\\",’ UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
> FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA
\

-)

UNICAMP

CURSO DE GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

Monografia de Final de Curso

Aluno(a): Mayra Laino Albiero

Orientador(a): Prof. Dr. Francisco Humberto Nociti Junior

Ano de Conclusao do Curso: 2009

/7 .

/z/zmm // / fﬁ_

Assinatura do(a) Orlent(7:r(a)




\\",’ UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA
Y

-

UNICAMP

Mayra Laino Albiero

“Efeito da nicotina sobre as células do
ligamento periodontal de humanos”

Monografia apresentada ao Curso
de Odontologia da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba -
UNICAMP, para a obtenc¢ao do
Diploma de cirurgiao-dentista.

Orientador; Prof. Dr. Francisco Humberto Nociti Junior

Piracicaba
2009



Unidade - rowumémp

&, / WICAM Y
ACAL R B
Vol X

Bro 16? Nﬁ(/ %%

Qé‘% 44,00
B /J/O\Z/ﬂo .
R —}'3( ]Sr{%

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIJOTECA DA FACULDADE DE ODONTOILOGIA DE PIRACICABA

Bibliotecaria: Marilene Girello — CRB-8%. / 6159

Al14e

Albiero, Mayra Laino.

Efeito da nicotina sobre as células do ligamento
periodontal de humanos. / Mayra Laino Albiero. -- Piracicaba,
SP: [s.n.], 2009.

301. : il

Orientador: Francisco Humberto Nogciti Junior.
Monografia (Graduagde) — Universidade Estadual de
Gampinas, Faculdade de Cdontologia de Piracicaba.

1. Proliferagdo celular., 2. Cultura de células. | Nociti

Junior, Francisco Humberto. |l. Universidade Estadual de
Campinas. Faculdade de Odontologia de Piracicaba. Il

Titulo.
(mg/fop)




TCCAUNICAMP
AL14e

1290004948

Dedico este trabalho aos meus pais, por serem
responsaveis por mais esta conquista em minha vida,
sempre demonstrando forga, me incentivando a
superar todos 0s obstaculos e me impulsionado a
alcancar os mais distantes objetivos.



Agradecimentos

Agradeco ao Prof. Dr. Francisco Humberto Nociti Jr pela oportunidade concedida
durante o curso de graduacéo de trabalhar com sua pessoa, contribuindo imensamente
em minha formacao académica.

Agradeco & minha co- orientadora Prof®. Dr*. Karina Gonzales Silverio Ruiz e a
Thaisdngela Rodrigues Lopes e Silva Gomes pela contribuigao cientifica, apoio,
incentivo, paciéncia e auxilio prestado durante todos os momentos de execugao deste
trabalho e pela amizade conquistada neste periodo.

Agradego aos meus pais José Urbano e Maria Teresa, e a minha irma Thays por terem
sempre me apoiado e por terem me proporcionado a forga necessaria para seguir em
frente sempre, sem vocés nada disso teria sentido, muito obrigada.

Agradeco ao meu nhamorado, Wellington, que sempre me apoiou em minhas decisodes,
esteve ao meu lado nos momentos dificeis, comemorou minhas conguistas e sem o
qual eu nunca teria conseguido vencer esta etapa da minha vida. Obrigada.

Agradego as minhas queridas amigas, que fizeram desta jornada um findo caminho,
cheio de companheirismo e amizade, uma amizade que nasceu aqui, mas que
florescera por toda a vida, ndo importa a distancia.



Sumario Pagina

L R (=110 33T PSR PPTTTTTTRRR 5
pL B 1 411 1 - Lot F S U PO 6
3. INIOAUGAD. .. et e s 7
A, ODJELIVOS. ..everre et s s 9
5. Materiais @ MBIodOS........ccoociiiiieeeeere e 10
6. Analise EStatistica ......c..vvveeereeee oot 13
7. RESUHATOS ...vvieiiiieieeee e cittir s e e s e 14
8. DISCUSSED vevviviiieeereeeiieeaeiieeeear s ernesssssae e s e i srerresssetassstsbbnanaaaasssnssnnreer 15
O, CONCIUSOES wevveeerreeeeeeeeee e e rerr e e e e ssreereese e sar e e s s e e e s s s e sbebee s s ranrnessns 17

10. Referéncias Bibliograficas ... 18



Lista de llustracGes
Figura 1. Aparéncia microscopica das células do ligamento periodontal................. 20
Figura 2. Gréfico de Proliferagdo celular ... 21

Figura 3. Grafico dos Ensaios de Vermelho de Alizarina e von Kossa.................... 22



Resumo

Introducdo:A regeneragdo dos tecidos periodontais de suporte depende da
migragio e proliferagdo das células do ligamento periodontal remanescente. /n vitro,
essas células tém apresentado alteragbes em relag@o a sua capacidade proliferativa e
reducdo na atlividade da fosfatase alcalina, quando cultivadas na presenca de
diferentes concentragbes de nicotina. Obieti\}'o: O objetivo do presente estudo foi
avaliar o efeito da nicotina nas concentragdes de 50ng a 5ug/mi sobre a proliferagéao e
viabilidade celular e formacdo de nédulos minerais. Métodos:Cultura primaria de
células do ligamento periodontal foram obtidas a partir de molares inclusos de 5
doadores do sexo masculino e cultivadas na presencga ou auséncia das concentragbes
de nicotina e avaliadas quanto a proliferacao e viabilidade celular por meio do reagente
MTS.e formagdo de nodulos minerais pelo ensaio de von Kossa. Resultados: A
andlise dos dados mostrou que todas as concentragdes de nicotina testadas
estimularam a proliferacdo celular, ndo havendo diferenga estatisticamente significante
comparado ao grupo controle (p=1,00).Adicionalmente,as 5 populagbes celulares
mantiveram o mesmo padrdo de formagio de nédulo mineral comparadas ac grupo
controle. Concluséo: Os resultados preliminares sugerem que as concentragbes de
nicotina testadas ndo influenciaram na capacidade proliferativa e de mineralizagéo das

células.

Palavras-chave: mineralizagdo, proliferagéo celular, regeneracao periodontal, cultura de

células, diferenciagéo celular.



Abstract

Introduction:The periodontal support tissue regeneration depends on the
migration and proliferation of the remanescent periodontal ligament cells.In vitro, these
cells has shown alterations in their capacity of proliferation and alkaline phosphatase
activity reduction if cultivated in the presence of different nicotine
concentrations.Objectives:The aim of this work was to evaluate the nicotine effect in
concentrations from 50ng to 5pg/ml upon celis proliferation and viability and mineral
nodules formation. Methods:Primary culture of the periodontal figament celis were
obtained from impacted molars of 5 male donors and cultivated in the presence or
absence of nicotine concentrations and evaluated the cells proliferation and viability with
MTS reagent, and the formation of mineral nodules through Von Kossa essay. Results:
The data analysis showed that all of the tested nicotine concentrations promoted cell
proliferation, not showing statisiically significant difference when compared to control
group {p=1,00).Additionally, the 5 populations maintained the same patterns of mineral
nodules formation when compared to control group. Coneclusion: The preliminary
results suggest that the tested nicotine concentrations didn’t influence the proliferation

and mineralization cells capacity.

Key-words: mineralization, cell proliferation, periodontal regeneration, cell culture, cell

differentiation.



INTRODUGAO

O tabagismo consiste em um dos fatores de risco mais significativo para o
desenvolvimento e progressao da doenga periodontal inflamatéria (Genco 1996).
Diversos estudos t8m demonstrado haver uma forte associagao entre fumo e aumento
da incidéncia e severidade da doencga periodontal destrutiva (Haber & Kent 1992,
Grossi et al. 1994), perda Ossea alveolar (Feldman et al. 1983, Bergstrom et al. 1991,
Grossi et al. 1995) e pobre resposta a terapia periodontal {Preber & Bergétrom 1990,
Newman et al. 1994, Bergstrom & Preber 1994).

Localmente, o uso do tabaco causa uma redug@o na circulagao sanguinea
gengival, com conseqlente diminuicdo da oxigenagdo e do numero de células
circulantes (Bergstrom & Preber 1986, Bergstrom et al. 1988). Sistemicamente, o
tabagismo pode afetar a resposta imune celular e humoral por meio da redugao na
produgio de anticorpos (Finklea et al. 1971) e pela inibi¢&o da fungao dos neutrdfilos
sanguineos periféricos (MacFarlane et al. 1992, Nowak & Ruta 1990), afetando
principalmente, suas atividades quimiotatica e fagocitaria. Esse conjunto de alteragoes
local e sistémica encontra-se associado ao enfraguecimento das respostas de defesa e
de reparo dos pacientes com doenca periodontal inflamatoria (Bridges et al. 1977,
Corberand et al. 1979).

Dentre os varios componentes do tabaco, a nicotina parece ser a principal
responséavel por essas alteragdes. A nicotina ganha acesso na circulacdo sanguinea
através da absorcio direta pelos tecidos mole da cavidade bucal, pela liberacao tardia
da nicotina aderida a superficie dental, mas principalmente, pelos pulmées (Cuff et al.,
1989). No plasma sanguineo o nivel de nicotina pode variar de 15 ng a 2 ug/ml, e
diversos fatores influenciam nessa ampla variagéo tais como: tipo de tabaco utilizado, a
freqiiéncia e tempo de inicio do habito, o metabolismo e a capacidade de absorgao de
cada individuo (Russell et al. 1975, Armitage et al. 1975, Russell et al 1980, Pereira et
al. 2008). Estudos que avaliaram in vitro diferentes concentracdes de nicotina
correspondente ao seu nivel no plasma sanguineo (15ng a 2 ug/ml), tém demonstrado
efeitos prejudiciais desta substancia sobre as células do ligamento pericdontal de
humanos e fibroblastos gengivais incluindo, inibicdo da adeséo e proliferagéo celular,

reducdo da sintese de protefnas (coldgeno e fibronectina) e degradagio da matriz



coldgena (Tipton & Dabbous 1995, Alpar et al. 1998, James et al. 1999, Chang et al.
2002). Esses dados sugerem uma agéo catabdlica da nicotina nos tecidos periodontais,
resultando na destruicdo da matriz extracelular do ligamento periodontal ¢ do tecido
gengival.

Em relagdo a regeneragédo dos tecidos periodontais de suporte perdidos em
decorréncia da doenca periodontal inflamatdria, atualmente, sabe-se que esta depende
da migracdo e proliferagdo das células do ligamento periodontal remanescente,
acompanhada pela subseqlente diferenciagdo em osteoblastos, cementoblastos e
fibroblastos, e sintese de componentes da matriz extraceluiar. Além disso, estudos
prévios t&ém mostrado que as células do ligamento periodontal possuem propriedades
de células osteoblasticas/cementoblasticas as quais incluem, capacidade de formar
nédulos minerais jin vitro, associada ao aumento da expressao de fosfatase alcalina
(Oyuang et al. 2000, Pitaru et al., 2002).

Giannopoulou et al.(1999) observaram uma redugéo na atividade da fosfatase
alcalina quando as células do ligamento periodontal de humanos foram incubadas na
presenca de diferentes doses de nicotina (5ng a 2 pug/ml). Em osteoblastos, Tanaka et
al. (2005) verificaram que a nicotina induz a redugéo da capacidade proliferativa, alem
de ocasionar uma queda na expressdo do colageno tipo | e na atividade da fosfatase
alcalina, retardando a formagao dos nédulos minerais. Resultados similares também
foram encontrados por Yanagita et al. (2008) em células da polpa dental. Esses autores
verificaram que a nicotina era capaz de reduzir a expressao do gene para sialoproteina
éssea (BSP) e da fosfoproteina da matriz dentinaria — 1 (DMP-1), além de inibir a
formagéo de nédulos minerais. Considerando que o aumento na atividade da fosfatase
alcalina precede & deposigao mineral na matriz coladgena, € possivel acreditar que a
nicotina possa inibir ou pelo menos retardar o processo de diferenciacao
cementobléstica/osteoblastica pelas células do ligamento periodontal, interferindo
entdo, no reparo ou regeneracac dos tecidos periodontais de suporte (Lian & Stain
1992).

Desta maneira, com o intuito de verificar a influéncia da nicotina na diferenciagao

cementoblastica/ostecblastica pelas células do ligamento periodontal de humanos, o



presente estudo teve como objetivos avaliar: 1) a capacidade proliferativa e a

viabilidade celular e 2) a formag&o de nodulos minerais.

OBJETIVOS

Considerando que as diferentes concentragoes de nicotina detectadas no
plasma sanguineo de pacientes usudrios de tabaco, influenciam in vitro na capacidade
proliferativa e na atividade da fosfatase alcalina das células do ligamento periodontal
(Pereira et al., 2008; Giannopoulou et al., 1999; Tanaka et al., 2005), o presente estudo
teve como objetivos estudar o efeito da nicotina nas concentragbes de
50ng/mi,100ng/mi,Tug/ml,2ug/mk,5ug/ml na proliferagédo e viabilidade celular e na

formac&o de nédulos minerais.
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MATERIAL E METODOS

1. Cultura primaria de células do ligamento periodontal de humanos

 Para a realizacdo do estudo foram utilizadas culturas primarias de células do
ligamento periodontal, as quais fazem parte de um banco de células da Disciplina de
Periodontia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP (Anexos - Figura
1). Para obtengéo destas culturas celulares, foi adotado o protocolo descrito por Seo et
al. (2004). Brevemente, terceiros molares inclusos indicados para exodontia foram
obtidos de 5 pacientes saudéveis entre 19 e 24 anos, nao-fumantes, do sexo masculino
e sem histéria de medicacdo sistémica nos Uitimos seis meses. Esses pacientes
receberam todas as orientagdes referentes ao Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido da pesquisa seguindo as recomendagbes da Resolugdo 196/96 do CNS.
Imediatamente apos a extragdo, os dentes foram colocados em um tubo de
centrifugacdo de 15 mL tipo Falcon (BD — Labware) contendo o meio de biopsia
composto de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Médium), FBS a 10% (soro fetal
bovino), 250 pg/mL de sulfato de gentamicina, 5 pg/mL de anfotericina B, 100 pug/mL de
estreptomicina e 100 U/mL de penicilina (Gibco BRL, life technologies, Rockville, MD,
USA). Em seguida, os dentes foram lavados cinco vezes com meio de bidpsia, e sobre
uma placa de pefri esterilizada (35 x 100 mmj, o ligamento periodontal do tergo medio
foi removido gentilmente com uma cureta e ent&o, digeridos em uma solucdo de 3
mg/mL de colagenase tipo 1 (Gibco BRL, life technologies, Rockville, MD, USA), e 4
mg/mL de dispase (Gibco BRL, life technologies, Rockville, MD, USA), por 1 hora a
37°C. Logo apds, a suspensdo de células do ligamento periodontal foi obtida
“vassando” as células através de um “cell strainer” de 100 pm de diametro (BD -
Labware). Entédo, essa suspenséo celular foi centrifugada a 2500 rpm por 5 minutos
para eliminagdo da solugao utilizada para o procedimento de digestao tecidual. Em
seguida, o pellet celular foi resuspendido em DMEM, FBS a 10%, 100 pg/mL de
estreptomicina & 100 U/mL de penicilina (meio de cultura padrao), semeado em placas
de cultivo celular de 100 x 20 mm e incubados a 37°C em atmosfera saturada em 5%
de CO» e 98% de umidade.
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Quando as células atingiram cerca de 70 a 80% de confluéncia (subconfluéncia), estas
foram tripsinizadas com a solugéo de Tripsina 0,25% e EDTA 2,21 mM (Gibco BRL, life
technologies, Rockville, MD, USA), resuspendidas em 10 mL de meio de cultura
padrao, transferidas para tubos de centrifugagao de 15 mL tipo Falcon e centrifugadas
por 5 minutos a 2500 rpm . Em seguida, o meio de cultura foi aspirado e as células
resuspendidas em 3 a 5 mL de DMSO — meio de congelamento (Gibco BRL, life
technologies, Rockville, MD, USA). Cada 0,5 mL desta suspensao celular foram
transferidos para um criotubo e congelados em nitrogénio liquido. Células entre a
segunda e sexta passagem serdo utilizadas para os experimentos, 0s quais serao

realizados em triplicata.

2. Dilui¢ao da nicotina

A nicotina (Sigma, St Louis, MO, USA) foi reconstituida através da diluigao em
agua destilada para obtencdo de uma solugao estogue de 1 mg/mL, a qual foi
armazenada em freezer —20°C até o uso. No momento da realizagao de cada
experimento, as concentragbes de 50ng,100ng,1ug.2ug e 5ug/ml foram obtidas por

meio da diluicdo da nicotina em DMEM a partir da solug&o estoque.
3. Avaliacéo do efeito da nicotina na proliferagéo e viabilidade celular

3.1. Ensaio com MTS

Para a realizagdo do experimento, as cinco populagdes celulares do ligamento
periodontal células entre a segunda e terceira passagem foram semeadas em triplicata,
a uma concentracio de 1,5 x 10* células/cm® em placas de 96 well, e mantidas em
meio de cultura de padrio por 24 horas. Apds esse perfodo, 0 meio de cultura foi
substituido por DMEM suplementado com 2% FBS, 100 ug/mL de estreptomicina e 100
U/mlL de penicilina (Gibco BRL, life technologies, Rockville, MD, USA), contendo ou
ndo nicotina nas concentragdes de 50ng/ml, 100ng/ml, 1ug/mi, 2ug/ml e Sug/mi.
Previamente, a nicotina (Sigma, St Louis, MO, USA) foi reconstituida atraves da
diluicao em &gua destilada para obtengao de uma solugao estoque de 1 mg/mL., a qual

foi armazenada em freezer —20°C até o uso. No momento da realizacdo de cada
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experimento, as concentragbes acima descritas foram obtidas por meio da diluigdo da
nicotina em DMEM a partir da solugao estoque.

Ap6s o inicio do tratamento as células do ligamento periodontal foram incubadas em
estufa umidificada a 37°C, atmosfera saturada em 5% de CO; por 10 dias, com troca de
meio nos dias 3 e 7. Ao final de cada periodo (dias 1, 3, 7 e 10), 20ul de CellTiter96®
AQueous One Solution Reagent (Promega) foi adicionado em cada pogo e as células
incubadas a 37°C, 5% CO.. Apds 2 horas de incubagéo, foi realizada a leitura da
absorbancia a 490nm, sendo a absorbancia correspondente ao reagente MTS
tetrazolium que foi bioreduzido em formazan pelas células em proliferagéo. Desta
maneira, em geral, quanto maior a absorbéncia, maior o numero de células vidveis em

proliferagcao por pogo.

4. Avaliacdo do efeito da nicotina na diferenciagao cementoblastica/osteoblastica

pelas células do ligamento periodontal

4.1. Ensaio de mineralizagao

As células do ligamento periodontal foram semedas em placas de 24 oriticios (2
x 10° células/poco) e cultivadas 24 horas na presencga de DMEM suplementado com
10% FBS e antibioticos. Apds 24 horas, esse meio foi substituido pelo DMEM
suplementado com 10% de FBS, 50ug/ml de dcido ascérbico, 10 mM de B-
glicerolfosfato (BGP) e dexamethasona (10°M), contendo ou n&o a nicotina nas
concentragées descritas no item 2. Entdo, estas células foram cultivadas por 21 dias
para permitir a formagao do nddulo mineral, sendo o meio de cultura trocado a cada 3
dias. Para a andlise qualitativa da formagao dos nédulos minerais, foi realizado o
ensaio de Von kossa, na qual as células foram fixadas com etanol e coradas com
AgNO; para detectar fosfato nos nédulos mineralizados. Para andlise guantitativa, a
técnica de coloragéo por Alizarina “red” (Sigma, St Louis, MO, USA) foi utilizada. Ent&o,
apos o periodo de 21 dias de troca do meio de cultura, as células foram lavadas com
PBS e fixadas em etanol 70% gelado por 1 hora. O etanol foi aspirado e as células
lavadas com agua destilada para remover o etanol remanescente. A cada pogo foi

adicionada 1 mL de uma solugdo de Alizarina “red” 40 mM (pH 4,2) em temperatura
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ambiente por 10 minutos sob agitagdo. As células foram ent&o lavadas cinco vezes
com agua, a fim de remover a solugéo de Alizarina “red”, e 1 mL de PBS foi adicionado
a cada pogo por 15 minutos sob agitagio, a fim de reduzir a coloragéo nao especifica.
A placa foi fotografada, e o procedimento de descoloragéio dos nodulos foi realizado
para a andlise quantitativa. Para promover a descoloracéo dos nodulos, foi adicionado
1 mL de uma solugéo de cloreto de cetilperidina a 10% (pH 7.,0) por 15 minutos € as
aliquotas desta solugdo submetidas a andlise em um leitor de placas utilizando-se um

comprimento de onda de 562nm.

5. ANALISE ESTATISTICA
Para a andlise estatistica dos dados foram obtidos a média e desvio padrac.As
analises intergrupo e intragrupo foram realizada utilizando-se o teste estatistico
ANOVA: um critério (a= 0,05) seguida pela comparagéo mdltipla pareada pelo teste

Student-Newman-Keuls para identificar as diferengas entre os grupos.
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Resultados
1. Avaliacdo do efeiio da nicotina na proliferacao e viabilidade celular

Os resultados mostraram que as células do ligamento periodontal foram capazes
de manterem-se aderidas e proliferativas em todas as concentragdes de nicotina (50 ng
a 5 pg/ml) (Figuras 1A-1D). Além disso, nenhuma alteragdo morfoldgica foi observada
ao longo dos 10 dias de tratamento com todas as doses. Para a avaliacao da
proliferacéo e viabilidade celular, foram estabelecidas as médias e os desvios-padrio
das cinco populagdes celulares para cada concentragéo de nicotina, dentro de cada
periodo estudado. A andlise dos resultados mostrou que ao longo do experimento de
proliferacdo celular as cinco concentragbes de nicotina estimularam a proliferagdo das
células do ligamento periodontal, no entanto, esse aumento nao foi estatisticamente
significante comparado ao grupo controle (p = 1,00) (Figura 2). Ao comparar o efeito da
nicotina dentro de cada periodo, verificou-se que, o efeito estimulatério foi tempo-
dependente e n&o dose-dependente. A partir do terceiro dia em cultura, todas as
concentragdes de nicotina aumentaram a proliferagéo celular tal como o grupo controle,
e esse aumento manteve-se significativo até sétimo dia (p < 0,05). Apos 7 dias em
cultura, foi observada uma estabilizagao na proliferacéo celular para todos 0s grupos
estudado, ndo havendo diferenca entre eles (p = 0,99) (Figura 3).

2. Avaliagéo do efeito da nicotina na mineralizacao e formacéo de nodulos minerais.

Os resultados mostraram que as células do ligamento periodontal foram capazes de
iormar nédulos minerais em todas as concentracdes de nicotina (50 ng a 5 pg/ml). Para
a avaliagao da mineralizagdo celular, foram estabelecidas as médias e 0s desvios-
padrdo das cinco populages celulares para cada concentragéo de nicotina, dentro de
cada periodo estudado. A andlise dos resultados mostrou que ao longo do experimento
de mineralizagao celular as cinco concentragdes de nicotina mantiveram a formagéo de
nédulos minerais, no entanto, esse aumento néo foi estatisticamente significante

comparado ao grupo controle (p = 1,00) (Figura 3).
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DISCUSSAO

De acordo com alguns estudos prévios, as diferentes concentragtes de nicotina
detectadas no plasma sanguineo de pacientes usuarios de tabaco, influenciam in vitro
na capacidade proliferativa e na atividade da fosfatase alcalina das celulas do
ligamento periodontal (Pereira et al., 2008; Giannopoulou et al., 1999; Tanaka et al,,
2005). Por essa razdo, o presente estudo teve como objetivos estudar o efeito da
hicotina nas concentraces de 50ng/ml,100ng/ml, tug/m!,2ug/ml,5ug/mi na proliferacao
e viabilidade celutar, e na formagao de nddulos minerais.

Em relagdo & proliferagéo celular, as diferentes concentracfes de nicotina na
alteraram o padréo de proliferagao celutar comparado ao grupo controle. Além disso,
ap6s 3 dias em cultura, todos os tratamentos, incluindo os grupos tratados com
nicotina, mostraram-se significativamente proliferativos comparados ao dia 1 em
cultura. Resultados similares foram observados por James et al. (1999}, os quais
avaliaram o efeito de baixas (5 ng a 100 pg/ml) e altas (0.5 a 10 mg/mi) concentragtes
de nicotina na proliferagéo e adeséo de células do ligamento periodontal. Segundo 0s
autores, baixas concentragbes de nicotina e as altas concentragtes variando entre 0.5
mg até 1 mg/m! estimularam a proliferagéo celular a partir do primeiro dia em cultura de
maneira similar as células cultivadas em DMEM suplmentado com 1% FCS (Fetal Calf
Serum), e esse efeito estimulatério manteve-se até o sétimo dia em cultura. Além disso,
os autores observaram gue somente altas concentragdes de 5 e 10 mg/ml de nicotina
foram capazes de inibir a ades&o e a proliferagéo das células do ligamento periodontal.
Por outro lado, Giannopoulou et al. (1999) verificaram que concentragbes de nicotina
tao baixas quante 100 ng a 2 ug/ml eram capazes de promover uma inibiggo de
maneira dose-dependente da proliferagdo celular apés 24 e 48 horas em cultura. Além
disso, deve-se considerar que as células do ligamento petiodontal sao constituidas por
tipos celulares heterogéneos com diferentes fendtipos, os quais podem influenciar na
expressdo de receptores para nicotina e conseqlientemente, na sua resposta
proliferativa (Bartold et al., 2000; Shimono et al., 2003).

Vale ressaltar que, diferengas quanto as metodologias de cultura celular e de
avaliagio da proliferagdo podem influenciar nos resultados observados. No presente

estudo, semelhante & metodologia aplicada por James et al. (1999), as células do
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ligamento periodontal foram cultivadas na presenca de nicotina em DMEM
suplementado com 2% FBS e avaliou-se a proliferagao celutar por meio de um teste
colorimétrico. Entretanto, no estudo realizado por Giannopoulou et al. (1999), os
autores trataram as células do ligamento periodontal com nicotina na auséncia de soro
fetal bovino, o qual pode ter influenciado na capacidade de adeséo e proliferagao
celular

Quando a capacidade de mineralizagdo das células do ligamento periodontal foi
avaliada, observou-se que as células tratadas com as diferentes concentragbes de
nicotina apresentaram o mesmo padrao de formagao de noddulos minerais comparadas
ao grupo controle, representado pelas células cultivadas na presenga de meio
osteogénico. Embora néo exista na literatura nenhum estudo que tenha avaliado o
efeito da nicotina na formagdo de nddulos minerais pelas células do ligamento
periodontal de humanos, Giannopoulou et al. (1999) observaram que somente as
maiores concentracbes de nicotina (100 e 250 ug/mi) foram capazes de reduzir a
atividade da fosfatase alcalina pelas células do ligamento periodonial apds 24 e 48
horas de exposigao. Contudo, 'cc“)ncjentragc")es mais baixas (1 e 5 ug/ml} de nicotina nao
influenciaram na atividade da fosfatase alcalina pelas células do ligamento periodontal.

De fato, a inibigdo da mineralizagdo celular parace estar relacionada a
concentragéo de nicotina a qual as células sdo expostas. Em cultura primaria de
células da polpa, Yanagita et al. (2008} verificaram que as concentragdes de nicotina
variando de 10 a 10 M, inibiam a formagéo nédulos minerais revelados pelo ensaio
de Alizarina red. Embora existam diferengas quanto aos tipos celulares estudados e
metodologias de avaliagio da capacidade de mineralizag@o celular, pode-se sugerir
que as concentragbes plasmaticas de nicotina nao alteram o padrao de mineralizagao
das células do ligamento periodontal de humanos. No entanto, novos estudos sao
necesséarios para avaliar se a nicotina altera o padrao de expressao dos genes
relacionados ao processo de diferenciagao cementoblastica/osteoblastica pelas células
do ligamenio periodontal, ou até mesmo, se as concentragbes plasmaticas da nicotina
ativam algum mecanismo de antioxidantes intra-celulares, neutralizando os seus

potenciais efeitos negativos.
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CONCLUSOES
Diante dos resultados apresentados, sugerimos que as concemntracbes de
nicotina estudadas n&o influenciaram a capacidade proliferativa e de mineralizagao das

célutas do ligamento periodontal de humanos.
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Figuras

Figura 1. Aparéncia microscopica das células do ligamento

periodontal cultivadas na presenca de 5 pg/ml de nicotina durante
24 horas (A), 72 horas (B), 7 dias (C) e 10 dias (D). Células
permaneceram aderidas, vidveis e proliferativas ao longo do

tratamento . 20x .

20
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Figura 2. Proliferagao celular. Capacidade proliferativa das células do ligamento
periodontal submetidas ao tratamento com nicotina e avaliadas nos dias 1, 3, 7 e 10.
Os resultados sdo apresentados como as médias e desvio-padrao das cinco
populagbes celulares. * Diferenga estatisticamente significante determinada pela
andlise intragrupo, empregando o teste ANOVA, seguido pela analise multipla

pareada, utilizando-se o método Student-Newman-Keuls (a = 0,05).
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Figura 3: Ensaios de Vermelho de Alizarina e von Kossa. Os valores sao
expressos como média + DP de experimentos independentes, cada um conduzido
em triplicata. Células foram plaqueadas em placas de 24 pogos na densidade de
2x10* cel/cm?. Apés 24h, o meio foi trocado por DMEM suplementado com 2% FBS,
50 upg/ml de &cido ascorbico (AA), dexamethasona (10°M) e 5 mM de B-
glicerofosfato (BGP) contendo as diferentes concentragées de nicotina. As células
foram cultivadas por 28 dias com trocas de meio a cada 2-3 dias. Para a marcagao
qualitativa de von Kossa, as ceélulas foram fixadas com etanol e coradas com AgNQO3
para deteccdo de depdsitos de fosfato nos nodulos de mineralizacao. A
mineralizacao foi quantificada com a coloragéo do vermelho de Alizarina (deteccao
de calcio), seguida de diluigdo com 10% de cloreto de cetilperidino e
espectrofotometria. As cinco populagoes celulares mantiveram o mesmo padrao de
formagéo de nédulo mineral comparadas ao grupo controle.
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