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RESUMO

Os habitos tabagicos constituem um factor de risco importante na faléncia dos im-
plantes dentarios. De acordo com uma variedade de estudos clinicos, a exposicao
local dos tecidos peri-implantares a componentes do tabaco parece ter uma contri-
buicao significativa neste processo. O fumo do tabaco € uma complexa mistura de
mais de 4000 compostos, muitos dos quais atingem concentracdes elevadas na
saliva e apresentam potencial citotoxico a nivel do tecido 6sseo, de acordo com uma
variedade de estudos efectuados em culturas celulares. Deste modo, a avaliacao
do perfil de actividade destes compostos no metabolismo 6sseo a nivel da interface
o0sso/implante, pode contribuir para a elucidacao dos mecanismos envolvidos nos
efeitos nefastos do tabagismo na osteointegracao e longevidade dos implantes den-
tarios.

Este trabalho teve como objectivo avaliar o perfil da nicotina, acroleina e acetaldeido
na proliferacao e actividade funcional osteoblastica na superficie de implantes de
titnio TPS (titanium plasma sprayed), utilizando sistemas in vitro representativos.
Estes compostos atingem concentracoes elevadas nos fluidos biolégicos dos fuma-
dores, em particular na saliva, e apresentam potencial toxicidade para diversos ti-
pos celulares.

Utilizaram-se como sistemas in vitro, culturas de células humanas derivadas de
0sso alveolar e de medula 6ssea, estabelecidas em condicoes experimentais apro-
priadas para o desenvolvimento do fenétipo osteoblastico. Em algumas experién-
cias, utilizou-se também a linha celular Saos-2, obtida de osteosarcoma humano.
O comportamento celular foi caracterizado por parametros de morfologia celular,
viabilidade/proliferacao, contelido em proteina total e actividade funcional osteo-
blastica, nomeadamente sintese de fosfatase alcalina e mineralizacdo da matriz.

O perfil de actividade da nicotina foi avaliado em placas de cultura “standard” (cultu-

ras celulares de osso alveolar e de medula éssea) e na superficie de implantes de ti-
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tanio TPS (culturas celulares de medula 6ssea e a linha celular Saos-2). A exposicao
das culturas celulares a nicotina (0,06 uM-6 mM, gama de concentracoes repre-
sentativa dos niveis plasmaticos e salivares detectados nos fumadores) ocorreu de
forma continua ou apenas em diferentes fases do processo de proliferacao/diferen-
ciacao celular. Os estudos de dose-efeito permitiram obter a seguinte informacao: (i)
auséncia de efeitos significativos na presenca de concentracoes plasmaticas, 0,06
e 0,3 uM; (ii) estimulagao da proliferacao celular e da actividade da fosfatase alca-
lina, com antecipacao da mineralizacao da matriz extracelular, durante a exposicao
a niveis salivares de 0,3 a 1,2 mM,; (iii) efeito inibitério na proliferacao e fungao ce-
lular na presenca de niveis salivares elevados, 1,8 mM a 6 mM. A nicotina causou
também alteracoes morfoldgicas caracteristicas, nomeadamente a vacuolizacao do
citoplasma na presenca de concentracoes elevadas. A susceptibilidade celular aos
efeitos da nicotina foi particularmente significativa na fase de adesao ao substrato
e na fase de crescimento exponencial.

A avaliacao do perfil de dose-efeito da acroleina (0,01 a 0,12 mM) e do acetaldeido
(0,1 a 6 mM) foi efectuada em culturas de células de medula 6ssea humana cul-
tivadas na superficie de implantes TPS e expostas de modo continuo a estes com-
postos. A acroleina causou efeitos inibitorios na proliferagao e funcao osteoblastica
para niveis iguais e superiores a 0,03 mM, concentragdo semelhante aos niveis
salivares maximos detectados na saliva dos fumadores. O acetaldeido exibiu efeitos
citotéxicos no comportamento celular na gama de concentracoes estudadas, que foi
representativa dos niveis salivares presentes nos fumadores.

0 comportamento de proliferacao e funcao osteoblastica na superficie de implantes
de titdnio TPS foi também avaliado na presenca de combinacoes de nicotina (1,2
e 2,4 mM), acroleina (0,06 mM, Cl_ ) e acetaldeido (0,3 mM, Cl_ ). A exposicao a
combinacoes de nicotina 1,2 mM com acroleina, acetaldeido ou ambos os aldeidos
causou uma resposta celular intermédia entre a observada nas culturas expostas
a nicotina (efeito indutor) ou aos aldeidos (efeito inibitério). A exposicao a combina-
¢oes de nicotina 2,4 mM com acroleina, acetaldeido ou ambos os aldeidos provocou
um efeito citotoxico cumulativo, resultante dos efeitos inibitdrios exibidos por estes

compostos nestas concentracoes.
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Em conclusao, os resultados deste trabalho mostram que a nicotina, a acroleina
e o acetaldeido afectam a proliferacao e a actividade funcional de células osteo-
blasticas humanas cultivadas na superficie de implantes de titanio TPS, de modo
dependente da dose. Adicionalmente, verifica-se uma interaccao/contribuicao de
efeitos indutores e inibitorios na resposta celular observada durante a exposicao
simultdnea a mais que um destes compostos. Embora nao exista informacao rela-
tiva aos niveis de componentes do fumo do tabaco na interface osso/implante, os
resultados deste estudo sugerem a possibilidade de uma modulacao local a nivel do
metabolismo dsseo peri-implantar, com eventual repercussao na osteointegracao e

longevidade dos implantes dentarios.
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ABSTRACT

Smoking is considered to be a risk factor affecting the success rate of dental im-
plants. According to several clinical studies, local exposure of the peri-implant tis-
sues to tobacco compounds has a significant contribution in this process. Cigaret-
te smoke is a complex mixture of over 4000 compounds, with many reaching high
salivary levels and presenting potential cytotoxicity in the bone tissue, according to
a variety of cell culture studies. Thus, evaluation of the activity profile of these com-
pounds in the bone metabolism at the bone/implant interface would provide infor-
mation regarding the mechanisms subjacent to the deleterious effects of smoking in
the osseointegration and long-time survival of dental implants.

The aim of this work was to assess the profile of nicotine, acrolein and acetaldehyde
in the osteoblastic proliferation and function on the surface of titanium implants TPS
(titanium plasma sprayed), using representative in vitro models. These compounds
reach high levels in the biological fluids of smokers, particularly in the saliva, and
present potential cytotoxicity to several cell types.

The in vitro systems used include cell cultures derived from human alveolar bone
and bone marrow, established in appropriate experimental conditions to the deve-
lopment of the osteoblastic phenotype. In some of the experiments, the cell line
Saos-2, derived from human osteosarcoma, was also used. Cell behaviour was cha-
racterized regarding cellular morphology, viability/proliferation, total protein content
and osteoblastic functional activity, namely alkaline phosphatase activity and matrix
mineralization.

Nicotine profile was addressed in standard tissue culture plates (alveolar bone and
bone marrow cell cultures) and on the surface of titanium implants TPS (bone mar-
row cell cultures and the cell line Saos-2). Cell cultures were exposed to nicotine
(0.06 uM-6 mM, range representative of the plasmatic and salivary levels detected

in smokers) continuously or in different stages of the cellular proliferation/differen-
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tiation pathway. The dose-effect studies provided the following information: (i) absen-
ce of significant effects in the presence of plasmatic concentrations, 0.06 and 0.3
uM; (i) stimulation of the cell proliferation and alkaline phosphatase activity, along
with early matrix mineralization, during exposure to salivary levels of 0.3 to 1.2 mM;
(iii) inhibitory effects in the cell proliferation and function at high salivary levels, 1.8
mM to 6 mM. In addition, nicotine caused characteristic morphological alterations,
namely vacuolization of the cytoplasm at high concentrations. Cellular susceptibility
to the effects of nicotine was particularly significant in the phase of cell adhesion to
the substrate and during the exponential cell growth.

Evaluation of the dose-effect profile of acrolein (0.01 to 0.12 mM) and acetaldehyde
(0.1 to 6 mM) was performed in bone marrow cell cultures established on the sur-
face of titanium implants TPS, exposed continuously to these compounds. Acrolein
caused inhibitory effects in the osteoblastic proliferation and function at levels simi-
lar and higher than 0.03 mM, concentration similar to the maximum salivary levels
detected in smokers. Acetaldehyde exhibited cytotoxic effects in the cell behaviour
in the concentration range tested, which was representative of the levels measured
in the saliva of smokers.

Osteoblastic proliferation and differentiation behaviour on the surface of titanium
implants TPS was also assessed in the presence of combinations of nicotine (1.2
and 2.4 mM), acrolein (0.06 mM, IC ) and acetaldehyde (0.3 mM, IC,,). Exposure
to combinations of nicotine 1.2 mM with acrolein, acetaldehyde or both aldehydes
caused a cell response intermediate between that observed in the cultures exposed
to nicotine (inductive effect) or to the aldehydes (inhibitory effect). Exposure to com-
binations of nicotine 2.4 mM with acrolein, acetaldehyde or both aldeydes caused
a cumulative cytotoxic effect, resulting from the inhibitory effects exhibited by the
three compounds at these concentrations.

In conclusion, the results of this work show that nicotine, acrolein and acetaldehyde
affect the proliferation and functional activity of human osteoblastic cells cultured
on the surface of titanium implants TPS, in a dose-dependent way. In addition, an
interaction/contribution of inductive and deleterious effects in the cell response is

observed during the simultaneous exposure to more than one of these compounds.
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Although the absence of information regarding the levels of tobacco compounds at
the bone/implant interface, the results of this study suggest the possibility of a local
modulation of the peri-implant bone metabolism, with eventual repercussion in the

osseointegration and long-time survival of the dental implants.
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CONTEXTO, OBJECTIVOS E ESTRUTURA DA TESE

0 tabagismo esta associado a um maior risco de faléncia de implantes orais, quer
precoce quer tardia. Os mecanismos envolvidos nos efeitos negativos do uso do
tabaco na osteointegracado e longevidade do implante, isto €, na manutengao de
um metabolismo 6sseo apropriado na interface tecido 6sseo/implante ndo estao
esclarecidos. O fumo do tabaco € uma mistura complexa de mais de 4000 com-
postos e muitos deles apresentam elevado potencial citotoxico, estando descritos
efeitos nefastos em varios érgaos e tecidos, incluindo o tecido 6sseo. A nicotina, o
composto responsavel pelo habito tabagico, é detectada no plasma e na saliva dos
fumadores em concentracoes de 4-73 ng/ml (0,024-0,44 uM) e 96 ng/ml-1,6
mg/ml (0,58 uM-9,6 mM, respectivamente). A nicotina tem um elevado coeficiente
de difusdo e € o composto mais frequentemente implicado nos efeitos negativos
do tabagismo nos processos de regeneracao 6ssea. Também, a acroleina e o ace-
taldeido, dois aldeidos volateis muito reactivos, apresentam elevada citotoxicidade.
Estes compostos sdo prontamente detectados na saliva apds o acto de fumar e
atingem niveis de 5,5-38,2 uM e 0,312-1,986 mM, respectivamente. O potencial
citotéxico da nicotina, acroleina e acetaldeido a nivel dos tecidos orais tem sido
documentado em estudos de culturas celulares, principalmente células epiteliais e
fibroblastos gengivais e periodontais.

De acordo com varios estudos clinicos, a exposicao local dos tecidos peri-implanta-
res a componentes do tabaco tem uma contribuicao significativa nos efeitos nefastos
do tabagismo em implantologia dentéaria. Esta observacao esta muito provavelmen-
te relacionada com os niveis elevados de varios compostos bioactivos detectados
nos fluidos orais dos fumadores, que mantém um gradiente de difusdo através dos
tecidos orais, e a factores locais que favorecem a presenca destas substancias na
interface tecido ésseo/implante. Assim, esta descrito que o epitélio peri-implantar

juncional apresenta maior permeabilidade a substancias presentes na saliva quan-
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do comparado com o epitélio juncional que envolve os dentes naturais. Ha também
a possibilidade de penetracao de fluidos orais na mucosa peri-implantar a nivel do
“microgap”. Considerando os factores mencionados, sao de esperar interaccoes
complexas no comportamento das células 6sseas relativamente a manutencao de
um metabolismo normal no microambiente osso/implante. Curiosamente, a avalia-
cao da actividade potencial de componentes do fumo do tabaco no metabolismo
0sseo peri-implantar, a nivel celular, tem merecido pouca atencao. A utilizacao de
sistemas in vitro, nomeadamente a interaccao de culturas de células ésseas e im-
plantes dentarios, que permite uma avaliagdo em condicdes experimentais contro-

ladas, ndo estava descrita no inicio deste trabalho.

No contexto exposto, este trabalho iniciou-se com dois objectivos principais: (i) carac-
terizar o perfil de dose-efeito da nicotina, acroleina e acetaldeido no comportamento
de células osteoblasticas humanas cultivadas na superficie de implantes de titanio
TPS utilizados em implantologia oral (TPS, Titanium Plasma Sprayed, superficie de
titanio revestida com po de titanio de elevada pureza) e, com base neste estudo, (ii)
avaliar, em condicoes experimentais semelhantes, o comportamento celular na pre-
senca de combinacdes de nicotina, acroleina e acetaldeido, para analisar a eventual
interaccao/contribuicao de diversos tipos de efeitos na resposta celular durante a
exposicao simultdnea a varios compostos bioactivos.

O comportamento celular foi caracterizado por pardmetros de morfologia celular,
viabilidade/proliferacéo, contelido em proteina total e actividade funcional osteo-
blastica, nomeadamente sintese de fosfatase alcalina e capacidade de formacao
de uma matriz extracelular mineralizada. Neste estudo utilizou-se uma gama de
concentragdes de nicotina, acroleina e acetaldeido representativas dos niveis pre-

sentes no plasma e saliva dos fumadores.

Esta tese é composta por trés capitulos.

No capitulo | € apresentada uma breve revisao bibliografica que inclui a biologia do

tecido 6sseo peri-implantar, a cicatrizacao peri-implantar, o tabagismo e salde oral
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evidenciando o impacto negativo no desempenho de implantes endésseos e o perfil

biol6gico da nicotina, acroleina e acetaldeido.

No capitulo Il apresentam-se os resultados relativos ao perfil de dose-efeito da ni-
cotina (0,06 uM-6 mM) no comportamento de proliferacéo e diferencia¢ao de cul-
turas de células osteoblasticas humanas mantidas durante 28-35 dias em placas
de cultura “standard” e na superficie de implantes de titdnio TPS. Neste estudo,
foram utilizados trés sistemas in vitro: culturas de células osteoblasticas derivadas
de osso alveolar humano, culturas de células osteoblasticas derivadas de medula
6ssea humana e a linha celular Saos-2 (derivada de osteosarcoma humano).
Os resultados obtidos foram objecto das seguintes publicacoes:

* Revista Portuguesa de Estomatologia e Cirurgia Maxilofacial 46: 81-91; 2005.

* Revista Portuguesa de Estomatologia e Cirurgia Maxilofacial 47: 79-90; 2006.

* Arquivos de Medicina 21(1): 3-14; 2007.

¢ Clinical Oral Implants Research 19: 582-589; 2008.

* J Biomed Mater Res, aceite para publicacao, DOI:10.1002/jbm.a-31873.

No capitulo Il apresentam-se os resultados relativos a dois estudos: (i) perfil de
dose-efeito da acroleina (0,01-0,12 mM) e do acetaldeido (0,1-6 mM) no com-
portamento de proliferacao e diferenciagao de culturas de células osteoblasticas
derivadas de medula 6ssea humana, mantidas durante 28 dias na superficie de
implantes de titanio TPS e (ii) efeito da exposicao simultanea das células osteoblas-
ticas a nicotina, acroleina e acetaldeido em varias combinacoes de efeitos indutores
e inibitorios.

Os resultados obtidos neste estudo foram submetidos para publicacao no Interna-

tional Journal of Maxillofacial Implants.

No capitulo IV é apresentada a discussao geral e as principais conclusdes deste

estudo.

- XXIII -






CARACTERIZAGAO DO EFEITO DO FUMO DO TABACO NO COMPORTAMENTO CELULAR NA INTERFACE COM O IMPLANTE

INDICE
JaY =T [T o] g =T 0 (oSSR IX
U] o] o= Voo = XI
(ST T ] Lo PSR Xl
Y 01 4= e R USRI Xvii
Contexto estrutura € ODJECTIVOS .....uiiieicciceiieee e e ne e e e e enns XXI
Capitulo 1. INrodUGAO ...........c.oiieieeeceee e 1
Te e Yo [0 oz To N -1=T = | ST ORTTPSR 3
1. Biologia do tecido 6SSe0 peri-implantar........c.cccceeeeeeeeeesecieeeeeeeeseeeeeeeeneas 7
2. Cicatrizacao peri-iMpPlantar ......cccccer e e 13
G T = o) (T 7= 7= T LS 19
4. Tabagismo € Implantologia Oral.....ccccuecceeirecieririiee e 23
5. Perfil biolégico da nicotina, acroleina e acetaldeido.......cccccevceereceereceecceennee. 31

Capitulo 2. Efeito da nicotina no comportamento de células osteoblasticas
cultivadas em implantes de titanio.............c.cccoceeeveeieecciecvieceeee, 41

1. Efeito da Nicotina na Morfologia e Proliferacao de Células de Osso Alveolar
Humano em Diferentes Fases de Diferenciacao
Pereira MLL, Costa MA, Carvalho JFC, Fernandes MHR
Rev Port Estomatol Cir Maxilofac 2005; 46: 81-91 ......cccceevirieerieree e 43

2. Efeito da Nicotina no Processo de Formacao Ossea Alveolar: Estudo em
Culturas Celulares de Osso Alveolar Humano
Pereira MLL, Carvalho JFC, Fernandes MHR, Peres F
Rev Port Estomatol Cir Maxilofac 2006; 47: 79-90.......cocceeverieerieeree e 57

- XXV -



CARACTERIZAGAO DO EFEITO DO FUMO DO TABACO NO COMPORTAMENTO CELULAR NA INTERFACE COM O IMPLANTE

3. Proliferacao e diferenciacao de células osteoblasticas de medula 6ssea

humana na presenca de niveis sanguineos e salivares de nicotina

Pereira MLL, Carvalho JFC, Peres F, Gutierrez M, Fernandes MHR

Arquivos de Medicina 2007, 21 (1): 3-14 ..ot e e e 71
4. Behaviour of human osteoblastic cellscultured on plasma-sprayed

titanium implants in the presence of nicotine

Pereira ML, Carvalho JC, Peres F, Gutierres M, Fernandes MH

Clin Oral Impl Res 2008; 19: 582-589 ......ccccecererereererieneeneeneeserseesessessessesesaessens 85
5. Effect of nicotine in matrix mineralization by human bone marrow and

Saos-2 cells cultured on the surface of plasma-sprayed titanium implants

Pereira ML, Carvalho JC, Peres F, Fernandes MH

Journal of Biomedical Research

Part A 2008. doi: 10.1002/jbm.a.31873 ....c.cocrereerere e 95

Capitulo 3. Efeito cumulativo da nicotina, acroleina e acetaldeido no
comportamento de células osteoblasticas cultivadas em
implantes de titanio............ccoooeviiiici e 107
1. Exposure of osteogenic-induced bone marrow cells cultured on plasma-

-sprayed titanium implants to the simultaneous effects of nicotine,

acrolein and acetaldehyde

Pereira ML, Carvalho JC, Peres F, Fernandes MH

Submetido para publicacao ao International Journal of Maxilofaccial

0] = T PR 109
Capitulo 4. DiScuSSA0 € CONCIUSOES ...........c.ceeeueeeeeeieiieeeeeee e e ae e e 135
DisScUSSA0 Geral............coociriiiieeee s 137
CONCIUSOES ........co.eeiueiiieeieeeet e e e s sn e e eneas 151
Bibliografia...........ccccoveiiieciee e 153

- XXVI -



CAPITULO |

INTRODUCAO







INTRODUGAO

INTRODUCAO GERAL

Desde tempos remotos que o Homem tenta restaurar a funcao mastigatéria e estéti-
ca dos dentes perdidos. As implantacoes dentarias mais antigas foram encontradas
em restos esqueléticos da era pré-colombiana, cerca de 600 anos A.C, num cranio
que apresentava no maxilar fragmentos de madrepérola talhados em forma de den-
te e implantados nos alvéolos dos incisivos.t

Ao longo do tempo, varios métodos e materiais foram utilizados na substituicdo dos
dentes perdidos, mas foi no século XX, na década de sessenta, com os trabalhos
do Professor Ingvar Branemark e col, que a implantologia oral apresentou um fran-
co desenvolvimento com a introducdo do conceito de osteointegracdo.2 Em 1952,
Bréanemark e col, com o objectivo de avaliarem longitudinalmente, in situ e in vivo, a
circulagdo sanguinea, a reacgao do tecido 6sseo a diferentes tipos de traumatismo
e os efeitos dos diferentes agentes traumaticos no processo de regeneracao 6ssea,
recorreram a dispositivos de titdnio com um sistema 6ptico que introduziram nos
perénios do coelho. No momento de remocao das camaras de titénio instaladas
na intimidade dos tecidos para posterior analise, estas nao puderam ser retiradas,
observando-se uma intima interaccao entre as microirregularidades do titanio e o
tecido 6sseo. A partir destas observagoes, Branemark e col desenvolveram estudos
no sentido de estabelecer um protocolo cirdrgico apropriado para a reabilitacao oral
com base em implantes de titanio.® Esta interaccao entre o biomaterial implantado
e o tecido 6sseo, sem interposicao de tecido fibroso, foi definida por osteointegra-
¢cao e a sua descoberta representou um ponto importante no desenvolvimento da
implantologia oral.

Albrektsson e col* definiram inicialmente osteointegracdo como “uma conexao directa
estrutural e funcional entre o tecido ésseo normal viavel e o implante em funcao”.

Ao nivel da resolucao de microscopia 6ptica, a osteointegracao representa a imbri-

cacao directa entre o tecido 6sseo e a superficie do implante, sem interposicao de

-3-



CARACTERIZAGAO DO EFEITO DO FUMO DO TABACO NO COMPORTAMENTO CELULAR NA INTERFACE COM O IMPLANTE

nenhuma camada de tecido fibroso. No entanto, com o recurso a técnicas de analise
a nivel ultra-estructural, & possivel detectar na interface osso/implante uma cama-
da de cerca de 0,1 a 0,2 uym de espessura preenchida por proteoglicanos € uma
segunda camada de fibras de colagénio com aproximadamente 0,5 a 2 ym.5

Com base nestas observacoes e tendo em conta critérios clinicos baseados na es-
tabilidade dos implantes, a osteointegracao define-se, actualmente, como um pro-
cesso através do qual a fixacao de material aloplastico permanece imével e assin-
tomatica clinicamente e se mantém integrada no tecido ésseo ap6s a colocacao do
elemento protético e a incidéncia de cargas oclusais.®

Os processos que ocorrem na interface osso/biomaterial e que culminam com a inte-
gracao do implante no tecido 6sseo sao complexos e envolvem numerosos factores,
incluindo factores relacionados com o biomaterial (forma, topografia, caracteristicas
quimicas da superficie), com a técnica cirdrgica e caracteristicas do hospedeiro (tipo
e qualidade do osso, forgas oclusais e doencas sistémicas).”

0 desempenho biolégico dos biomateriais resulta entdo da resposta do hospedeiro
ao biomaterial e do comportamento do material no hospedeiro.”

O primeiro tecido biolégico, que entra em contacto com o implante, é o sangue num
volume que depende da geometria do implante e do local de colocacdo.® Depois
de inserido no leito implantar e dependendo do local de colocacao, o biomaterial
vai contactar com proporgdes variaveis de 0sso cortical, 0sso esponjoso e medula
6ssea.®® Assim, algumas areas do implante encontram-se comprimidas contra o
tecido 6sseo e as restantes em contacto directo com o coagulo sanguineo e fluidos
tecidulares. As caracteristicas da superficie do biomaterial modulam a adsorcao das
varias moléculas presentes no sangue e fluidos biolégicos que, por sua vez, terdao
consequéncias directas no recrutamento, adesao, proliferagao e diferenciacao das

células envolvidas no processo de cicatrizacao peri-implantar.%©

Apesar de materiais como o tantalo, nidbio, zirconia e as ligas de titanio terem ca-
pacidade de osteointegracao, o titdnio comercialmente puro continua a ser ampla-
mente utilizado na construcdo de implantes dentarios.** A sua utilizacdo deve-se a

elevada biocompatibilidade, as propriedades mecanicas e a resisténcia a corrosao,
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quando comparado com outros metais. A elevada biocompatibilidade do titanio é
atribuida a camada de 6xido, 2 a 17 nm, que se forma espontaneamente quando o
titanio é exposto ao oxigénio.'? Esta camada, constituida por varios tipos de 6xidos,
limita a corrosao superficial e possui estabilidade quando em contacto com os flui-
dos corporais.t?13

Com o objectivo de aumentar o comportamento bioldégico dos implantes de titanio
tém sido desenvolvidas varias estratégias que se baseiam em técnicas de modifica-
cao de superficie. 1415

A alteracao da superficie dos implantes metalicos a nivel de uma escala macro
e/ou, microscopica, por tratamentos mecanicos associados ou nao a tratamentos
guimicos, condiciona a resposta celular na superficie do implante.'®2* O objectivo
principal destas técnicas é a obtencao de um contacto mais eficaz e/ou mais rapido
entre o tecido 6sseo e a superficie do implante, permitindo, por exemplo, que 0s im-
plantes sejam colocados mais rapidamente em carga e favorecam o seu prognéstico
quando aplicados em situacdes desfavoraveis.

A técnica de aspersao térmica com plasma de titanio (“titanio plasma spraying”) con-
siste em aspergir um pd de titanio sobre o substrato metalico, com recurso a varias
técnicas.'® As alteracdoes morfologicas da superficie obtida por este método permi-
tem um aumento da aérea de superficial, proporcionando um maior contacto 6sseo e
consequentemente uma maior area de osteointegracdo.?? Adicionalmente, as altera-
coes morfolégicas favorecem a adsorcao das proteinas presentes no micro ambiente
0sseo, favorecendo a adesao celular e as fases precoces da osteointegracao.
Embora os implantes disponiveis no mercado apresentem taxas de sucesso eleva-
das, novas superficies tém sido desenvolvidas no sentido de promover uma maior e
mais rapida osteointegracdo a curto e a longo prazo.*®

As estratégias de desenvolvimento de novas superficies passam pela criagcao de
superficies com rugosidade a escala nanométrica para a promocao da adsorcao
proteica e adesao celular, técnicas biomiméticas de recobrimento com fosfatos de
calcio com a finalidade de aumentar a osteoconducao e ainda a incorporacao de
farmacos e factores de crescimento nas superficies para acelerar a cicatrizacao

0ssea na area peri-implantar.t52324
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1. BIOLOGIA DO TECIDO OSSEO PERI-IMPLANTAR

Estrutura do tecido dsseo

A crista 6ssea seleccionada para colocacao de implantes dentarios é revestida por
mucosa, em geral queratinizada, que envolve o tecido 6sseo. A superficie dssea da
crista alveolar é constituida por osso compacto revestido por uma camada fibroce-
lular de tecido conjuntivo denominada periésteo.25 O osso compacto alberga o 0sso
esponjoso ou cortical que contém no seu interior a medula 6ssea.?®

0 tecido 6sseo mandibular e maxilar divide-se funcionalmente em osso alveolar e
0sso basal. A presenca do osso alveolar esta intimamente ligada a presenca dos
dentes, observando-se ap6s uma extraccao dentaria a sua reabsorgao e, nos indivi-
duos desdentados totais, pode ocorrer a reabsorcao total do processo alveolar.2®
As superficies externas dos 0ssos mandibular e maxilar sdo constituidas por osso
lamelar compacto e contém no seu interior osso trabecular e a medula 6ssea.?” A
organizagao macro e microestrutural do tecido 6sseo da cavidade oral € semelhante
ao tecido 6sseo dos restantes locais do organismo. No entanto, a disposicao das
trabéculas ésseas é feita segundo uma orientacao que reflecte as forgas de pressao

efectuadas durante a mastigacao.?®

Funcionalmente, o osso compacto tem funcées mecanicas de proteccao e susten-
tacdo, enquanto o 0sso esponjoso tem funcdes metabdlicas, participando activa-
mente na manuteng¢ado da homeostasia do céalcio do organismo.2® O 0sso esponjoso
tem uma taxa metabdlica elevada e parece responder de forma rapida a pressoes

mecanicas.?®

Histologicamente, o tecido ésseo € classificado em dois tipos: imaturo ou primario e

lamelar ou secundario. O 0sso primario pode ser encontrado durante o desenvolvi-
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mento embrionario, sendo posteriormente substituido por osso lamelar ou secunda-
rio. Este tipo de osso pode também ser encontrado, durante os processos de cica-
trizagao éssea, nas suturas cranianas, nos 0ssos do ouvido, nas placas das epifises
dos ossos longos e nos processos alveolares da mandibula e do maxilar.2®

Comparado com o0 0sso lamelar, 0 0sso imaturo possui uma taxa de renovacao mais
elevada. A nivel estrutural, o osso primario difere do osso secundario por possuir
fibras de colagénio com uma disposicao irregular, sem organizacao definida, e uma
elevada percentagem de ostedcitos. A forma como as estruturas basicas que o com-
pdem e as lamelas 6sseas se dispdoem permite a distingao em 0sso compacto e 0sso

€spon;joso.2®

Composicao celular

No tecido 6sseo existem fundamentalmente quatro tipos celulares: osteoblastos,
ostedcitos, células de revestimento e osteoclastos.?® As células 6sseas apresentam
diferentes localizagdes e diferentes estados de maturacao, reflectindo a funcao e

papel biolégico de cada elemento celular.®

Osteoblastos

Os osteoblastos derivam de células pluripotentes indiferenciadas do mesénquima
presentes na medula 6ssea, endostio, peridsteo e canais medulares.3* Sdo células
monunucleadas, com citoplasma baséfilo e prolongamentos citoplasmaticos que es-
tabelecem comunicacao com os ostedcitos e osteoblastos adjacentes. Apresentam
uma forma cubdide, um reticulo endoplasmatico rugoso volumoso e grandes com-
plexos de Golgi. Possuem uma membrana plasmatica rica em fosfatase alcalina.
In vitro, a expressao de niveis maximos de fosfatase alcalina esta associada com
um nivel superior de diferenciacao osteoblastica e corresponde ao inicio do pro-
cesso de mineralizacdo.323 Os osteoblastos possuem adicionalmente receptores
para varias hormonas como a hormona da paratiroide, vitamina D,, estrogénios e
prostaglandinas.?® Na membrana plasmatica estdo também presentes receptores

de Ca?*, acoplados a proteina G que sdo responsaveis pela movimentacdo dos ides
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calcio através da membrana.?**5 Para além da sua principal funcdo, que consiste
na sintese e deposicao da matriz 6ssea,*3¢38 os osteoblastos expressam factores
de crescimento, citocinas e prostaglandinas que regulam de uma formam autocrini-
ca os osteoblastos e, de uma forma paracrinica, influenciam o comportamento de
outras células especialmente os osteoclastos.2® Os osteoblastos podem apresentar
trés destinos: diferenciacao em células de revestimento, aprisionamento na matriz
6ssea mineralizada transformando-se em ostedcitos ou ainda permanecer como 0s-

teoblastos.3+37

Osteodcitos

Os ostedcitos constituem os elementos celulares presentes em maior nidmero no
tecido 6sse0.%® O processo de diferenciacdo dos osteoblastos em ostedcitos envolve
uma série de transformacoes morfoldgicas e ultra estruturais, tais como a diminui-
cao do tamanho celular, aumento dos prolongamentos citoplasmaticos em tamanho
e nlimero, e alteracdes nos organelos intracelulares, nomeadamente, diminuicao
na quantidade do reticulo endoplasmatico e no tamanho do aparelho de Golgi.4°
Os osteédcitos estao completamente envolvidos por matriz extracelular, formando
um espaco denominado lacuna. As lacunas estao ligadas entre si através de uma
rede de canais, os canaliculos, que contém no seu interior os prolongamentos plas-
maticos dos ostedcitos, permitindo o contacto entre células adjacentes e formando
uma rede celular complexa.** Estes canais funcionam como vias de difusdo de nu-
trientes e é através deles que se processam as trocas metabdlicas entre as células
e os fluidos organicos. Os ostedcitos actuam como receptores sensiveis a estimulos
mecanicos, transformando alteragdes fisicas em sinais quimicos que podem ter um
papel importante nos processos de adaptacao funcional e remodelacdo 6ssea.?44
Estas células sao essenciais para a manutengao da matriz organica mineralizada,

sendo a sua morte seguida de reabsorcdo 6ssea.®®

Células de revestimento
Quando as superficies 6sseas nao estao na fase formativa nem na fase de reab-

sorcao, a superficie 6ssea é completamente revestida por uma camada de células
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achatadas, denominadas células de revestimento 6sse0.#® Estas células formam
camadas continuas que contactam entre si e com os osteoécitos vizinhos através de
gap junctions. Tém origem em osteoblastos que cessaram a actividade sintética e
que nao se diferenciaram em ostedcitos, podendo transformar-se em osteoblastos
quando adequadamente estimulados.*® As células de revestimento funcionam como
uma barreira entre o0 0sso e os tecidos adjacentes, protegem a superficie 6ssea da
accao dos ostoclastos, contribuem para homeostasia mineral, regulando os fluxos

minerais do fluido extracelular, e controlam o crescimento dos cristais 6sseos.*”

Osteoclastos

Os osteoclastos derivam das células hematopoiéticas (células progenitoras de gra-
nulécitos e macréfagos) que se diferenciam em osteoclastos.*®

Os osteoclastos sao células grandes, méveis e polimérficas, com um nlimero varia-
vel de nlcleos de forma oval e sdo responsaveis pela reabsorgdo 6ssea.*® Estdo lo-
calizados em depressoes escavadas da matriz denominadas lacunas de Howship.3®
Ultraestruturalmente, os osteoclastos apresentam numerosos vaculolos e mitocon-
drias, reticulo endoplasmatico escasso, numerosos complexos de Golgi e lisossomas
com fosfatases acidas.?®4° A membrana celular, nas zonas de contacto com o tecido
0sseo, possui multiplas interdigitacoes citoplasmaticas. Esta zona da membrana
corresponde a parte activa das células permitindo-lhe as trocas necessarias para
assegurar o processo de reabsorcao. Estas células expressam intensa actividade de
fosfatase acida tartarato resistente. Para além da reabsorcao 6ssea, os osteoclas-
tos participam na manutencao a longo prazo da homeostasia do calcio sanguineo,
através da sua resposta a hormona da paratiréide e a calcitonina e desempenham
um papel importante no desenvolvimento e crescimento ésseos, através da liberta-

cao de factores de crescimento a partir da matriz extracelular mineralizada.4%%°

Matriz Extracelular

A matriz extracelular € composta por uma fase organica e por uma fase inorgani-

ca formada principalmente por sais inorganicos de calcio e fosfato sob a forma de

-10-



INTRODUGAO

cristais de hidroxiapatite [Ca,(PO,), (OH),]. A fase organica da matriz € constituida
por fibras de colagénio e por substancia fundamental amorfa. As fibras de colagé-
nio sao predominantemente do tipo | (cerca de 95%, e o restante dos tipo V e tipo
1), dispondo-se em feixes ao acaso, caracteristicos do 0sso imaturo, ou num siste-
ma organizado de lamelas paralelas, tipicas do 0sso adulto.?®5* No osso compacto
as lamelas apresentam-se mais compridas e densamente compactadas. Pode-se
identificar trés tipos de lamelas: circunferenciais, concéntricas e intersticiais. As la-
melas circunferenciais envolvem a parede externa do osso, formando uma camada
superficial. As lamelas concéntricas preenchem grande parte do osso compacto,
formando uma unidade metabdlica basica denominada 6steon, no centro do qual
existe o canal de Havers.?® As lamelas intersticiais preenchem os espacos entre as
lamelas concéntricas e nao sao mais do que fragmentos das lamelas concéntricas
que adoptam uma grande diversidade de formas.?® As fibras de colagénio e a matriz
mineralizada formam entao cilindros ou sistemas de Havers, ordenados concen-
tricamente a volta dos vasos sanguineos.?® No entanto, quando o tecido 6sseo se
forma rapidamente, como durante os processos de cicatrizacao éssea, nao existe
organizagao preferencial das fibras de colagénio que se dispdem ao acaso.

O material proteico nao colagénico inclui enzimas como a fosfatase alcalina e cola-
genase, factores de crescimento e proteinas como a osteocalcina, a osteonectina,
a osteopontina, a sialoproteina 6ssea e a fibronectina, entre outras.5? Estes com-
ponentes sdo sintetizadas em diferentes fases da diferenciacao osteoblastica®® e a
sua expressdo observa-se numa sequéncia temporal coordenada.>+5¢

A matrix extracelular é rica em sais inorganicos de calcio e fosfato, dispostos sob
a forma de pequenos cristais de hidroxiapatite dispostos ao longo das fibrilas de
colagénio.®>5" Também estao presentes na matriz compostos amorfos de fosfato de
calcio que se encontram em equilibrio com os ioes calcio e fosfato do fluido extra-
celular.

No tecido 6sseo a mineralizacao da matriz inicia-se pela formagao de vesiculas a
partir da membrana extracelular dos osteoblastos.3?% Estas vesiculas sdo exoci-
tadas para a matriz a partir da superficie celular que esta orientada para o osteoi-

de. As vesiculas sao depositadas ao longo das fibras de colagénio e na substancia
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amorfa.®2 Durante a primeira fase da mineralizacdo, a concentracdo intravesicular
de célcio aumenta devido a sua afinidade com os fosfolipideos e proteinas existen-
tes na membrana interna. As vesiculas contém fosfatases como a fosfatase alcalina,
que hidrolisam os esteres de fosfato e enzimas que degradam inibidores da minera-
lizacdo, como, por exemplo, a adenosina trifosfato, pirofosfato e proteoglicanos.32%°
Observa-se a formacao de um primeiro nucleo mineral perto da membrana da vesi-
cula. Com a adigao de ides de hidroxido e bicarbonato a esta fase mineral surgem
0s primeiros cristais de hidroxiapatite. A acumulacao e crescimento destes cristais
originam a perfuracao da camada lipidica da vesicula com a consequente exposi¢ao
ao fluido extravesicular que se encontra supersaturado em apatite, permitindo a

proliferacdo axial e lateral dos cristais.®

-12-
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2. CICATRIZACAO PERI-IMPLANTAR
Cicatrizacao dssea peri-implantar

A colocacao do implante dentario na zona edéntula processa-se em diferentes fa-
ses cirdrgicas que se acompanham de agressao mecanica e consequentes lesdes
tecidulares a nivel da mucosa e do tecido 6sse0.?® Os mecanismos subjacentes ao
processo de cicatrizagdo que ocorre na interface de um biomaterial sdo semelhan-
tes aos que ocorrem na cicatrizacao das fracturas ésseas e envolvem uma cascata
de acontecimentos celulares e acelulares.®°

A cicatrizacao 0ssea perimplantar traduz-se numa sucessao bem definida de res-
postas que visam a remocao de restos tecidulares, o restabelecimento do suprimen-
to vascular e a producao de uma nova matriz 6ssea,®* compreendendo trés fases:

inflamatéria, proliferativa e de maturacao.®*

Fase inflamatéria

A colocacao de um implante envolve a criacao de um defeito 6sseo que se acompa-
nha pelo corte de vasos sanguineos e pela formacao de uma fina camada de 0sso
necrético na regiao perimplantar.

O implante é colocado e ajustado contra o 0sso do leito implantar, o que permite a
estabilidade fisica do implante, formando-se, no entanto, espacgos vazios no local
em que o biomaterial ndo contacta com o leito implantar.6?

Imediatamente apés a colocagao do implante, ocorre a adsorcao na superficie im-
plantar de agua, ides e proteinas presentes no sangue e no fluido extracelular.”63,
As proteinas, uma vez na superficie do material, podem libertar-se ou permanecer
mediando a resposta na interface tecido 6sseo/implante.®* A composicao e orga-
nizacdo da camada de agua, ides e proteinas adsorvidas influenciam a resposta

celular na interface osso/implante.®
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O contacto das plaquetas sanguineas com a superficie do biomaterial origina a sua
adesdo, activacao e desgranulacdo.® Durante o processo de desgranulacao plaque-
taria, sao libertadas citocinas e factores de crescimento. Este fendmeno condiciona
também a libertacao de substancias pré-inflamatérias como a adenosina difosfato,
serotonina, prostaglandinas, histamina e substancias que promovem a agregacao
plaquetaria como o troboxano A,, formando-se entdo um rolhdo hemostatico, que
constitui a primeira fase do processo de hemostase.®* Paralelamente, o contacto
do sangue com as proteinas e a superficie do biomaterial originam a activacao da
via intrinseca e extrinseca da coagulacao, formando-se um coagulo sanguineo no
espaco perimplantar.®

0 coagulo sanguineo é rapidamente colonizado por células inflamatérias. Os neutré-
filos sao as primeiras células envolvidas na resposta inflamatéria aguda, possuem
uma elevada mobilidade e migram dos vasos sanguineos adjacentes para o coagu-
lo, onde fagocitam restos celulares e microrganismos. A infiltracao por neutrofilos
precede a infiltracao por mondcitos e linfécitos T e B. Os mondcitos diferenciam-se
em macréfagos, que sao responsaveis pela fagocitose dos restos tecidulares pre-

sentes.%*

Fase proliferativa

Nas primeiras horas apds a colocacao do implante, a interface osso/biomaterial
caracteriza-se pela presenca de osso necrosado e de um coagulo sanguineo, rico
em fibrina, colonizado por células inflamatérias com uma intensa actividade meta-
bélica.s®

A actividade metabdlica associada a nao existéncia de vascularizagao no interior do
coagulo determina um abaixamento do pH e uma diminuicao da tensao de oxigénio,
que, por sua vez, sao factores quimiotacticos para a migracao de células endoteliais
e de células mesenquimatosas indiferenciadas.®

A migracao de células endoteliais inicia o processo de angiogénese. A angiogénese
progride estimulada pela baixa tensao de oxigénio, alta actividade metabdlica e pela

activacao de factores libertados pelos macréfagos e fibroblastos.®* A formacao de
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vasos sanguineos é fundamental para manter a actividade celular durante o proces-
so de cicatrizagdo.%®

O coagulo sanguineo é entao progressivamente substituido por um tecido de gra-
nulacao, que é caracterizado por uma grande quantidade de vasos sanguineos e
por varios tipos celulares - macrofagos, fibroblastos, células endoteliais e células
mesenquimatosas indiferenciadas. Todas estas células encontram-se rodeadas por
uma matriz composta principalmente por proteoglicanos, fibronectina, acido hialuré-
nico e colagénio tipo Il que, posteriormente, se transforma em colagénio tipo 1V.%°
Paralelamente, observa-se 0 aparecimento de osteoclastos nos espacos medulares
da superficie 6ssea perimplantar que tém como fungao a reabsorcao do 0sso necro-
sado presente no leito do implante.®”

As células mesenquimatosas indiferenciadas sao células pluripotentes que, na pre-
senca de estimulos adequados, diferenciam-se em células da linhagem osteoblasti-
ca.® Os pré-osteoblastos presentes no tecido conjuntivo proliferam e diferenciam-se
em osteoblastos que sdo responsaveis pela sintese de uma matriz proteica na inter-
face osso/implante que posteriormente mineraliza. O tecido 6sseo recém-formado,
0SS0 primario ou embrionario, caracteriza-se por possuir uma fraca organizacao das
fibrilas de colagénio, ostedcitos de forma irregular e por possuir uma baixa densi-
dade mineral. A formacao de osso primario persiste durante cerca de quatro a seis
semanas apos a colocacao do implante.®

A formacao de osso durante o processo de cicatrizacao perimplantar ocorre, segun-
do Davies,?**° por dois mecanismos distintos, osteogénese a distancia e osteogéne-
se de contacto.

Os microtraumatismos no osso do leito implantar, seguidos de necrose, estimulam
a formacao de novo 0sso, ocorrendo um processo de remodelagao com substituicao
do osso necrético. A superficie 6ssea do leito implantar funciona como uma fonte de
células osteoblasticas que produzem uma matriz 6ssea em direcgao a superficie do
implante. Este processo denomina-se osteogénese a distancia.>*°

A osteogénese de contacto ocorre na superficie do implante e baseia-se na migragao

de células mesenquimatosas indiferenciadas para a matriz de fibrina e proteinas
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que constituem o coagulo sanguineo que envolve o implante logo apds a sua colo-
cacao. As células mesenquimatosas diferenciam-se em osteoblastos que iniciam a
producdo de matriz 6ssea na superficie do implante.®° Segundo Puleo et al,” estes

dois mecanismos de formacgao 6ssea parecem ocorrer simultaneamente.

Fase de remodelacao

A fase final do processo de cicatrizacao é a fase de maturacao que envolve a remo-
delacao do tecido 6sseo peri-implantar.

A remodelacao éssea na superficie do implante inicia-se com a actividade coorde-
nada da reabsorcao 6ssea pelos osteoclastos acompanhada pela formacao de novo
0ss0 pelos osteoblastos através da actividade das unidades basicas celulares (BMU
- basic multicellular units).®® O osso embrionario é reabsorvido de forma gradual e
substituido por osso lamelar com a sua arquitectura caracteristica. Durante toda a
vida do implante o processo de remodelacao ocorre também em resposta as forcas

de carga transmitidas através do implante ao osso.

Cicatrizacao dos tecidos moles peri-implantares

0 processo de cicatrizagao do tecido conjuntivo que envolve a porgao extra-6ssea do
implante é semelhante ao processo que ocorre no tecido 6sseo, caracterizando-se
por uma fase inflamatéria inicial, uma fase proliferativa e uma fase de maturacao,
sem existir, no entanto, a intervencao de células da linhagem osteoblastica.

Durante o processo de cicatrizagao do tecido conjuntivo, o epitélio prolifera até en-
contrar a interface tecido conjuntivo/implante, observando-se entao uma inibicao
da proliferacao epitelial.”® Os mecanismos que determinam este processo de inibi-
¢ao nao estao totalmente esclarecidos. Normalmente, quando a superficie de con-
tinuidade de um epitélio é interrompida, a migracao lateral das células epiteliais é
activada para as margens da ferida, e esta migracao sé cessa quando as margens
livres do epitélio se encontram (inibicao de contacto), sendo entao restituida a con-

tinuidade do tecido epitelial.”®
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Apos o processo de cicatrizacao e junto a porcao extra-6ssea do implante, observa-
se uma porcao de gengiva livre que se caracteriza por possuir um epitélio oral, um
epitélio sulcular e um epitélio juncional que estabelece contacto com a superficie
implantar.”*72 O epitélio gengival regenerado forma entdo um sulco em torno do colo
do implante delimitado por epitélio crevicular nao queratinizado e com uma zona
de células epiteliais na base do sulco, que estabelecem a interface com o implan-
te.”™ As células epiteliais produzem estruturas de ligacdo como a lamina basal, com-
postas por colagénio tipo IV, hemidesmossomas e a laminina.”™7® Os componentes
colagénicos nao possuem capacidade para se incluirem no material implantado,
como acontece no cemento das superficies radiculares dos dentes naturais e o alto
teor em glicosaminoglicanos cria uma zona com suficiente espessura e com pro-
priedades de colagem, para formar uma area de selagem biologicamente activa e
resistente a nivel da interface do sulco gengival. A selagem biolégica € uma barreira
fisiologica que se deve desenvolver a partir do hospedeiro em torno do implante,
e que tem por finalidade impedir a penetracao de toxinas bacterianas e de outros
substéancias presentes nos fluidos da cavidade oral. Se a selagem nao for eficiente,
podera ocorrer a penetracao destes agentes no interior do tecido conjuntivo, provo-
cando fendmenos inflamatérios com a consequente destruicao do estroma colagé-
nico adjacente e do osso de suporte em torno do implante. Embora o epitélio juncio-
nal estabeleca uma barreira entre 0 meio bucal e a interface do implante, Ericsson e
Lindhe™ mostraram que a resisténcia a sondagem era menor que a observada nos
dentes naturais. lkeda et al”” demostraram que o epitélio juncional peri-implantar,
embora estruturalmente semelhante ao observado nos dentes naturais, apresenta

uma maior permeabilidade.
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3. HABITOS TABAGICOS

O tabaco ou “herba sancta”, como foi denominado, foi introduzido na Europa, no
inicio do século XVI, ap6s a descoberta do Continente Americano pelos europeus.”
Mas foi Jean Nicot, embaixador francés em Lisboa, que, acreditando nos seus pode-
res curativos, fomentou a sua expansao para o resto da Europa a partir da Corte de
Franca.”™ Nessa altura, o tabaco era inalado, fumado, mascado e até ingerido, con-
siderando-se que o seu uso tinha efeitos medicinais como analgésico e anti-séptico,
além de possuir propriedades preventivas e curativas das mais diversas doencas,
incluindo o cancro.®°

Nos finais do século XIX, em relacao com o desenvolvimento de novas variedades
de tabaco e de novas tecnologias no seu processamento, o consumo de tabaco
comecaria a generalizar-se, gozando o cigarro de uma aceitagao progressivamente
crescente.8 Em Portugal, a prevaléncia de fumadores foi avaliada em alguns estu-
dos.8287 No entanto, grande parte desses estudos abrange grupos especificos da po-
pulacao e em diferentes periodos, o que torna dificil a comparacao, nomeadamente
em relacao a evolucdo temporal do seu uso.®” Hoje em dia, o cigarro é a forma prin-
cipal de uso do tabaco, contribuindo com cerca de 95%. Dependendo da regiao de
cultivo, do solo, da secagem, do armazenamento e da composicao da mistura que
compoe os cigarros, estes podem conter mais de 500 substancias quimicas.

A combustao dos cigarros produz outras substancias, que perfazem mais de 4000
substancias quimicas diferentes, entre as quais se incluem substancias farmaco-
logicamente activas, toxicas, mutagénicas e carcinogénicas.®®® Para além da ni-
cotina, que se encontra presente em quantidades elevadas no tabaco, o fumo do
tabaco contém numerosas substancias, tais como aldeidos (acroleina, acetaldeido,
formaldeido, entre outros), alcatrao, monéxido de carbono, fenéis, amonia, peroxi-
do de nitrogénio, acido cianidrico, nitrosaminas volateis, metais e acucares, entre

outras.®®
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O consumo de tabaco é actualmente responsavel por taxas elevadas de morbilida-
de® e de mortalidade,®®%2 tendo-se averiguado que é causa de uma morte em cada
dez.® Calcula-se que cerca de 5 milhoes de pessoas morrem anualmente devido ao
consumo de tabaco e estima-se ainda que, se o padrao de consumo se mantiver,
possa vir a causar 450 milhdes de mortes nos préximos 50 anos.8*

A exposicao ao fumo do tabaco esta associada a um risco aumentado de diversas
patologias, como doencas cardiovasculares,®® doencgas obstrutivas pulmonares,®
Glcera péptica,®®% doencas oncolégicas,® atraso nos processos de cicatrizacao
apods processos cirlrgicos98,99 e patologias 6sseas.*®® No que diz respeito ao te-
cido 6sseo, 0 tabagismo parece ser um factor de risco para a diminuicao da massa
0ssea, %1% incidéncia de fracturas 6sseas®?1% e prolongamento do tempo de cica-

trizagdo apos cirurgia 6ssea.%?
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4. TABAGISMO E SAUDE ORAL

Na cavidade oral os habitos tabagicos constituem um factor de risco para o cancro
oral,'°® doenca periodontal,1°%119 incidéncia de osso tipo IV,*2° morbilidade em en-
xertos 6sseos, atraso na cicatrizagao apés tratamentos cirdrgicos,?*12® reabsorcao
Ossea peri-implantart?*1?5 e faléncia de implantes.126128

Em relacao aos tecidos periodontais, a exposi¢cao ao do fumo do tabaco condiciona
uma diminuicao crénica da vascularizacao que se traduz em palidez das mucosas,
numa diminui¢cdo no sangramento apds sondagem e num menor nimero de vasos
observados clinica ou histologicamente. Este aspecto pode revelar-se importante
nos processos de cicatrizacao que envolvem os tecidos periodontais.t®

0 tecido 6sseo relacionado com a cavidade oral parece ser muito sensivel aos efei-
tos deletérios do tabagismo. O osso alveolar, porque possui uma taxa de renovagao
elevada devido a necessidade de uma constante adaptacao a forgas oclusais varia-
veis, parece ser muito afectado.109112116

Embora muitos dos constituintes do tabaco sejam reconhecidas como substancias
toxicas, pouco se sabe acerca da dose/resposta de cada um dos componentes ou
do efeito resultante das interaccoes entre os varios compostos.

A nicotina esta presente no fumo do tabaco em elevada quantidade, tendo-lhe sido
atribuidos muitos dos efeitos adversos do tabagismo nos varios sistemas biolégicos.
A combustao do tabaco produz centenas de compostos quimicos e muitos dos efei-
tos celulares agudos associados com a exposicao ao fumo do tabaco parecem ser
da responsabilidade dos compostos volateis presentes. Dentre estes compostos,
os aldeidos constituem um grupo de substancias com elevada reactividade e que

podem, em parte, ser responsaveis por estes efeitos.
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4.TABAGISMO E IMPLANTOLOGIA ORAL

A reabilitacao oral de desdentados totais ou parciais com recurso a implantes en-
désseos apresenta, hoje em dia, uma elevada taxa de sucesso com valores superio-
res a 95% apo6s 5 anos de utilizacdo.*®

No entanto, esta descrito na literatura que determinados grupos de individuos, com
determinadas caracteristicas comuns, perdem uma proporcao elevada de implan-
tes. 12130 Embora factores como o comprimento e didmetro do implante, localizacao
e qualidade do osso do hospedeiro tenham sido associados com um aumento das
taxas de faléncia implantar, os habitos tabagicos constituem actualmente, um dos
principais factores de risco para o insucesso dos implantes osteintegrados, princi-

palmente nas multiplas faléncias observadas num mesmo individuo.27-130

Em 1998, Esposito et al*?%131 publicaram, em dois extensos artigos, uma revisao da
literatura com o objectivo de identificar os factores associados a perda dos implantes
dentarios, tendo concluido que se tornava necessaria a realizacado de estudos pros-
pectivos para se obter uma melhor compreensao dos mecanismos etiopatogénicos
implicados na faléncia dos implantes osteointegrados. Nesta revisao da literatura,
foram analisados e discutidos multiplos factores considerados como possiveis facto-
res causais do fracasso dos implantes orais, desighadamente factores relacionados
com a salde geral dos doentes, qualidade 6ssea, terapéutica por irradiacao, trauma
cirargico, infeccao bacteriana, carga sobre os implantes, nimero de implantes como
suporte das proteses e sua localizagdo anatémica, caracteristicas dos implantes e
habitos tabagicos. Considerando o grande nimero de factores potencialmente im-
plicados no fracasso dos implantes, parece poder concluir-se que, em principio, este
se apresenta como o resultado de um processo multifactorial.

Uma faléncia da osteointegracao e a consequente perda dos implantes tem sido ve-

rificada em diversas situagoes clinicas, manifestando-se por radiolucéncia peri-im-
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plantar e mobilidade dos implantes, como um efeito aparente de multiplos factores
de natureza biolégica, mecanica, iatrogénica ou ainda associados a uma adaptacao
inadequada dos doentes.1?®

Existe actualmente evidéncia cientifica de que o tabagismo tem importantes efei-
tos negativos na cavidade oral que, directa ou indirectamente, podem influenciar de
forma significativa o prognéstico dos implantes dentarios. Verificou-se, por exemplo,
que os fumadores tratados com implantes tém um risco acrescido para o desenvolvi-
mento de peri-implantite.*®2 Tem sido observada, nos fumadores, cicatrizacao dificul-
tada apos tratamento cirlirgico na cavidade oral,*3 reducdo da altura 6ssea,® taxa
aumentada de perda 6ssea,*** reabsorcdo aumentada da crista alveolart®® e maior
incidéncia de periodontite*®® constituindo ainda os habitos tabagicos um dos factores

de risco para a faléncia implantar actualmente mais discutidos na literatura.127-3°

Até a década de 90, os insucessos em implantologia eram geralmente atribuidos
a ma técnica cirlrgica, a ma concepcao protética e a factores relacionados com o
doente, designadamente higiene oral deficiente e bruxismo.**7

Em 1992, Jones e Triplett?? publicaram um artigo em que os habitos tabagicos
foram considerados como um factor potencialmente significativo na faléncia dos
implantes. O estudo de Jones e Triplett incidiu sobre 15 doentes, dos quais 5 eram
fumadores. Em 5 dos 15 doentes participantes no estudo verificou-se cicatrizacao
dificultada com perda 6ssea e/ou perda dos implantes, tendo 4 destes cinco doen-
tes admitido ter fumado durante o periodo peri-operatorio.t??

No estudo de Bain e Moy**2 foram avaliados retrospectivamente 2194 implantes
colocados por um Unico cirurgiao no periodo compreendido entre 1984 e 1991, com
consideracao pelos seguintes factores: comprimento do implante e local anatdémico
da sua colocacao, diabetes, medicacao com esteroides, idade, sexo, tempo decor-
rido apds a colocacao e habitos tabagicos. Os autores verificaram que, de todos
estes factores, os habitos tabagicos foram aqueles que se mostraram mais signi-
ficativamente associados com um aumento da faléncia implantar cuja taxa global
foi de 4,76% nos nao fumadores e de 11,3% nos fumadores (p<0,01). Verificou-se

ainda neste estudo que os valores percentuais da taxa de faléncia tinham menor
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diferenca quando comparados a nivel da mandibula (4,64% nos fumadores versus
2,4% nos nao fumadores) mas, quando comparados a nivel da maxila, a diferenca
revelou-se altamente significativa (17,9% nos fumadores versus 7,3% nos nao fuma-
dores, com um valor de p<0,001). Em relacao ao tamanho dos implantes, os auto-
res verificaram uma reducgao na frequéncia da faléncia implantar com o aumento do
comprimento do implante mas, na maxila, foi observada uma maior percentagem de
faléncia nos fumadores em relacao aos implantes com um comprimento superior a
15 mm. A relagao entre a influéncia do tabagismo na qualidade de osso e fracasso
implantar foi estudada por Bain e Moy*?°, tendo estes autores concluido que o taba-
gismo predispde para a formacao de osso tipo IV e para a faléncia dos implantes,
estando estes efeitos relacionados com o nimero de cigarros fumados. Gorman et
al*®® verificaram que a faléncia dos implantes nos fumadores foi 2 vezes superior a
dos nao fumadores.

A influéncia do tabagismo em implantologia foi também confirmada num estudo
realizado por De Bryun e Collaert'®®, em que a avaliacdo se limitou ao ponto de expo-
sicao do implante com o objectivo de evitar influéncias de outros factores (a carga,
por exemplo), tendo sido encontradas faléncias implantares na maxila de 9% nos
fumadores e apenas de 1% nos nao fumadores. Os autores salientaram que existia,
pelo menos, um implante fracassado em cada 3 fumadores versus um implante
fracassado em 25 nao fumadores.

Num estudo prospectivo de 10 anos, que incidiu sobre implantes mandibulares
como suporte de préteses, Lindqvist et al*#° verificaram que a perda 6ssea marginal
era maior nos fumadores que nos nao fumadores, estando estas alteragdes corre-
lacionadas com a quantidade de cigarros consumidos. Estes autores verificaram
ainda que a perda 6ssea em torno dos implantes mandibulares estava associada
com ma higiene oral nos fumadores. Todavia, uma ma higiene oral nao afectava
significativamente a perda 6ssea nos nao fumadores.14°

Duyck e Naert** publicaram, em 1998, um trabalho de revisdo em que averiguaram
as possiveis causas de fracasso dos implantes, tendo concluido que, entre outras
causas, figuram os habitos tabagicos, os quais sao responsaveis pela progressao da

doenca periodontal, por alteracoes da microflora e da resposta inflamatéria. Segun-
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do os autores, uma reducao na incidéncia dos fracassos implantares passa por uma
seleccdo dos pacientes tendo também em atencao os seus habitos tabagicos.14*
Esposito et al*?*13t concluiram que, em geral, os fumadores apresentam um niimero
de faléncias implantares duplo daquele que é verificado nos nao fumadores e que,
nao obstante ser consensual a ideia de que o tabagismo influencia negativamente
a sobrevida dos implantes, se torna necessario efectuar estudos clinicos com dese-
nhos apropriados.

Wallace,*?® tendo examinado 187 implantes em 56 doentes, encontrou taxas de
faléncia que variaram entre 16,6% nos fumadores e 6,9% nos nao fumadores
(p<0,01), tendo os implantes mais curtos (10 mm ou menos) sido mais susceptiveis
de faléncia nos fumadores.

Lambert et al,**? tendo realizado um estudo longitudinal que incidiu em mais de 800
doentes, em que examinaram 2900 implantes dentérios, verificaram que um au-
mento de fracassos implantares nos fumadores nao resultou de ma cicatrizagao ou
ma osteointegracao mas, principalmente, da exposicao dos tecidos peri-implantares
ao fumo do tabaco. Hultin et al,*** tendo estudado a faléncia implantar tardia em
143 doentes, verificaram que, em 7 de 9 doentes com insucesso, apds a colocacao
em carga, eram fumadores.

Ekfeldt et al*** publicaram, em 2001, um trabalho de investigacdo cujos resultados
permitiram concluir que os factores de risco para a faléncia dos implantes incluem
uma falta de suporte 6sseo adequado, bruxismo e habitos tabagicos pesados. Wi-
dmark et al**® referiram igualmente taxas mais altas de faléncias implantares nos
fumadores que nos nao fumadores

Schartz et al'#é realizaram uma investigacdo com o objectivo de comparar a incidén-
cia de complicacbes e a taxa de sobrevivéncia dos implantes dentarios em fuma-
dores versus nao fumadores e de avaliar a influéncia do fumo do tabaco em 959
implantes colocados em 261 doentes entre 1995 e 1998, tendo encontrado uma
correlacao significativa entre as complicagdes implantares (exposicao espontanea
do implante e perda do implante) e o fumo do tabaco. Os implantes imediatos fra-
cassaram mais vezes que os implantes nao imediatos, e a cessacao dos habitos ta-

bagicos favoreceu uma diminuicdo de incidéncia das complicaces observadas.4®
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Na avaliacao retrospectiva da longevidade de 1852 implantes, colocados entre
1979 e 1999, Deluca et al**” concluiram que os fumadores apresentavam uma taxa
de faléncia superior (23%) aos nao fumadores (13,3%). Os mesmos autores estuda-
ram os factores de risco associados a perda 6ssea peri-implantar, tendo concluido
que uma histéria de habitos tabagicos positiva estava associada a uma maior reab-
sorcao 6ssea peri-implantar, aumentando o risco de faléncia implantar.12®
Sanchez-Perez et al'*® correlacionaram os habitos tabagicos e a sua intensidade
com a sobrevida dos implantes dentarios, tendo concluido que o habito de fumar
aumenta o risco de faléncia. Adicionalmente, os autores concluiram que, nos fuma-
dores de menos 20 cigarros/dia, o risco relativo de faléncia era de 10,1% e aumen-
tava para 30,8% nos fumadores de mais de 20 cigarros/dia.14®

Strietzel et al*?® publicaram em 2007 um estudo de meta-analise sobre a interferén-
cia dos habitos tabagicos no prognostico dos implantes dentarios. Apds a verificagao
dos critérios de inclusao como ano de publicacao, indicacao da taxa de sobrevida
em funcao do nlimero de implantes ou do nimero de doentes, indicacao do niimero
de individuos fumadores e nao fumadores e a possibilidade destes dados poderem
ser correlacionados com os implantes perdidos e nao perdidos, os autores conclui-
ram que os habitos tabagicos constituem um risco aumentado para a faléncia dos

implantes orais.'?®

Com o objectivo de caracterizar o impacto do fumo do tabaco em geral e da nicotina
em particular no processo de osteointegracao de implantes enddsseos foram reali-
zados numerosos estudos em animais. Varios modelos animais foram assim utiliza-
dos para o estudo da regeneracao do tecido 6sseo apés a implantacao de implantes
de titanio. Os métodos histomorfométricos utilizados permitiram comparar e quan-
tificar a percentagem de contacto entre o osso formado e a superficie do material
implantado e a qualidade do osso formado nos animais expostos e nao expostos.

Stefani et al**® investigaram a influéncia da administracao sistémica de nicotina na
osteointegracao de implantes de titanio na tibia de coelhos, com diferentes trata-
mentos de superficie (maquinados e tratamento com jacto de Al,0,). Os animais fo-

ram divididos em quatro grupos de acordo com a superficie do implante e exposicao
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a nicotina. Apés 42 dias, os animais foram sacrificados e os resultados mostraram
que a nicotina nao influenciou de forma estatisticamente significativa o desempe-
nho dos implantes endésseos.*®

Nociti Jr et al*%° procederam a uma investigacdo em ratos na tentativa de avaliar a in-
fluéncia do fumo do tabaco no processo de osteointegracao e no osso recém-forma-
do na superficie do implante. Os animais foram divididos em dois grupos: um grupo
controlo, ndo exposto ao fumo do tabaco e um grupo exposto a inalacao intermitente
de fumo de tabaco. Os animais foram sacrificados apés 60 dias da implantacao dos
biomaterias e os resultados obtidos permitiram concluir que, dentro dos limites do
estudo, a inalacao intermitente de fumo de tabaco pode piorar a qualidade 6ssea
em torno dos implantes de titdnio colocados em ratos.%°

César Neto et al** realizaram uma investigacdo com o objectivo de estudar a influén-
cia do fumo do tabaco e da nicotina no osso peri-implantar, a qual incidiu sobre 45
ratos Wistar que receberam implantes de titanio colocados bilateralmente. Os ratos
foram classificados em trés grupos: Grupo 1 - grupo de controlo; grupo 2 - grupo
com inalacao intermitente de fumo de tabaco; e Grupo 3 - grupo com administracao
subcutanea de nicotina 2 vezes por dia. Os animais foram sacrificados apds 60 dias,
tendo os resultados sido avaliados em relacao a area de contacto osso/implante e
a area dentro dos limites da rosca do implante, sendo medidos no osso cortical e
no 0sso esponjoso. No tecido 6sseo cortical, o fumo do tabaco causou uma influén-
cia negativa no contacto osso/implante e area éssea (p<0,05) mas, em contraste,
a administracao subcutdnea de nicotina nao influenciou qualquer dos parametros
(p>0,05). No 0sso esponjoso a inalagao do fumo de tabaco e a exposi¢ao a nicotina
também resultou numa percentagem diminuida no grau de contacto osso/implante
comparativamente com o grupo controlo (p<0,05).15 Os autores concluiram que o
efeito negativo do tabagismo nos resultados dos implantes podem estar relaciona-
dos com mais que uma substancia presente no fumo do tabaco e com o tipo de 0sso
presente. A contribuicao nicotina nos efeitos negativos ocorre principalmente a nivel
do 0sso esponjoso.t5t

Com o objectivo de avaliar o efeito da exposicao a nicotina (3 yg/kg/min) e a doses

elevadas de nicotina (6 pug/kg/min), durante um periodo curto na osteointegracao
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de implantes de titanio, Balatsouka et al'521%3 realizaram dois estudos em coelhos,
0s quais receberam, por via subcutanea, ou nicotina ou placebo. Apds 4 semanas
e 6 semanas de exposicao a nicotina ou ao placebo, os animais foram sacrificados.
Analisados os resultados, os autores concluiram que, dentro dos limites do estu-
do, a administracao de nicotina e de doses elevadas de nicotina nao influencia a
osteointegracao em torno dos implantes de titdnio no condilo do fémur e tibia de
coelhos, quando a exposicao ocorre por periodos curtos. No entanto, os autores re-
ferem que o tempo de exposicao a nicotina pode ter sido excessivamente curto para
poder influenciar a densidade mineral 6ssea e a osteointegracao.

César-Neto et al*>* testaram em ratos a hip6tese de que a interrupgdo da inalacado
do fumo de tabaco podera reverter o seu impacto na densidade 6ssea em torno
dos implantes. Os animais foram divididos nos seguintes grupos: Grupo 1 como
grupo controlo; Grupo 2 com inalacao intermitente de fumo de tabaco; Grupo 3 com
inalacao de fumo de tabaco durante 83 dias antes da colocacdo dos implantes e
cessacao da inalacao 7 dias antes da colocagao dos implantes; Grupo 4 com ces-
sacao da inalacao 7 dias antes da colocacao dos implantes e retoma da inalacao
21 dias ap6s a colocacao dos implantes. Este estudo permitiu aos autores verificar
0s seguintes resultados: no 0sso cortical, notou-se uma ligeira diferenca na densi-
dade 6ssea entre 0s grupos (97,6% no grupo 1, 3 % no grupo 2, 98,8% no grupo 3
€ 98,1% no grupo 4; valor de p<0,05). Todavia, uma exposicao continuada ao fumo
de tabaco reduziu significativamente a densidade do 0sso esponjoso comparativa-
mente com os restantes grupos (25,6% no grupo 1, 18,0% no grupo 2, 25,4% no
grupo 3 e 26,3% no grupo 4; nao sendo as diferencas significativas entre os grupos
1,3 e 4 (p>0,05). Os autores concluiram que o tabagismo pode afectar a boa quali-
dade 6ssea em torno dos implantes de titdnio no 0sso esponjoso e que a cessagao
do habito pode resultar num retorno aos niveis de qualidade éssea observados no

grupo controlo.*%*
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5. CARACTERIZA(;[\O DA NICOTINA, ACROLEINA E ACETALDEIDO
Nicotina

A nicotina encontra-se numa grande variedade de plantas solanaceas como a bata-
ta, o tomate, a pimenta verde e o tabaco. No entanto, as principais fontes de exposi-
¢ao a nicotina sao o fumo do tabaco e a terapéutica de substituicdo tabagica.

A nicotina (1-metil-2-(3-piridil-pirrolidina), C, H,,N,,, € uma amina composta por dois
anéis piridina e pirrolidina, possui um pKa de 7,9 e esta presente em elevada con-
centracao na fase sélida do fumo do tabaco.

A absorgao da nicotina ocorre através da mucosa pulmonar, da mucosa da cavida-
de oral e nasal, da pele, bexiga e, em menor grau, a partir do tracto gastrintesti-
nal.1%%1%7 Apds a absorcao, é rapidamente distribuida atingindo o SNC em cerca de
10 segundos.'® As concentracdes plasmaticas e cerebrais diminuem rapidamente
devido a distribuicao periférica e rapida metabolizacdo.1®° A nicotina é metabolizada
predominantemente no figado, envolvendo um sistema complexo,®® mas também,
em pequena percentagem, nos pulmoes e rins.*®® O principal metabolito da nicotina
€ a cotinina que constitui, na maioria dos individuos, 70 a 80% do produto final da
sua metaboliza¢do.%® E excretada predominantemente pelo rim com uma taxa de
reabsorcdo dependente do pH urinario, ¥ mas também pode ser detectada na saliva
e no fluido crevicular,916! fezes,*° bile'®? e suor.1®® A quantificacdo dos niveis de
nicotina e do seu principal metabolito, a cotinina, no plasma, urina e saliva, constitui
um método de avaliacdo da exposicao ao fumo do tabaco. A forma de utilizacdo do
fumo do tabaco (por inalacéao ou mastigagao) nao parece influenciar de forma signi-
ficativa os niveis sanguineos de nicotina. Russel et al descreveram nos fumadores
niveis plasmaticos variaveis entre 4 e 72 ng/ml%4 e, num outro estudo, os mesmos
autores referiram valores varidveis entre 15,5 e 48,4 ng/ml.*®® Hukkanen et al'®

reportaram niveis arteriais de nicotina da ordem dos 100 ng/ml. Gritz et al*®7 refe-
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riram que os niveis plasmaticos obtidos nos mascadores de tabaco variavam entre
os 11,2 e 45,8 ng/ml. Na cavidade oral, a nicotina esta presente no fluido crevicular
com valores que podem atingir os 5961 ng/ml.*8 Relativamente aos niveis salivares
de nicotina, ha uma relativa dispersao na informacao disponivel na literatura e es-
tao descritas concentragoes variaveis entre 96 ng/ml e 1560 mg/m]|.161,169.170

A nicotina é um agonista dos receptores nicotinicos*®®. In vivo, as suas accoes far-
macoldgicas sao complexas e dependem da dose, 6rgao-alvo, predominancia do
tono simpatico ou parassimpatico e ainda de exposi¢ao prévia.1%¢

A activacao dos receptores nicotinicos origina a libertagcao de neurotransmissores,
incluindo a acetilcolina, noradrenalina, adrenalina, dopamina, serotonina, beta en-
dorfinas e glutamato, entre outros. A nicotina também facilita a libertacao da hormo-
na de crescimento e de ACTH.1%8

Os efeitos da nicotina tém sido amplamente investigados no homem, em animais
e em diversos sistemas celulares. A nicotina estimula a actividade simpatica e au-
menta os niveis circulantes de catecolaminas, originando aumento do trabalho car-
diaco, vasoconstricao coronaria e vasoconstricao periférica. Estes mecanismos sao
responsaveis, em parte, pelos efeitos cardiovasculares associados aos habitos ta-
bagicos.*™* Acessoriamente, a nicotina pode contribuir para a doenca ateroscler6tica
ao aumentar os niveis de LDL e VLDL e diminuir os niveis de HDL.*"2

Embora a nicotina seja identificada como um elemento nao carcinogénico do fumo
do tabaco, evidéncias crescentes sugerem que esta substancia pode ser um factor
potencialmente carcinogénico ao actuar como promotor do crescimento de varios
tipos de cancro.*”® A nicotina em concentracoes normalmente presentes no plasma
dos fumadores exibe um efeito mitogénico em varios tipos celularest™i7s e interfere
nos mecanismos de regulacao da apoptose celular.1’® A nicotina interfere na prolife-
racao das células endoteliais e na expressao do factor de crescimento do endotélio
vascular de um modo dependente da dose, ocorrendo inibicao da proliferacao para

exposicao a concentracoes elevadas e efeito inverso para concentracoes baixas.*™

Entre os tecidos alvo para os efeitos da nicotina, as células da cavidade oral repre-

sentam o primeiro tecido a ser exposto a este farmaco, quer durante a exposicao ao
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fumo do tabaco quer como no tratamento da dependéncia tabagica. A cavidade oral
dos utilizadores de tabaco esta assim exposta aos efeitos sistémicos e locais da ni-
cotina. Quando em contacto com as células da cavidade oral, a nicotina é capaz de
atravessar a barreira epitelial*’”*® e difundir para o espaco extracelular causando
uma variedade de efeitos nas células dos tecidos orais. Theilig et al*”® e Ringdhal
et al'® mostraram que a nicotina € rapidamente captada pelos queratinécitos da
cavidade oral. Giannopoulou et al,*®* em coculturas de células epiteliais e fibroblas-
tos gengivais expostas a nicotina, mostraram que as células epiteliais, funcionando
como uma barreira mecanica, podem diminuir mas nao eliminar completamente os
efeitos nocivos da nicotina sobre os fibroblastos gengivais. Os autores trataram co-
culturas de células epiteliais e fibroblastos gengivais com concentracoes de nicotina
variaveis entre 1 pg/ml e 500 yg/ml durante um periodo de 24 horas, tendo con-
cluido que a proliferacao e diferenciacao celulares eram afectadas pela exposicao
a nicotina, apesar da existéncia da barreira das células epiteliais.'® Nguyen et al*®2
mostraram que as células do epitélio queratinizado da gengiva aderida expressam
receptores nao neuroniais da acetilcolina e que estes receptores seriam alvo da ac-
cao da nicotina. Estes receptores tém um papel regulador em numerosos processos
biolégicos que estao interligados entre si, incluindo a adesao, migracao, prolifera-
cao, diferenciacao e apoptose das células epiteliais.83

Numerosos estudos in vitro mostraram que a nicotina exerce efeitos téxicos nas fun-
coes dos fibroblastos gengivais e/ou periodontais. A nicotina, em concentracdes que
podem estar presentes na cavidade oral dos fumadores, afecta negativamente o pro-
cesso de adesao e proliferacao dos fibroblastos gengivas e periodontais.70:173181,184-
188 Hanes et al'® expuseram fibroblastos gengivais a nicotina e observaram que
os fibroblastos tinham a capacidade de se ligarem a nicotina e de a captar rapida-
mente, resultando em niveis intracelulares de nicotina relativamente elevados que,
segundo os autores, podem interferir com as funcoes celulares normais.

Os mecanismos envolvidos no efeito da nicotina sobre o processo de adesao celular
dos fibroblastos gengivais foram estudados por varios autores.®58 Aystin et al*®®

demonstraram que a exposicao a nicotina diminui significativamente a distribuicao
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da sub-unidade B1 das integrinas presentes na superficie celular dos fibroblastos
gengivais.

Alpar et al'®s mostraram que a exposi¢do a nicotina condicionou alteragdes no ci-
toesqueleto dos fibroblastos gengivais e periodontais, alterando a organizagao dos
microtlbulos e dos filamentos de actina. Este efeito sobre o citoesqueleto originou
alteragdes na morfologia normal dos fibroblastos e na organizacao celular. Paralela-
mente, estes autores observaram vacuolizacao citoplasmatica para concentracoes
elevadas de nicotina. Esta alteracao morfolégica esta descrita por varios autores
em trabalhos que envolvem para além de fibroblastos gengivais e periodontais,
181,185,187,189,190 qtro tipo de células tais como macréfagosi® e células osteoblaticas
derivadas de calvaria de embrido de pinto.1%2

A nicotina influencia também parametros funcionais, tais como como a sintese de co-
lagénio tipo |, a sintese proteica e a sintese de fibronectina em fibroblastos 170184185188
Tipton e Dabbous demonstraram que a exposicao de fibroblastos gengivais a con-
centracoes de nicotina variaveis entre 0,06 mM e 5 mM (0,01 a 0,81mg/ml) inibia
significativamente a proliferacao e afectava a funcao celular ao inibir a producao de
fibronectina e colagénio e ao estimular a producao de colagenase.*8*

Argentin et al,*”® num estudo realizado em fibroblastos gengivais humanos mostra-
ram que a nicotina danifica a estrutura do ADN, afecta os mecanismos de apoptose
e induz mecanismos de stress oxidativo que contribuem para os danos observados
na estrutura do ADN.

0 efeito da nicotina sobre as células 6sseas tem sido caracterizado em varios sis-
temas celulares, com diferengas de comportamento nos varios parametros estu-
dados. Estas diferencas observadas podem reflectir diferencas nas condicoes de
cultura, na origem das células osteoblasticas utilizadas, na fase de diferenciacao
em que a exposicao ocorreu, duracao da exposicao e nas concentracoes utilizadas.
Fang et al'*®® estudaram o efeito da nicotina nas concentracdes de 0,001 a 1000
UM (0,17 ng/ml a 0,17 mg/ml), em culturas de células osteoblasticas derivadas de
osteosarcoma de rato (UMR 106-01), com um grau de confluéncia de 45% a 75%,
e observaram um efeito inibitério dependente da dose na proliferacao celular e um

efeito de estimulacao da actividade da fosfatase alcalina na gama das concentra-
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coes estudadas.t®® Ramp et al,**2 expuseram, por 24 horas, células 6sseas deriva-
das da calvaria do embridao da galinha a concentracoes de nicotina variaveis entre
300 e 3600 uM (0,05 a 0,6 mg/ml) e observaram um efeito inibitério na produgao
de fosfatase alcalina e sintese de colagénio e estimulacao da proliferacao celular.
O efeito da nicotina sobre a diferenciacao osteoblastica, nomeadamente sobre a
capacidade de formacao de depésitos mineralizados, foi evidenciado por Yahura et
al'®4, Neste estudo, os autores utilizaram duas linhas celulares imortalizadas (ROB
- C26 e MC3T3-E1, derivadas da calvaria do rato e da calvaria do ratinho, respecti-
vamente) e expuseram as culturas proximas da confluéncia a nicotina nas concen-
tracoes de 60 a 1500 uM, (0,01 mg/ml a 0,25 mg/ml) durante 12 dias. As células
ROB - C26 responderam a nicotina com um aumento da expressao da fosfatase
alcalina e estimulacao na formacao de depdsitos mineralizados. Paralelamente, nas
células MC3T3-E1, os autores observaram uma inibicao na producao de fosfatase
alcalina e uma inibicao na formacao de depésitos mineralizados nas culturas expos-
tas a 0,25 mg/ml de nicotina.%

O efeito da nicotina sobre células 6sseas humanas foi evidenciado por Walker et
al'®> em culturas de osso trabecular expostas a nicotina durante 48 horas. Estes au-
tores observaram estimulacao da proliferacao celular acompanhada pelo aumento
de expressao do gene c-fos para niveis inferiores a 1000 uM (0,17 mg/ml) e inibicao
para niveis superiores de nicotina.%®

Gullihorn et al*®® avaliaram a proliferacdo celular e a actividade metabdlica (activi-
dade de fosfatase alcalina, contelido em proteina total e sintese de colagénio) em
células osteoblasticas, MC3T3-E1, na presenca de nicotina nas concentracoes de
0,08 a 1, 6 uM (12,5 ng/ml a 250 ng/ml), e de extractos de fumo de tabaco com
concentracoes de nicotina semelhante. Os autores, embora tenham observado um
efeito de estimulacdo em todos os parametros caracterizados, verificaram que o
grau de estimulacao variava com o nimero da passagem celular e que o efeito
diminuia em presenca de mecamilamina (antagonista dos receptores nicotinicos).
Nas células expostas aos extractos do fumo observou-se uma diminuicao em todos
0s parametros metabdlicos, embora se mantivesse a estimulacao da proliferagao

celular.1%¢
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Kamer et al.*®” avaliaram a ac¢do da nicotina em dois sistemas celulares, células
osteoblasticas derivadas de calvaria de rato e células osteoblasticas humanas. Os
autores mostraram que niveis de nicotina de 10 M (0,0017 ug /ml) estimulavam
a proliferacao celular e aumentavam a secrecao da interleucina 6 (IL-6) e do factor
de necrose tumoral o (TNF-a) nas culturas de células osteoblasticas de rato. No en-
tanto, nas culturas expostas a 103 M (0,17 yg/ml) observou-se um efeito inibitorio
em todos os parametros avaliados.'®” Os autores verificaram a mesma tendéncia de
comportamento sobre a proliferacao celular nas células osteoblasticas humanas,
mas o efeito da nicotina dependia do dador.®’

A accao da nicotina sobre as células Saos-2, linha celular derivada de osteosarcoma
humano, foi estudada por varios autores.1%®1% Tanaka et al.'®® mostraram que a ex-
posicao a nicotina nas concentracoes de 10-4 e 10-3 M (0,017 e 0,17 pg/ml), duran-
te 14 dias, diminuia significativamente a producao de fosfatase alcalina, a expressao
dos genes do colagénio tipo | e da osteopontina, e estimulava a expressao genética
da sialoproteina 6ssea. Adicionalmente, os autores observaram uma diminuicao na
formacao de depositos minerais nas culturas expostas a 10° M de nicotina.*®® No
mesmo sistema celular e em culturas expostas a nicotina a concentracoes de 107,
10“ e 103 M (0,0017, 0,017 e 0,17 ug/ml), Katono et al**® observaram inducdo na
expressao genética das metaloproteinases 1, 2, 3, 13 e 14, no factor inibidor das

metaloproteinases 1, 2, 3 € 4 e na expressao do gene c-fos.

Acroleina e acetaldeido

Os aldeidos presentes na fase gasosa do fumo do tabaco sao formados directamen-
te durante a combustao das folhas do tabaco ou a partir de precursores como polis-
sacarideos, pectinas, proteinas ou trigliceridios presentes na mistura que constitui

o tabaco.
A acroleina (C,H,0) € um aldeido a,B-insaturado com elevada reactividade, ao qual
0 Homem esta exposto em variadas situacoes, tais como a exposicao profissional,

ambiental ou endoégena. A acroleina forma-se durante a combustao incompleta de
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produtos organicos como a madeira, 6leos, alimentos e tabaco, mas é o tabagis-
mo, no entanto, que constitui uma das principais fontes de exposicdo cronica.200.20t
Nos individuos fumadores, os niveis de acido 3-hidroxilpropil mercapturico, principal
metabolito da acroleina, presentes na urina sao duas vezes superiores aos encon-
trados nos ndo fumadores.?® In vivo, a acroleina é gerada durante os processos de
peroxidacao lipidica?®?, durante a metabolizacdo de farmacos como a ciclofosfami-
da ou ainda a partir da treonina por accdo da mieloperoxidase dos neutréfilos.2%3
Embora a formacao endégena de acroleina exponha localmente as células e esteja
aumentada em varios processos patoldgicos, tem sido referido que esta forma de
exposicao nao tem significado, antes funcionando como um marcador biolégico de
situacoes patologicas.?** A acroleina reage rapidamente com as moléculas protei-
cas que contém grupos sulfidrilo, aminas primarias e secundarias e as terminacoes
livres dos grupos tiois. A exposicao a acroleina causa a rapida deplecao dos tiois
celulares, nomeadamente a glutationa.?°® A glutationa é um tripeptideo que impede
a intervencao de agentes oxidantes sobre outros compostos, porque ela propria é
oxidada, poupando assim esses compostos, 0 que constitui um mecanismo de de-
fesa celular in vitro2°62°7 e jn vivo2°® contra substancias toxicas exdgenas e, conse-
quentemente, a sua deplecao afecta os mecanismos de defesa.

No individuo fumador e como consequéncia da elevada reactividade, a acroleina
liga-se aos locais primarios de exposicao, células da cavidade oral e do tracto respi-
ratério, reduzindo de forma significativa a biodisponibilidade ap6s inalacao e, con-
sequentemente, a determinacao das concentragdes plasmaticas.

A acroleina, embora presente em menor quantidade no fumo do tabaco quando
comparada, por exemplo, com o acetaldeido, apresenta uma elevada toxicidade,
mesmo para baixas concentracdes. E detectada na saliva em concentracdes mé-
dias de 12+2 e de 21+4 uM nos fumadores de menos de 10 e mais de 10 cigarros,
respectivamente.?°® Holden et al?*° referiram que, imediatamente apés a inalacao
do fumo de um cigarro, a concentragao de acroleina no fluido brénquico pode atingir

valores da ordem dos 80 uM.
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O acetaldeido, C,H,0, € um composto com uma elevada reactividade em consequén-
cia da polaridade do seu grupo carbonilo. E gerado durante a combustao da madeira,
6leos e em varios processos industriais. Endogenamente, € sintetizado pelas bacté-
rias do tracto gastrointestinal, incluindo a flora oral, e durante processos metabdli-
cos, como por exemplo, na sintese do acido piravico. O acetaldeido € o produto inicial
da oxidacao do etanol e é responsavel por muitos dos efeitos negativos relacionados
com os habitos alcoolicos.?°” A ingestao de alcool condiciona a formacao de elevadas
concentracoes de acetaldeido na cavidade oral por accao da microflora e da activi-
dade da desidrogenase alcodlica presente nas células da mucosa.?** O acetaldeido
esta presente em elevada quantidade no fumo do tabaco, cerca de 980 ug/cigar-
ro, e resulta principalmente da combustao directa dos polissacarideos presentes no
tabaco, incluindo a celulose,?*? e contribui com uma percentagem elevada para a
totalidade dos aldeidos presentes no fumo do tabaco, podendo atingir 72% da sua
totalidade.?® Os habitos tabagicos e alcodlicos constituem no Homem a principal
fonte de exposicdo a concentracoes elevadas de acetaldeido na cavidade oral.?4

A dificuldade na determinacao dos niveis plasmaticos de acetaldeido apds o acto
de fumar prende-se com o facto de uma elevada percentagem ficar retida na ca-
vidade oral e vias areas durante processo de inalacdo?®2!¢ e ainda pelo facto de
possuir uma elevada reactividade e ser rapidamente metabolizado. McLaughlin et
al?'” conduziram um estudo no qual os niveis plasmaticos de acetaldeido foram de-
terminados em individuos nao fumadores e em fumadores antes e imediatamente
apbs um periodo de intensa inalagao de fumo. Os autores nao conseguiram encon-
trar diferengas significativas entre os niveis plasmaticos de acetaldeido entre os
nao fumadores e os fumadores e, dentro do grupo dos fumadores, nao se observou
uma elevacao significativa dos niveis de acetaldeido. No entanto, e relativamente
aos niveis de acetaldeido, os autores observaram uma elevacao significativa no ar
exalado pelos fumadores.?” Este estudo permitiu concluir que o acetaldeido retido
no tracto respiratério e cavidade oral ndo é completamente absorvido, sendo em
parte posteriormente exalado. A cavidade oral dos fumadores esta assim exposta

a concentracoes elevadas de acetaldeido. Durante o acto de fumar o acetaldeido
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dissolve-se na saliva, atingindo concentracoes médias de 886+77 e de 1332+146

MM nos fumadores de menos 10 e mais de 10 cigarros, respectivamente.2°°

A acroleina e o acetaldeido reagem rapidamente com as moléculas biolégicas, par-
ticularmente as que contém grupos sulfidrilo (SH) como a cisteina, histidina e lisi-
na, prejudicando a sintese proteica, interagem com as moléculas de ADN, inibindo
a sua sintese, e reagem rapidamente com a glutationa, promovendo a sua deple-
Qé0.201'204'218

Estudos in vitro mostraram que o acetaldeido e a acroleina exibem efeitos cito e
genotoxicos nas células epiteliais e fibroblastos do sistema respiratdrio.206:206.219-222
A acroleina inibe a sintese de citocinas pré-inflamatérias produzidas pelas células T
e pelos macréfagos.?2® A acroleina estimula??* ou inibe??5228 os mecanismos respon-
saveis pela apoptose. Diferencas nas condigdes de cultura, composicao do meio,
concentracdes de acroleina utilizadas e tipos celulares estudados podem explicar
as diferencas observadas em relacao a resposta apoptética apds exposicao a acro-
leina.?°t O efeito do acetaldeido nas células 6sseas foi avaliado em culturas osteo-
blasticas derivadas de osso fetal de rato.2?” O acetaldeido, em concentracoes varia-
veis entre 0,54 a 1,79 mM), inibe significativamente a sintese de ADN, de colagénio
e de prostaglandina E,.?*’

Em relacao com a diminuicao da massa 6ssea observada nos individuos alcodlicos,
Giulini et al??® investigaram o efeito do acetaldeido nas concentracoes de 10,74 a
0,179 mM na formacao das células osteoprogenitoras em culturas de medula 6ssea
humana e culturas de medula 6ssea de rato. Paralelamente, foi investigado o efeito
do acetaldeido na proliferacao celular de duas linhas celulares de células osteoblas-
ticas (MG-63 e HOBIT).228 Os autores observaram uma diminuicdo na formacao de
coldnias fibroblasticas (fibroblasts colony-forming units - CFU-F) nos dois sistemas
celulares e auséncia de formacao de coldnias nas culturas expostas a concentragao
mais elevada de acetaldeido (10,74 mM).2226 As CFU-F s3o unidades basicas que
derivam de uma simples célula inicial e sao fonte de células osteoprogenitoras que

originam, in vitro, e na presenca de estimulos adequados, células com capacidade
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de formacao de nédulos mineralizados.??>23° Q acetaldeido pode comprometer di-
rectamente o potencial osteogénico da medula 6ssea e, deste modo, contribuir para
uma diminuicao da formacao de tecido 6sseo observada nos individuos expostos.
A nivel das células presentes na cavidade oral, a acroleina e o acetaldeido induzem,
in vitro, alteracdes citotoxicas nos fibroblastos gengivais.?3+23 Cattaneo et al*** exa-
minaram o efeito da acroleina e do acetaldeido na proliferacao, adesao e na ultra-
estrutura de fibroblastos gengivais humanos em cultura. Acroleina na concentragao
3x10° M, e o acetaldeido na concentracao de 3x103 M inibiam a adesao e a prolife-
racao. A nivel ultraestutural, os autores observaram a formacao no interior das célu-
las de corpos residuais com um material electrodenso. Os efeitos citotoxicos foram
reversiveis quando ambos os compostos eram retirados do meio de cultura.

Rota et al®®*2 mostraram que a exposicao a doses elevadas de acroleina (8x10° M a
10“ M) e de acetaldeido (6x10° a 102 M) causava desorganizacdo dos microtibu-
los e dos filamentos intermediarios de vimentina e uma diminuicao da capacidade
de adesao das células. Os efeitos negativos da acroleina e do acetaldeido sobre o
citoesqueleto de fibroblastos gengivais foram também observados por Poggi et al.233
Neste estudo, estas duas fraccoes volateis presentes no fumo do tabaco causaram
alteracbes na organizacao dos microttibulos e nos microfilamentos de actina e vi-
mentina. Estes resultados mostraram que a acroleina e o acetaldeido tém efeitos
deletérios sobre os fibroblastos gengivais humanos, o que sugere um papel negativo
destes dois compostos na manutencao, integridade e remodelacao do tecido con-

juntivo da cavidade oral.
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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* *,

Joédo 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 6sseo. O objectivo deste trabalho foi caracterizar o efeito
da nicotina na morfologia e proliferacdo de células de osso alveolar humano numa gama de concentracées
representativa dos niveis salivares. As culturas celulares (19 subcultura) foram mantidas por 14 dias e o efeito da
nicotina - 0,1 a 1 mg/ml - foi avaliado em trés situacoes representativas do comportamento de proliferacdo/dife-
renciagdo celular - a adesdo celular, a fase de crescimento exponencial e apds a confluéncia. A nicotina provocou
efeitos citotoxicos dependentes da dose (=2 0,2 mg/ml) que incluiram vacuolizacdio citoplasmdtica, aumento do
tamanho celular, perda de defini¢cdo dos limites celulares, diminuicdo do numero de células aderentes e
destruicdo celular na presenca das concentracées mais elevadas (0,5 e 1 mg/mi). 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 6sseo e que a susceptibilidade a estes efeitos depende da fase de diferenciagdo celular.

Palavras-Chave: Nicotina; Culturas celulares de osso alveolar humano; Morfologia celular; Estado de diferenciacdo 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 smoking 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 Img/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.

Key-words: Nicotine; Human alveolar bone cell cultures; Cell morphology; Stage of cell differentiation

(Pereira MLL, Costa MA, Carvalho JFC, Fernandes MHR. Efeito da Nicotina na Morfologia e Proliferacéo de Células de Osso Alveolar Humano em
Rev Port Cir Maxil 2005;46:81-91)
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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, Ulcera péptica,
patologias oncoldgicas e dsseas, entre outras"”. No que diz
respeito ao tecido dsseo, 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 dsseo”. A nicotina
é absorvida através da pele e membranas mucosas do
tracto respiratério 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 perturbacao do metabolismo celular e tecidual,
bem como da sua resposta a agressao, por exemplo a que
ocorre durante o processo de regeneracdo. Incluem vaso-
constricao, 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, proliferacao e diferenciacdo das células
Gsseast™ .

A formacdo do tecido 6sseo durante os processos de
desenvolvimento, remodelacao e regeneracao envolve
uma série complexa de eventos que incluem a proliferaco
e diferenciacdo de células osteoprogenitoras em osteoblas-
tos e culminam com a formacao de uma matriz extracelular
mineralizada™. A formacdo dssea constitui um processo
dinamico, 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
osteobldsticas nas varias fases de diferenciacao®. No
entanto, o efeito directo da nicotina sobre as células dsseas,
e em especial 0s osteoblastos, tem sido pouco estudado e
3 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 diferenciacdo celular, dose e
tipo de nicotina utilizada e tempo de exposicao) sdo muito
variadas, o que dificulta a caracterizacdo dos efeitos da
nicotina nas células osteoblasticas e o esclarecimento dos
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mecanismos subjacentes.

A nivel da cavidade oral, estao também descritos varios
efeitos adversos do tabagismo no tecido 6sseo. Assim, os
fumadores parecem apresentar um risco acrescido de perda
ossea alveolar™?”, mobilidade dentdria e perda dentaria
precoce®, reabsorcdo da crista alveolar®*, atraso na
cicatrizacdo da ferida pds-extracao dentdria®, incidéncia de
0sso tipo 1V(24), doenca periodontal®*®, morbilidade em
enxertos 6sseos® e faléncia na osteointegracdo de implan-
tes®. Estes estudos sugerem que o tecido dsseo relacio-
nado com a cavidade oral é muito sensivel aos efeitos
nefastos do tabagismo. O osso alveolar, que tem uma taxa
de renovacao muito elevada devido a necessidade de uma
constante adaptacao 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 sdo assim relevantes, como sugerem os
vérios estudos comparativos entre fumadores e ndo
fumadores relativamente ao estado de saude oral®.
Assim, por exemplo, 3 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 estd, 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 6sseo por um processo de difusao 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 pos-extraccdo
dentaria e também nas situacoes de enxertos 6sseos e
colocacao de implantes, devido a quebra de integridade
dos tecidos envol-ventes®*". N3o existem na literatura
estudos relativos ao efeito de componentes do fumo de
tabaco em células dsseas 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 osso 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
osseo 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 1U/ml e 100 pg/ml, respectivamente,
Gibco 15140-114) e anfotericina B (2,5 pg/ml, Gibco
15290-026) e incubado a temperatura de 37° C, numa
atmosfera humida contendo 95% de ar e 5% de €02. O
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 proximo da confluéncia, com renovacao do
meio de cultura duas vezes por semana. Nesta fase, as
células aderentes foram libertadas enzimdticamente, com
tripsina (0,04%, Sigma T 4799) durante aproximadamente
10 minutos.

A suspensdo 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 primaria, 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 condicoes experi-
mentais. Assim, as culturas foram expostas a nicotina
durante todo o periodo de incubacdo (dia 0 ao dia 14), apés
o0 processo de adesdo celular (dia 1 ao dia 14) e ap6s 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 mM); 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 adesdo celular
(2, 6 e 24 horas) e ao longo do restante periodo de incuba-
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¢do (3, 7 e 14 dias). As culturas foram fixadas e coradas
histoquimicamente para a presenca de fosfatase alcalina.

Fixacéo 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 tampao caco-
dilato de sddio a 0,14 M (TAAB 5007) durante 10 minutos.

Depois de fixadas, as culturas foram lavadas com gua
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 coloracdo entre o
castanho amarelado e o preto, dependendo da actividade
da enzima. As culturas coradas foram observadas num
microscopio optico 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 primarias foram obtidas pela técnica do
explante, isto é, por crescimento celular a partir de
fragmentos de osso alveolar. As primeiras células
observaram-se 7 a 10 dias ap6s o inicio das culturas e,
sequidamente, verificou-se uma proliferacdo 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 reaccdo intensamente positiva
para a fosfatase alcalina. A figura 1 mostra o aspecto de
uma cultura primaria com 12 e 20 dias.

As culturas primarias 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
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Figura 1 - Aspecto de uma cultura primaria de osso alveolar

humano.

A - Crescimento celular a partir dos fragmentos 6sseos, 12 dias.
Microfotografia de contraste de fase, 40x.

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

celular aderente. A suspensao celular obtida foi cultivada
durante 14 dias - 1° subcultura - e caracterizada ao longo
do tempo de cultura relativamente & morfologia e
proliferacdo celulares.

Imediatamente apos 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, nicleo 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 ndo foi uniforme, notando-se a
formacdo de agrupamentos celulares. As culturas apresen-
taram reaccdo positiva para a fosfatase alcalina, sendo a
intensidade da reaccdo superior nas zonas de maior
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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 seccao 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 ndo
provocou efeitos significativos, embora fosse evidente um
ligeiro aumento da granulacdo citoplasmatica. A exposicdo
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Figura 3 - Efeito da nicotina em culturas celulares de osso alveolar
humano - exposicao 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 alteracdes nitidas na
morfologia celular, que foram evidentes logo nas primeiras
horas de cultura. Assim, durante o processo de adesdo, as
células expostas a nicotina caracterizaram-se pela presenca
de vactolos citoplasmaticos, aumento do tamanho celular e
dificuldade de definicao 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 ndcleo e diminuicdo da massa
citoplasmética. As alteracdes morfologicas descritas foram
visiveis durante o restante periodo de cultura, verificando-
se ainda um efeito inibitério sobre a proliferacao 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 incubacdo.
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Figura 4 - Efeito da nicotina em culturas celulares de osso alveolar
humano - exposicao apds o processo de adesao 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 adesdo 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 nao se
verificaram alteracdes significativas no comportamento das
culturas relativamente ao observado na situacao controlo.
A exposicao a 0,3 mg/ml provocou a vacuolizacao 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
acentuacdo 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 ap6s aproximadamente uma semana.

0 efeito da nicotina foi também estudado em culturas
confluentes. Na figura 5 mostra-se o aspecto de uma
cultura confluente que foi tratada com 0,5 mg/ml de
nicotina durante 4 dias (adicao no dia 10 e exposicdo 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 (adicao 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 3o dia 5.

10d 14d

Figura 5 - Efeito da nicotina - 0,5 mg/ml - em culturas celulares de
o0sso alveolar humano - exposicao apos 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
exposicao) e 14 dias (4 dias de exposicao).
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Figura 6 - Pormenor da morfologia de uma célula de osso alveolar
humano exposta a 0,5 mg/ml de nicotina apds o processo de adesao
(dia 1 ao dia 5). Microfotografia de uma cultura corada
histoquimicamente para a presenca de fosfatase alcaling; 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 concentracoes de nicotina utilizadas
- 0,1 a1 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 vérios 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 30 as Mais acessiveis 8 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 exposicdo®*. H3 circunstancias em que o
tecido 6sseo 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 pés-cirdrgicos que possibilitam
a acessibilidade ao tecido 0sseo, o que se verifica apos
uma extraccao dentaria®*” e, também, quando da colo-
cacdo de implantes“’. Relativamente a este dltimo
aspecto, os resultados de um estudo clinico longitudinal
que envolveu 2900 implantes dentarios 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®.

N3o existem estudos relativos ao efeito local da
nicotina nas células dsseas relacionadas com a cavidade
oral. As culturas celulares de osso alveolar parecem ser
um modelo apropriado para a caracterizacdo 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 osso
alveolar®?.

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

As células Osseas sdao células aderentes e, assim, a
adesdo ao substrato (in vivo, uma superficie 6ssea pré-
existente; in vitro, a superficie de cultura) constitui um
pré-requisito para a proliferacao e diferenciacao nor-
mais““*. Durante este processo observa-se a reorga-
nizacdo do citoesqueleto, estrutura que é determinante
na organizacdo do citoplasma, posicdo dos organelos,
traducdo e estabilidade do ARNm, movimento da célula e
de componentes subcelulares, modelacdo da forma da
célula, divisao celular e diferenciacao“*”. Deste modo, a
avaliacdo do efeito de uma determinada substancia no
processo de adesao celular providencia informacao sobre
a sua eventual toxicidade. A alteracdo do padrdo normal
da adesao celular traduz-se num comprometimento da
viabilidade celular pois apenas as células aderentes que
apresentam a morfologia fenotipica caracteristica iniciam
o processo de proliferacdo/diferenciacdo. Os resultados
apresentados na figura 3 mostram que a nicotina afectou
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o processo de adesao celular, de modo dependente da
dose, para concentracdes iguais e superiores a 0,2
mg/ml, sendo a vacuolizacdo citoplasmatica 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.

Apds a adesdo, as células iniciam o processo de
proliferacao/diferenciacao. De inicio, a populacdo 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 ap6s o processo de adesao e durante
a fase de crescimento celular (dia 1 ao dia 14) resultou
em efeitos adversos significativos na morfologia e no
numero de células aderentes, que foram dependentes da
dose. No entanto, para igual concentracao e tempo de
exposicdo, o efeito citotoxico 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 h3 o preen-
chimento completo da superficie de cultura, as células
apresentam um indice mitdtico muito baixo (devido a
inibicdo do crescimento por contacto celular) e exibem
com maior intensidade as caracteristicas fenotipicas“?. Os
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 alteraces 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™.

0Os resultados apresentados neste trabalho sugerem
que os efeitos citotéxicos da nicotina dependem do esta-
do de proliferacdo/diferenciacdo celular. Esta observacdo
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 adesdo e a proliferacao activa“. Este facto estd relacio-
nado com as caracteristicas da populacdo 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 exposicao 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 morfolégica 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 dcido. 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 vaclolos que se tornam progres-sivamente
maiores com o tempo de expo-sicdo. Dependendo da dose
e/ou do tempo de exposicao, o processo de vacuolizacdo
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 osteobldsticas prove-
nientes de calvdria de embrido de pinto"™. Este autor
descreveu um efeito de vacuolizacao 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 3o observado neste trabalho e documentado na
figura 5 estd provavelmente relacionada com as caracte-
risticas dos modelos osteoblasticos usados e o grau de
confluéncia das culturas. A acumulacdo de nicotina nos
lisossomas (com consequente vacuolizacao 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
proliferacdo e/ou actividade funcional. Por outro lado, as
alteracdes morfoldgicas induzidas pela nicotina tém muito
provavelmente repercussdes 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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organizacdo do citoesqueleto, proliferacao e actividade fun-
cional de células osteoblasticas humanas, nomeadamente
na sintese de proteinas da matriz extracelular e no processo
de mineralizacdo.

CONCLUSAO

0s resultados apresentados neste trabalho permitem
concluir que a nicotina afecta negativamente a morfologia
e a proliferacdo de células provenientes de o0sso alveolar
humano, em concentracoes 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
adesdo ao substrato e proliferacdo exponencial e pequena
na fase de confluéncia. Os resultados sugerem que a
toxicidade directa da nicotina sobre as células osteobldsticas
pode contribuir para os efeitos nefastos do tabagismo no
tecido 6sseo da cavidade oral.
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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 dsseo,
provavelmente devido a uma combinag¢édo de mecanismos.

O objectivo deste trabalho foi caracterizar o efeito da nicotina (0,05 a 1mg/ml) na proliferacéo e diferencia¢do
osteobldstica de células de osso alveolar humano, numa gama de concentracbes 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
apos o processo de adesdo celular (culturas de 24 h).

A nicotina provocou efeitos dependentes da dose. Na presenca de concentracbes inferiores a 0,3 mg/mi,
observou-se um efeito de estimulacgéio na proliferacdo celular, actividade da fosfatase alcalina e formacdo de uma
matriz mineralizada. A exposicéio a concentracées superiores resultou num efeito negativo nestes pardmetros
celulares.

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

Palavras-Chave: Nicotina; Culturas celulares de osso alveolar humano; Proliferacdo celular; Diferenciacdo 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 1 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.

Key-words: Nicotine; Human alveolar bone cell cultures; Cell proliferation; Osteoblastic differentiation

(Pereira MLL, Carvalho JFC, Fernandes MHR, Peres F. Efeito da Nicotina no Processo de Formagéo Ossea Alveolar: Estudo em Culturas Celulares
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INTRODUCAO

A criacdo de um defeito 0sseo alveolar desencadeia um
processo que se caracteriza por uma sequéncia de fend-
menos inflamatorios, fibroplasicos, angiogénicos, osteogé-
nicos e de epitelizacdo, culminando com o preenchimento
do alvéolo por novo osso”. A formacdao de novo 0sso
envolve uma complexa série de eventos que incluem a
migracdo de células osteoprogenitoras e a sua proliferacdo
e diferenciacdo em osteoblastos, que sintetizam uma
matriz extracelular colagenosa que é subsequentemente,
mineralizada®. A formacdo de uma matriz 6ssea minera-
lizada é condicdo necessdria para a reabilitacdo das
estruturas envolvidas, a qual pode ocorrer simultanea-
mente ou apos a cicatrizacao®.

0 processo de cicatrizacao alveolar foi descrito com
detalhe por vdrios autores®® que mostraram que a for-
macdo de novo osso é um fenémeno 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 o 7° e 8° dia®.
0 tecido 6sseo inicialmente formado é um tecido esponjoso
primdrio que é obtido por uma rapida deposicao de matriz
ao longo dos trajectos vasculares presentes no tecido de
granulacdo. (aracteriza-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 6sseo 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 cicatrizacao 6ssea, sendo os mais significativos relacio-
nados com ma-nutricao, diabetes, osteoporose, artrite reu-
matdide e tabagismo®. Em relacdo ao tabagismo, os varios
estudos sugerem uma contribuicdo significativa da nicotina
nos efeitos negativos que se observam no tecido dsseo®"".
A nicotina apresenta um leque variado de accdes que se
manifestam a nivel da resposta imunitaria™', na
angiogénese e revascularizacdo™"™™ e na reepiteliza-
¢do0"", entre outras. Estas accdes 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 6sseas. No entanto, a informacdo
disponivel é dispersa pois estes estudos tém sido condu-
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zidos em condicbes experimentais muito diversas no que
diz respeito ao modelo celular, gama de concentracdes de
nicotina estudada e tempo de exposicao. 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 ¢ detectada no plasma e fluidos orais dos
consumidores de tabaco™.

S30 vdrios 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 utilizacdo
de pastilhas elasticas de nicotina, mediu concentracoes
plasméticas 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
plasméticas de nicotina. Com efeito, Hill e col referiram que
os niveis plasmaticos oscilam entre 22,6 e 73 ng/ml
imediatamente apds 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
plasméticos 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®. Ha 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 nao especificaram a
forma de utilizacdo 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 concentracdes salivares
de nicotina imediatamente antes e ap6s o acto de fumar
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um cigarro, observaram, respectivamente, concentracdes
de 109 ng/ml e 1821 ng/ml®. Segundo 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 concentracoes 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 6sseo, nas situacoes de
perda de integridade tecidular, por exemplo, durante o
processo de cicatrizacdo que ocorre ap6s a criacdo de um
defeito dsseo alveolar.

0 tecido 6sseo oral, em particular o0 0sso alveolar, possui
uma elevada taxa de remodelacdo® e, deste modo, é muito
sensivel as caracteristicas do meio circundante, nomea-
damente a presenca de substancias exdgenas como, por
exemplo, a nicotina. As culturas de células provenientes de
0sso alveolar humano efectuadas em determinadas condi-
cbes experimentais expressam a sequéncia completa de
diferenciacao 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
0ss0 alveolar humano constituem um modelo potencial
para o estudo da fisiologia e farmacologia deste tecido
6sseo. Os resultados de um estudo efectuado recentemente
mostraram que a nicotina induz alteracdes significativas na
morfologia das células de osso alveolar humano em cultura
e também interfere com a sua proliferacao®. 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

Obtencéo das culturas celulares

As culturas de células osteoblasticas foram esta-
belecidas a partir de osso alveolar humano resultante de
procedimentos cirdrgicos na cavidade oral. A cultura
primaria foi obtida pela técnica de explante®”. O osso
alveolar foi cortado em pequenos fragmentos que foram
cultivados em frascos de 25 cm’ em “a-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 €0,. O meio de
cultura foi renovado semanalmente até ao aparecimento
das primeiras células.

A migracdo celular a partir dos fragmentos Osseos
verificou-se cerca de 10 dias apds o inicio da cultura
primaria, sendo esta mantida até préximo da confluéncia,
com renovacdo 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 suspensdo celular obtida por libertacdo enzimatica
das células da cultura primaria 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 apos o processo de adesdo 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 seqguintes 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 contetido 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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Caracterizacdo das culturas celulares
Métodos bioquimicos

Conteuido em proteina total
0 contetdo em proteina total foi avaliado pelo método
de Lowry®®, ap6s a remocao do meio de cultura, lavagem
com tampao PBS (“Phosphate Buffer Solution”) e dissolu-
¢3o 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 determinacao
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/pq proteina).

Métodos histoquimicos

As culturas foram lavadas com PBS e fixadas com
glutaraldeido a 1,5% em tampao cacodilato de sddio a 0,14
M durante 10 minutos, sequindo-se lavagem com dgua
destilada. As culturas fixadas foram coradas histoquimi-
camente para a presenca de fosfatase alcalina e de depo-
sitos de cdlcio e de fosfato. Sequiu-se a observacao num
microscépio 6ptico 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 solucao de o-naftil fosfato de
sédio e “fast blue RR salt” em tampdo Tris a 0,1 M, pH 10.
No fim do tempo de incubacao, a reaccdo foi interrompida
por lavagem das amostras com dgua destilada. A reaccdo
positiva foi identificada por uma coloracao que variou entre
o amarelo acastanhado e o preto, dependendo da activi-
dade da enzima.
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Depositos de calcio -
Método da alizarina vermelha (AV)

As culturas celulares, apds 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 dgua destilada e posteriormente com etanol
acido. A presenca de depdsitos de cdlcio foi identificada
pelo aparecimento de uma coloracao vermelha na matriz.

Depésitos de fosfato -
Método de von Kossa (VK)

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

Andlise 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 situacdo
controlo e na presenca de nicotina foi idéntico nos varios
ensaios. Apresentam-se os resultados de uma experiéncia
considerada representativa.

0Os 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 dsseos
observou-se a partir da 2° 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 I - Aspecto morfolégico de uma cultura primaria 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).

primadria 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 fendtipo osteobldstico 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 proliferacdo celular foi avaliado
através da determinacdo do conteido em proteina total
(Figura 2A).

As culturas controlo apresentaram um aumento do
conteddo proteico até ao dia 28, sendo mais acentuado
durante a 42 semana de cultura.

A exposicdo das culturas a nicotina nas concentracdes
de 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml e 0,2 mg/ml resultou num
aumento do conteddo em proteina total durante todo o
tempo de incubacdo, 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 contetido em
proteina total durante a 12 semana mas, logo a seguir, um
aumento significativo deste pardmetro (cerca de 52%, no
dia 21).

A nicotina, em concentracdes iguais ou superiores a
0,4 mg/ml, provocou uma diminuicao do conteddo em
proteina total, dependente da dose. Assim, as culturas
expostas a 0,4 mg/ml apresentaram um aumento gradual
do conteido em proteina total, ao longo do tempo de
incubacao, 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 conteido em proteina total (A) e actividade
de fosfatase alcalina (B) de culturas celulares de osso alveolar humano.
Situacao controlo (m). Presenca de nicotina: 0,05 (m); 0,1 (m); 0,2 (m); 0,3 (m);
0,4();0,5(m)e1(m) mg/ml.

“Significativamente diferente da situacao 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 concentracdes de nicotina iguais ou
superiores a 0,4 mg/ml resultou numa inibicao da activi-
dade da fosfatase alcalina ao longo de todo o tempo de
incubacao. Este efeito foi dependente da dose. Na presenca
de 0,4 mg/ml, o padrao 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 observacdo microscopica 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 estimulacio da nicotina nas
concentracoes de 0,1 a 0,3 mg/ml e o efeito inibitorio 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 macroscopico das culturas
celulares de osso alveolar coradas histoquimicamente para
3 identificacdo de depésitos de célcio (reaccdo da Alizarina
vermelha, AV) e de depdsitos de fosfato (reaccdo de von
Kossa, VK).

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

Na presenca de 0,05 a 0,3 mg/ml de nicotina as
reaccdes de coloracao 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 coloracdo
foi idéntica nas culturas controlo e nas culturas tratadas com
nicotina.

As culturas expostas a concentracoes de nicotina de 0,4
a1 mg/ml apresentaram as reaccoes 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
20,05 (B), 0,1 (C), 0,2 (D), 0,3 (E) e 0,4 (F) mg/ml de nicotina.

G-I) Culturas com 7 dias, 200x. Pormenor da accao 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 caracterizacao do efeito da
nicotina nas células 6sseas provenientes do osso alveolar é
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Figura 4 - Efeito da nicotina na capacidade de formacao de uma matriz
mineralizada em culturas de osso alveolar humano. Aspecto macroscépico
de culturas celulares com 21, 28 e 35 dias, coradas histoquimicamente para
a visualizacao de depdsitos de cdlcio (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 microscépico de culturas celulares de osso alveolar
humano com 21, 28 e 35 dias, coradas histoquimicamente para a presenca
de depositos de clcio (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 hd quebra da integridade dos
tecidos orais, por exemplo durante o processo de cicatri-
zacao alveolar. Este processo foi descrito detalhadamente
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por varios autores e envolve a migracdo, proliferacdo e dife-
renciacdo de células osteoprogenitoras em osteoblastos,
culminando com a formacao de novo 0ss0®?.

Neste trabalho, apresentam-se os resultados relativos
ao efeito da nicotina na proliferacdo e actividade funcional
de culturas celulares de osso alveolar humano. Estudos
anteriores mostraram que estas culturas, efectuadas em
determinadas condicoes 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 Gtil quando se dispoe de peque-
nas quantidades de material biologico, como acontece
normalmente nos procedimentos cirdrgicos que envolvem
0 0ss0 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®*. 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 apdés o processo de adesdo
celular (24 horas apds 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 conteddo 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 maximo de estimulacao, mas a
exposicdo a 0,4 mg/ml provocou ja uma resposta inibitdria.
A situacdo de viragem ocorreu para niveis de nicotina na
vizinhanca de 0,3 mg/ml. Nestas culturas, observou-se um
efeito inibitério inicial (durante a 1° 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
PM; 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 inibicao da
proliferacao 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 apés o processo de adesao, com
concentracoes 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 estimulacdo da proliferacdo celular
foi observada também em culturas confluentes de células
6sseas derivadas de calvaria 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 inibitdrio geral
na proliferacdo de células osteobldsticas 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 formacao de uma matriz extra-
celular mineralizada, parametros que parecem estar inti-
mamente relacionados. Varios estudos demonstraram a im-
portancia da fosfatase alcalina no processo de minerali-
7acdo ao aumentar, através da sua actividade hidrolitica, a
concentracdo local de fosfato inorganico“.

0s resultados apresentados neste trabalho mostram
que as culturas efectuadas em situacao 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, observacao que sugere uma progressao no
processo de diferenciacdo osteoblastica“”. 0s valores
méximos foram observados entre os dias 21 e 28, seguin-
do-se o processo de mineralizacdo da matriz extracelular
(presenca de depdsitos de cdlcio e de fosfato no dia 28).
Estes resultados estao de acordo com os descritos na
literatura, que indicam que a fosfatase alcalina tem um
papel essencial no desencadear do processo de minerali-
7agao 9,

A exposicao continua das culturas a nicotina, na gama
de concentracoes utilizada, afectou a sintese de fosfatase
alcalina de modo dependente da dose e com um padrao
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semelhante ao observado na proliferacao 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 padrao 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 depdsitos 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 diferenciacdo 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 reaccoes de AV e VK.

H3 vérios estudos que mostram que a nicotina afecta a
actividade funcional de células osteobldsticas. Fang et al
estudaram o efeito da nicotina em células osteoblasticas
derivadas de osteosarcoma de rato™. Neste trabalho, as
culturas préximas da confluéncia foram tratadas durante 24
horas com nicotina e os autores observaram estimulacao da
actividade de fosfatase alcalina na gama de concentracdes
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 exposicdo a nicotina resultou na estimulacdo da
actividade da fosfatase alcalina e aumento da deposicao de
depositos 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-
centracoes estudadas e inibicdo 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 calvaria 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 condicdoes de cultura, no tipo de
células osteobasticas utilizadas, no tempo de exposicdo 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 osteobldsticas®. Por outro lado,
os resultados do presente estudo e os de outros descritos na
literatura™?" sugerem que as células dsseas apresentam
alguma capacidade de adaptacao a presenca de determi-
nadas concentracdes de nicotina e, deste modo, o tempo de
exposicdo é também um pardmetro relevante. A sensibi-
lidade das células a composicdo do meio circundante varia
durante o processo de proliferacdo/diferenciacdo celular.
Assim, de um modo geral, a susceptibilidade celular é ele-
vada durante o processo de adesdo e na fase de proli-
feracdo celular activa e menor ap6s a confluéncia®. Este
aspecto estd relacionado com a acessibilidade das células as
substancias presentes no meio e também com o nivel de
actividade metabdlica 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 toxicos da nicotina a nivel da morfologia
e proliferacdo foi elevada em culturas tratadas durante o
processo de adesdo celular e praticamente insignificante
em culturas expostas apds a fase de confluéncia®. Os
aspectos apontados evidenciam a importancia da definicdo
das condicdes experimentais na caracterizacdo do efeito da
nicotina a nivel celular. Além disso, mostram o risco da com-
paracdo e extrapolacao 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 osso 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 depdsitos
mineralizados. A exposicao a concentracdes mais elevadas
(superiores a 0,3 mg/ml) afectou negativamente estes
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pa

rametros 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 désseo 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

cic

atrizacdo 6ssea alveolar investigacao entre as duas instituicoes.
0 trabalho experimental foi efectuado no Laboratério de
Farmacologia e Biocompatibilidade Celular da Faculdade de
Medicina Dentdria da Universidade do Porto.
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Tabagismo e Diferenciagdo Ossea: Efeito de Niveis Sanguineos e Salivares
de Nicotina no Comportamento de Células Osteoblasticas de Medula Ossea

Humana. Estudo in vitro.

Maria de Lurdes Pereira*, Jodo da Costa Carvalho*, Fernando Martins Peres*, Manuel Gutierrezt, Maria Helena
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Os habitos tabagicos constituem um factor de risco para patologias crénicas que envolvem o tecido 6sseo como a
osteoporose e a perda dssea alveolar associada a doencga periodontal. O processo de formagédo 6ssea envolve a
diferenciacao 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
6ssea humana na presencga 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 condigdes experimentais que favorecem a diferenciagéo
do fendtipo osteoblastico e cultivadas na auséncia (situagéo controlo) e na presenga de nicotina (10 ng/ml - 1 mg/
ml). A exposicédo a 10 ng/ml (concentragéo representativa dos niveis plasmaticos) nédo afectou significativamente a
proliferagédo e actividade funcional. A presenga de concentragbes 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 proliferagao celular e da actividade de fosfatase alcalina, associada a
uma antecipagdo do processo de mineralizagdo da matriz extracelular. A exposicdo a 0,3 mg/ml causou um efeito
inibitorio inicial, seguido de recuperagéo dos parametros de crescimento e fungéo. Na presenga de concentracdes
superiores, observaram-se efeitos negativos no comportamento celular durante todo o periodo de incubagao; as
culturas apresentaram uma diminuigdo do niumero de células aderentes, niveis de fosfatase alcalina baixos e extensa
vacuolizagao citoplasmatica.

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

Palavras-chave: nicotina; culturas celulares de medula 6ssea humana; proliferagéo celular; diferenciagéo celular.
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INTRODUGAO

O tabagismo constitui um factor de risco em patologias
cronicas que envolvem o tecido 6sseo como a osteopo-
rose (1) e a perda 6ssea alveolar associada a doenga
periodontal (2-4).

A osteoporose é uma doenga sistémica que se
acompanha de diminui¢do da densidade mineral 6ssea,
fragilidade dssea e risco aumentado de fracturas (1). A
associagao da osteoporose com os habitos tabagicos esta
descrita tanto nos homens como nas mulheres e parece
afectar todas as faixas etarias, estando disponiveis na
literatura estudos que documentam o efeito negativo no
conteudo mineral (5-8). Ha também uma grande varie-
dade de estudos que evidenciam os efeitos nefastos do

tabagismo a nivel da perda 6ssea alveolar associada
com a doenga periodontal. Destacam-se alguns estudos
prospectivos de longa duragéo, nomeadamente efec-tua-
dos ao longo de 10 anos (9,10) e de vinte anos (11), que
concluiram que os fumadores apresentavam aumento de
prevaléncia de doenca periodontal e de perda de osso
alveolar. Também, relacionado com os efeitos cronicos
do tabagismo no tecido ésseo oral, esta descrito que os
fumadores apresentam um risco acrescido de incidéncia
de ossotipo 1V (12), morbilidade em enxertos 6sseos (13)
e faléncia na osteointegragao de implantes (12,14).

O mecanismo pelo qual o tabagismo influencia o
tecido 6sseo é complexo e ndo esta completamente
esclarecido. O fumo do tabaco contém mais de 4000
compostos, muitos dos quais séo rapidamente absorvidos
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e apresentam actividade biolégica nos varios tecidos e
6rgdos. A nicotina existe em quantidade apreciavel no
fumo do tabaco e tem sido a substancia mais estudada
na tentativa de compreender os mecanismos envolvidos
nos efeitos nefastos do tabagismo a nivel do tecido 6s-
seo. E rapidamente absorvida e tem uma distribuigao
ampla no organismo devido ao seu caracter lipofilico
(15), encontrando-se presente no plasma em con-cen-
tragdes que variam entre 4 e 75 ng/ml (16). A nicotina
apresenta uma ampla gama de acgdes farmacoldgicas,
sendo a vasoconstrigao o efeito mais caracteristico (15).A
diminuigao do fluxo sanguineo tem repercussdes a nivel
geral e local e influencia de modo mais significativo os
processos biolédgicos com maior actividade metabolica.
Assim, estédo descritos efeitos negativos da nicotina a
nivel da resposta imunitaria (17,18) e na angiogénese e
revascularizagéo (19,20), aspectos que podem afectar de
modo indirecto a actividade metabdlica a nivel do micro-
ambiente ésseo. Ha varios estudos in vitro que mostram
que a nicotina/extractos do fumo de tabaco afectam o
comportamento de células sanguineas (17,18), células
epiteliais (21), fibroblastos gengivais e periodontais (21-
23) e células 6sseas (24-29).

A nivel da cavidade oral, os componentes do fumo
do tabaco podem também provocar um efeito local nas
células e estruturas orais. Este aspecto assume particular
importancia tendo em consideragao que, nos fluidos orais,
anicotina atinge concentragdes muito mais elevadas que
as observadas no plasma. Assim, no fluido crevicular, 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 citotéxico directo devido a
exposicao imediata a nicotina e outros componentes do
fumo do tabaco presentes na fase gasosa e na saliva. O
aumento da fragilidade do epitélio oral facilita a difuséo
destas substancias para os tecidos periodontais subja-
centes, nomeadamente a gengiva, o ligamento periodon-
tal e o osso alveolar. Relativamente a este aspecto, é
interessante referir que o efeito citotoxico local parece
ser o principal responsavel pela deterioragdo da saude
periodontal que se observa nos fumadores e que se
manifesta por mobilidade dentaria e perda éssea alveolar
(2,3). De salientar, ainda, que este efeito directo pode
tornar-se progressivamente mais significativo @ medida
que aumenta a gravidade das lesdes 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 caracter-
isticas do meio circundante, nomeadamente a presenca
de substancias exdgenas bioactivas. O processo de
formacéo éssea envolve o recrutamento e migragédo de
pré-osteoblastos, a sua diferenciagcdo em osteoblastos,
e a formagdo de uma matriz 6ssea mineralizada. O pre-
sente trabalho tem como objectivo a caracterizagao in
vitro do efeito da nicotina no processo de diferenciagao
de células de linhagem osteoblastica provenientes de
medula éssea humana. O comportamento celular foi
estudado na presenga de uma gama de concentragdes
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de nicotina representativa dos niveis presentes no plasma
e saliva de consumidores de tabaco e avaliado relativa-
mente a morfologia, proliferagéo, conteido em proteina
total, actividade de fosfatase alcalina e capacidade de
formagdo de uma matriz extracelular mineralizada, o
evento que reflecte a diferenciagdo completa do fenétipo
osteoblastico.

MATERIAIS E METODOS

Os reagentes utilizados na manutengédo e caracter-
izagdo 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%.

Obtengao e manutengao das culturas celulares

As culturas de células osteoblasticas foram estab-
elecidas a partir de medula 6ssea humana obtida de
procedimentos cirurgicos ortopédicos. Este material
biolégico, que de outra forma seria desperdicado, foi
recolhido apds consentimento informado do paciente e
autorizagéo para a realizagédo do estudo.

Os pacientes tinham idades compreendidas entre os
30 e 45 anos, e ndo apresentavam qualquer patologia ou
efectuavam terapéuticas relacionadas com o metabolismo
6sseo. A medula dssea foi cultivada em a-Minimal Es-
sential Medium (a-MEM), contendo 10% soro bovino fetal,
acido ascorbico (50 pg/ml), penicilina-estreptomicina (100
1U/ml e 10.000 pg/ml, respectivamente) e anfotericina B
(2,5 pg/ml). As culturas foram incubadas a 37° C numa
atmosfera humida de 95% de ar e 5% de CO,, e o meio
de cultura foi renovado duas vezes por semana.

Acultura primaria foi mantida até préximo da confluén-
cia (10 a 15 dias). As células aderentes foram libertadas
enzimaticamente e a suspensdo 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-
1 metil-2-3-pirrolidina, foi adicionada apos se verificar
o processo de adesao celular (culturas de 24 horas) e
esteve presente durante todo o tempo de cultura, sendo
renovada em cada mudanga de meio (3 vezes por se-
mana). As condigbes experimentais foram semelhantes
as descritas para a cultura primaria, mas o meio de
cultura foi suplementado com B-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 avaliagdo da proliferagao
celular e actividade funcional.

Morfologia celular

As células em cultura foram observadas diariamente
por microscopia de contraste de fase. Apds fixagao, foram
submetidas a marcagéo fluorescente dos filamentos
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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 detecgéo dos pontos de luz é
realizada por um tubo fotomultiplicador que, através de
um sistema computorizado, é responsavel pelaformagao
da imagem.

Proliferacao e viabilidade celular. Contetido em pro-
teina total

A proliferagéo/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 aformagéao de
cristais de cor purpura que se acumulam no citoplasma.
Apos dissolugdo com DMSO (dimetilsulfoxido), a ab-
sorvancia (A) da solugéo foi determinada a 600 nm. O
conteudo em proteina total foi avaliado pelo método de
Lowry (31), ap6s remogéo do meio de cultura, lavagem
com tamp&o 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-nitrofenil-
fosfato e determinagéo espectrofotométrica do p-nitro-
fenol formado (A = 405 nm). A actividade enzimatica foi
expressa em nmol de substrato metabolizadao por minuto
e por ug de proteina (nmol/min/ug proteina), deste modo,
normalizada em termos de proliferagéo celular.

A presenca de fosfatase alcalina nas culturas celula-
res fixadas foi visualizada por coloragao histoquimica. O
método utilizado baseou-se na hidrélise do naftil fosfato
de sodio pela fosfatase alcalina e precipitagdo do fosfato
libertado por reacgdo com um composto apropriado (“Fast
Blue RR salt”). Areacgao positiva foi identificada por uma
coloragao que variou entre o amarelo acastanhado e o
preto, dependendo da actividade da enzima.

Mineralizagao da matriz extracelular

A formagéo de uma matriz extracelular mineralizada
foi avaliada de modo indirecto através da variagédo dos
niveis de fésforo e céalcio ionizados no meio de cultura ao
longodo periododeincubagao e, ainda, pelaidentificagdo
histoquimica de depositos de fosfato (método de von
Kossa (32)) e observagao das culturas por microscopia
electrénica de varrimento.

Concentragéo de fésforo e célcio ionizados no meio
de cultura. O fésforo e o calcio ionizados foram determi-
nados por métodos colorimétricos, apds tratamento do
meio de cultura com acido tricloroacético a 20% para
precipitar o fésforo e o calcio ligados as proteinas e aos
lipidos. Os resultados foram expressos em mmol por litro
de meio (mmol/L).

Método de von Kossa. Em culturas fixadas, o fosfato

de calcio presente na matriz extracelular origina fosfato
de prata, na presencga de nitrato de prata a 1%. O fosfato
de prata é, seguidamente, reduzido pela radiagéo ultra-
violeta, libertando-se prata metalica que é visivel pelo
aparecimento de depdsitos negros na matriz.

Microscopia electronica de varrimento. Apés fixagao,
as culturas celulares foram desidratadas com alcool
etilico de graduacgéo crescente, submetidas a secagem
utilizando o sistema de ponto critico de CO,, cobertas
com um filme de ouro e observadas num microscépio
electronicode varrimento (Jeol JSSM6301F9, Japao). Este
método utiliza o “varrimento” de um feixe de electrdes
sobre a amostra originando imagens da superficie, por
emissao de electrdes a partir da amostra. A associagédo
com um espectofotometro de raios X permite efectuar
uma analise quimica da amostra.

Analise estatistica

Foram efectuadas quatro experiéncias independentes,
sendo as culturas celulares estabelecidas a partir de
material bioldgico proveniente de pacientes diferentes.
Observou-se umarelativa variabilidade entre experiéncias
mas o padrédo de comportamento das culturas efectuadas
emsituacdo controlo e na presencga de nicotina foiidéntico
nos varios ensaios. Em cada experiéncia, foram efectua-
das 6 réplicas nos ensaios quantitativos e trés réplicas
nos ensaios qualitativos. Apresentam-se os resultados
de uma experiéncia considerada represen-tativa.

Os resultados bioquimicos sdo apresentados como
média + desvio padrdo. As médias obtidas nas varias ex-
periéncias foram comparadas poruma analise de variancia
(ANOVA) ndo se observando diferengas significativas
entre as experiéncias realizadas. Em cada experiéncia,
as diferengas 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 éssea em cultura apresentaram
um aspecto alongado com prolongamentos citoplasmati-
cos, nucleo proeminente (com nucléolos evidentes) e
membrana celularrica em fosfatase alcalina. Observou-se
uma elevada taxa de proliferagao celular, com a ocupagéo
da superficie de cultura apds cerca de uma semana. O
efeito mais caracteristico da nicotina na morfologia celular
foi a presenca de vacuolizacéo citoplasmatica e aumento
do tamanho celular para concentragdes superiores a 0,2
mg/ml. Este efeito foi evidente nas culturas expostas a 0,3
mg/ml durante a 12 semana, mas diminuiu significativa-
mente para tempos de incubagédo mais longos. No entanto,
na presenga de niveis mais elevados, a vacuolizagéo
citoplasmatica foi permanente e dependente da dose. A
exposic¢éo a 0,5 e 1 mg/ml resultou num efeito citotéxico
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0.4 ma/ml

Fig. 1 - Efeito da nicotina (10 ng/ml - 1 mg/ml) na morfologia de células osteoblasticas de medula 6ssea humana.
A - Marcagao fluorescente do citoesqueleto e ntcleos. Microscopia confocal, 3 dias, x800.

B - Coloragéo histoquimica para a presenca de fosfatase alcalina. Microscopia éptica, 3 dias.
C - Coloragéo histoquimica para a presenga de fosfatase alcalina. Microscopia Optica, 14 dias, x40.
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Fig. 2 - Efeito da nicotina (0,01 - 1 mg/ml) na morfologia de células osteoblasticas de medula 6ssea humana. Micros-
copia electrénica de varrimento, 7 dias.

muito significativo que se traduziu por uma morfologia Efeito da nicotina na proliferagao celular e actividade

muito alterada, com vacuolizagdo e retracgdo do cito- de fosfatase alcalina

plasma, arredondamento e destacamento da superficie As células de medula éssea proliferaram de forma
de cultura, seguido de morte celular. As Figs. 1 e 2 sdo gradual ao longo de todo o tempo de cultura. Aexposigéo
representativas do comportamento descrito. anicotina traduziu-se por auséncia de efeitos significativos

nagama 10 ng/mla 0,05 mg/ml, estimulagédo napresenca
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Fig. 3 - Efeito da nicotina (10 ng/ml - 1Tmg/ml) na proliferagdo/viabilidade celular (A, ensaio do MTT) e actividade de
fosfatase alcalina (B) de culturas de células osteoblasticas de medula 6ssea humana.

Culturas controlo (R). Culturas expostas a nicotina: 10 ng/ml (Q), 0,01 mg/ml (A ), 0,05 mg/mi (§), 0,1 mg/ml (A),
0,2 mg/ml (o), 0,3 mg/ml (¢), 0,4 mg/ml (-), 0,5 mg/ml (x) e 1 mg/ml (+).

*Significativamente diferente da situagdo de controlo.
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de 0,1 e 0,2 mg/ml, efeito inibitério inicial seguido de
recuperagdo durante a exposigédo a 0,3 e 0,4 mg/ml e
diminuicao significativa do nimero de células em cultura
apos tratamento com 0,5 e 1 mg/ml. Estes resultados
mostram-se na Fig. 3A. O conteddo em proteina total
seguiu um padrdo semelhante ao observado no ensaio
do MTT, providenciando o mesmo tipo de informagéo.

As culturas controlo apresentaram niveis de fosfatase
alcalina relativamente baixos durante a 12 semana, mas
a actividade enzimatica aumentou significativamente
durante a 22 semana, observando-se o valor maximo
na proximidade do dia 14. Seguidamente, verificou-se
uma diminuigao 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 presenga 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 osteoblasticas apresentaram um
padrdo de crescimento caracteristico, com a formagao
de areas de maior densidade celular que aumentaram
de tamanho com o tempo de incubagéo e coraram mais
intensamente para a presenca de fosfatase alcalina. A
exposigao a nicotina resultou num comportamento semel-
hante ao descrito relativamente a avaliagédo bioquimica
da actividade enzimatica.

Efeito da nicotina na mineralizagdo da matriz

Concentragéo de fésforo ionizado (Pi ) e célcio ionizado
(Cai) no meio de cultura

O Pi e o Cai presentes no meio de cultura (aproxima-
damente 2 e 1,8 mmol/L, respectivamente) tém origem
em compostos de fosfato e calcio presentes no a-MEM
e no soro bovino fetal. Além disso, o p-glicerofosfato
adicionado ao meio (10 mmol/L) € uma fonte de Pi, apos
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 mineralizagéo,
nomeadamente a formacéo de depdsitos de fosfato de
calcio na matriz extracelular. Neste trabalho, os niveis de
Pi e Cai determinados ndo sao cumulativos, pois o meio
de cultura foi totalmente substituido em cada mudanga
de meio. Deste modo, reflectem alteragdes observadas
em intervalos de 2 - 3 dias ao longo do tempo de cultura,
providenciando informagéo sobre a taxa de deposigéo
mineral.

As culturas controlo apresentaram um aumento
significativo dos niveis de Pi durante a 22 semana de
cultura, comportamento que reflecte a actividade elevada
de fosfatase alcalina nesta fase. Na proximidade do dia
14, observou-se uma diminuicdo da concentragdo de
Pi. Os niveis de Cai mantiveram-se aproximadamente
constantes durante as duas primeiras semanas, mas
diminuiram significativamente durante a 3 semana.
Estes resultados sugerem que o processo de deposigao
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de fosfato de calcio se iniciou na proximidade do dia 14 e
ocorreu aumataxaelevada.Anicotina, em concentragoes
< 0,3 mg/ml, causou um aumento dos niveis maximos
de Pi, particularmente na presenga de 0,1 e 0,2 mg/ml;
este comportamento € previsivel tendo em atencéo a
estimulagao da actividade da fosfatase alcalina nestas
situagdes. O padrao de variagédo dos niveis de Pi e Cai
sugere umadeposi¢ao mineral mais precoce nas culturas
expostas a concentragdes < 0,2 mg/ml. Niveis superiores
causaram um efeitoinibitorio que se reflectiu porumataxa
de deposi¢ao mineral muito baixa nas culturas expostas
a 0,3 mg/ml e auséncia de mineralizagdo na presenca
de niveis superiores. Estes resultados séo apresentados
na Fig. 4A.

Coloragdo histoquimica e microscopia electrénica de
varrimento

As culturas controlo apresentaram umareacgao histo-
quimica positiva para a presencga de dep6sitos de fosfato
a partir do dia 14, e aintensidade de coloragdo aumentou
significativamente para tempos mais longos (dias 21
e 28). Na presencga de nicotina, 10 ng/ml a 0,2 mg/ml,
observou-se um padréo semelhante mas a intensidade
de coloragao foi superior, particularmente nas culturas
expostas a 0,1 e 0,2 mg/ml. As culturas tratadas com 0,3
mg/ml apresentaram uma reacgéo levemente positiva no
dia 21 e a deposigdo mineral aumentou seguidamente
de forma gradual. Na presenga de concentragdes supe-
riores, 0,4 a 1 mg/ml, as reacgdes histoquimicas foram
negativas. A Fig. 4B mostra o aspecto das culturas no
dia 21. Acomparagao das Figs. 1C e 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.

Aobservagao das culturas por microscopia electrénica
de varrimento permitiu a confirmagéo dos resultados de-
scritos (Fig. 5). No dia 14, as culturas controlo mostraram
a presenga de estruturas globulares mineralizadas em
estreitaassociagdo comacamada celular, particularmente
com a parte fibrosa. Na presenga de nicotina, na gama
de concentragdes de 10 ng/ml a 0,2 mg/ml, observou-
se maior abundéncia de estruturas mineralizadas. Esta
diferenga esbateu-se para tempos de incubagao 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 incubagdo. Na presenga de concentragdes
mais elevadas, ndo se verificou qualquer deposigao
mineral. A Fig. 6A mostra um pormenor das estruturas
mineralizadas observadas nas culturas controlo e na
presenga de 0,3 mg/ml de nicotina. A analise destas for-
magoes por difracgao de raios X (Fig. 6B) revelou uma
composigao quimica rica em calcio e fésforo.

DISCUSSAO

A medula 6ssea é um tecido rico em precursores
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Fig. 4 - Efeito da nicotina (10 ng/ml - 1mg/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 calcio ionizado (Cai) no meio de cultura ao longo do periodo de incubagéo.
Culturas controlo (R). Culturas expostas a nicotina: 10 ng/ml (Q), 0,01 mg/ml (A ), 0,05 mg/mi ($), 0,1 mg/ml (A),
0,2 mg/ml (o), 0,3 mg/ml (¢), 0,4 mg/ml (-), 0,5 mg/ml (x) e 1 mg/ml (+).

*Significativamente diferente da situagado de controlo.

B - Aspecto microscépico das culturas celulares coradas histoquimicamente para a presenca de depésitos de fosfato

(reacgdo de von Kossa), 21 dias x40.

osteoblasticos (33) e, no presente trabalho, as culturas
celulares foram efectuadas na presencga de acido ascor-
bico, p-glicerofosfato e dexametasona, condigbes que
favorecem a proliferacéo e a diferenciagéo de células de
linhagem osteoblastica (34,35). Os resultados descritos
mostraram que as culturas celulares apresentaram uma
proliferagcdo gradual, que se acompanhou da produgéo
de matriz extracelular abundante, aumento significativo
da actividade de fosfatase alcalina durante a 2% semana
e formagéo de uma matriz mineralizada para tempos de
incubagdo mais longos (essencialmente, durante a 3?2
semana). Este comportamento sugere um processo de
diferenciagé@o progressivo, que é representativo do de-

senvolvimento do fenétipo osteoblastico (34). O efeito da
nicotina foi estudado na 12 subcultura, devido a diminuigéo
progressiva da expresséo dos parametros osteoblasticos
com a subcultura sucessiva (35).

A exposicao de células osteoblasticas humanas a
concentragdes plasmaticas de nicotina (10 ng/ml)n&o pro-
vocou alteragdes significativas no comportamento celular,
embora se tenha observado tendéncia para antecipagao
do processo de mineralizagdo. A presenca de niveis sali-
vares < 0,2 mg/ml resultou num efeito de estimulacéo,
que se reflectiu num aumento significativo da proliferacéo
celular e actividade de fosfatase alcalina, e inicio mais
precoce da mineralizagdo da matriz. Em concentragdes

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 oste-
oblasticas de medula 6ssea humana. Microscopia electrénica de varrimento, 14 (A) e 21 (B) dias.

superiores, a nicotina provocou um efeito inibitério, que
foi ligeiro na presenca de 0,3 mg/ml (diminuig&o inicial da
taxa de crescimento celular e deposi¢cdo mineral lenta),
mas significativo nas culturas expostas a niveis superi-
ores. Na presenga de 0,5 e 1 mg/ml, observou-se uma

10

diminuicdo acentuada do nimero de células em cultura
e extensa vacuolizagao 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-
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Fig. 6 - A - Pormenor do aspecto das estruturas mineralizadas observadas nas culturas de células osteoblasticas de
medula 6ssea humana na situagdo 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).

se nos lisossomas, devido ao ambiente acido destes
organelos; este processo acompanha-se da entrada
de agua, convertendo os lisossomas em vacuolos. O
comportamento descrito é caracteristico de substancias
basicas e foi observado por varios autores em diferentes
tipos celulares (22,36,37). Chamson e col (36) sugeriram
que a acumulagéo de nicotina nos lisossomas pode fun-
cionar como um mecanismo protector contra os efeitos
desta substancia.

Aproliferagdo das células osteoblasticas esta funciona-
Imente associada com asintese de uma matrizextracelular
colagenosa e a suaacumulagdo e maturagao, essenciais
para o processo de mineralizagao, contribuemparaainter-
rupcéo da proliferagéo celular (38). Na presenca de ides
fosfato (no presente trabalho, provenientes da hidrélise do
B-glicerofosfato pela fosfatase alcalina), a mineralizagao
ocorre quando se observa uma relagédo apropriada entre
a composicao e quantidade da matriz e a sua maturagéo
(39,40). A presenca de niveis elevados de fosfatase
alcalina parece ser necessaria para iniciar o processo
de mineralizagéo, pois providencia um enriquecimento
local de fosfato inorganico para a nucleagéo dos cristais
de hidroxiapatite (39,40). Subsequentemente, verifica-se

a repressdo da expressdo da enzima, e o aumento da
deposigdo mineral constitui um processo fisico-quimico
que depende da disponibilidade dos ides intervenientes
(39,40). O comportamento das culturas controlo obser-
vado neste trabalho esta de acordo com este modelo,
como € evidenciado pela ocorréncia de deposigdo mineral
nas zonas da cultura celular que apresentam reacgéo
histoquimica mais intensa para a fosfatase alcalina e,
ainda, diminuicdo significativa da actividade da enzima
apos o inicio do processo de mineralizagdo. Os resul-
tados observados na presenga de nicotina sugerem
que o efeito desta substancia na proliferagao celular e
actividade de fosfatase alcalina parece influenciar oinicio
do processo de mineralizagdo. Nas culturas expostas a
niveis de nicotina < 0,2 mg/ml, o efeito de estimulagdo
do crescimento celular foi acompanhado por um inicio
mais precoce da deposicdo mineral. Este facto pode
estar relacionado com uma maior taxa de acumulagéo
de matriz extracelular, devido ao maior numero de célu-
las viaveis e funcionais presentes em cultura. Também,
a presencga de niveis aumentados de fosfatase alcalina
que se observou nesta situagao providenciou uma maior

disponibilidade de fosfato inorganico, factor essencial
1
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para o inicio do processo de mineralizagdo. Durante a
exposicao a 0,3 mg/ml, o efeito inibitério que se verificou
nas duas primeiras semanas resultou, muito provavel-
mente, num atraso na produg¢ao e acumulagao de matriz,
aspecto que pode ter contribuido para um processo de
mineralizagdo mais tardio. Na presenga de 0,4 mg/ml,
a diminuigédo na proliferagéo celular e o efeito inibitorio
na actividade de fosfatase alcalina podem explicar a
auséncia de mineralizagao 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 proliferagéo
celular e estimulagao da actividade de fosfatase alcalina,
em culturas celulares de osteosarcomade rato (UMR106-
01) expostas a niveis de nicotina de 0,17 ng/ml a 0,17
mg/ml. Inversamente, a exposigéo de células derivadas
de calvaria de embrido de galinha a nicotina (0,05 a 0,6
mg/ml), provocou estimulagdo da proliferagéo celular
e diminuicdo da actividade de fosfatase alcalina (25).
Yahura e col (26) compararam o efeito da nicotina (0,01
a 0,25 mg/ml) em duas linhas celulares, ROB-C26 e
MC3T3-E1, expostas por um periodo de 12 dias. As cé-
lulas ROB-C26 responderam com uma estimulagéo da
actividade de fosfatase alcalina e aumento da deposigéo
de calcio. No entanto, nas células MC3T3-E1 observou-se
diminuigdo da actividade de fosfatase alcalina e inibigao
da capacidade de formacgéo de areas mineralizadas em
culturas expostas a 0,2 mg/ml. Walker e col, em cul-
turas de células de osso trabecular humano expostas a
nicotina, observaram estimulagéo da proliferagéo para
niveis inferiores a 0,2 mg/ml e inibigdo na presenga de
concentragdes mais elevadas (28). Na linha celular de-
rivada de osteosarcoma humano Saos-2, a exposigdo a
0,001 Mde nicotina causou uma diminuigao na expressao
de colageénio tipo |, fosfatase alcalina e osteopontina e,
ainda, um efeito inibitério na deposicdo de calcio (29).
De salientar que os trabalhos descritos utilizam varios
modelos celulares e condigdes de exposigao diversas,
designadamente no que diz respeito ao tempo e tipo de
exposicéo, gama de concentragdes, fase da cultura em
que a exposicao ocorre e parametros celulares avaliados.
Estes aspectos explicam, pelo menos parcialmente, a
diversidade de resultados descritos relativamente ao
efeito da nicotina no comportamento celular e dificultam
a comparagao dos varios estudos.

Os mecanismos moleculares envolvidos no efeito da
nicotina na proliferagao e actividade funcional de células
osteoblasticas nédo estdo esclarecidos e tém sido pouco
estudados. E interessante referir que Walker e col (28)
mostraram que o efeito de estimulagéo da proliferagéo
de células osteoblasticas derivadas de osso trabecular
humano observado na presengade 0,1a 1 uMde nicotina
é acompanhado por um aumento na expresséo do gene
c-fos (responsavel, juntamente com o gene c-jun, pela

expressao do factor de transcrigdo AP-1). Estes autores
mostraram ainda a presenca da subunidade a4 dos re-
ceptores nicotinicos e sugeriram o envolvimento destes
receptores no efeito da nicotina, ao mostrar que oaumento
da proliferagéo celular € inibido de modo dependente da
dose pela D-tubocurarina, um antagonista dos recep-
tores nicotinicos. Estes receptores estdo directamente
acoplados a canais de calcio e a sua estimulagao resulta
na entrada de ides calcio para a célula. Assim, alguns
autores tém sugerido, de forma indirecta, o envolvimento
deste ido na acgéo da nicotina (28). O ido calcio parece
ter um papel importante nos mecanismos de regulagéo
do metabolismo ésseo, nomeadamente o acoplamento
entre a formagdo dssea e a reabsorgdo 6ssea (41). Ha
também estudos que mostram que as células osteob-
lasticas respondem ao ido calcio de modo dependente
do tempo e da dose, em termos de proliferagéo celular e
expressdo de marcadores de diferenciagéo (42).

Em conclusao, os resultados deste estudo mostraram
que a exposicdo de células osteoblasticas de medula
éssea humana a 10 ng/ml de nicotina, concentragéo
representativa dos niveis plasmaticos do fumador médio,
néo provocou alteragdes significativas na proliferagao e
actividade funcional. No entanto, a presencga de niveis
superiores, 0,01 mg -1 mg/ml, na gama dos presentes
na saliva dos utilizadores de tabaco, afectou o compor-
tamento celular, de modo dependente da dose. Estes
resultados sugerem a possibilidade de modulagéo lo-
cal da actividade osteoblastica pela nicotina a nivel da
cavidade oral.
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Abstract

Objectives: The aim of this work was to analyse the behaviour of human bone marrow
osteoblastic cells cultured on the surface of routinely used plasma-sprayed titanium
implants in the presence of plasmatic and salivary nicotine levels reported in smokers.
Material and methods: Human bone marrow cells (first subculture) were seeded on
titanium implants and cultured for 35 days in a-minimal essential medium supplemented
with 10% foetal bovine serum, 50 ug/ml ascorbic acid, 10 mM B-glycerophosphate and
10nM dexamethasone. Seeded implants were exposed to nicotine, 10-1 mg/ml, from days 1
to 35, and characterized for cell morphology, viability/proliferation, alkaline phosphatase

(ALP) activity and matrix mineralization.

Results: Low levels of nicotine, 10 and 50 ng/ml, representative of the plasma

concentrations reported in smokers, did not cause significant effects in the cell behaviour,
although a small induction in cell growth and functional activity appeared to occur. Higher
nicotine levels, 0.01-1 mg/ml, within those attained in saliva through tobacco use, caused
evident dose-dependent effects in osteoblastic cell behaviour, i.e., a stimulatory effect in
cell growth, ALP activity and matrix mineralization, at concentrations up to 0.2 mg/ml, and
a deleterious effect at higher levels.

Conclusions: Considering the high tissue diffusion potential of nicotine, the results suggest
the possibility of a direct modulation of the osteoblast activity as a contributing factor to

the overall effect of nicotine in the bone microenvironment around dental implants.

Osseointegrated titanium implants have
been increasingly used in the treatment of
total and partial edentulism with high long-
term success rates (Boioli et al. 2001).
Implant failure is the result of multifactor-
ial processes and several studies have
shown that smoking can be associated
with higher failure rates and spontaneous
implant exposure (Esposito et al. 1998;
Chuang et al. 2002). Jones & Triplett
(1992) first reported the relationship be-
tween smoking and impaired wound heal-
ing in the oral cavity and the loss of

endosseous implants. Bain & Moy (1993)
found, in a study of s4o0 patients who
received 2194 Brinemark implants, that
smoking was the most significant factor
implicated in implant failure. De Brun &
Collaert (1994) presented similar conclu-
sions in a group of 117 patients. Lambert
et al. (2000), in a longitudinal clinical
study, reported increased implant failures
in smokers. In addition, in the oral cavity,
tobacco smoke is associated with impaired
bone healing after surgical treatment (Mee-
chan et al. 1988), reduced bone height

© 2008 The Authors. Journal compilation © 2008 Blackwell Munksgaard
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(Bolin et al. 1993), increased rate of bone
loss and poor bone quality (Holm 1994;
Carlsson et al. 2000; Rivera-Hidalgo 2003),
and higher incidence of peri-implantitis
(Haas et al. 1996), all contributing to the
higher rates of implant failures among
smokers than non-smokers (Esposito et
al. 1998; Chuang et al. 2002). Studies in
animal models, performed to understand
and document such impaired outcomes,
also showed a negative influence of tobacco
smoke on bone healing around implants
(Nociti et al. 2002; César-Neto et al. 2003,
2005).

Nicotine is a major component of to-
bacco smoke and is present in the plasma
and saliva of tobacco consumers, with
reported levels ranging from 4 to 73 ng/ml
and 96ng/ml to 1.6mg/ml, respectively
(Russel et al. 1980; Gritz et al. 19871;
Hoffmann & Adams 1981; Hill et al.
1983). Nicotine is also found in the crevi-
cular fluid, with levels being several times
higher than those present in the plasma
(Ryder et al. 1998), and can also be detected
on the root surface of periodontally dis-
eased teeth (Cuff et al. 1989). Nicotine
appears to play a significant role in the
negative effects of tobacco smoke in the
bone tissue, and a variety of studies on
animal bone wound models showed that
nicotine administration has evident dele-
terious effects in bone regeneration (Daftari
et al. 1994; Silcox et al. 1995; Hollinger et
al. 1999; Pinto et al. 2002). The classical
effect of nicotine is peripheral vasoconstric-
tion with resulting tissue ischaemia, de-
creased oxygen tension and reduction of a
potential osteoblast progenitor cell pool
(Benowitz 1986; Yildiz 2004), effects
that contribute to impaired tissue repair
potential at the bone/implant interface. Also,
according to some in vitro studies, nicotine
appears to influence the growth and differ-
entiation of osteoblastic cells in several
bone cell culture systems performed in
standard tissue culture plates (Fang et al.
1991; Ramp et al. 1991; Yuhara et al. 1999;
Walker et al. 2001; Tanaka et al. 2005;
Kamar et al. 2006; Katono et al. 2006).
Therefore, the aim of this work was to
analyse the proliferation and differentiation
of human bone marrow osteoblastic cells
seeded on routinely used screw-type
plasma-sprayed titanium implants and
evaluate the effect of nicotine on cell be-
haviour. To the best of our knowledge,
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there are no reported studies regarding the
biological performance of titanium im-
plants in the presence of nicotine. In the
present work, seeded implants were ex-
posed continuously to nicotine in a con-
centration range representative of the one
found in the plasma and saliva of tobacco
users. Cell behaviour was analysed for cell
proliferation, alkaline phosphatase (ALP)
activity and matrix mineralization.

Material and methods

Implant surface characterization
Commercially ~ available ~ Straumann”
(Basel, Switzerland) screw-shaped titanium
implants, 8 mm in length, were used in
this study. The implant surface was a
titanium plasma spray (TPS) surface, i.e.,
a titanium implant was coated with high-
purity titanium powder. TPS implants
were used as supplied by the manufacturer,
with all packing being removed under
aseptic conditions.

Cell culture

Human bone marrow was obtained from
four patients (aged from 25-40 years) under-
going orthopaedic corrective surgery proce-
dures of the hip. Informed consent to use
this biological material, which would other-
wise be discarded, was obtained. Bone mar-
row was cultured in o-minimal essential
medium («-MEM) containing 10% foetal
bovine serum, penicillin-streptomycin
(100IU/ml and 1omg/ml, respectively),
2.5 ug/ml fungizone and 50 pg/ml ascorbic
acid. Incubation was performed in a humi-
dified atmosphere of 5% CO, in air at
37°C, and the medium was changed twice
a week. At 70-80% confluence, adherent
cells were enzymatically released (0.04%
trypsin in 0.25% EDTA solution) and
sooul of the cell suspension, at a density
of 10*cells/cm?, was poured on the surface
of each screw-type TPS titanium implant
placed in 48-well culture plates in a defined
position, and pre-incubated with complete
culture medium for 3h. A preliminary as-
sessment of the seeded implants, at day 1,
by scanning electron microscopy (SEM),
showed that the cells were homogeneously
distributed on the surface of the implant
that was in contact with the cell suspen-
sion. Although the cell-seeding process did
not allow an even attachment of the cells on
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the cylindrical surface of the implant, SEM
observation showed that after 2 weeks the
surface was totally covered by a cell layer.

Upon seeding, cells were allowed to attach
for 24 h. At this stage, the culture medium
was changed to a medium supplemented
with B-glycerophosphate (tomM) and dex-
amethasone (1onM). Seeded implants were
cultured for 35 days in the absence (control
cultures) and in the presence of nicotine [ — )
nicotine] [( — }-1-metyl-2-3-pyrrolidine] [Sigma
N-3876 [(Sigma-Aldrich, Munich, Germany)]
- 10 and song/ml (0.06 and 0.3 M) and
0.01-1 mg/ml (0.06-6 mM). Cultures were
exposed from days 1 to 35 and nicotine, in
the culture medium, was renewed at each
medium change, three times a week. Control
and nicotine-exposed seeded implants were
characterized at days 3, 7, 14, 21, 28 and
35 for cell morphology, proliferation and
function.

Cell viability/proliferation

MTT assay — reduction of 3-(4,5-dimethyl-
thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bro-
mide to a purple formazan product by
viable cells — was used to estimate cell
viability/proliferation. Seeded implants
were transferred to clean wells and incu-
bated with o.smg/ml of MTT for the
last 4h of the culture period tested; the
medium was then decanted, formazan salts
were dissolved with dimethylsulphoxide
and the absorbance (A) was determined at
)\ = 600nm on a microplate reader.

ALP activity and total protein content
Seeded implants were washed twice with
phosphate-buffered solution (PBS) and
stored at —20°C until the end of the
experiment. For ALP evaluation, the cell
layer on the implant surface was lysed with
0.1% Triton in water for s-romin and
enzyme activity was assayed in the lysate
by the hydrolysis of p-nitrophenyl phos-
phate in alkaline buffer solution, pH 10.3
and colorimetric determination of the pro-
duct (p-nitrophenol) at 405 nm. Hydrolysis
was performed for 3omin at 37°C. ALP
activity was expressed as nanomoles of p-
nitrophenol produced per minute per mi-
crogram of protein (nmol/min/ug protein).
Protein content was determined according
to the method of Lowry in cell lysates
obtained by treatment of the seeded im-
plants with 0.1 M NaOH for 1h; bovine
albumin was used as a standard.
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SEM assay

Seeded materials were washed twice with
PBS, fixed with 1.5% glutaraldehyde in
0.14 M sodium cacodylate buffer (pH 7.3)
for tomin, dehydrated in graded alcohols
(70%, 80%, 2 x 90% and 99.8 %), critical-
point dried, sputter-coated with gold and
analysed in a JEOL JMS 630 1F scanning
electron microscope equipped with an
X-ray energy-dispersive spectroscopy voya-
ger XRMA system (Noram Instruments,
Tokyo, Japan).

Statistical analysis

Four independent experiments were per-
formed. Cultures were established from
different patients and the pattern of cell
behaviour regarding the dose effects of
nicotine on bone marrow cells was similar
in the four experiments, presenting a coef-
ficient of variation of 20-50%. Data from a
representative experiment are shown. Each
point represents the mean + standard de-
viation of three replicates. Statistical ana-
lysis was performed by one-way analysis of
variance (ANOVA). The statistical differ-
ences between control and nicotine-treated
cultures were determined by the Bonfer-
roni method. P-values < 0.05 were consid-
ered significant.

Results

Cell morphology

Bone marrow cells were able to adhere and
spread on the implant surface. Attached
cells presented a spread — polygonal shape
with cytoplasmic extensions adapting to
the surface crevices and irregularities. Cells
proliferated throughout the incubation
time, with extensive cell-to-cell contact,
and formed a flattened sheet adapting to
the implant topography, after 2-3 weeks.
Continuous exposure to nicotine induced
dose-dependent vacuolation of the cyto-
plasm. This effect was more pronounced
at early incubation times and was transient
in the cultures exposed to levels up to 0.2~
0.3mg/ml. In the presence of higher con-
centrations, the cells became highly vacuo-
lated, retracted and showed a tendency to
detach from the implant surface; materials
treated with 0.4-1 mg/ml nicotine showed
a dose- and time-dependent decrease in the
number of attached cells. Figures 1 and 2
show the SEM appearance of the seeded
implants at days 7 and 28, respectively.
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Fig. 1. Scanning electron microscopy appearance of plasma-sprayed titanium implants before cell seeding (a)
and after being cultured with human bone marrow osteoblastic cells for 7 days (bf). Control cultures (b, absence
of nicotine) and cultures exposed to 0.05 (c), 0.2 (d), 0.5 (e) and 1 (f) mg/ml nicotine. As compared with control
(b), cells exposed to 0.5 (e) and 1 (f) mg/ml nicotine presented a highly vacuolated cytoplasm (black arrows).

Cell viability/proliferation and ALP activity
Bone marrow cells grown in control condi-
tions proliferated gradually throughout the
culture time, with a higher growth rate
during the first 3 weeks (Fig. 3a). Exposure
to 10 and song/ml of nicotine (plasmatic
concentrations) increased the MTT reduc-
tion values, with statistical significance at
day 21 (Fig. 3a). Exposure to salivary levels
up to 0.2mg/ml caused a dose-dependent
increase of MTT reduction, indicative of

stimulation on cell proliferation (Fig. 3b).
Values at day 21 were 31%, 66% and 81%
higher than those of control cultures, re-
spectively, in the implants treated with
0.05, 0.1 and o0.2mg/ml. A small inhibi-
tory effect occurred in the presence of
o0.3mg/ml nicotine (22.4% at day 21)
but, in the last week, MTT reduction was
similar to that found in control-seeded
implants. Higher nicotine levels caused a
dose-dependent decrease in cell growth; at
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Fig. 2. Scanning electron microscopy appearance of
plasma-sprayed titanium implants seeded with hu-
man bone marrow osteoblastic cells and cultured for
28 days in the presence of 0.05mg/ml nicotine.
Cells proliferated to form a cell layer covering the
implant surface (a, low magnification; inset, scale
bar = 280 um) and presented an elongated morphol-
ogy with cytoplasmic extensions, cell-to-cell con-
tact and adaptation to the surface topography
(b, high magnification). This pattern of cell behaviour
was similar in control-seeded implants and those
exposed to nicotine levels up to 0.2 mg/ml.

day 21, cultures treated with 0.4-1 mg/ml
presented reductions of 51-89% in the MTT
assay, as compared with control cultures.
ALP activity measured in control-seeded
implants was low during the first 2 weeks
but increased significantly during the third
week, and maximum values were observed
around day 21. The presence of 10 and
song/ml nicotine (Fig. 3c) resulted in a
small stimulation from the second week
onwards, although not statistically signifi-
cant. Dose-dependent induction in enzyme
activity was found during the second and
third weeks in the cultures treated with
salivary levels of nicotine up to 0.2 mg/ml;
peak levels, found at day 21, increased from
0.62 + 0.063 in control cultures to
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Fig. 3. Cell viability/proliferation (a, b) and alkaline phosphatase activity (¢, d) of human bone marrow
osteoblastic cells cultured on plasma-sprayed titanium implants for 35 days. (a, c) Control cultures (A);
cultures exposed to nicotine: 10 ((J) and 50 () ng/ml, representative of plasmatic levels. (b and d) Control
cultures (A); cultures exposed to nicotine: 0.01 [ © ), 0.05 (®),0.1(A), 0.2 (W), 0.3( x ),0.4(—), 0.5 (+)and 1
(—) mg/ml, representative of salivary levels. *Significantly different from control cultures.

1.0I + 0.066 in the presence of 0.2 mg/ml
(a 62% increase, Fig. 3d). Exposure to
0.3 mg/ml nicotine caused an inhibitory
effect in ALP activity, reflected by slightly
lower levels during the first 3 weeks; peak
levels were observed a few days later, at day
28, and were similar to those of control
cultures (Fig. 3d). Higher nicotine concen-
trations, 0.4-1mg/ml, resulted in de-
creased ability to synthesize ALP (Fig. 3d).

Matrix mineralization (SEM observation)
Matrix mineralization was assessed by
SEM observation and X-ray microanalyses
of the cell layer.

Bone marrow cells seeded on the tita-
nium implants were able to form a miner-
alized extracellular matrix after 3 weeks of
culture, as evidenced by the presence of
calcium phosphate deposits in close asso-
ciation with the cell layer, in 28-day cul-
tures (Fig. 4). Based on visual observation, a
trend for an increase in the extent of miner-
alization was apparent in the presence of
0.05-0.2 mg/ml (Fig. 4c and d). Cultures
exposed to 0.3 mg/ml nicotine showed de-
layed mineralization, i.e., the presence of
mineralized deposits was very discrete at
day 28 (Fig. 4¢) but evident at day 35 (not
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shown). X-ray microanalyses of the
mineral deposits showed the presence of
calcium and phosphorus peaks (Fig. 4f).
Implants treated with 0.4 mg/ml nicotine
presented some cell growth, but no signs of
mineralized structures (not shown). At
higher concentrations, very few cells re-
mained attached to the implant surface at
day 28 (not shown).

Discussion

This work analyses the effect of nicotine in
the proliferation and functional activity of
human bone marrow osteoblastic cells cul-
tured on the surface of plasma-sprayed
titanium implants. The concentration
range of nicotine used (rong/ml to 1 mg/
ml) is representative of that reported in the
plasma (4-73 ng/ml) and saliva (96 ng/ml
to 1.6mg/ml) of tobacco users (Russel
et al. 1980; Gritz et al. 1981; Hoffmann
& Adams 1981; Hill et al. 1983).

Bone marrow stroma is a heterogeneous
mixture of cells including uncommitted
mesenchymal stem cells able to differenti-
ate in several cell lineages. Primary cul-
tures were obtained by culturing the bone
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Fig. 4. Scanning electron microscopy appearance of plasma-sprayed titanium implants seeded with human
bone marrow osteoblastic cells and cultured for 28 days in the absence (a, control cultures) and in the presence
of tong/ml (b) and 0.05 (c), 0.2 (d) and 0.3 * (€] mg/ml nicotine. (f) Energy-dispersive spectroscopy (EDS)
spectrum (EDS) of the matrix-associated mineralized deposits present in cultures exposed to 0.2 mg/ml
nicotine, showing the presence of Ca and P peaks. Similar EDS spectra were obtained in control cultures and
those exposed to nicotine levels up 0.3 mg/ml. As compared with control cultures (a), the extent of matrix
mineralization was higher in cultures exposed to 0.05 and 0.2 mg/ml nicotine (¢ and d) and lower in those

treated with 0.3 mg/ml nicotine (e).

marrow suspension in o-MEM supplemen-
ted with 10% SBF, and the selection of
mesenchymal cells was based on their
ability to adhere to the surface of the
culture plate. The majority of non-adher-
ent cells such as erythrocytes and cells
from haematopoietic lineage were removed
during the course of routine change of the
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medium. Implants were seeded with first
passage cells and cultured for 35 days in the
presence of ascorbic acid, B-glyceropho-
sphate and dexamethasone. It is known
that under these culture conditions, un-
committed bone marrow mesenchymal
cells express many osteogenic parameters
(Maniatopoulos et al. 1988; Granthos et al.

2003) and these supplements have been
routinely used to favour the development
of the osteoblast phenotype in several cell
culture systems (Stein & Lian 1995; Man-
iatopoulos et al. 1988; Coelho & Fernandes
2000; Jorgensen et al. 2004). In the present
work, bone marrow cells adhered to the
implant surface and proliferated with a high
growth rate forming a mineralized matrix
following maximal ALP activity. This be-
haviour is in agreement with that reported
for the differentiation of osteoblastic cells
in culture (Stein & Lian 1995) and mimics
the cellular events occurring at the implant
surface following in vivo implantation in
the bone tissue (Davies 1998).

Exposure of the seeded implants to nico-
tine caused a characteristic dose-dependent
vacuolation of the cytoplasm that was
particularly
higher than 0.2 mg/ml. This morphologic
event was previously observed in mouse
macrophages (Ohkuma & Poole 1981) and
osteoblasts from chick embryo calvariae
(Ramp et al. 1991), and appears to be a
general effect observed with weak organic
bases, such as nicotine (Ohkuma & Poole
1981). These compounds are known to
accumulate in lysosomes by membrane
permeation and trapping by protonation;
as the base concentration within the lyso-
somes increases, water enters osmotically
and these structures swell into large va-
cuoles (Ohkuma & Poole 1981). In the
present work, this event was more pro-
nounced at early incubation times and
tended to be attenuated with culture
time, except at high (> 0.3 mg/ml) nicotine
levels, in which cultures remained vacuo-
lated during the entire culture time. It has
been suggested that trapping of nicotine in
the lysosomes may function as a protective
mechanism, as it prevents the interaction
of nicotine with the cytoplasmic cellular
structures (Ohkuma & Poole 1981).

Nicotine caused a dose-dependent effect
on cell viability/growth and functional ac-
tivity. A significant increase in cell growth
rate was evident at levels up to 0.2 mg/ml.
Also, an induction in ALP activity and
increased extent of matrix mineralization
occurred in this concentration range, parti-
cularly in the presence of 0.05-0.2 mg/ml
nicotine. Exposure to 0.3 mg/ml caused a
small initial inhibitory effect but cells
were still able to recover, although with
later ALP maximal levels and delayed

evident at concentrations
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mineralization. Results observed in nico-
tine-exposed implants (as well as in con-
trols) suggest that ALP activity and matrix
mineralization appeared to be closely re-
lated. ALP has long been associated with
biological mineralization, and the high en-
zyme activity at sites of mineralizable
matrices increases the local phosphate con-
centrations (in the experimental conditions
used, by hydrolyzing B-glycerophosphate),
providing the chemical conditions for the
onset of matrix mineralization (Bellows
et al. 1992; Anderson & Morris 1993).
On SEM observation, mineralization was
intimately associated with the fibrillar cell
layer (as evident in Fig. 4, particularly Fig.
4a) and appeared to be closely related with
the pattern of ALP activity. The onset of
mineral deposition followed maximal ALP
activity (i.e., occurring later in cultures
exposed to 0.3 mg/ml) and cultures pre-
senting higher ALP levels also showed an
increased extent of matrix mineralization
(i.e., cultures treated with 0.05-0.2 mg/ml
nicotine, as compared with control). These
observations strongly suggest a cell-mediated
mineralization process occurring both in
control and in nicotine-exposed seeded
implants. Nicotine levels > 0.4 mg/ml
caused evident dose-dependent cytotoxic
effects with decreased cell growth and cell-
to-cell contact, low-ALP activity and the
absence of mineral deposition, and, ulti-
mately, detachment from the implant sur-
face and cell death (0.5 and 1 mg/ml).
Previous studies, performed in standard
tissue culture plates, also showed osteo-
blastic cell responses to nicotine. Rat os-
teosarcoma cells, UMR 106-01, presented
decreased cell proliferation after treatment
with nicotine levels>1uM (Fang et al.
1991), whereas osteoblastic cells from em-
bryonic chick calvariae exposed to 0.05—
0.6 mg/ml nicotine showed an increase in
tritiated thymidine incorporation and a
decrease in collagen synthesis and ALP
activity (Ramp et al. 1991). ROB-C26 and
MC3T3-E1  cells treated with o0.06—
1.5 mM nicotine responded with an in-
crease in ALP activity and calcium deposi-
tion or a decrease in both parameters,
respectively (Yuhara et al. 1999). In human
trabecular bone-derived cells exposed to a
wide range of nicotine concentrations,
0.IpM to 1omM, results showed that
low levels of nicotine (0.1—-1 pM) increased
cell proliferation, which was associated
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with induction of the expression of c-fos
genes, whereas high levels caused inhibi-
tory effects (Walker et al. 2001). Osteo-
blast-like Saos-2 cells exposed to 10 *M
nicotine showed decreased expression of
type I collagen, osteopontin, ALP activity
and mineralized nodule formation (Tanaka
et al. 2005) and another study reported
increased expression of metalloproteinases,
tissue-type plasminogen activator and c-fos
genes (Katono et al. 2006). In mouse osteo-
blastic cells, Kamar et al. (2006) showed
that nicotine induced (at 1 pM) or inhibited
(at 1 mM) proliferation, and increased se-
cretion of IL-6 and TNF-« in selected con-
ditions. The same authors reported a
similar trend in human osteoblastic cells,
but the effect of nicotine (2 x 10~ °-
6 x 10~ *M) was donor dependent. As is
evident, these studies showed a variety of
dose-dependent patterns that might reflect
differences in the experimental conditions
used, related to the osteoblastic model
(culture conditions, species, stage of cell
differentiation), nicotine exposure (contin-
uous/intermittent, concentration range)
and/or analytical methodology. In this
way, comparison of the osteoblastic re-
sponse to nicotine is difficult and the
mechanism involved remains unclear.
However, Walker et al. (2001) found that
D-tubocurarine, a nicotinic receptor antago-
nist, inhibited nicotine-induced responses
in human trabecular bone-derived cells.
Katono et al. (2006) showed a similar result
in Saos-2 cells and further reported an in-
crease in the expression of the o, nicotinic
receptor. Others suggested, by indirect
evidence, that changes in the intracellular
levels of Ca>" ions, following binding of
nicotine to its receptor and subsequent
activation of voltage-dependent Ca>™"
channels, may modulate, at least in part,
the effects of nicotine on bone metabolism
(Yuhara et al. 1999).

The results of the present study showed
that the behaviour of human osteoblastic
cells seeded on plasma-sprayed titanium
implants was affected by the continuous
exposure to nicotine, with deleterious ef-
fects at levels > 0.3 mg/ml. Low levels
(o and song/ml), representative of the
nicotine plasma concentrations reported
in smokers, did not cause significant ef-
fects in the cell behaviour, although with a
trend for a small positive effect. Salivary
levels up to 0.2 mg/ml appeared to promote
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the growth and differentiation of osteoblas-
tic cells. These are apparently conflicting
results, considering the well-established
association of cigarette smoking and in-
creased rates of implant failures. Tobacco
smoke contains a large variety of bioactive
compounds (Hatzinikolaou et al. 2006),
and the deleterious effects occurring at the
bone/implant interface are most probably
the result of a multitude of direct and
indirect systemic and local effects on bone
metabolism, further associated with the
possibility of complex interactions. Nico-
tine itself is known to affect the behaviour
of several cell and tissue systems by differ-
ent mechanisms (Yildiz 2004). Of rele-
vance, is the intense vasoconstrictor
action observed with low concentrations
(Daftari et al. 1994), with evident direct
and indirect deleterious effects on bone
metabolism (Hollinger 1999). However, it
is interesting to note that studies investi-
gating the influence of nicotine adminis-
tration in the osseointegration of titanium
implants in animal models did not find
significant effects in bone healing around
the implants in the conditions used (Nociti
et al. 2002; Stefani et al. 2002; César-Neto
et al. 2003; Balatsouka et al. 2005a,
2005b), suggesting a minor role of potential
systemic adverse effects. On the other
hand, some clinical studies strongly sug-
gest that local exposure of the peri-implant
tissues to tobacco smoke is the main factor
leading to an overall greater failure rate in
smokers (Haas et al. 1996; Lambert et al.
2000). Considering the high tissue diffu-
sion potential (Benowitz
1986) and the permeability features of the
gingival implant epithelium (Ikeda et al.
2002), the present results suggest the pos-
sibility of a direct modulation of osteoblast
activity as a contributing factor to the over-
all effect of nicotine in the bone microen-

of nicotine

vironment around dental implants.
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Abstract: Smoking has an established negative impact in
the clinical outcome of dental implants. This work analyses
the response of human osteoblastic cells to nicotine, at the
surface of plasma-sprayed commercial titanium implants.
Human bone marrow (HBM) and Saos-2 cells, seeded on
the surface of titanium implants and cultured in experi-
mental conditions favoring osteoblastic differentiation,
were exposed continuously to nicotine (0.0001 to 0.5 mg
mL ") and characterized for cell proliferation and function.
Exposure of HBM cells resulted in increased cell prolifera-
tion, higher alkaline phosphatase (ALP) activity, and earlier
onset of matrix mineralization at levels up to 0.2 mg mL "},
an initial inhibitory effect in cell growth and functional
activity followed by a recovery in the presence of 0.3 mg
mL ™! "and a dose-dependent deleterious effect at higher

levels. By contrast, exposure to nicotine did not affect cell
proliferation of Saos-2 cells at levels up to 0.2 mg mL ™",
and caused only a small positive effect in ALP activity in
the presence of 0.05 and 0.1 mg mL~"; however, matrix
mineralization by Saos-2 cells also occurred earlier in the
cultures exposed to levels of nicotine up to 0.1 mg mL ™!
Higher concentrations caused dose-dependent inhibitory
effects. Considering the high diffusion potential of nicotine,
results suggest a local role of nicotine in modulating bone
formation events at the implant surface. © 2008 Wiley Peri-
odicals, Inc. ] Biomed Mater Res 00A: 000-000, 2008

Key words: plasma-sprayed titanium implants; nicotine;
human bone marrow cells; Saos-2 cells; in vitro matrix
mineralization

INTRODUCTION

Osseointegration of dental implants, essential for
long term-clinical success, involves the direct anchor-
age of the implant by the formation of bone without
the growth of fibrous tissue at the bone-implant
interface, and represents a dynamic process both
during its establishment and its maintenance.'™
Although the reported success rate of titanium
implants is high, failure does occur, and smoking is
one of the factors often associated to implant fail-
ure.”'® Also, several studies in animal models ana-
lyzed, by histological methods, the effects of tobacco
smoke/nicotine on the interface bone/ implamt,w’22
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and showed that intermittent cigarette smoke inhala-
tion may result in lower bone-to-implant contact and
less bone area within the threads,'”**?° with nicotine
contributing, at least in part, in the cancellous bone
response.’’

Tobacco contains a large number of potentially
toxic substances and nicotine, a major active compo-
nent of the particulate phase of tobacco smoke®
appears to play a significant role in the adverse
effects of tobacco in the bone tissue, including the
healing process.'”*** Nicotine is absorbed from the
lung and oral mucosal membranes® and plasma
concentrations attain values of 4-75 ng mL ™12 It
is also found in crevicular fluid, with reported levels
of 5961 ng mL 23 In saliva, levels of nicotine are
significantly higher, 96 ng mL ™" to 1.6 mg mL~'3"*

The implant osseointegration and maintenance
require the recruitment of osteoblast precursor cells,
their anchorage, attachment, adhesion, spreading,
proliferation, and differentiation into secretory osteo-
blasts with the production of a calcified extracellular
matrix at the implant surface.®* These cellular
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events are highly sensitive to the local microenviron-
ment and both systemic and local effects of nico-
tine/tobacco components have been associated with
negative effects in the bone tissue.**** Regarding
this, the importance of the local exposure of peri-
implant tissues as the main factor leading to an over-
all greater failure rate in smokers was strongly sug-
gested by the study of Lambert et al. involving more
than 2900 endosseous dental implants in more than
800 patients at 32 centers.'””> Also, Haas and Haim-
bock,' in a retrospective study, concluded that local
factors seem to be responsible for the higher inci-
dence of peri-implantites in smokers. There is no
available data regarding the nicotine diffusion
through the gingival peri-implant epithelium and
the levels attained in the subjacent tissues. However,
experimental studies showed that the oral mucosa
can be highly permeable to nicotine®™ and the junc-
tional peri-implant epithelium, although structurally
and functionally identical to junctional epithelium
around natural teeth, presents a high level of perme-
ability to exogenous substances.’*® Considering the
high levels of nicotine attained in the crevicular fluid
and saliva of tobacco users®*®? and the high lipo-
philic and diffusible character of this substance,?®
the presence of significant levels of nicotine at the
bone/implant interface might be hypothesized.

Although several in wvivo animal studies have
investigated the effects of tobacco smoke/nicotine
on bone response to titanium implants,” 2 little is
known regarding the cellular events taking place at
the implant surface. Therefore, the aim of the present
study was to analyze the proliferation/differentia-
tion response of human osteoblastic cells to plas-
matic and salivary levels of nicotine, at the surface
of plasma-sprayed titanium implants. A special
focus is put on the effect of nicotine in the formation
of a mineralized cell layer, as bone formation at the
implant surface is the event leading to osseointegra-
tion and subsequent maintenance. To address this,
two in vitro systems were used—human bone mar-
row (HBM) cell cultures, which present a representa-
tive osteoblastic proliferation/differentiation behav-
ior in appropriate experimental conditions,” and the
human osteosarcoma cell line Saos-2, which under-
goes promptly mineralization in the presence of a
source of phosphate ions.**?*

MATERIALS AND METHODS

Implant surface characterization

Straumann®™ screw shaped titanium implants, 8 mm
length, were used in this study. The implants displayed a
titanium plasma-sprayed (TPS) surface, that is, the tita-

Journal of Biomedical Materials Research Part A

PEREIRA ET AL.

nium implant was coated with a high purity titanium
powder.

Implants seeded with HBM cells

HBM was obtained from three healthy patients under-
going orthopedic surgery procedures. Informed consent to
use this biological material, that would be otherwise dis-
carded, was obtained. Bone marrow was cultured in a-
minimal essential medium («-MEM) containing 10% fetal
bovine serum, 50 pg mL~! gentamicin, 2.5 ug mL™! fungi-
zone, and 50 pg mL™" ascorbic acid. Incubation was per-
formed in a humidified atmosphere of 5% CO, in air, at
37°C, and the medium was changed twice a week. At 70—
80% confluence, adherent cells were enzymatically released
(0.04% trypsin in 0.25% EDTA) and the cell suspension
was used in the experiments.

TPS implants were used as supplied by the manufac-
ture. All packing was removed under aseptic conditions.
Each implant was placed in a well of a 48-well plate, in a
defined position, and 500 pL of the cell suspension (5 X
10* cells mL™') was poured on its surface. Cells were
allowed to attach for 24 h at 37°C in a 5% CO, atmos-
phere. Being the implant surface cylindrical, it was not
possible to know the number of cells seeded on each
implant. However, a preliminary assessment of the seeded
implants, at day 1, by scanning electron microscopy (SEM)
and a MTT reduction assay showed that the cells were
homogeneously distributed on the surface of the implant
that contacted with the cell suspension and no significant
variation was observed in the number of attached viable
cells. Seeded implants were cultured for 28 days in the
absence (control cultures) and in the presence of nicotine
[(-)Nicotine ([-]-1-Metyl-2-3-pyrrolidine)]—0.0001, 0.001, 0.01,
0.05, 0.1, 0.2, 0.3, and 0.5 mg mL™! (0.0006 to 3 mM)—in a
culture medium further supplemented with B-glycerophos-
phate (10 mM) and dexamethasone (10 nM). Nicotine, in
the culture medium, was renewed at each medium change,
three times a week. Control and nicotine-exposed seeded
implants were characterized at days 3, 7, 14, 21, and 28 for
cell viability/proliferation, alkaline phosphatase (ALP) ac-
tivity, and matrix mineralization. Results observed in the
presence of 0.001 and 0.05 mg mL™' nicotine were not
shown, as they were not relevant in terms of main conclu-
sions regarding the osteoblastic response to nicotine. Cell
behavior was similar to that found in the cultures exposed
to 0.0001 and 0.01 mg mL ™! nicotine, respectively.

Implants seeded with Saos-2 cells

The cell line Saos-2 was cultured in the same experi-
mental conditions as those used in the primary culture of
HBM. Cell plating on the implant surface and exposure to
nicotine followed the procedure described earlier. In this
situation, seeded materials were cultured for 13 days, with
the culture medium being supplemented with B-glycero-
phosphate (10 mM) from day 7 onwards. Control and ni-
cotine-exposed seeded implants were characterized at days
3,6, 8,10, and 13 for cell proliferation and differentiation
events.
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Cell viability/proliferation, total protein content,
and ALP activity

Cell viability/proliferation of the seeded implants was
determined by the MTT assay that relies on the ability of
viable cells to oxidize MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) to an insoluble blue forma-
zan product. Seeded implants were incubated with 0.5 mg
mL ™" of MTT for the last 4 h of the culture period tested.
Then, the implants were transferred to a new plate, the
formed formazan salt was dissolved with dimethylsulphox-
ide, and the absorbance (A) was determined at 600 nm.

Protein content was determined in 0.1M NaOH cell
lysates according to the method of Lowry using bovine
serum albumin as a standard.

ALP activity was assayed in cell lysates (obtained by the
treatment of the seeded implants with 0.1% triton) by the
hydrolyses of p-nitrophenol phosphate in alkaline buffer
solution, pH 10.3, for 30 min, and colorimetric determina-
tion of p-nitrophenol at 405 nm. Results were expressed in
nanomoles of p-nitrophenol produced per min per pg of
protein (nmol min~! ugproteinfl).

Matrix mineralization

The presence of calcium phosphate deposits in the cell
layer of the seeded implants was inferred from the levels
of ionized calcium (Cai) in the culture medium throughout
the incubation time and visualized by SEM.

Culture medium from control and nicotine-exposed
seeded implants was collected, at each medium change,
during the entire culture period, and analyzed for the con-
centration of Cai using a Sigma Diagnostic Kit (procedure
N587). Results were expressed in mmol per litre of medium
(mmol LY. Cai in the medium originates from calcium
phosphate compounds present in «-MEM and in fetal bo-
vine serum. Consumption of Cai from the medium reflects
the formation of calcium phosphate deposits in the cell
layer. In the present work, levels of Cai measured were not
cumulative as culture medium was totally replaced at each
medium change. Therefore, Cai levels reflected changes
occurring in intervals of 2-3 days throughout the culture
period, providing quantitative information regarding the
rate of the ongoing mineral deposition in the cell layer.

For SEM observation, seeded implants were fixed with
1.5% glutaraldehyde in 0.14 M sodium cacodylate buffer
and rinsed with distilled water. Fixed cultures were dehy-
drated in graded alcohols, critical-point dried, sputter-
coated with gold, and analyzed in a Jeol JSM 6301F scan-
ning electron microscope equipped with a X-ray energy
dispersive spectroscopy (EDX) microanalysis capability
(Voyager XRMA System, Noran Instruments).

Statistical analysis

Three independent experiments were performed, with
the cultures being established from different patients
(males aged between 20 and 40 years old). The pattern of
cell response regarding the dose-effects of nicotine on
osteoblastic cells was similar in the three experiments.
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Data from a representative experiment are shown. The bio-
chemical results are presented as mean * standard devia-
tion of three replicates. Statistical analyses were done by
one-way analyses of variance (ANOVA). The statistical dif-
ferences between control and nicotine-exposed groups
were determined by the Bonferroni method; p values <
0.05 were considered significant.

RESULTS

Implants seeded with HBM cells

Cell viability/proliferation and ALP activity

HBM cells seeded on titanium implants [Fig. 1(A)]
showed a close interaction with the irregular surface
and the formation of a flattened sheet followed by
multilayers at late incubation times, overlaying the
microtophography of the implant [Fig. 1(B)]. Cell
growth was accompanied by the production of abun-
dant fibrous matrix [Fig. 1(C)]. On the MTT assay
[Fig. 2(A)], cells presented a proliferation phase dur-
ing ~3 weeks (maximum MTT reduction at day 21,
A = 1.32), entering a senescence process afterwards;
ALP activity [Fig. 2(B)] was low at early incubation
times but increased significantly during the third
week (0.62 nmol min ! ug proteir\fl, at day 21). Con-
tinuous exposure to nicotine resulted in increased
cell growth and ALP activity at levels up to 0.2 mg
mL~! (particularly in the presence of 0.01-0.2 mg
rnLq), an initial inhibitory effect followed by a re-
covery in the cultures treated with 0.3 mg mL™?,
and a dose-dependent decrease at higher levels
[Figs. 2(A,B)]. On SEM observation, dose-dependent
vacuolation of the cytoplasm was evident at levels >
0.3 mg mL™! (Fig. 3). This effect was noted from the
beginning of the exposure but tended to disappear
in the presence of the lower levels (0.3 mg mL ™).

Matrix mineralization

In the control seeded implants, Cai levels in the
culture medium [Fig. 4(A)] remained constant until
approximately day 20, decreasing significantly after-
wards. Nicotine caused an earlier onset of mineral
deposition, at levels up to 0.2 mg mL™". This effect
was dose-dependent and statistically significant in
the cultures exposed to 0.01-0.2 mg mL™". Exposure
to 0.3 mg mL™! resulted in a slight delay in the
onset of calcium deposition and, in the presence of
higher levels, Cai concentration remained constant.
On SEM observation (Fig. 5), at day 21, formation of
globular mineralized deposits was discrete in control
cultures, evident in those treated with 0.2 mg mL™!
and absent in the presence of 0.3 mg mL™'. At day
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Representative appearance of the surface of plasma sprayed titanium implants in the absence of cells (A) and

colonized with HBM cells at day 21 (B and C). The implant surface was completely covered with a cell layer (B) present-

ing an abundant fibrillar matrix (C, high magnification).

28, mineral deposition was present in the three situa-
tions, but the density was clearly lower in the cul-
tures exposed to 0.3 mg mL ™", The deposits showed
the presence of Ca and P peaks on X-ray microanaly-
sis and were closely associated with the cell layer.
At days 21 and 28, cultures treated with 0.5 mg
mL™" nicotine showed only few cells with a highly
vacuolated cytoplasm (not shown).
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Implants seeded with Saos-2 cells

Cell viability /proliferation and ALP activity

Saos-2 cells presented a low proliferation rate, Fig.
2(C), (maximum MTT reduction at day 8, A = 0.46)
but high levels of ALP [Fig. 2(D), maximal levels of
3.96 nmol min~! pgprotein~!, at day 10]. Continuous

15

Duays

Figure 2. Effect of nicotine in the cell viability/proliferation (A and C) and ALP activity (B and D) of human osteoblastic
cells cultured on titanium implants for 28 days. A and B: HBM cells; C and D: Saos-2 cells. Control cultures (M). Cultures
exposed to nicotine: 0.0001 mg mL™" (&), 0.01 mg mL™" (A), 0.1 mg mL™" (A), 0.2 mg mL™" (O), 0.3 mg mL™" (O), and
0.5 mg mL™" (+). *Significantly different from control cultures.
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Figure 3. Effect of nicotine in the morphologic appearance of HBM cells cultured on titanium implants for 7 days. Con-
trol cultures (A). Cultures exposed to 0.3 (B) and 0.5 (C) mg mL ™! nicotine. Nicotine caused a dose-dependent vacuolation

of the cytoplasm.

exposure to nicotine did not result in any apparent
effect in cell proliferation at levels up to 0.2 mg mL ™"
[Fig. 2(C)], and caused a dose-dependent inhibition
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Figure 4. Levels of ionized calcium (Cai) measured in the
culture medium from control and nicotine exposed-cultures
throughout the culture time. A: HBM cells; B: Saos-2 cells.
Control cultures (H). Cultures exposed to nicotine: 0.0001
mg mL™' (&), 0.01 mg mL™* (A), 0.1 mg mL™! (A), 0.2
mg mL~! (), 0.3 mg mL™" (O), and 0.5 mg mL™" (+).
*Significantly different from control cultures.

at higher concentrations; however, cell growth was
still significant in the presence of 0.5 mg mL ™" (30%
inhibition, compared to control). Low nicotine levels,
up to 0.1 mg mL ", caused a slight positive effect in
ALP activity at day 8; in addition, compared to con-
trol, maximal levels, although lower, were attained
earlier (around day 8), and decreased afterwards.
Cultures exposed to 0.2 mg mL™' were similar to
control, but the presence of 0.3 mg mL ! resulted in
decreased ALP activity and maximal values being
attained later, between days 10 and 13. At higher nic-
otine levels, ALP was practically absent. As in HBM
cells, vacuolation of the cytoplasm was observed in
the presence of 0.5 mg mL ™" nicotine (not shown).

Matrix mineralization

In control seeded implants, Cai levels in the me-
dium [Fig. 4(B)] began to decrease around day 11.
Cultures exposed to nicotine up to 0.1 mg mL™'
showed an earlier onset of calcium deposition,
around day 9. By contrast, the presence of 0.2 and 0.3
mg mL " resulted in a negative effect, reflected by a
slower rate of calcium deposition. Cai levels regard-
ing the cultures treated with 0.5 mg mL™" did not
change during the culture period. SEM observation
at days 11 and 13 (Fig. 6) showed that, compared to
control, abundance of calcium phosphate deposits
was higher in the cultures exposed to 0.01-0.1 mg
mL ™" and lower in those treated with 0.2 and 0.3 mg
mL ™", Mineral deposits were not observed in the
presence of higher nicotine levels (not shown).

DISCUSSION

The success of dental implants depends on the ef-
ficient and stable interaction between bone cells and
the biomaterial. In the rehabilitation of partial eden-
tulous patients, the relevant cellular elements come
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Figure 5. Effect of nicotine in the matrix mineralization by HBM cells cultured on titanium implants. SEM photographs.
A: High magnification appearance of the mineralized cell layer at day 28 (cultures exposed to 0.1 mg mL "), showing min-
eralized globular structures in close association with the cell layer. B: representative X-ray spectrum of the mineralized
structures. As compared to control, abundance of mineralized calcium phosphate deposits was higher in the implants
exposed to 0.1 mg mL™" and lower in those treated with 0.3 mg mL ™.

mostly from the adjacent alveolar bone, whereas in
long-term edentulous patients, bone marrow is the
main source of these cells as implants are placed in
the basal bone of the edentulous jaws. In culture,
HBM and alveolar bone cells express a similar prolif-
eration/differentiation sequence and, at appropriate
experimental conditions, both represent useful mod-
els of the osteoblastic phenotype.”**! The present
work describes the effect of nicotine in the behavior
of HBM and Saos-2 osteoblastic cells cultured on
the surface of plasma-sprayed titanium implants.
The concentration range tested, representative of the
plasma and salivary levels of nicotine attained in the
tobacco users, took in account that both systemic
and local (resulting from rapid tissue diffusion in

Journal of Biomedical Materials Research Part A

the oral cavity) effects appear to play a role in the
negative impact of tobacco components on the
osseointegration/maintenance of dental implants.'>*°

HBM cells growing in the presence of ascorbic
acid, B-glycerophosphate, and dexamethasone pre-
sented a gradual proliferative phase extending for 3
weeks followed by a senescence process [Fig. 2(A)], a
significant increase in ALP activity during the third
week [Fig. 2(B)], and the formation of calcium phos-
phate deposits intimately associated with the cell
layer at late incubation times (Figs. 4 and 5). This
suggests a progressive differentiation, representative
of that established for the development of the osteo-
blastic phenotype.*? Nicotine appears to affect nor-
mal osteoblastic cells in a dose-dependent manner,
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Control

Figure 6. Effect of nicotine in the matrix mineralization by Saos-2 cells cultured on titanium implants. SEM photographs.
A: High magnification appearance of the mineralized cell layer at day 13 (cultures exposed to 0.1 mg mL™Y), showing min-
eralized globular structures in close association with the cell layer. B: representative X-ray spectrum of the mineralized
structures. As compared to control, mineral deposition was higher in the seeded implants exposed to 0.1 mg mL~! and

lower in those treated with 0.3 mg mL™".

that is, stimulatory effects in the cell proliferation
and ALP activity associated with an earlier onset of
matrix mineralization with levels up to 0.2 mg mL™?,
and deleterious effects at higher concentrations.
Saos-2 cells showed a poorly proliferative popula-
tion [Fig. 2(C)] that expressed high ALP activity since
the beginning of the incubation [Fig. 2(D)] and for-
mation of a mineralized cell layer (Fig. 6) soon after
the addition of a source of phosphate ions (B-glycero-
phosphate, at day 7), in line with that reported for
this culture system.’®* This behavior is representa-
tive of a late differentiated osteoblastic population,
which probably explains the results observed in the
presence of nicotine levels up to 0.1 mg mL ™’ that is,
lack of effect on cell proliferation but responsiveness

of the mineralization process, with an evident earlier
onset of mineral deposition. Higher levels resulted in
dose-dependent negative effects.

Nicotine caused a dose-dependent vacuolation of
the cytoplasm at concentrations higher than 0.2 mg
mL™, a process previously observed in mouse
macrophages® and osteoblasts from chick embryo
calvariae.** Weak organic bases, such as nicotine, are
known to accumulate in lysosomes by membrane
permeation and trapping by protonation®’; as the
base concentration within the lysosomes increases,
water enters osmotically and these structures swell
into large vacuoles.

Data regarding the implants seeded with HBM
cells suggest that the pattern of in vitro osteogenesis
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observed in the presence of nicotine might be
related, at least partially, with the dose-dependent
effects in cell proliferation and ALP activity. It is
known that proliferation of osteoblastic cells is func-
tionally related to the synthesis of an appropriate
collagenous matrix which is essential to osteoblastic
differentiation,”? as suggested by several studies
showing that an increase in the amount of the collag-
enous matrix is associated with a higher ALP pro-
duction.*?#¢ This enzyme plays an important role in
the mineralization of the collagenous bone matrix by
providing the increased local phosphate concentra-
tion required for the initiation of hydroxyapatite
nucleation and crystallization, being subsequently
down-regulated.”” In the present work, results sug-
gest that the anticipation of mineral deposition by
HBM cells resulting from exposure to 0.01-0.2 mg
mL ™! nicotine might be associated with the positive
effect on cell proliferation, with expected increase in
the amount of the extracellular matrix produced.
However, results observed in the implants seeded
with Saos-2 cells showed earlier mineral deposition
upon exposure to 0.01-0.1 mg mL ™! nicotine, in the
absence of apparent effects on cell growth rate, sug-
gesting an effect in the functional activity. Also, cell
behavior observed in the presence of 0.5 mg mL ™'
nicotine, that is, only a 30% inhibition in the cell pro-
liferation but synthesis of negligible levels of ALP, is
also suggestive of an altered cell function.

The few studies reported in the literature regard-
ing the influence of nicotine on in vitro mineraliza-
tion come from culturing osteoblastic cells on stand-
ard tissue culture plates.”®* Yuhara et al.*® reported
that nicotine, 0.06 to 1.5 mM (0.01 to 0.25 mg mL ™),
stimulated ALP activity and the rate of calcium dep-
osition by ROB-C26 cells, in a dose-dependent man-
ner, but both parameters decreased in MC3T3-El
cells that have been exposed to the same nicotine
levels. In Saos-2 cells exposed to 107°M (0.17 pg
mL ™) nicotine, the appearance of mineralized nod-
ules was delayed and the intensity of alizarin red
staining was clearly less that in control cells*’; this
inhibitory effect followed decreased expression of
collagen type I, ALP activity and osteopontin.*’ The
great variability of results regarding osteoblastic
response to nicotine***¥>* reflects differences in the
experimental conditions, related to the cell culture
model (animal/human cells, culture conditions,
stage of cell differentiation) and the nicotine expo-
sure (continuous/intermittent, concentration range).
The present work showed that a cell system express-
ing a normal proliferation/differentiation behavior,
that is, HBM cells, has the advantage of providing
information along the osteoblastic differentiation
pathway, compared to that observed with the osteo-
sarcoma cell line Saos-2, allowing mainly the study
of late differentiation events.
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In an attempt to clarify the mechanism involved in
the cell response to nicotine, Walker et al.>' showed
that nicotine increases c-fos transcript expression in
human trabecular bone-derived osteoblasts at levels
(0.1-1 pM) that caused increased cell proliferation. In
addition, this study demonstrated the presence of
the nicotinic receptor subunit a4 and, also, that D-
tubocurarine, a nicotinic receptor antagonist, inhib-
ited nicotine-induced cell proliferation.51 Increased
expression of c-fos genes and «-7 nicotinic receptor
was also reported in Saos-2 cells exposed to 10~°M
nicotine.* Tt was speculated that changes in the in-
tracellular levels of Ca*" ions, following binding of
nicotine to its receptor and subsequent activation of
voltage-dependent Ca®" channels, may modulate, at
least in part, the effects of nicotine on bone metabo-
lism.>* Related to this, it was reported that a voltage-
dependent Ca?" channel antagonist increased ALP
activity of mouse osteoblastic cells.” Also it is
known that osteoblastic cells respond to calcium in a
time and concentration manner, regarding prolifera-
tion and expression of several markers.”®> These
observations suggest that osteoblasts response to nic-
otine might be mediated, at least partially, by
changes in cellular levels of calcium ion.

In conclusion, nicotine caused a dose-dependent
effect on matrix mineralization by HBM and Saos-2
cells cultured on the surface of plasma-sprayed tita-
nium implants, reflected by an earlier onset of cell-
mediated calcium phosphate deposition at levels up
to 0.1-0.2 mg mL ™!, and deleterious effects (delayed
and absence of mineral deposition) at higher concen-
trations. Modulation of in vitro osteogenesis by nico-
tine was observed in the presence of relatively high
levels, in the range of those present in saliva of
tobacco users. Although saliva does not contact
directly with the bone/implant interface, the proba-
bility of significant tissue diffusion of tobacco compo-
nents is strongly suggested by the clinical studies of
Lambert et al.”® and Haas and Haimbock™ clearly
correlating implant failure with a continued local del-
eterious effect. Nicotine is a small and lipophilic mol-
ecule® and considering the permeability features of
the gingival implant epithelium®?® the possibility of
a local role of nicotine in modulating bone formation
events at the implant surface might be hypothesized.

The plasma-sprayed titanium implants were kindly pro-
vided by Straumann.
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Abstract

Objectives. To evaluate the potential interaction/contribution of inductive and
deleterious effects of tobacco compounds on human osteoblastic cells cultured on
plasma-sprayed titanium implants exposed to combinations of nicotine, acrolein and
acetaldehyde. Cell response was assessed as proliferation and function.

Material and Methods. Titanium implants, seeded with human bone marrow derived
cells (first subculture), were cultured in osteogenic-inducing conditions for 28 days in
the absence (control) and in the presence of tobacco compounds to access (i) the dose-
dependent profile of acrolein (0.01 — 0.12 mM) and acetaldehyde (0.1 — 6 mM) and (ii)
the effect of the simultaneous exposure to combinations of nicotine, acrolein and
acetaldehyde. In the later experiments, seeded implants were exposed to (i) nicotine 1.2
mM, known to have inductive effects on cell behaviour, with acrolein, acetaldehyde, or
both, at ICso and (ii) nicotine 2.4 mM, reported to elicit deleterious effects on cell
behaviour, with acrolein, acetaldehyde, or both, at ICs.

Results. Acrolein and acetaldehyde caused dose-dependent inhibitory effects at levels
similar and higher than 0.03 and 0.1 mM, respectively; ICsy regarding cell
viability/proliferation and alkaline phosphatase was 0.06 mM for acrolein and 0.3 mM
for acetaldehyde. Matrix mineralization was prevented at levels higher than 0.03 mM
acrolein and 0.1 mM acetaldehyde. Exposure to a combination of nicotine 1.2 mM with
acrolein (0.06 mM), acetaldehyde (0.3 mM) or both resulted in a cell behaviour
intermediate of that observed in nicotine-treated cultures (induced cell response) and
aldehydes-treated cultures (deleterious cell response). On the other hand, exposure to
nicotine 2.4 mM with acrolein (0.06 mM), acetaldehyde (0.3 mM) or both caused
cumulative cytotoxic responses elicited by the three compounds at these levels.
Conclusion: Results suggest that interactions of tobacco compounds over osteoblasts,
cells responsible for bone formation events, might contribute to the overall effects of

tobacco use on implant osseointegration and long-time survival.

Kewords: Nicotine; acrolein; acetaldehyde; plasma-sprayed titanium implants; human

osteoblastic cells; proliferation and differentiation.
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1. Introduction

In the past few years the application of dental implants has constantly increased with
low failure rates. Despite being a high success treatment, failures occur and, although
factors such as implant type and length, location and bone quality of the receptor affect
dental implants performance, tobacco use is considered to be a significant predisposing
factor of implant failure and peri-implantites development.' Accordingly, a variety of
clinical studies shows that tobacco use is detrimental to implant success.* "

The mechanism by which tobacco use affects the osseointegration and survival
of the implant, i.e. the ability to maintain a proper bone metabolism at the bone/implant
interface, is not fully characterized. Cigarette smoke is a complex mixture of over 4000
chemical compounds, and many are likely to have potential toxicities in human tissues
including the bone tissue.!' Nicotine is a major component and is present in plasma and
saliva of tobacco consumers with levels ranging from 4 to 73 ng/ml (0.024 — 0.44 uM)
and 96 ng/ml to 1.6 mg/ml (0.58 uM to 9.6 mM), respectively.'>'* Nicotine has a high
diffusion potential and is the compound more frequently implicated in the deleterious
effects observed in bone regeneration events. In animal studies, nicotine is reported to

. . . . 14-17
cause negative effects on bone healing in several conditions,

most probably by a
combination of effects, among others its classical vasoconstrictor action'® and direct
effects on the proliferation and function of bone cells, according to a variety of in vitro
studies.'””® Interestingly, several animal studies failed to demonstrate a significant
influence of nicotine on bone healing around dental implants.”>~* However, in the same
animal models, authors showed that cigarette smoke inhalation, normalised to obtain
similar nicotine levels, caused impaired healing, suggesting that other bioactive
substances might play a role to the overall negative effects on implant performance.****
Among them, acrolein and acetaldehyde are reactive aldehydes detected in saliva of
smokers, attaining concentrations of 5.5 to 38.2 uM and 0312 to 1.986 mM,

respectively.”® These aldehydes are known to be cytotoxic to neutrophils,***’ bronchial

4345 46,47

epithelial cells,***' lymphocytes,* gingival fibroblasts and osteoblastic cells.
A variety of clinical studies strongly suggests that the local exposure of the peri-
implant tissue to tobacco components has a key contribution to the higher prevalence of
implant failure among smokers.*™ This might be anticipated considering the high

12,13,35

levels of tobacco compounds detected in the oral fluids of smokers and several
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local factors which potentially favour the presence of these substances at the
bone/implant interface. Thus, experimental studies showed that the junctional peri-
implant epithelium, although structurally and functionally identical to junctional
epithelium around natural teeth, presents a higher level of permeability to exogenous
substances.*® In addition, tissue diffusion is favoured by the concentration gradient and
also the increased cell permeability promoted by cigarette smoke® and nicotine.*
Another factor is likely to be the penetration of salivary fluids in the peri-implant
mucosa at the level corresponding to the position of the microgap between the fixture

152 I the

and the abutment, namely in implant systems with screw-retained abutments.
majority of the implant systems, the microgap is positioned at the level of the alveolar
bone crest, making the interface bone/implant more susceptible to direct effects of
substances present in oral fluids.

In previous studies, we addressed the effect of nicotine, at levels representative
to those found in plasma and saliva of tobacco users, in the behaviour of human

osteoblastic cells seeded on plasma-sprayed titanium implants.?”*®

Salivary
concentrations up to 1.2 mM promoted cell viability/proliferation and alkaline
phosphatase activity and the presence of higher levels resulted in dose-dependent
deleterious effects.””® In addition, a similar profile was observed regarding matrix
mineralization, both in human bone marrow and Saos-2 cells.*® Considering the
potential number of bioactive compounds that can be found in the oral fluids of

12,13,35

smokers and the factors mentioned above favouring their presence in the

. . 48-52
bone/implant environment,

complex interactions on bone cell behaviour might be
anticipated. The present work has two main objectives. First, to characterize the dose-
dependent profile of acrolein and acetaldehyde on the proliferation and differentiation
of human osteoblastic bone marrow cells cultured on plasma-sprayed titanium implants,
as this issue was not previously addressed. Second, based on these results, evaluate the
effect of the simultaneous exposure of human osteoblastic cells to nicotine, acrolein and
acetaldehyde. To accomplish this, cells seeded on plasma-sprayed titanium implants
were exposed to a combination of (i) nicotine 1.2 mM, reported to have inductive

27,28

effects on cell behaviour, with acrolein, acetaldehyde, or both, at ICso and (ii)

2728 __ - .
~® with acrolein,

nicotine 2.4 mM, found to elicit negative effects on cell behaviour,
acetaldehyde, or both, at ICso. Seeded implants were analysed for cell proliferation,

alkaline phosphatase activity (ALP), total protein content and matrix mineralization.
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2. Materials and Methods

2.1 Implants

Commercially Straumann® screw shaped Titanium implants, 8 mm length, were used in
this study. The implant surface was a TPS (titanium plasma spray) surface, i.e. the
titanium implant was coated with a high purity titanium powder. TPS implants were
used as supplied by the manufacture, with all packing being removed under aseptic

conditions.

2.2 Cell cultures

Primary cultures were established from human bone marrow obtained from three
healthy male donors submitted to corrective orthopaedic surgery involving the hip joint,
with informed consent. Bone marrow suspension was cultured in o-minimal essential
medium (a-MEM) supplemented with 10% fetal bovine serum, penicillin-streptomycin
(100 TUmL™" and 10 mgmL™", respectively), 2.5 pgmL™ fungizone and 50 pgmL
ascorbic acid, and incubated in an humidified atmosphere of 5% CO; in air, at 37 °C.
Cultures were maintained until 70 — 80% confluence (10-15 days) and, at this stage,
adherent cells were enzymatically released using 0.04% trypsin in 0.25% EDTA. The
cell suspension, at a density of 10* cellscm™, was poured on the surface of TPS titanium
implants, and cells were allowed to attach for 24 h. Following, seeded implants were
cultured for 28 days in the absence (control) and in the presence of tobacco compounds,
in a medium further supplemented with p-glycerophosphate (10 mM) and
dexamethasone (10 nM). Seeded implants were exposed continuously to nicotine [(-)
Nicotine ([-]-1-Metyl-2-3- pyrrolidine)] (Sigma N-3876), acrolein (Aldrich 11,022-1)
and acetaldehyde (Aldrich 40,278-3), alone or in combination, in the experimental
conditions detailed below. Tobacco smoke compounds, in the culture medium, were
renewed at each medium change, three times a week.

Control and exposed cultures were characterized at days 7, 14, 21, and 28 for cell
viability/proliferation (MTT assay), total protein content, ALP activity and matrix

mineralization.
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2.2.1 Dose-dependent profile of acrolein and acetaldehyde

Titanium implants seeded with human bone marrow cells were exposed, from day 1 to
day 28, to (i) acrolein, 0.01, 0.03, 0.06, 0.08 and 0.12 mM and (ii) acetaldehyde, 0.1, 0.3,
1.0, 3.0 and 6 mM, in the experimental conditions described above. This set of
experiments allowed the establishment of the ICsy of these aldehydes regarding cell

viability/proliferation and ALP activity.

2.2.2 Simultaneous exposure to nicotine, acrolein and acetaldehyde

Titanium implants seeded with human bone marrow cells were exposed, from day 1 to

day 28, to combinations of nicotine, acrolein and acetaldehyde. Nicotine was added to

the cultures at 1.2 and 2.4 mM, concentrations reported previously to cause,
respectively, inductive and deleterious effects in human osteoblastic cells cultured in
similar conditions.””** Acrolein and acetaldehyde were used at concentrations around

ICsp regarding cell viability/proliferation and ALP activity, respectively 0.06 and 0.3

mM, based on the results observed in the study described in the previous section. Two

set of experiments were performed:

- simultaneous exposure to indutive and deleterious effects of tobacco compounds,
namely (i) nicotine 1.2 mM + acrolein 0.06 mM, (ii) nicotine 1.2 mM +
acetaldehyde 0.3 mM, and (iii) nicotine 1.2 mM + acrolein 0.06 mM +
acetaldehyde 0.3 mM;

- simultaneous exposure to deleterious effects of tobacco compounds, namely (i)
nicotine 2.4 mM + acrolein 0.06 mM, (ii) nicotine 2.4 mM + acetaldehyde 0.3
mM, (iii) acrolein 0.06 mM + acetaldehyde 0.3 mM, and (iv) nicotine 2.4 mM +
acrolein 0.06 mM + acetaldehyde 0.3 mM.

In addition to control experiments (absence of tobacco compounds), cell behavior was

also assessed in the presence of the isolated compounds, i.e. nicotine 1.2 and 2.4 mM,

acrolein 0.06 mM and acetaldehyde 0.3 mM.

2.3 Cell viability/proliferation

MTT assay, based on the reduction of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT), was used to estimate cell viability/proliferation,
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based on metabolic cell activity. Seeded implants were transferred to clean wells and

incubated with 0.5 mgmL™ of MTT for the last 4 h of the culture period tested; the

medium was then decanted, formazan salts were dissolved with dimetilhylsulphoxide

and the absorbance (A) was determined at 600 nm.

2.4 Protein content and ALP activity

Total protein content of the cell layer was evaluated in 0.1 M NaOH cell lysates by the

Lowry’s method, with bovine serum albumin used as a standard.

ALP activity was assayed in lysates of the cell layer (treatment with 0.1% of Triton) by

the hydrolyses of p-nitrophenyl phosphate in an alkaline buffer solution, pH 10.3, and

colorimetric determination of the product (p-nitrophenol) at 405 nm. Hydrolyses was
carried out for 30 min at 37 °C. ALP activity was expressed as nanomoles of p-

nitrophenol produced per min per microgram of total protein (nmol/min.pugprotein™).

2.5 Matrix mineralization

The presence of mineralized deposits in the cell layer growing on the implants
was inferred from the consumption of ionized calcium (Cai) throughout the incubation
time, as Cai (in association with Pi) is consumed in the formation of calcium phosphate
deposits in the extracellular matrix during the mineralization process. Seeded implants
were also observed by scanning electron microscopy (SEM) for the detection of
mineralized structures associated with the cell layer.

Cai consumption. Culture medium from cultures grown in the absence and in the

presence of tobacco compounds was collected at each medium change (every 2-3 days

during the culture time) and stored at -20 °C. Analyses of Cai levels were conducted

using a Sigma Diagnostic Kit (N-587). Results were expressed in mmol per litre

(mmoL™). The measured Cai levels were not cumulative, reflecting the variation

occurring between each medium change (intervals of 2-3 days).

SEM observation. At defined time-test, the cultures were washed twice with PBS, fixed

with 1.5% glutaraldehyde in 0.14 M sodium cacodylate buffer for 10 min, and

dehydrated in graded alcohols (70, 80, 2 x 90, and 99.8%). After critical-point drying,
samples were sputter coated with gold and observed on a Jeol JSM 6310F SEM
equipped with an X-ray energy dispersive (EDX) spectroscopy voyager XRMA system

(Noran instruments).
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2.6 Statistical analysis

Three independent experiments were performed with cultures established from different
individuals. In each experiment, three replicates were acomplished. Means and standard
deviations of a typical experiment are shown. Statistical analysis was done by one way
analyses of variance (ANOVA). The statistical differences between control implants
and those exposed to tobacco smoke compounds were determined by the Bonferroni’s

method. P-values < 0.05 were considered significant.

3. Results

3.1 Dose-dependent profile of acrolein and acetaldehyde

3.1.1 Cell viability/proliferation

Titanium implants seeded with human bone marrow cells were exposed continuously to
acrolein (0.01 to 0.1 mM) and acetaldehyde (0.1 to 6 mM). Results regarding cell
viability/proliferation and cell morphology at day 14 are shown in Figure 1.

On the MTT assay, control implants (absence of the aldehydes) showed an increase in
cell viability/proliferation during the first three weeks, and a decrease after that;
maximal values were attained by day 21. Acrolein (Figure 1A) and acetaldehyde
(Figure 1D) caused dose-dependent inhibitory effects at levels similar and higher than
0.03 and 0.1 mM, respectively, with ICsy being around 0.06 and 0.3 mM for acrolein
and acetaldehyde. In the presence of acrolein 0.12 mM and acetaldehyde 6 mM
reduction of the MTT was almost absent.

SEM observation of the control implants (Figure 1G-I) showed that, at day 14, cells
adapted to the surface topography and formed a cell layer (Figure 1H), displaying an
abundant fibrillar matrix (Figure 1I). Cultures treated with the lower concentrations of
the aldehydes (0.01 mM acrolein and 0.1 mM acetaldehyde) presented a similar
behaviour (not shown). At higher levels, dose-dependent negative effects were observed
with evident alteration of the cell morphology, disruption of cell orientation and
presence of cellular debris, as shown in Figure 1B,C and 1E.F, for acrolein and

acetaldehyde, in 14-day cultures.

-118-



EFEITO CUMULATIVO DA NICOTINA, ACROLEINA E ACETALDEIDO NO COMPORTAMENTO DE CELULAS OSTEOBLASTICAS
CULTIVADAS EM IMPLANTES DE TITANIO

3.1.2 Functional activity

Figure 2 shows the behaviour of the seeded implants regarding osteoblastic function,

namely ALP activity, consumption of Cai from the culture medium and SEM

observation at day 28 for the search of mineralized deposits in the extracellular matrix.
In control seeded implants, synthesis of ALP occurred mainly during the third week
with maximal levels attained by day 21. The dose-dependent effect of acrolein (Figure
2A) and acetaldehyde (Figure 2D) was similar to that found in the MTT assay, i.e. ICsg
were around 0.06 and 0.3 mM for acrolein and acetaldehyde, respectively.

Cai levels in control implants (Figure 2 B,E) were approximately constant until day 21
but decreased significantly in the last week of culture, suggesting the formation of
calcium-containing mineral deposits in the cell layer. In the aldehydes-treated cultures,
Cai levels in the medium decreased in the presence of 0.01 and 0.03 mM acrolein
(Figure 2B) and 0.1 mM acetaldehyde (Figure 2E), although with a slower rate
compared to control. Higher levels prevent the formation of mineralized deposits, as Cai
levels were constant throughout the culture period. SEM observation at day 28 was
consistent with the pattern of Cai levels in the medium. At control conditions, seeded
implants presented mineralized deposits closely associated with the fibrillar cell layer
(Figure 2 G,H), containing Ca and P (Figure 2I). Cultures treated with the lower levels
of the aldehydes (acrolein up to 0.03 mM and acetaldehyde 0.1 mM) presented a similar
behaviour (not shown). Cultures exposed to acrolein 0.06 mM (Figure 2C) and

acetaldehyde 0.3 mM (Figure 2F), the ICsp of the aldehydes regarding cell

viability/proliferation and ALP activity, did not show evidence of mineralized structures.

3.2 Simultaneous exposure to nicotine, acrolein and acetaldehyde

3.2.1 Exposure to 1.2 mM nicotine, 0.06 mM acrolein and 0.3 mM acetaldehyde

Figure 3 shows the results regarding the exposure of the seeded implants to nicotine 1.2

mM, acrolein 0.06 mM and acetaldehyde 0.3 mM, isolated or in combination, i.e. MTT

assay (A,B), ALP activity (C,D), Cai levels in the medium (E) and SEM observation at

day 28 (F-J).

Nicotine 1.2 mM caused an induction in cell viability/proliferation (at day 21,

approximately 32%). Exposure to acrolein 0.06 mM or acetaldehyde 0.3 mM resulted in

an inhibitory effect, around 50% at day 21. Implants exposed simultaneously to nicotine
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1.2 mM + acrolein 0.06 mM or nicotine 1.2 mM + acetaldehyde 0.3 mM presented a
behaviour intermediate of that observed in the presence of the isolated compounds, i.e.
values of MTT were lower than those observed in nicotine-exposed cultures but higher
than those measured in the aldehydes-treated cultures, Figure 3A. However, cultures
performed in the presence of nicotine + acrolein presented a slightly better performance
compared to those exposed to nicotine + acetaldehyde. Simultaneous exposure to
nicotine and the two aldehydes resulted in a low proliferation rate, still slightly higher
than that observed in the presence of the two aldehydes, Figure 3B. ALP activity in the
implants maintained in the various conditions followed a pattern similar to that
observed in the MTT assay, Figure 3C,D.

The pattern of Cai levels throughout the culture time is shown in Figure 3E.
Compared to control, cultures treated with nicotine 1.2 mM presented a slightly higher
rate of Cai consumption from the medium. Cultures exposed to acrolein 0.06 mM or
acetaldehyde 0.3 mM, levels associated with a 50% decrease on cell
viability/proliferation and ALP activity, were unable to form calcium deposits (Cai
levels were constant throughout the culture medium). Cultures treated with nicotine +
acrolein presented a behaviour similar to that of control cultures, whereas those exposed
to nicotine + acetaldehyde showed a significantly lower, and delayed, decrease in Cai
levels. Implants treated simultaneously with nicotine and the two aldehydes presented
constant Cai levels throughout the culture time. Accordingly, SEM observation, Figure
3F-J, showed mineralized deposits on control cultures and cultures treated with nicotine,

nicotine + acrolein or nicotine + acetaldehyde (very discrete in this situation).

3.2.2 Exposure to 2.4 mM nicotine, 0.06 mM acrolein and 0.3 mM acetaldehyde

Seeded implants were exposed to the isolated or the combined effects of nicotine 2.4
mM, acrolein 0.06 mM and acetaldehyde 0.3 mM. Figure 4 shows the results regarding
the MTT assay (A,B), ALP activity (C,D) Cai levels in the culture medium (F) and
SEM observation at day 28 (F-J).

Compared to control, exposure of the implants to 2.4 mM nicotine resulted in a
significant inhibition on cell viability/proliferation and ALP activity, with 56% and 70%
reduction at day 21, respectively. The aldehydes, 0.06 mM acrolein or 0.3 mM
acetaldehyde, caused a 50% inhibition on these parameters. In the three experimental

situations, Cai levels were constant throughout the culture time and no mineralized
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deposits were evident on SEM observation. Treatment with a combination of the two
aldehydes or a combination of nicotine and one of the aldehydes resulted in decreased
values on the MTT assay and ALP activity, compared to those observed in the presence
of the single compounds. Simultaneous exposure to nicotine and the two aldehydes
further enhanced the deleterious effects on cell behaviour. At late incubation times, only
few cells, presenting a disrupted morphology, remained on the implant surface, as

observed by SEM.

4. Discussion

In the present work, plasma-sprayed titanium implants seeded with first passage
human bone marrow cells were cultured in osteogenic-inducing conditions, i.e. in the
presence of ascorbic acid, B-glycerophosphate and dexamethasone.” Cultures were able
to exhibit the entire sequence of the osteoblastic differentiation pathway, including the
synthesis of high levels of ALP and the formation of a mineralized extracellular matrix,
as observed before in this culture system.>* The observed behaviour might be
considered representative of that occurring in vivo in which adhesion of osteoblastic
cells on the implant surface and their subsequent proliferation and differentiation is

responsible for implant osseointegration.”® Thus, this culture system was used to analyse

the dose-dependent profile of acrolein and acetaldehyde on osteoblastic cell behaviour.

Additionally, the combined effects of nicotine, acrolein and acetaldehyde on cell growth

and function were also evaluated.

Titanium implants seeded with osteoblastic bone marrow cells were exposed
continuously to acrolein 0.01 — 0.12 mM or acetaldehyde 0.1 — 6 mM. Acrolein 0.03
mM, concentration that is reached in the saliva of heavy smokers (upper limit of 0.038
mM?*®), caused an impairment in cell viability/proliferation (15%, at day 21) and ALP
activity (34%, at day 21), and ICso for these parameters was around 0.06 mM.
Acetaldehyde exhibited dose-dependent deleterious effects within the salivary
concentrations measured in moderate and heavy smokers (0.312 — 1.986 mM>); ICs
was around 0.3 mM and levels between 1 and 3 mM caused significant inhibitory
effects (around 80%, in cell viability/proliferation and ALP activity, at day 21). In
addition, the two aldehydes induced significant alterations on cell morphology. These

observations are in line with previous cytotoxicity studies in gingival fibroblasts
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reporting that acrolein (0.01 mM — 0.1 mM) and acetaldehyde (0.1 mM — 10 mM)
caused inhibitory effects on cell proliferation in a dose-dependent manner® and
morphological alterations such as disassembly and/or disruption of microtubules and
vimentin associated filaments, decreased cell size and changes in cell shape,**
suggesting that the cytoskeleton, a key structure controlling cell behaviour,”® is an
important cellular target for these compounds. Also, in primary cultures of murine and
human bone marrow cells exposed to acetaldehyde (0.018 to 11 mM), a dose-dependent
decrease of fibroblast colony-forming units (CFU-F) was observed suggesting a
negative effect on the commitment of mesenchymal marrow progenitors to the
osteoblatic phenotype.”’ In the same study, exposure to acetaldehyde impaired cell
proliferation in confluent MG-63 and HOBIT cultures.” In addition, Hurley et al*
reported decreased osteoblastic activity in fetal bone organ cultures exposed to
acetaldehyde (1.8 to 18 mM), namely osteocalcin, collagen type I and ALP activity.

We reported recently that the behaviour of human osteoblastic cells cultured on
plasma-sprayed titanium implants was significantly affected by the continuous exposure
to plasmatic and salivary levels of nicotine.””** Considering the possibility of complex
interactions regarding tobacco compounds at the bone/implant environment, seeded
implants were exposed to the simultaneous effects of nicotine, acrolein and
acetaldehyde. Nicotine was added to the cultures at 1.2 and 2.4 mM, concentrations
reported previously to cause, respectively, inductive and deleterious effects in human
osteoblastic cells cultured in similar conditions.””*® Acrolein and acetaldehyde were
used at concentrations around ICsy regarding cell viability/proliferation and ALP
activity, respectively 0.06 and 0.3 mM, based on the dose-profile experiments also
performed in this study.

In the first set of experiments, cultures were exposed to a combination of
nicotine 1.2 mM, acrolein 0.06 mM and acetaldehyde 0.3 mM. As expected, nicotine
1.2 mM caused an inductive effect on cell viability and functional activity, in line with
previous work.””*® Exposure to nicotine + acrolein or nicotine + acetaldehyde resulted
in a poorer performance, however, better than that observed in the presence of each
aldehyde. At these conditions, i.e. the two aldehydes being used at ICs, the
combination of nicotine + acrolein appeared to exhibit lower toxicity than that
associated with nicotine + acetaldehyde. Comparatively, cultures treated with nicotine +
acrolein presented a higher proliferation rate, ALP activity and extent of matrix

mineralization. In a more complex system, namely the combination of nicotine +
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acrolein + acetaldehyde, cell behaviour was greatly affected, with evident influence of
the cumulative negative effects caused by the two aldehydes. However, still, MTT
values and ALP activity were slightly higher compared to those observed in the
presence of acrolein + acetaldehyde, suggesting a contribution of the positive effect
elicited by nicotine. These experiments clearly suggest an interaction/contribution of
inductive and deleterious effects to the cell response observed during simultaneous
exposure to several tobacco compounds.

In the other set of experiments, cell behaviour was analysed in the presence of a
combination of nicotine 2.4 mM, acrolein 0.06 mM and acetaldehyde 0.3 mM,
Exposure to nicotine 2.4 mM caused a significant decrease on cell viability/proliferation
and ALP activity, as observed previously.””?® Cultures treated with nicotine + acrolein
or nicotine + acetaldehyde showed a decrease on these parameters. Also, the presence of
acrolein + acetaldehyde resulted in lower cell performance compared to that occurring
in the presence of each aldehyde. Exposure to the three compounds simultaneously
caused a further deterioration of the cell response. In this situation, only few cells, with
an altered morphology, remained attached to the implant surface. These observations
suggest addition/enhancement of contributing negative effects to the cell response.

The mechanisms involved in the deleterious effects of tobacco compounds in
bone metabolism, including bone cell response occurring at the bone/implant interface,
are not completely understood. Studies on osteoblastic cell cultures performed in
standard tissue culture plates, regarding the dose-effect of nicotine, showed both
positive and negative effects on cell growth and functional activity, pointing out several
pathways including altered expression of c-fos genes,” changes in the synthesis of type
I collagen, osteopontin and ALP activity,” increased and decreased mineralized bone
formation,” increased expression of cytokines such as IL-6 and TNF-a** and
metalloproteinases.” In titanium implants seeded with human osteoblastic cells,
nicotine modulated cell proliferation, ALP activity and matrix mineralization in a dose-
dependent manner.””® Involvement of nicotinic receptors appears to play a role in some
of these effects.”> On the other hand, acrolein and acetaldehyde are electrophilic
compounds and react rapidly with cellular nucleophiles, especially thiols. Important
targets include guanine in DNA and cysteine, lysine, histidine and arginine residues in
critical regions of nuclear factors, proteases and other proteins, which may result in
mutations and altered gene transcription.”” Also, these aldehydes rapidly bind and

deplete glutathione, as reported in epithelial cells treated with acrolein (25 puM, 30 min)
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and acetaldehyde (1 — 100 mM, 1 h).*****! Glutathione is a tripeptide with an important
role in protecting cells from oxidants and electrophiles regulating the intracellular levels
of reactive oxygen species.’’ Also, it has a key role in maintaining the cellular thiol
redox statues and appears to be a major factor controlling apoptosis.”” The depletion of

glutathione leads to an accumulation of free radicals,’**!

affects a wide range of
redox-regulated transcription factors and proteins and might render the cells more
vulnerable to the effects of cytotoxic electrophilic compounds.®’

Implant osseointegration and long-time survival are complex and dynamic
processes requiring appropriate bone cell activities at the bone/implant interface.
Considering the potential number of bioactive compounds that readily dissolves in the

oral fluids of smokers and the factors mentioned before,“g’52

the presence of tobacco
compounds at the bone/implant interface, arising from a local exposure, appears to be a
strong possibility and complex interactions regarding cell behaviour might be
anticipated. To the best of our knowledge, this is the first report regarding the exposure
of osteoblastic cells to a combination of tobacco compounds. Results clearly suggest an
interaction/contribution of inductive and deleterious effects to the cell response
observed during the exposure to more than one compound, at levels reported to occur in
saliva of tobacco users. It should be mentioned that clear differences exist between the
in vitro conditions used and the eventual in vivo exposure at the bone/implant interface.
Seeded implants were continuously exposed to fixed concentrations of the tobacco
compounds, whereas in vivo exposure arising from a local effect is intermittent and, also,
with rapidly changing levels because of the salivary clearance, therefore resulting most
probably in a lower cytotoxicity. However, in spite of the absence of data regarding the
concentration of tobacco compounds attained in the implant environment, the results of
the present study suggest that interactions of tobacco compounds over osteoblasts, cells
responsible for bone formation events, might contribute to the overall effects of tobacco

use on implant osseointegration and long-time survival.

-124 -



EFEITO CUMULATIVO DA NICOTINA, ACROLEINA E ACETALDEIDO NO COMPORTAMENTO DE CELULAS OSTEOBLASTICAS
CULTIVADAS EM IMPLANTES DE TITANIO

Acknowledgments

This work was supported by Faculdade de Medicina Dentaria da Universidade do Porto
(FMDUP). The plasma-sprayed titanium implants were kindly provided by Straumann.
Technical assistance of Mr Emanuel Monteiro in the preparation of the samples for

SEM observation is acknowledged.

-125-



CARACTERIZAGAO DO EFEITO DO FUMO DO TABACO NO COMPORTAMENTO CELULAR NA INTERFACE COM O IMPLANTE

References

1. Esposito M, Hirsch J, Lekholm U, Thomsen P. Biological factors contributing to
failures of osseointegrated oral implant (I). Success criteria and epidemioloy.
Euro J Oral Sci 1998; 106:527-551.

2. Hinode D, Tanabe S, Yokoyama M, Fujisawa M, Yamanchi E, Miyamoto Y.
Influence of smoking on osseointegrated implant failure: a meta-analysis. Clin
Oral Implants Res 2006; 17:473-478.

3. Strietzel FP, Reichart PA, Kale A, Kulkarni M, Kiichler I. Smoking interferes
with the prognosis of dental implant treatment: a systemic review and meta-
analyses. J Clini Periodontol 2007; 34:523-544.

4. Bain CA, Moy PK. The association between the failure of dental implants and
cigarette smoking. Int J Oral Maxillofac Implants 1993; 8:609-615.

5. De Brun H, Collaert B. The effect of smoking on early implant failure. Clin Oral
Implants Res 1994; 5:260-264.

6. Haas R, Haimbock W. The relationship of smoking on peri-implant tissue: a
retrospective study. J Prosthet Dent 1996; 76:592-596.

7. Lambert PM, Morris HF, Ochi S. The influence of smoking on 3-year clinical
sucess of osseointegrated dental implants. Ann Periodontol 2000; 5:79-89.

8. DeLuca S, Habsha E, Zarb G. The effect of smoking on osseointegrated dental
implants. Part I: implant survival. Int J Prosthodont 2006; 19:491-498.

9. Alsaadi G, Quriynem M, van Steenbergh D. Impact of local and systemic factors
on the incidence of oral implant failures, up to abutment connection. J Clin
Periodontol 2007; 34:610-617.

10. Sanchez-Perez A, Moya-Villaescusa MJ, Caffesse RG. Tobacco as a risk factor
for survival of dental implants. J Periodontol 2007; 78:351-359.

11. Supervia A, Nogués X, Enjuanes A, Vila J, Mellibovsky L, Serrano S et al.
Effect of smoking and smoking cessation on bone mass, bone remodeling,
vitamin D, PTH and sex hormones. J Musculoskelet Neuronal Interact 2006;
6:234-241.

12. Russell MA, Feyerabend C, Cole PV. Plasma nicotine levels after cigarette
smoking and chewing nicotine gum. Br Med J 1976; 1:1043-1046.

13. Hoffmann D, Adams JD. Carcinogenic tobacco-specific N-nitrosamines in snuff

and in the saliva of snuff dippers. Cancer Res 1981; 41:4305-4308.

-126 -



EFEITO CUMULATIVO DA NICOTINA, ACROLEINA E ACETALDEIDO NO COMPORTAMENTO DE CELULAS OSTEOBLASTICAS
CULTIVADAS EM IMPLANTES DE TITANIO

14. Hollinger O.J., Schmitt JM, Buck D, Hwang K. Impact of nicotine on bone
healing. J Biomed Mater Res 1999; 45:294-301.

15. Daftari KT, Whitesides TE, Heller JG, Goodrich AC, MacCarey BE, Hutton
CW. Nicotine on the revascularization of bone graft. An experimental study in
rabbits. Spine 1994; 19:904-911.

16. Silcox D, Daftari KT, Bodden MK, Shimandale J, Hutton CW, Whitesides TE.
The effect of nicotine on spine fusion. Spine 1995; 20:1594-1553.

17. Saldanha JB, Pimentel SP, Casati MZ, Barbieri D, Moreno HJ, Nociti FG.
Guided bone regeneration may be negatively influenced by nicotine
administration. A histological study in dogs. J Periodontol 2004; 75:565-571.

18. Yildiz D. Nicotine, its metabolism and an overview of its biological effects.
Toxicon 2004; 43:619-632.

19. Fang MA, Frost PJ, lida-Klein A, Hahn TJ. Effects of nicotine on cellular
function in UMR 106-01 osteoblast-like cells. Bone 1991; 12:283-286.

20. Ramp WK, Lenz LG, Galvin RJ. Nicotine inhibits collagen synthesis and
alkaline phosphatase activity, but stimulates DNA synthesis in osteoblast-like
cells. Proc Soc Exp Biol Med 1991; 197:36-43.

21. Yuhara S, Kasagi S, Inoue A, Otsuka E, Hirose S, Hagiwara H. Effects of
nicotine on cultured cells suggest that it can influence the formation and
resorption of bone. Eur J Pharmacol 1999; 383:387-393.

22. Walker LM, Preston MR, Magnay JL, Thomas PB, El Haj AJ. Nicotinic
regulation of c-fos and osteopontin expression in human-derived osteoblast-like
cells and human trabecular bone organ culture. Bone 2001; 28:603-608.

23. Tanaka H, Suzuki N, Shoji M, Torigoe H, Sugaya A, Motohashi M et al.
Nicotine affects mineralized nodule formation by the human osteosarcoma cell
line Saos-2. Life Sci 2005; 77:2273-2284.

24. Kamar AR, El-Ghobar N, Marzec N, Margarone III JE, Dziak R. Nicotine
induced proliferation and cytokine release in osteoblastic cells. Int ] Mol Med
2006; 17:121-127.

25. Katono T, Kawato T, Tanabe N, Suzuki N, Yamanaka K, Oka H et al. Nicotine
treatment induces expression of matrix metalloproteinases in human osteoblastic
Saos-2 cells. Acta Biochim et Biophys Sin 2006; 38:874-882.

26. Tanaka H, Tanabe N, Shoji M, Suzuki N, Katono T, Sato S et al. Nicotine and

lipopolysaccharide stimulate the formation of osteoclast-like cells by increasing

-127 -



CARACTERIZAGAO DO EFEITO DO FUMO DO TABACO NO COMPORTAMENTO CELULAR NA INTERFACE COM O IMPLANTE

macrophage colony-stimulating factor and prostaglandin E2 production by
osteoblasts. Life Sci 2006; 78:1733-1740.

27. Pereira ML, Carvalho JC, Peres F, Gutierres M, Fernandes MH. Behaviour of
human osteoblastic cells cultured on plasma-sprayed titanium implants in the
presence of nicotine. Clin Oral Impl Res 2008; 19:582-589.

28. Pereira ML, Carvalho JC, Peres F, Fernandes MH. Effect of nicotine in matrix
mineralization by human bone marrow and Saos-2 cells cultured on the surface
of plasma-sprayed titanium implants. J Biomed Mater Res A 2008; in press.

29. Stefani MC, Filho GR, Sallum EA, Toledo S, Sallum AW. Influence of nicotine
administration on different implant surfaces: a histometric study in rabbits. J
Periodontol 2002; 73:206-212.

30. Nociti FHJ, Stefani MC, Sallum EA, Duarte PM, Sallum AW. Nicotine and
bone density around titanium implants: A histometric study in rabbits. Implant
Dent 2002; 11:176-182.

31. Balatsouka D, Gotfredsen K, Lindh CH, Berglundh T. The impact of nicotine on
bone healing and osseointegration. An experimental study in rabbits. Clin Oral
Impl Res 2005; 16:268-276.

32. Balatsouka D, Gotfredsen K, Lindh CH, Berglundh T. The impact of nicotine on
osseointegration. An experimental study in thr femur and tibia of rabbits. Clin
Oral Impl Res 2005; 16:389-395.

33. Nociti FHJ, Neto CJB, Carvalho MD, Sallum AW, Sallum EA. Intermittent
cigarette smoke inhalation may affect bone volume around titanium implants in
rats. J Periodontol 2002; 73:982-987.

34. Nociti FHJ, César-Neto JB, Carvalho MD, Sallum EA, Sallum AW. Bone
density around titanium implants may be influenced by intermittent cigarette
smoke inhalation: A histometric study in rats. Int J Oral Maxillofac Implants
2002; 17:347-352.

35. Annovazzi L, Cattaneo V, Perani E, Zanone C, Rota C, Pecora F et al. High-
performance  liquid chromatography and capillary  electrophoresis:
methodological challenges for the determination of biologically relevant low-
aliphatic aldehydes in human saliva. Electrophoresis 2004; 25:1255-1263.

36. Finkelstein EI, Nardini M, van der Vliet A. Inhibition of neutrophil apoptosis by
acrolein: a mechanism of tobacco-related lung disease? Am J Physiol Lung Cell

Mol Physiol 2001; 281:1.732-L739.

-128 -



EFEITO CUMULATIVO DA NICOTINA, ACROLEINA E ACETALDEIDO NO COMPORTAMENTO DE CELULAS OSTEOBLASTICAS
CULTIVADAS EM IMPLANTES DE TITANIO

37. Finkelstein EI, Ruben J, Koot W, Hristova M, van der Vliet A. Regulation of
constitutive neutrophil apoptosis by the o,-unsatured aldehydes acrolein and 4-
hydroxynonenal. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 2005; 289:L.1019-L1028.

38. Grafstrém RC, Dypbukt MJ, Willey JC. Pathobiological effects of acrolein in
cultured human bronchial epithelial cells. Cancer Res 1988; 48:1717-1721.

39. Grafstrom RC, Dypbukt MJ, Atzori L, Sundqvist K, Nielsen I, Curren DR et al.
Pathobiological effects of acetaldehyde in cultured human epithelial cells and
fibroblasts. Carcinogenesis 1994; 15:985-990.

40. Wang H, Liu X, Umino T, Skéld CM, Zhu Y, Kohyama T et al. Cigarette smoke
inhibits human bronchial epithelial cell repair process. Am J Respir Cell Mol
Biol 2001; 25:772-779.

41. Nardini M, Finkelstein EI, Reddy S, Valacchi G, traber M, Cross CE et al.
Acrolein-induced cytotoxicoty in cultured human bronchial epithelial cells.
Modulation by alpha-tocopherol and ascorbic acid. Toxicology 2002; 170:173-
185.

42. Lambert C, McCue J, Portas M, Ouyang Y, Li J, Rosano TG et al. Acrolein in
cigarette smoke inhibits T-cell responses. J Allergy Clin Immunol 2005;
116:916-922.

43, Cattaneo V, Cetta G, Vezzoni F, Gallanti A, Boratto R, Poggi P. Volatile
components of cigarette smoke: effect of acrolein and acetaldehyde on human
gingival fibroblasts in vitro. J Clin Periodontol 2000; 71:425-432.

44. Rota MT, Poggi P, Boratto R. Human Gingival Fibroblast Cytoskeleton is a
target for volatile smoke components. J Periodontol 2001; 72:709-713.

45. Poggi P, Rota MT, Boratto R. The volatile fraction of cigarette smoke induces
alterations in the human gingival fibroblast cytoskeleton. J Periodont Res 2002;
37:230-235.

46. Hurley MM, Martin DL, Kream BE, Raisz LG. Effects of ethanol and
acetaldehyde on collagen synthesis, prostaglandin release and resorption of fetal
rat bone in organ culture. Bone 1990; 11:47-51.

47. Giuliani N, Girasole G, Vescovi PP, Passeri G, Pedrazzoni M. Ethanol and
acetaldehyde inhibit the formation of early osteoblast progenitors in murine and
human bone marrow cultures. Alcoholism: Clinical and Experimental Research

1999; 23:381-385.

-129 -



CARACTERIZAGAO DO EFEITO DO FUMO DO TABACO NO COMPORTAMENTO CELULAR NA INTERFACE COM O IMPLANTE

48. Ikeda H, Shiraiwa M, Yamaza T, Yoshinari M, Kido MA, Ayukawa Y et al.
Difference in penetration of horseradish peroxidase tracer as a foreign substance
into the peri-implant or junctional epithelium of rat gingivae. Clin Oral Impl Res
2001; 13:243-251.

49. Nagy J, Demaster EG, Wittmann I, Shultz P, RaijL. Induction of endothelial cell
injury by cigarette smoke. Endothelium 1997;5:251-263.

50. Du X, Squier CA, Kremer MJ, Wertz PW. Penetration of N-nitrosonornicotine
(NNN) across oral mucosa in the presence of ethanol and nicotine. J Oral Pathol
Med 2000; 29:80-85.

51. Piattelli A, Scarano A, Paoloantonio M, Assenza B, Leghissa GC, Di
Boaventura G et al. Fluids and microbial penetration in the internal part of
cement-retained versus screw-retained implant-abutment connections. J
Periodontol 2001; 72:1146-1150.

52. Nascimento C, Barbosa RES, Issa JPM, Watanabe E, Ito IY, Albuquerque RF.
Bacterial leakage along the implant-abutment interface of premachined or cast
components. Int J Oral Maxillofac Surg 2008; 37:177-180.

53. Jergensen NR, Henriksen Z, Serensen OH, Civitelli R. Dexamethasone, BMP-2,
and 1,25-dihydroxyvitamin D enhance a more differentiated osteoblast
phenotype: validation of an in vitro model for human bone marrow-derived
primary osteoblasts. Steroids 2004; 69:219-226.

54. Coelho MJ, Fernandes MH. Human bone cells cultures in biocompatibility
testing. Part II: effect of ascorbic acid, B-Glicerophosphate and dexamehasone
on osteoblast differentiation. Biomaterials 2000; 21:1095-1102.

55. Davies JE. Understanding peri-implant endosseous healing. J Dent Educ 2003;
67:932-949.

56. Cooper MG, Hausman RE. The cytoeskeleton and cell movement. In: Cooper
MG, editor. The cell: a molecular approach. Sunderland, Massachusetts:
Sinauer Associates, Inc, 2007: 473-526.

57. Stevens J, Maier CS. Acrolein: Sources, metabolism and biomolecular
interactions relevant to human health and disease. Mol Nutr Food Res 2008;

52:7-25.

-130-



EFEITO CUMULATIVO DA NICOTINA, ACROLEINA E ACETALDEIDO NO COMPORTAMENTO DE CELULAS OSTEOBLASTICAS
CULTIVADAS EM IMPLANTES DE TITANIO

Figure 1

Acrolein Acetaldehyde Control

®

°
°

)

q
H

A=600nm
H

@
@
=

MTT: A (A=600nm})
2
MTT: A

[

T
*
I
T
E

3
B

Figure 1. Exposure of plasma-sprayed titanium implants seeded with human
osteoblastic cells to acrolein and acetaldehyde: cell viability/proliferation (MTT assay)
and SEM observation at day 14. Acrolein: Cell viability/proliferation (A) and SEM
appearance of cultures exposed to 0.06 mM (B) and 0.12 mM (C). Acetaldehyde: Cell
viability/proliferation (D) and SEM appearance of cultures exposed to 0.3 mM (E) and
3 mM (F). Control: SEM appearance of the implant surface before cell seeding (G) and
seeded implants (H, I).

A: Control ([1); cultures exposed to acrolein 0.01 mM (+), 0.03 mM (o), 0.06 mM (A),
0.08 mM (©) and 0.12 mM (x). D: Control ([1); cultures exposed to acetaldehyde 0.1
mM (+), 0. 3 mM (o), I mM (A), 3 mM (0) and 6 mM (X). *Significantly different

from control.
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Figure 2
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Figure 2. Exposure of plasma-sprayed titanium implants seeded with human
osteoblastic cells to acrolein and acetaldehyde: ALP activity, Cai levels in the culture
medium and SEM observation at day 28. Acrolein: ALP activity (A) Cai levels (B) and
SEM appearance of cultures exposed to 0.06 mM (C, absence of mineralized deposits).
Acetaldehyde: ALP activity (D), Cai levels (E) and SEM appearance of cultures
exposed to 0.3 mM (F, absence of mineralized deposits). Control: SEM appearance of
the seeded implants (G, presence of mineralized deposits; inset, general appearance of
the cell layer on the implant surface), detail of the mineralized structures (H) and X-ray
spectrum of the mineralized deposits (I).

A, B: Control (I)); cultures exposed to acrolein 0.01 mM (+), 0.03 mM (o), 0.06 mM
(A), 0.08 mM () and 0.12 mM (x). D, E: Control ([); cultures exposed to acetaldehyde
0.1 mM (+), 0. 3 mM (o), | mM (A), 3 mM (¢) and 6 mM (x). *Significantly different

from control.
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Figure 3. Simultaneous exposure of plasma-sprayed titanium implants seeded with
human osteoblastic cells to nicotine 1.2 mM, acrolein 0.06 mM and acetaldehyde 0.3
mM. Cell viability/proliferation (MTT assay: A, exposure to two compounds; B,
exposure to three compounds); ALP activity (C, exposure to two compounds; D,
exposure to three compounds); Cai levels in the culture medium (E); SEM observation
at day 28: control (F) and cultures exposed to nicotine (G), nicotine + acrolein (H),
nicotine + acetaldehyde (I) and nicotine + acrolein + acetaldehyde (J).

Control (I); cultures exposed to nicotine (), acrolein (A), acetaldehyde (o), nicotine +
acrolein (A), nicotine + acetaldehyde (®), acrolein + acetaldehyde (X) and nicotine +

acrolein + acetaldehyde (#). *Significantly different from control.
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Figure 4
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Figure 4. Simultaneous exposure of plasma-sprayed titanium implants seeded with
human osteoblastic cells to nicotine 2.4 mM, acrolein 0.06 mM and acetaldehyde 0.3
mM. Cell viability/proliferation (MTT assay: A, exposure to two compounds; B,
exposure to three compounds); ALP activity (C, exposure to two compounds; D,
exposure to three compounds); Cai levels in the culture medium (E); SEM observation
at day 28: control (F) and cultures exposed to nicotine (G), nicotine + acrolein (H),
nicotine + acetaldehyde (I) and nicotine + acrolein + acetaldehyde (J).

Control (I7); cultures exposed to nicotine (0), acrolein (A), acetaldehyde (o), nicotine +
acrolein (A), nicotine + acetaldehyde (e), acrolein + acetaldehyde (X) and nicotine +

acrolein + acetaldehyde (#).*Significantly different from control.
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DISCUSSAO GERAL

0 sucesso clinico dos implantes dentarios esta intimamente relacionado com a sua
integracao no tecido 6sseo. O estabelecimento e manutencdo da osteointegracao
requerem, entre outros eventos, o recrutamento de células precursoras dos oste-
oblastos, a sua ancoragem, adesao, proliferacao e diferenciacao em osteoblastos
com capacidade para produzir uma matriz mineralizada na superficie do implante.
Embora a taxa de sucesso dos implantes orais seja elevada, ocorrem faléncias e os
habitos tabagicos sdo apontados como um factor de risco importante.127129

A presenca de substancias bioactivas no microambiente 6sseo podem alterar o pro-
cesso de cicatrizagao comprometendo a instalacao e manutengao da osteointegra-
c¢ao. Os mecanismos pelos quais o fumo do tabaco afecta a osteointegracao e a
longevidade dos implantes orais, isto €, a capacidade para manter um metabolismo
6sseo adequado na interface osso/implante, ndo se encontram completamente es-
clarecidos. O fumo do tabaco é uma mistura heterogénea de mais de 4000 compos-
tos, muitos dos quais apresentam potencial toxicidade em varios tecidos, incluindo
o tecido 6sse0.8%1%° A nicotina € o composto presente em maior quantidade e tem
sido frequentemente associada com os efeitos deletérios observados nos processos
de regeneracao 6ssea.?342%

No entanto, estudos experimentais mostraram que a administracdo sistémica de
nicotina nao influencia significativamente o desempenho biolégico de implantes
enddsseos de titanio.149152183240 parglelamente, nos mesmos modelos animais foi
possivel demonstrar que a exposicao intermitente ao fumo do tabaco, normalizada
para a obtencdo dos mesmos niveis de nicotina, influencia negativamente o pro-
cesso de osteointegracao.?*+242 Estes dados sugerem que a nicotina nao é o Gnico
componente do fumo do tabaco que apresenta efeitos negativos no metabolismo
6sseo em geral e no processo de osteointegracdo em particular. Das substancias

resultantes da combustao do tabaco, a acroleina e o acetaldeido, aldeidos reac-
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tivos, sao reconhecidamente citotéxicos para varios elementos celulares como os
neutrofilos,?2%226 células epiteliais bronquicas,?°%2%7 linfécitos,??® fibroblastos gengi-
vais?31+233 g células osteoblasticas,??228 ¢ atingem concentracoes significativas na
saliva dos fumadores.?%®

Nao existem dados disponiveis sobre as concentracoes dos componentes presentes
no fumo do tabaco que efectivamente atingem a interface osso/implante durante
a instalacao e manutencao da osteointegracao e que, deste modo, possam afectar
a actividade metabdlica a nivel do microambiente 6sseo. Salienta-se, no entanto, o
facto do epitélio juncional peri-implantar possuir uma maior permeabilidade a subs-
tancias exégenas quando comparado com o epitélio juncional que envolve os den-
tes naturais,”” do gradiente de concentracdo apos a exposicdo favorecer a difusdo
tecidular e ainda o facto da exposicao do epitélio oral a nicotina aumentar a sua

permeabilidade.?43

0 efeito directo da nicotina, acroleina e acetaldeido em células osteoblasticas tem
sido pouco estudado e a maioria dos trabalhos descritos diz respeito a células ani-
mais e linhas celulares imortalizadas.192195:197-199,227,.228244 Gglienta-se ainda o facto
dos estudos disponiveis serem efectuados em placas de cultura e avaliarem o com-
portamento celular na presenca de cada composto isoladamente. Acresce ainda,
que as condicdes experimentais descritas (modelo osteoblastico, fase de diferen-
ciacao, concentracoes utilizadas e tempo de exposicao) sao muito variadas, o que

dificulta a caracterizacao dos efeitos e mecanismos subjacentes.

0 objectivo deste trabalho foi a caracterizacao do efeito de trés relevantes compos-
tos presentes no fumo do tabaco - nicotina, acroleina e acetaldeido - no comporta-

mento celular osteoblastico na superficie do implante.

Para a prossecucao deste objectivo procedeu-se inicialmente ao estabelecimento
do perfil biolégico da nicotina relativamente ao comportamento de células osteo-
blaticas humanas cultivadas em placas de cultura “standard”, em condicoes experi-

mentais que favorecem o desenvolvimento do fenétipo osteoblastico.

-138-



DISCUSSAO E CONCLUSOES

No primeiro estudo, utilizando como modelo células osteoblasticas derivadas de
0sso alveolar humano, caracterizou-se o efeito da nicotina em diferentes fases repre-
sentativas do comportamento de proliferacao celular - adesao, fase de crescimento
exponencial e confluéncia. As culturas foram expostas a 0,6 a 6 mM, concentracdes
representativas das que podem estar na saliva dos utilizadores de tabaco,¢® por
um periodo de 14 dias e caracterizadas relativamente a morfologia e proliferacao
celular. A nicotina provocou efeitos citotdoxicos dependentes da dose e da fase de
diferenciacao celular. As alteragcdes morfolégicas mais evidentes foram o apareci-
mento de vacuolos, granulagao citoplasmatica, aumento do tamanho celular e per-
da da definicao dos limites citoplasmaticos, que foram mais marcadas nas culturas
expostas durante o processo de adesdo e minimas durante a fase de confluéncia.
Relativamente a proliferacao celular, verificou-se que nas culturas expostas a nico-
tina durante processo de adesao celular, o nimero de células aderentes diminuiu
significativamente, principalmente nas culturas expostas a concentracoes de nico-
tina superiores a 1,2 mM. Nas culturas tratadas com concentracées mais elevadas
(3 e 6 mM) foi possivel observar morte celular nos primeiros 3, 4 dias de incubacao.
Durante o crescimento exponencial, a sensibilidade a nicotina foi mais significativa
nas culturas tratadas com concentracdes superiores 1,2 mM, quer relativamente a
alteracdes morfolégicas quer a proliferacao celular. As culturas expostas na fase de
confluéncia mostraram um comportamento semelhante ao observado nas culturas

controlo.

Seguidamente, utilizando o mesmo modelo celular, caracterizou-se o perfil da nico-
tina relativamente a proliferacao e diferenciacao celular em culturas mantidas por
35 dias. A diferenciacao celular foi avaliada pela actividade de fosfatase alcalina e
capacidade de formacao de depdsitos mineralizados na matriz extracelular. Este
estudo permitiu concluir que a nicotina em concentracdes baixas (0,3 a 1,8 mM)
estimula a proliferacao celular, a actividade de fosfatase alcalina e a capacidade de
formacao de depésitos mineralizados. A exposicao a concentracdes mais elevadas,

superiores a 1,8 mM, inibe significativamente estes pardmetros celulares.

-139-



CARACTERIZAGAO DO EFEITO DO FUMO DO TABACO NO COMPORTAMENTO CELULAR NA INTERFACE COM O IMPLANTE

Procedeu-se posteriormente a caracterizacao do perfil da nicotina utilizando como
modelo células osteoblasticas derivadas de medula éssea humana cultivadas em
placas de cultura. As culturas foram mantidas durante um periodo de 28 dias e
expostas a concentracdes de nicotina representativas das que podem estar presen-
tes no plasma (0,06 uM) e saliva (0,06 a 6 mM) dos utilizadores de tabaco.6516°
As culturas foram caracterizadas relativamente a morfologia, proliferagao celular e
actividade funcional, avaliada pela expressao da fosfatase alcalina e formacao de
depositos minerais na matriz. As culturas controlo apresentaram células com uma
morfologia caracteristica do fen6tipo osteoblastico, aspecto alongado com inlime-
ros prolongamentos citoplasmaticos e ntcleo proeminente. A morfologia celular foi
afectada de forma significativa nas culturas expostas a concentracoes de nicotina
superiores a 1,2 mM, sendo o efeito mais caracteristico o aparecimento de vaciolos
e aumento do tamanho celular. Estes efeitos foram dependentes da dose e do tem-
po de exposicao, excepto para as culturas expostas a 1,8 mM que mostraram uma
capacidade de adaptacao, isto &€, em tempos mais longos de incubacao adquiriram
a morfologia normal. Niveis mais elevados (3 e 6 mM) causaram um efeito citotoxico
muito significativo que se traduziu por uma morfologia muito alterada, com grandes
vacuolos e retraccao do citoplasma, arredondamento e destacamento da superficie
de cultura, seguido de morte celular. A exposicao das culturas a 0,06 uM de nicotina
nao afectou de forma significativa a proliferacao e actividade funcional. No entanto,
a presenca de niveis superiores (0,06 a 6 mM) afectou o comportamento celular, de
modo dependente da dose: estimulacao da proliferacao e da actividade de fosfatase
alcalina nas culturas expostas a 0,06 a 1,2 mM, inibicao, seguida de recuperacao,
nas culturas expostas a 1,8 mM e, nas culturas expostas a concentra¢oes superio-
res (2,4 a 6 mM), um efeito inibitério em todos os parametros estudados.

Ap6s a caracterizacao do perfil da nicotina em células osteoblasticas derivadas de
dois modelos celulares relevantes do fenétipo osteoblastico (osso alveolar; medula
0ssea), procedeu-se a colonizacao de implantes de titanio TPS (titanium plasma
sprayed) com células ésseas derivadas de medula éssea humana e avaliou-se o
seu comportamento na presencga de concentragoes plasmaticas (0,06 a 0,3 uM) e

salivares (0,06 a 6 mM) de nicotina.
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Adicionalmente, e com o objectivo de caracterizar de forma mais detalhada o efeito
da nicotina na actividade funcional, nomeadamente na mineraliza¢cdo da matriz,
avaliou-se a resposta celular em implantes de titanio TPS colonizados com células
derivadas de medula 6ssea humana e células Saos-2 derivadas de osteosarcoma
humano. As culturas foram mantidas durante um periodo que permitiu a expressao
completa do fen6tipo osteoblastico nos dois modelos, respectivamente 28 ou 35
dias nas células osteoblasticas derivadas de medula éssea humana e 14 dias nas
Saos-2.

As células osteoblasticas derivadas de medula 6ssea humana cultivadas na super-
ficie titdnio na situacao controlo apresentaram um padrao normal de desenvolvi-
mento do fenétipo osteoblastico, nomeadamente proliferacao gradual, que se acom-
panhou da producao de uma matriz extracelular abundante, aumento significativo
da actividade de fosfatase alcalina e formacdo de uma matriz mineralizada para
tempos de incubacao mais longos. As células Saos-2 apresentaram uma taxa de
proliferacao baixa, elevada expressao de fosfatase alcalina e formacao de depdsitos
minerais exuberantes apods a adicao de uma fonte de fosfato.

Nas culturas celulares derivadas de medula éssea e expostas a concentracoes plas-
maticas de nicotina, o comportamento celular foi semelhante ao observado nas cul-
turas controlo, embora se tenha verificado uma ligeira tendéncia de estimulagcao em
todos os parametros estudados. Niveis mais elevados, representativos dos encontra-
dos na saliva dos utilizadores de tabaco, causaram um efeito que foi dependente da
dose. Verificou-se um efeito de estimulacao na proliferacao, actividade de fosfatase
alcalina e mineralizacao da matriz nas culturas expostas a concentragoes < 1,2 mM.
Nesta situacao foi possivel observar a formagao mais precoce e mais exuberante de
depdsitos minerais quando comparado com as culturas controlo, comprovada por
um consumo mais precoce de ides calcio do meio de cultura e por observacao das
culturas por microscopia electronica de varrimento. Concentragcdes mais elevadas
(> 1,8 mM) determinaram um efeito inibitério em todos os pardametros estudados.
De salientar que nas culturas expostas a 1,8 mM foi possivel detectar a formacao
de depésitos minerais, embora mais tardiamente quando comparado com o con-

trolo. Nas culturas tratadas com concentracoes mais elevadas observou-se uma
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diminuicao significativa na proliferagao celular e expressao de fosfatase alcalina, e
auséncia de depdsitos minerais na mattriz.

Nas células Saos-2, a exposicao a concentragdes de nicotina < 1,2 mM nao afectou
de forma significativa a proliferacao celular e o efeito sobre a actividade de fosfatase
alcalina observado foi de ligeira estimulacao. Em relacao a formacao de depésitos
minerais, observou-se uma antecipacao na deposicao mineral para concentracoes
< 0,6 mM, e um efeito negativo no consumo de calcio ionizado nas culturas expos-
tas a 1,2 e 1,8 mM que se reflectiu num menor nlimero de depoésitos minerais com-
parativamente com a situacao controlo. Nao se observou a formacao de depdsitos
minerais na presenca de concentracdes mais elevadas de nicotina. Os resultados
obtidos neste estudo permitiram ainda concluir que os modelos celulares que ex-
pressam o comportamento normal de proliferacao/diferenciacao do fenétipo osteo-
blastico, como as células osteoblasticas derivadas de medula 6ssea humana, apre-
sentam a vantagem de permitir caracterizar os efeitos de substancias exégenas,
neste caso a nicotina, ao longo de todo o processo de desenvolvimento do fenétipo

osteoblastico.

Embora os efeitos deletérios da nicotina sobre os processos de regeneracao e em
particular os que envolvem o tecido 6sseo se encontrem descritos na literatura,?3423°
estudos animais realizados com o objectivo de caracterizar os efeitos sistémicos des-
te composto no processo de osteintegracao nao demonstraram uma influéncia signi-
ficativa no processo de cicatrizagcdo em redor de implantes enddsseos.149:1562153,240
No entanto, nos mesmos modelos animais, demonstrou-se que a exposicao intermi-
tente ao fumo do tabaco, normalizada para a obtencao dos mesmos niveis sangui-
neos de nicotina, afectava de modo significativo a quantidade de osso formada em
redor dos implantes,?*+242 sugerindo que outros compostos bioactivos podem conttri-
buir para o efeito negativo global no desempenho dos implantes endésseos. Entre
0s varios compostos presentes no fumo do tabaco, a acroleina e o acetaldeido sao
substancias com uma elevada reactividade atingindo concentracoes significativas
na saliva dos fumadores.2®®

Procedeu-se a caracterizacao do perfil dose-resposta da acroleina e acetaldeido na
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proliferacao e diferenciacao de células osteoblasticas humanas cultivadas na super-
ficie de implantes de titanio TPS. Os implantes colonizados foram expostos durante
28 dias a concentracoes de acroleina de 0,01 a 0,12 mM e a concentracoes de ace-
taldeido de 0,1 a 6 mM. As culturas foram caracterizadas para a proliferagao celular,
actividade de fofatase alcalina e mineralizagao da matriz extracelular.

A exposicao das culturas a niveis superiores a 0,03 mM de acroleina e 0,1 mM de
acetaldeido causou um efeito inibitorio, dependente da dose, na proliferagao celu-
lar. As concentragoes Cl, para a proliferagao celular foram de 0,06 e 0,3 mM para a
acroleina e acetaldeido, respectivamente. As culturas tratadas com concentracoes
baixas de acroleina (0,01 mM) e acetaldeido (0,1 mM) apresentaram uma morfolo-
gia semelhante as culturas controlo. Na exposicao a concentracoes mais elevadas,
observaram-se alteragcdes morfoldgicas, perda de orientacao celular e presenca de
restos celulares. Nas culturas controlo, a actividade de fosfatase alcalina aumentou
significativamente até ao dia 21. Nas culturas expostas aos aldeidos, o efeito na
expressao da fosfatase alcalina foi dose dependente e semelhante ao observado
na reducao do MTT. Nas culturas controlo foi possivel observar a diminuicao dos
niveis de Cai no meio de cultura a partir do dia 21, e a observacao por microscopia
electrénica de varrimento permitiu constatar, no dia 28, a presenca de depédsitos mi-
nerais de fosfato de calcio em contacto com a camada celular. Nas culturas tratadas
com os aldeidos, os niveis de calcio no meio de cultura baixaram, a partir do dia 21,
nas culturas tratadas com 0,01 e 0,03 mM de acroleina e 0,1 mM de acetaldeido,
embora com uma taxa mais lenta quando comparada com as culturas controlo. Nas
culturas expostas a concentracées mais elevadas, nao se observou a formacao de
depodsitos minerais na matriz extracelular.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, avaliou-se seguidamente o efeito da
exposicao simultanea das células osteoblasticas a nicotina, acroleina e acetaldeido,
em varias combinacoes, nas condicoes experimentais referidas anteriormente. A ni-
cotina foi utilizada nas concentragoes de 1,2 e 2,4 mM, niveis que exibiram nos estu-
dos anteriores um efeito indutor e um efeito inibitério, respectivamente. A acroleina e
o acetaldeido foram testados nas concentragdes de 0,06 mM e 0,3 mM, respectiva-

mente, as Cl_, para estes aldeidos de acordo com os estudos de dose-efeito.
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Os resultados observados nas culturas expostas a nicotina, acroleina e acetaldeido
isoladamente foram concordantes com 0s obtidos nos estudos realizados inicial-
mente, nomeadamente um efeito indutor em todos os pardmetros estudados nas
culturas expostas a nicotina e uma inibicao de cerca de 50% nas culturas tratadas
com a acroleina e o acetaldeido. Nos implantes expostos a combinacao de 1,2 mM
de nicotina com 0,06 mM de acroleina ou 1,2 mM de nicotina com 0,3 mM de
acetaldeido, verificou-se uma inibicao na proliferacao celular relativamente a obser-
vada nas culturas expostas somente a nicotina, mas os valores foram superiores
aos observados nas culturas expostas aos aldeidos isoladamente. As variacoes na
expressao de actividade da fosfatase alcalina nas varias condicoes experimentais
tiveram um padrao semelhante ao observado para a proliferacao celular. Em rela-
cao a capacidade de mineralizacao da matriz, foram observados depdsitos minerais
somente nas culturas controlo, culturas tratadas com nicotina, nicotina + acroleina
e depositos muito discretos nas culturas expostas a nicotina + acetaldeido.

A exposicao dos implantes a 2,4 mM de nicotina resultou numa diminuigao sig-
nificativa da proliferagéo celular e actividade da fosfatase alcalina relativamente
as culturas controlo; adicionalmente, nao se observou a mineralizagao da matriz
extracelular. O tratamento das culturas com a combinacao de acroleina + nicotina,
acetaldeido + nicotina ou nicotina + dois aldeidos resultou numa diminui¢gao de
todos os parametros quando comparado com a exposicao isolada a acroleina ou ao

acetaldeido.

Os resultados experimentais mostraram que, na situacao controlo, as culturas ce-
lulares derivadas de osso alveolar humano e de medula 6ssea humana efectuadas
nas condicoes experimentais descritas apresentaram caracteristicas do desenvolvi-
mento completo do fenétipo osteoblastico: uma fase de proliferacao activa acompa-
nhada da sintese de uma matriz celular, expressao de niveis elevados de fosfatase
alcalina, maturacao e mineralizacdo da matriz. Estes resultados estao de acordo
com estudos anteriores que mostraram que estas culturas, em condi¢des experi-
mentais adequadas,3"245246 expressam uma sequéncia de proliferacdo/diferencia-

cao semelhante constituindo, ambas, modelos adequados para o estudo do fené-
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tipo osteoblastico.®*24” Na presenca de idénticas concentragcdes de nicotina, estes
dois modelos celulares apresentaram resposta semelhante relativamente a morfo-
logia, proliferagao celular e actividade funcional. Apés a colocagao de um implante
dentario, os precursores das células 6sseas tém origem na medula do osso alveolar
adjacente, nos desdentados parciais, € ha medula do osso basal, hos desdenta-
dos totais de longa duracao. Deste modo, as culturas de células derivadas destes
dois tecidos constituem modelos celulares representativos para estudar o efeito dos
componentes do tabaco na interaccao tecido 6sseo/implante dentario.

Neste estudo, de uma forma geral, observou-se que a exposicao as concentracoes
mais elevadas de nicotina, acroleina e acetaldeido condicionou uma diminui¢ao no
nimero de células que mantinham a capacidade de aderir ao substrato de cultu-
ra e induziu alteragdes morfolégicas como vacuolizacao citoplasmatica (mais pre-
dominante nas células expostas a nicotina), retraccao do citoplasma com perda
de definicao dos limites, alteracao na orientacao celular, arredondamento celular
e destacamento celular do substrato de cultura. A adesao celular ao substrato, pla-
ca de cultura in vitro, superficie 6ssea pré-existente ou biomaterial implantado in
vivo, constitui um pré-requisito para a proliferacao e diferenciacdo celular.24824° Qs
constituintes do citoesqueleto (microfilamentos, flamentos intermédios e microtud-
bulos) desempenham um papel fundamental na organizacao estrutural das células,
funcionam como uma matriz que determina a forma da célula, posicao dos organe-
los e organizacao geral do citoplasma.?®° O citoesqueleto € uma estrutura dindmica
responsavel pelos movimentos celulares, transporte dos organelos, traducao e es-
tabilidade do ARNm, divisdo celular e diferenciacdo.2%%2%! Durante a adesao celu-
lar, observa-se a reorganizacao do citoesqueleto e as interferéncias neste processo
traduzem-se num comprometimento da viabilidade celular pois apenas as células
aderentes que apresentam a morfologia fenotipica caracteristica iniciam o processo
de proliferacao/diferenciacao. Os efeitos negativos dos componentes do fumo do
tabaco, nicotina, acroleina e acetaldeido sobre o citoesqueleto foram anteriormente
descritos em fibroblastos gengivais.185231:233

A vacuolizacao do citoplasma, com consequente aumento citoplasmatico, foi a al-

teracao morfologica mais caracteristica observada nas culturas expostas a nicotina
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e resulta da sua acumulagao nos lisossomas. A nicotina, sendo uma base fraca,
pKa=7,9, tem tendéncia a acumular-se nos lisossomas pois estes organelos tém
um meio relativamente acido. A entrada da nicotina nos lisossomas € acompanhada
pela entrada de agua nestas estruturas e os lisossomas convertem-se em vacuolos
que se tornam progressivamente maiores com o tempo de exposicao. Esta alteracao
morfoldgica, apds exposicao a nicotina, esta descrita noutros tipos de células, como
fibroblastos gengivais e periodontais,184185252 macréfagosi®t e células osteoblasti-
cas provenientes de calvaria de embrido de pinto.1°2 A formacao de vaclolos parece
funcionar como um mecanismo protector contra os efeitos da nicotina, na medida
em que previne a interaccdo com os organelos citoplasmaticos.*%*

A susceptibilidade aos efeitos toxicos da nicotina mostrou ser dependente do estado
de diferenciacao celular, sendo grande durante o processo de adesao ao substrato
e proliferacao exponencial e pequena na fase de confluéncia. Esta observacao esta
de acordo com os estudos anteriores que mostram que a susceptibilidade celular
a niveis toxicos de substancias activas € maior nas fases iniciais, nomeadamente
durante a adesao e a proliferacdo activa.?® O estudo do efeito dos farmacos durante
o processo de adesao providencia dados relevantes relativamente a sua toxicidade.
As substancias que interferem com este processo comprometem a viabilidade ce-
lular, pois s6 ap6s a adesao ao substrato se observa a proliferacao e diferenciacao
celulares. Durante a fase de crescimento exponencial, fase proliferativa, as células
apresentam uma intensa actividade metabdlica, sendo de esperar, também nesta
fase, uma elevada susceptibilidade ao efeito de substancias bioactivas.?%*

De um modo geral, o tratamento das células osteoblasticas derivadas de osso alveolar
humano e de medula éssea humana com concentragoes baixas de nicotina induziu
a proliferacao celular e actividade de fosfatase alcalina e provocou a antecipacao na
formacao da matriz mineralizada. Estes efeitos foram observados nas culturas realiza-
das nas placas de cultura “standard” e na superficie dos implantes de titanio.

0 efeito da nicotina sobre as células Saos-2 nao foi significativo na proliferacao ce-
lular, excepto para as concentracdes mais elevadas tendo, no entanto, influenciado
de forma significativa a formacao de depdsitos minerais. Estas células apresentam

uma taxa proliferativa baixa, expressam niveis elevados de fosfatase alcalina desde
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o inicio do periodo de incubacao e formacao de depdsitos minerais logo apos a adi-
cao de uma fonte de fosfato. Estas caracteristicas tornam esta linha celular (til nos
estudos em que se pretende caracterizar os acontecimentos relacionados com as
fases mais tardias da diferenciacao osteoblastica, nomeadamente a formacao de
nédulos mineralizados na matriz.2552% A importancia da escolha do modelo celular
foi evidenciada por Yahura et al*®* que observaram efeitos opostos quando compa-
raram simultaneamente o efeito da nicotina em duas linhas celulares osteoblasticas
relativamente a proliferacao e actividade funcional.

0 desenvolvimento do fendtipo osteoblastico esta associado a uma fase inicial de
proliferacao que é acompanhada pela sintese da matriz extracelular colagenosa, se-
guida de maturacao e organizacao da matriz culminando com a sua mineralizacao.
Na presenca de niveis adequados de ides calcio e ides fosfato, a mineralizacao da
matriz ocorre quando existe uma relacao apropriada entre a quantidade de matriz
sintetizada, a sua composicdo e o seu grau de maturacdo.®?% A presenca de niveis
elevados de fosfatase alcalina esta associada com o inicio do processo de minerali-
zagao, pois através da sua actividade hidrolitica ocorre um enriquecimento local de
fosforo inorganico necessario para a nucleacao dos cristais de hidroxiapatite.32 Apés
o inicio do processo de mineralizacao observa-se uma repressao da expressao da
enzima, e o aumento da deposi¢cao mineral constitui um processo fisico-quimico que
depende da disponibilidade dos ides intervenientes. Nas culturas osteoblasticas de-
rivadas de 0sso alveolar humano e medula 6ssea humana expostas a niveis salivares
de nicotina < 1,2 mM, o efeito de estimulacao do crescimento celular foi acompanha-
do por um inicio mais precoce da deposicao mineral. Este facto pode estar relacio-
nado com uma maior taxa de acumulacao de matriz extracelular, devido ao maior
ndmero de células viaveis e funcionais presentes na cultura. No entanto, o efeito de
estimulacao no processo de mineralizacao observado nas células Saos-2, sem se
verificar qualquer efeito aparente de estimulagao sobre a proliferacao celular, sugere
gue a nicotina influencia também a actividade funcional das células osteoblasticas.
Adicionalmente neste modelo, a exposicao a concentracées mais elevadas de nicoti-
na (3 mM) determinou uma diminuicao em cerca de 30% na proliferacao celular, que

foi acompanhada da sintese de niveis de fosfatase alcalina insignificantes. Estes
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dados sugerem que os efeitos dose-dependente da nicotina sobre a capacidade de
mineralizacao da matriz nao sao somente reflexo do efeito na proliferacao celular
mas também sobre a actividade funcional, nomeadamente a expressao da fosfata-
se alcalina. Relativamente a este aspecto, Fang et al'®® mostraram que a nicotina
estimulava a expressao de fosfatase alcalina, mas inibia a proliferacao celular de
células osteoblasticas UMR 106-01.

Os mecanismos moleculares envolvidos no efeito da nicotina, acroleina e acetaldei-
do na proliferacao celular e actividade funcional de células osteoblasticas nao estao
completamente esclarecidos. Em relacdo ao efeito da nicotina na proliferacao celu-
lar, Walker et al'®5, mostraram que em células de osso trabecular humano exposto a
concentragoes de nicotina variaveis entre 0,1 a 1uM, a estimulacao da proliferacao
celular € acompanhada por um aumento da expressao do gene c-fos. Paralelamente,
nas culturas expostas a concentracdes mais elevadas de nicotina, foi observada uma
inibicao da proliferacao acompanhada de uma diminuicao da expressao do gene c-
fos. Estes autores mostraram ainda a presenca da subunidade a4 dos receptores ni-
cotinicos e sugeriram o envolvimento destes receptores no efeito sobre a proliferacao,
ao mostrar que a estimulacao observada é inibida na presenca da D-tubocurarina
(antagonista dos receptores nicotinicos). Estes receptores encontram-se acoplados a
canais de calcio, e a sua estimulagao condiciona a entrada do calcio para o interior
da célula.*®s Assim, alguns autores tém sugerido, embora de forma indirecta, o envol-
vimento deste id0 na accao da nicotina.'® O influxo do ido calcio modula numerosas
funcoes celulares tais como a proliferacao celular, a secrecao proteica, a apoptose, e
a expressao de marcadores de diferenciacao osteoblastica.3*257

Relativamente ao efeito dos aldeidos na proliferagao celular, sdo escassos 0s es-
tudos que descrevem a accao destes compostos utilizando como modelo células
osteoblasticas. Hurley et al sugeriram que o acetaldeido ao inibir a polimerizagao
da tubulina (proteina rica em grupos sulfidrilo) nas células osteoblasticas derivadas
da calvaria de embrido de rato interfere com o processo de divisao celular e conse-
guentemente com a proliferagdo.??”

A nicotina, a acroleina e o acetaldeido promovem a deplecao da glutationa em varios

sistemas celulares.201:207:222.258 Ag flytuagdes dos niveis de glutationa em relacao a sin-
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tese do ADN sugerem o envolvimento deste tripéptideo no processo de divisao celular.
Uma correlagao directa entre os niveis de glutationa e a taxa de proliferacao celular
foi observada em células epiteliais bronquicas.?®® Adicionalmente, esta descrito que
a diminuicao da glutationa por accao da butionina nas células A549 é acompanhada
por um efeito inibitério na proliferacao celular, sendo este efeito revertido pela adicao
de glutationa exdgena.?6°2%1 Também, a deplecdo da glutationa por accdo da acroleina
causa uma diminuicao na expressao de factores de transcricao directamente relacio-
nados com a proliferagdo celular, como o factor de transcricdo AP-1.204

A glutationa esta envolvida em varios processos biolégicos incluindo reaccoes en-
zimaticas, transporte molecular, sintese proteica e de acidos nucleicos, expressao
génica e proteccao celular contra os processos oxidativos.?6? A deplecao da glutatio-
na intracelular leva a acumulacao de radicais livres aumentando a susceptibilidade
celular aos efeitos citotoxicos de substancias electrofilicas como o acetaldeido e a
acroleina. Os aldeidos sao compostos com elevada reactividade reagindo rapida-
mente com os grupos sulfidrilo das biomoléculas. Compostos como a guanina, a
cisteina, a lisina e os residuos de arginina em regides criticas de factores nucleares,
proteases e outras proteinas sao alvo da accao dos aldeidos podendo esta interac-
cao resultar em mutacoes e alteracdo da transcricao genética.?%*

Considerando os niveis elevados de varios compostos bioactivos detectados nos
fluidos orais dos fumadores e os factores locais que favorecem a sua difusao teci-
dular,77169209.243 node antecipar-se a possibilidade de interaccdoes complexas a nivel
do comportamento das células 6sseas na manutencao de um metabolismo normal
no microambiente osso/implante. Curiosamente, a avaliacdo da resposta celular
resultante da exposicdao a mais que um composto bioactivo ndo esta descrita na
literatura. Neste trabalho, a analise do comportamento celular durante a exposicao
simultdnea a nicotina, acroleina e acetaldeido, em varias combinacdes de efeitos
indutores e efeitos inibitorios, sugeriu uma interaccao/contribuicao dos efeitos dos
varios compostos envolvidos na resposta celular observada. Estes resultados estao
em linha com o descrito na literatura relativamente a complexidade dos factores
envolvidos no impacto negativo do tabagismo em implantologia dentaria e a conse-

quente dificuldade na identificacao de mecanismos especificos.
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CONCLUSOES

A exposicao continua de células osteoblasticas humanas, cultivadas em placas de
cultura ou na superficie de implantes de titdnio TPS, a concentracdes de nicotina
representativas das que podem estar presentes no plasma (0,06 e 0,3 uM) dos
utilizadores de tabaco nao influenciou de forma significativa a viabilidade/prolifera-
cao celular e a actividade funcional. Por outro lado, a exposicao continua a concen-
tracOes salivares de nicotina (0,1 a 6 mM) causou um efeito dependente da dose,
tendo sido de estimulacao na presenca de concentracoes baixas (0,1 a 1,2 mM) e
de inibicao para niveis mais elevados (2,4 a 6 mM). A exposicao a 1,8 mM causou
um efeito inibitério inicial seguido de uma recuperacao progressiva da proliferacao
e funcao celular. A presenca de concentracoes mais elevadas (2,4 a 6 mM) resultou
num efeito inibitério dependente da dose. A exposicao a niveis salivares de nicotina
influenciou, também, de modo dependente da dose e do estadio de diferenciacao, a

adesao e as caracteristicas morfologicas de células osteoblasticas humanas.

A exposicao continua de células osteoblasticas humanas, cultivadas na superficie
de implantes de titanio TPS, a acroleina (0,01 a 0,12 mM) e ao acetaldeido (0,1 a 6
mM) causou um efeito inibitério na proliferacao celular e actividade funcional, para

concentragoes superiores a 0,03 e 0,1 mM, respectivamente.

A exposicao simultanea a nicotina, acroleina e acetaldeido, em varias combinacdes
de efeitos indutores e efeitos inibitorios, resultou numa interacgao/contribuicao dos
efeitos dos varios compostos envolvidos na resposta celular observada na superfi-

cie de implantes de titanio TPS.
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Em conclusao, os resultados deste trabalho mostram que a nicotina, a acroleina
e o acetaldeido afectam a proliferacao e a diferenciacao de células osteoblasticas
humanas cultivadas na superficie de implantes de titanio TPS. Adicionalmente, ob-
serva-se uma interaccao/contribuicao de efeitos indutores e inibitérios na resposta
celular observada durante a exposicao simultdnea a varios compostos. Estes re-
sultados sugerem a possibilidade de uma modulacao local a nivel do metabolismo
0sseo peri-implantar, com eventual repercussao na osteointegracao e longevidade

dos implantes endésseos.
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