma. Estes
efeitos foram dependentes da dose e na presenca das
concentracdes mais elevadas, sobretudo 0,5 e 1 mg/ml,
observaram-se também indicios de apoptose, evidenciados
por um adensamento do nucleo e diminuicdo da massa
citoplasmatica. As alteracdes morfoldgicas descritas foram
visiveis durante o restante periodo de cultura, verificando-
se ainda um efeito inibitério sobre a proliferacdo celular.
Assim, observou-se uma diminuicdo nitida no nimero de
células aderentes nas culturas expostas a 0,2 e 0,3 mg/ml
e morte celular gradual na presenca de concentracdes
superiores. Aos 14 dias, as culturas expostas a 0,4 mg/ml
apresentaram apenas restos celulares e o tratamento com
0,5 e 1 mg/ml resultou em morte celular completa nos
primeiros 3 a 4 dias de incubacao.
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Figura 4 - Efeito da nicotina em culturas celulares de osso alveolar
humano - exposicao apos o processo de adesdo celular (dia 1 ao
dia 14). Microfoto-grafias de culturas coradas histoquimicamente
para a presenca de fosfatase alcalina, 200x; 2 dias (24 horas de
exposicao) e 14 dias. A - 0,2mg/ml; B - 0,3 mg/ml; C - 0,4
mg/ml; D - 0,5 mg/ml; E - 1 mg/ml.

A exposicdo das culturas celulares a nicotina apés o
processo de adesao celular (dia 1 ao dia 14) causou efeitos
dependentes da dose na morfologia e crescimento celu-
lares (figura 4). Na presenca de 0,1 e 0,2 mg/ml ndo se
verificaram alteracdes significativas no comportamento das
culturas relativamente ao observado na situacao controlo.
A exposicdo a 0,3 mg/ml provocou a vacuolizacdo de
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algumas células e tendéncia para um aumento do
tamanho celular, principalmente nos primeiros dias de
cultura. Também se verificou alguma inibicdo no
crescimento celular nos primeiros dias de cultura. Na
presenca de concentracdes mais elevadas ocorreu uma
acentuacao destes efeitos. Assim, aos 14 dias, as culturas
tratadas com 0,5 mg/ml apresentaram apenas algumas
células ade-rentes com uma morfologia muito alterada.
Na presenca de 1 mg/ml observou-se morte celular
completa apds aproximadamente uma semana.

0 efeito da nicotina foi também estudado em culturas
confluentes. Na figura 5 mostra-se 0 aspecto de uma
cultura confluente que foi tratada com 0,5 mg/ml de
nicotina durante 4 dias (adicao no dia 10 e exposicao até
ao dia 14). A presenca desta concentracdo elevada de
nicotina ndo provocou alteracdes significativas na
morfologia e crescimento celulares, bem como na
intensidade de colo-racdo histoquimica para a fosfatase
alcalina. As culturas apresentaram um aspecto
semelhante ao observado na situacdo controlo.
Contrariamente, e como se referiu ante-riormente, a
exposicdo das células a estes niveis de nicotina na fase
inicial da cultura (adicdo no dia 0 ou no dia 1, figuras 3 e
4) resultou num efeito significativo na morfologia celular,
mesmo apds algumas horas de expo-sicdo. Para
comparacao de efeitos, mostra-se na figura 6 um
pormenor da morfologia de uma célula exposta a 0,5
mg/ml de nicotina durante 4 dias mas em que a
exposicdo ocorreu do dia 1 ao dia 5.

Figura 5 - Efeito da nicotina - 0,5 mg/ml - em culturas celulares de
0ss0 alveolar humano - exposicao apés a fase de confluéncia (dia
10 ao dia 14). Microfotografias de culturas coradas histoqui-
micamente para a presenca de fosfatase alcalina; 10 dias (antes da
exposicdo) e 14 dias (4 dias de exposicao).
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400x

Figura 6 - Pormenor da morfologia de uma célula de osso alveolar
humano exposta a 0,5 mg,/ml de nicotina apés o processo de adesdo
(dia 1 ao dia 5). Microfotografia de uma cultura corada
histoquimicamente para a presenca de fosfatase alcalina; 5 dias (4
dias de exposicao).

DISCUSSAO

Neste trabalho avaliou-se o efeito da nicotina na
morfologia e proliferacdo de culturas celulares de osso
alveolar humano. As concentracdes de nicotina utilizadas
- 0,1 a 1 mg/ml - sdo representativas das que podem
estar presentes na saliva de um fumador®. A nicotina é
uma substancia lipofilica e, como tal, é absorvida através
da mucosa oral, exercendo varios efeitos a nivel
sistémico™. Além disso, contacta com os diferentes
tecidos orais e causa um efeito local sobre vdrios tipos de
células, principalmente células epiteliais e fibroblastos
gengivais que sao as mais acessiveis a exposicao salivar.
De acordo com esta observacdo, hd uma variedade de
estudos que descrevem um efeito directo da nicotina
nestes tipos celulares que é dependente da dose e do
tempo de exposicao®*?. Ha circunstancias em que o
tecido dsseo relacionado com a cavidade oral pode sofrer
a influéncia de um efeito local de substancias activas
presentes na saliva. Sdo exemplos, as situacoes de
doenca periodontal grave (que tem maior incidéncia nos
fumadores)“’ e processos pds-cirdrgicos que possibilitam
a acessibilidade ao tecido 6sseo, o que se verifica ap6s
uma extraccao dentaria®*” e, também, quando da colo-
cacdo de implantes“?. Relativamente a este ultimo
aspecto, os resultados de um estudo clinico longitudinal
que envolveu 2900 implantes dentdrios sugeriram que a
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exposicdo local dos tecidos peri-implantares as subs-
tancias toxicas presentes no fumo do tabaco constitui o
principal factor que contribui para a maior taxa de falén-
cia observada nos fumadores relativamente aos nao
fumadores“?.

Nao existem estudos relativos ao efeito local da
nicotina nas células 6sseas relacionadas com a cavidade
oral. As culturas celulares de osso alveolar parecem ser
um modelo apropriado para a caracterizacao destes
efeitos pois este tecido 6sseo tem uma taxa de renovacao
muito elevada, sendo de esperar que seja muito
susceptivel aos efeitos de substancias activas presentes
no meio circundante. Em concordancia com esta obser-
vacdo, referem-se os variados estudos clinicos que
mostram que o tabagismo tem um efeito nefasto no 0sso
alveolar™?,

As condicdes experimentais utilizadas neste trabalho
permitiram obter culturas celulares com caracteristicas
osteoblasticas, evidenciadas pelo padrao de crescimento
celular, com tendéncia para a formacdo de estruturas
nodulares, e a presenca de uma actividade elevada de
fosfatase alcalina™. O estudo foi realizado na 12
subcultura (cultura obtida directamente da cultura
primdria) pois trabalhos anteriores mostraram que ha
uma diminuicdo progressiva das caracteristicas osteo-
blasticas com a subcultura sucessiva®’. 0 efeito da
nicotina foi avaliado em trés situacdes experimentais
representativas do comportamento de proliferacao/dife-
renciacao celular - a adesao celular, a fase de crescimento
exponencial e a fase de confluéncia®’.

As células 6sseas sao células aderentes e, assim, a
adesao ao substrato (in vivo, uma superficie 6ssea pré-
existente; in vitro, a superficie de cultura) constitui um
pré-requisito para a proliferacdao e diferenciacdo nor-
mais““*?. Durante este processo observa-se a reorga-
nizacdo do citoesqueleto, estrutura que é determinante
na organizacdo do citoplasma, posicao dos organelos,
traducao e estabilidade do ARNm, movimento da célula e
de componentes subcelulares, modelacdo da forma da
célula, divisao celular e diferenciacdo“*”. Deste modo, a
avaliacdo do efeito de uma determinada substancia no
processo de adesao celular providencia informacdo sobre
a sua eventual toxicidade. A alteracao do padrao normal
da adesdo celular traduz-se num comprometimento da
viabilidade celular pois apenas as células aderentes que
apresentam a morfologia fenotipica caracteristica iniciam
o processo de proliferacao/diferenciacdo. Os resultados
apresentados na figura 3 mostram que a nicotina afectou
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0 processo de adesdo celular, de modo dependente da
dose, para concentracdes iguais e superiores a 0,2
mg/ml, sendo a vacuolizacdo citoplasmdtica o efeito
mais notério. No entanto, na presenca das concentracdes
mais altas, 0,5 e 1 mg/ml de nicotina, este efeito
conduziu a lise celular, pois nas culturas de 24 horas eram
visiveis apenas algumas células aderentes.

Ap6s a adesdo, as células iniciam o processo de
proliferacao/diferenciacdo. De inicio, a populacao celular
é muito proliferativa e pouco diferenciada e, progres-
sivamente, torna-se menos proliferativa e mais diferen-
ciada“. Na fase de crescimento activo, as células tém
uma elevada actividade metabdlica, sendo muito sus-
ceptiveis ao efeito de substancias activas“®. Os resultados
apresentados na figura 4 mostram que a exposicao das
culturas a nicotina apds o processo de adesdo e durante
a fase de crescimento celular (dia 1 ao dia 14) resultou
em efeitos adversos significativos na morfologia e no
nimero de células aderentes, que foram dependentes da
dose. No entanto, para igual concentracdo e tempo de
exposicao, o efeito citotéxico foi de menor intensidade
que o observado quando as culturas foram expostas
durante todo o periodo de cultura (dia 0 ao dia 14, figura
3). Assim, a nicotina afectou o comportamento celular
para concentracdes iguais e superiores a 0,3 mg/ml e, na
presenca de concentracdes mais elevadas, 0,5 e 1 mg/ml,
a lise celular foi menos significativa e ocorreu para
tempos de exposicdo mais elevados (figura 4).

Na fase de confluéncia, altura em que hd o preen-
chimento completo da superficie de cultura, as células
apresentam um indice mitético muito baixo (devido a
inibicdo do crescimento por contacto celular) e exibem
com maior intensidade as caracteristicas fenotipicas“?. 0s
resultados deste trabalho mostraram que, nesta fase, as
culturas celulares de osso alveolar apresentaram uma
susceptibilidade minima a presenca de nicotina (figura
5), ndo se observando alteracdes aparentes na morfo-
logia e densidade celulares e, também, na intensidade da
reaccao histoquimica para a fosfatase alcalina. Este
comportamento explica-se, em parte, pela baixa activi-
dade metabdlica celular e, por isso, uma menor sensi-
bilidade ao meio circundante™.

0s resultados apresentados neste trabalho sugerem
que os efeitos citotoxicos da nicotina dependem do esta-
do de proliferacdo/diferenciacao celular. Esta observacao
estd de acordo com estudos anteriores que mostram que
a susceptibilidade celular a niveis téxicos de substancias
activas é maior nas fases iniciais, nomeadamente durante
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a adesao e a proliferacdo activa“®. Este facto esta relacio-
nado com as caracteristicas da populacao celular, como se
referiu anteriormente, mas também, com a diferente
acessibilidade das células ao contacto com as substancias
activas presentes no meio. Assim, por exemplo, na fase
de confluéncia, a drea de exposicdo celular é
relativamente pequena, devido ao grande contacto
intercelular (e, por vezes, formacao de multicamadas) e a
presenca da matriz extracelular.

A observacao das figuras 3 e 4 mostra que a vacuo-
lizacdo do citoplasma, com consequente aumento do
tamanho celular, foi a alteracdo morfoldgica mais caracte-
ristica obser-vada nas culturas expostas a nicotina. Esta
substancia é uma base fraca (pKa = 7,9) e, apds a sua
difusdo para a célula, tem tendéncia a acumular-se nos
lisossomas pois estes organelos tém um meio relativa-
mente 4cido. A elevacdo da concentracdo de nicotina no
interior dos lisossomas é acompanhada por um aumento da
entrada de dgua nestas estruturas e os lisossomas conver-
tem-se em vactolos que se tornam progres-sivamente
maiores com o tempo de expo-sicdo. Dependendo da dose
e/ou do tempo de exposicao, o processo de vacuolizacao
pode resultar em destruicdo celular. Esta alteracdo morfo-
l6gica estd descrita em trabalhos anteriores envolvendo
varios tipos de células, como fibroblastos gengivais e perio-
dontais®****?, macréfagos® e células osteoblasticas prove-
nientes de calvdria de embrido de pinto. Este autor
descreveu um efeito de vacuolizacdo em culturas conflu-
entes expostas durante 2 dias a niveis de nicotina de 0,1 a
0,6 mg/ml™. A diferenca de susceptibilidade celular relati-
vamente ao observado neste trabalho e documentado na
figura 5 estd provavelmente relacionada com as caracte-
risticas dos modelos osteobldsticos usados e o grau de
confluéncia das culturas. A acumulacdo de nicotina nos
lisossomas (com consequente vacuolizacdo citoplasmatica)
pode funcionar como um mecanismo protector da célula
contra os efeitos da nicotina“? . No entanto, durante a sua
difusdo para os lisos-somas, a nicotina pode afectar
estruturas e processos citoplasmaticos envolvidos na
proliferacao e/ou actividade funcional. Por outro lado, as
alteracdes morfoldgicas induzidas pela nicotina tém muito
provavelmente repercussbes a nivel do crescimento
celular®. Assim, estao descritos efeitos adversos na taxa de
crescimento e na actividade de diversos tipos de células
expostas a concentracdes de nicotina seme-lhantes as
utilizadas neste estudo®*®.

0 trabalho em curso compreende a caracterizacao dos
efeitos de niveis plasmaticos e salivares de nicotina na
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organizacao do citoesqueleto, proliferacdo e actividade fun-
cional de células osteoblasticas humanas, nomeadamente
na sintese de proteinas da matriz extracelular e no processo
de mineralizacdo.

CONCLUSAO

0Os resultados apresentados neste trabalho permitem
concluir que a nicotina afecta negativamente a morfologia
e a proliferacdo de células provenientes de osso alveolar
humano, em concentracdes representativas das que podem
estar presentes na saliva de um fumador. A susceptibilidade
aos efeitos toxicos da nicotina depende do estado de
diferenciacdo celular, sendo grande durante o processo de
adesao ao substrato e proliferacdo exponencial e pequena
na fase de confluéncia. Os resultados sugerem que a
toxicidade directa da nicotina sobre as células osteoblasticas
pode contribuir para os efeitos nefastos do tabagismo no
tecido 6sseo da cavidade oral.
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