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RESUMO

Os cistos inflamatérios sdo comuns na clinica odontolégica. Sua
patogenia esta associada a infec¢cdo dos canais radiculares gerando resposta
inflamatoria frente ao desafio de inibir a proliferagdo microbiolégica. O tratamento
preconizado é a desinfeccdo do sistema de canais radiculares através da terapia
endoddntica. Contudo, a lesdo pode persistir mesmo apos estabelecido o
tratamento. Os mecanismos envolvidos na origem e manutencdo do cisto
inflamatério ndo estdo completamente esclarecidos. Em busca de novas
evidéncias, o objetivo do presente estudo é aprimorar um modelo in vitro de
cistogénese, desenvolvido previamente pelo nosso grupo de pesquisa.. Um total
de 1x10° células HaCaT foram utilizadas para formar esferoides em placas
tratadas com agarose de baixa fusdo. ApGs 24 horas, os esferoides foram
coletados, embebidos em coldgeno nao polimerizado (grupo HaCat), ou
associados a 1x10° fibroblastos (grupo HaCat + hFIB), ou ainda associados a
1x10° fibroblastos e 1x10° leucécitos coletados do sangue humano periférico
(grupo HaCat + hFIB + LEUK) e transferidos individualmente para placas de 24
pocos. Os grupos experimentais de esferoides foram mantidos assim por um
periodo de até 7 dias. Diferentes concentracdes de fibroblastos (4x10%, 1x10°,
2x10%) foram utilizadas para identificar qualitativamente a melhor concentracdo
a ser adotada. Foram capturadas imagens dos 3 grupos nos dias 1, 3,5e 7. O
software ImageJ foi utilizado para analise da integridade e area de cada
esferoide. Para comparacdo dos dados, o software GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, Inc., CA, USA) foi utilizado e o teste One Way Anova
aplicado (p<0.05). Os grupos HaCat + hFIB e HaCat + hFIB + LEUK, além de
nao apresentarem dispersédo significativa das células, mostraram manutencao
estrutural dos esferoides em todos os dias observados, enquanto o grupo HaCat
mostrou dispersédo apds 7 dias (p<0.05). Portanto, o modelo de cistogénese
proposto no presente estudo a partir do grupo HaCat + hFIB + LEUK aproxima
as caracteristicas observadas in vitro e in vivo. Novas pesquisas abordando a
origem dos cistos inflamatérios utilizando nosso modelo podem ser realizadas
visando ampliar o conhecimento do tema.

Palavras-chave: matriz de colageno 3D, modelo cistico, cistogénese, cisto
inflamatorio, esferoides, microambiente cistico.



ABSTRACT

Inflammatory cysts are common in dental practice. Pathogeny is
established as consequence of infection in root canal system when an
inflammatory response takes place due to the challenge of inhibit bacterial
aggression. Treatment aims disinfection of root channels and endodontic
obturation. However, some inflammatory cysts persist even after treatment
establishment. Mechanisms evolved in cystic origin and maintenance are not
completely understood. Searching new evidence, the present study aims improve
a cystogenesis model previously published by our research group. A total of
1x10° cells were used to form spheroid structures on agarose treated plates. After
24 hours, spheroids were collected and embedded in 600 uL polymerized
collagen (HaCat group) or associated to 1x10° hFIB cells (HaCat + hFIB group)
or 1x10°hFIB cells and 1x10° human peripheral blood leukocytes (HaCat + hFIB
+ LEUK group). Then, they were transferred to a 24 wells plate for a period up to
7 days. Different number of fibroblasts (4x104, 1x10° 2x10°) was used to
determine the ideal concentration to associate to collagen matrix. Images of
spheroids from 3 groups were captured in day 1, 3, 5 and 7. ImageJ software was
used to analyze the integrity and area of each spheroid. To data comparison,
GraphPad Prism 5 software (GraphPad Software, Inc., CA, USA) was used and
the One Way Anova test applied (p<0.05). HaCat + hFIB and HaCat + hFIB +
LEUK groups showed no cell dispersion and maintenance of spheroids integrity,
while HaCaT group demonstrate cell dispersion after 7 days (p<0.05). Therefore,
cystogenesis model proposed in this study using HaCat + hFIB + LEUK group
approximate in vitro to in vivo conditions. Exploring our model, new researches
about origin of inflammatory cysts should be conducted aiming the improvement
of actual knowledge.

Keywords: 3D collagen matrix, cyst model, cystogenesis, radicular cyst, spheroid,
cyst microenvironment



Sumario

1.

4.

5.

REFERENCIAL TEORICO ..ottt ettt ettt e ete e e e et ettt e et e neteneeneeeneee e 8
1.1 TEORIAS DA FORMACAOQO DO CISTO INFLAMATORIO .....coooveeieeeceeeeeeeeeee e 9
1.1.1 Teoria da PresSS80 OSMOtICA .....cooiiiieieee et e e e e e e e e e enaaaas 9
1.1.2 B =10 ] A=W [ I AY o LoT =TT o R 10
1.1.3 Teoria da Fusdo de Cordfes Epiteliais .......ccoocuvvieiiiiiiiiiiieie e 10
1.2 RESPOSTA CELULAR E ALESAO CISTICA ..ottt 11
1.3 MODELOS DE ESTUDO IN VITRO COM ESFEROIDES. ..........covviiieeeeeeeeeiieee e 16
(@] =0 1 I LY/ © L 18
F N N [T T 19
CONSIDERAGOES FINAIS ...ttt en ettt n st ss s nsnaaenens 19
Lo o S o L O I V27N 19

REFERENCIAS ..ottt ettt ettt e e et et et e et et e et e et e e e e et e e e e e e e eeeeeeeeaeeneeeneeneens 21



1. REFERENCIAL TEORICO

As lesdes periapicais inflamatorias sédo patologias frequentemente observadas
na clinica odontolégica (Philippi et al.,, 2003). Um levantamento realizado no
Laboratorio de Patologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
compreendendo os anos de 1995 a 2004, demonstrou que 63,24% das lesbes
diagnosticadas foram de origem inflamatoéria e, dessas, 28,28% representaram lesées
periapicais (Mendez et al., 2012). Microscopicamente, tais lesdes sao classificadas

em abscessos, granulomas ou cistos periapicais (Nair et al., 1996).

Os cistos periapicais, também denominados cistos inflamatorios, sdo os cistos
mais comuns nos 0ssos maxilares (Regezi et al., 2008; Johnson et al., 2014). Sao
lesbes que se originam a partir da infeccdo dos canais radiculares levando o
organismo a promover resposta inflamatéria frente ao desafio de impedir a
proliferacdo microbiologica. Radiograficamente, € observada imagem radiollcida
arredondada situada no periapice do dente de origem, podendo apresentar forma
achatada quando atinge maiores proporcdes. A perda da lamina dura e a possivel
reabsorcdo radicular complementam as caracteristicas radiograficas (Neville et al.,
2009).

Exceto em fases de agudizacdo em processos cronicos, apds estabelecidas,
essas lesbes ndo causam sintomatologia dolorosa, ja que, uma vez que o tecido
pulpar tenha passado por processo de necrose, os testes de sensibilidade pulpar
térmicos e elétricos apresentam resposta negativa. No entanto, 0s eventos
inflamatorios ocorrem entre a camara pulpar infectada e a regido periapical, e podem
culminar na destruicdo dos tecidos envolvidos e na formacéo da leséo cistica (Nair,
2004). Assim, tumefacdo e leve sintomatologia podem ser observadas em cistos
maiores, associados com mobilidade e deslocamento dos dentes envolvidos. A
desinfeccdo e obturacdo endodbéntica dos canais radiculares sdo a forma de
tratamento a ser estabelecida (Nair, 2004; Peterson e Gutmann, 2001; Gagliani et al.,
2005). No entanto, a manutencao cistica pode ser observada mesmo apoés
estabelecida a terapia.

Microscopicamente, caracterizam-se pela presenca de uma cavidade

revestida, parcial ou totalmente, por tecido epitelial escamoso estratificado (podendo



apresentar exocitose, espongiose ou hiperplasia), circundado por tecido conjuntivo
fibroso adjacente, com presenca de infiltrado inflamatério. Células mucosas dispersas
ou areas de epitélio colunar pseudoestratificado ciliado podem ser observadas. O
[imen cistico pode apresentar fluido e restos celulares. Ainda, alguns cistos podem
apresentar corpusculos de Rushton, caracterizados por calcificacdes lineares ou em
forma de arco. A presenca de calcificacdes distréficas, cristais de colesterol com
células gigantes multinucleadas, hemacias e éareas de pigmentacdo por
hemossiderina podem complementar o quadro histologico (Neville et al., 2009).

Os mecanismos envolvidos no estabelecimento e manutencédo da lesédo nao
estdo completamente esclarecidos, sendo, provavelmente, relacionados a
persisténcia da infeccdo no complexo apical do sistema de canais radiculares (Nair,
2006) com a consequente proliferacdo dos restos epiteliais de Malassez (Nair, 2004;
Keinan et al., 2013). E provavel que exista relacdo de equilibrio entre crescimento e
morte celular programada. Fatores como a presenca de componentes inflamatorios,
interacdo entre o epitélio e estroma, metabolismo 6sseo e atividades enzimaticas
influenciam diretamente na patogenia dessas lesdes. Nesse sentido, possivelmente o
mecanismo responsavel pela manutencéo e crescimento dessas lesfes cisticas esteja

relacionado a interagéo epitélio-estroma (Bernardi et al., 2015).

Teorias de desenvolvimento cistico tém sido propostas, entretanto, 0s
processos envolvendo o desenvolvimento, crescimento e regressao da lesdo cistica

ainda nao estao totalmente esclarecidos.

1.1 TEORIAS DA FORMACAO DO CISTO INFLAMATORIO

Na tentativa de elucidar a formacdo do cisto inflamatorio, trés teorias foram
propostas: teoria da pressdo osmobtica, teoria do abscesso e teoria da fusdo de

corddes epiteliais.

1.1.1 Teoriada Pressdo Osmobtica
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A teoria da pressdo osmaotica assume que a origem cistica ocorre atraveés da
formacao de uma cavidade central no macico de células epiteliais, em consequéncia
da restricdo nutritivas das células centrais que terminam sofrendo degeneracéo e
necrose (Toller, 1948; Nair, 1997). Esse processo resultaria na atracao de neutrofilos
as areas centrais, 0os quais coalesceriam em combinacdo as células degeneradas e
exsudato tecidual formando uma cavidade cistica revestida por tecido epitelial
estratificado remanescente nas periferias (Nair et al., 2008). Adicionalmente, essa
teoria, proposta no inicio do século XX, afirma que o desenvolvimento e a manutencéo
dos cistos sdo provenientes da maior pressao hidrostatica dentro da cavidade cistica,
quando comparada a pressao dos tecidos circundantes a lesao (James, 1926). Ainda,
evidéncias indicariam que a hipertensdo osmotica do fluido cistico estaria relacionada
a cistogénese (Toller, 1948). Entretanto, essa hipotese tem ficado em segundo plano,

sendo que as teorias seguintes vém sendo melhor aceitas e pesquisadas.

1.1.2 Teoriado Abcesso

Outra ideia também defendida sugere que a proliferacdo de células epiteliais
estimuladas pela infeccdo presente nos canais radiculares daria origem aos cistos
inflamatérios (Summers, 1974). A fim de analisar essa hipbtese, pesquisadores
criaram um modelo de cistogénese desenvolvido em animais. Dispositivos foram
implantados no dorso de ratos, inoculados com células epiteliais, e expostos a
bactérias depois de 7 dias. Apds duas e 14 semanas em que as células contidas nos
dispositivos foram expostas a suspensédo com bactérias, os resultados mostraram o
desenvolvimento de lesdes cisticas. Esse achado reforca a hipétese de que a resposta
inflamatoria aguda gera areas de abscesso na regido apical que sdo posteriormente

envolvidas por um tecido epitelial reacional e proliferativo. (Nair et al., 2008).

1.1.3 Teoria da Fusao de Corddes Epiteliais

Por fim, a teoria da fusdo de corddes epiteliais parece ser uma proposta

complementar a teoria do abscesso. Ela defende que ocorre proliferacdo e fusdo de
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corddes epiteliais resultando na formacdo de uma massa esférica tridimensional, a
qual aprisiona uma parte de tecido conjuntivo. Assim, a formacao cistica ocorreria em
consequéncia da degeneracédo do tecido conjuntivo aprisionado, uma vez que ele

perde o aporte sanguineo (Lin et al., 2007).

1.2 RESPOSTA CELULAR E A LESAO CISTICA

Uma vez que as teorias a respeito da origem dos cistos inflamatdrios
convergem para a resposta inflamatéria decorrente da infeccdo dos canais
radiculares, o mapeamento dos mediadores quimicos e o entendimento do papel dos
mesmos sobre a complexidade dos mecanismos envolvidos na inducdo da
proliferacdo dos restos epiteliais de Malassez e na atividade osteolitica, ainda se

fazem necessarios (Lin et al., 2007).

A andlise imunoistoquimica é um dos métodos mais aplicados para investigar
a atividade celular em patologias do periapice (Modi et al., 2018). A partir de entéo,
citocinas inflamatérias, proteinas envolvidas no processo de proliferacdo e morte
celular, e componentes de matriz extracelular vém sendo analisados no componente
epitelial e no estroma dos cistos radiculares a partir de biépsias de humanos (Bando
et al., 1993; Meghji et al., 1996; Honma et al., 1998; Oshima et al., 2000; Dezerega et
al., 2010).

1.2.1 Citocinas Inflamatorias

Evidéncias sugerem que a presenca de endotoxinas bacterianas e citocinas
inflamatorias envolvidas no processo de reabsorcéo 0ssea, como IL-1a, IL1-B, IL-6 e
TNF-a, modulariam a proliferagao epitelial em cistos inflamatérios (Bando et al., 1993;
Meghiji et al., 1996; Honma et al., 1998; Oshima et al., 2000; Dezerega et al., 2010).

Apos andlise de 12 lesdes cisticas de origem inflamatéria, verificou-se a
expressao de IL-1q, IL-1B8 e IL-6 (em 8, 6 e 8 cistos, respectivamente) nas células

endoteliais de vasos sanguineos localizados na capsula de tecido conjuntivo. IL-8 e
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TNF-a foram encontrados em apenas duas lesdes, ambas relacionadas a presenca
de macréfagos. Os resultados mostram que as células epiteliais expressaram a maior
marcacao para citocinas, seguidas em menor proporcao pelas células endoteliais. Os
autores observaram que as células epiteliais sdo as principais responsaveis pela
sintese de IL-1 e IL-6, as quais fornecem um mecanismo para o crescimento continuo

do cisto estimulando a reabsorcéo 6ssea (Bando et al., 1993).

Além disso, as citocinas inflamatérias IL-6 e IL-1a estao envolvidas na ativagao
de fatores de transcricdo que promovem a expressao de proteinas regulatérias dos
processos de sobrevivéncia celular. A IL-6 possui receptores na membrana de células
epiteliais e do estroma, e tem sua acdo relacionada a eventos fisiolégicos e
patoloégicos, com acgdo autdcrina e pardcrina. Ela liga-se a seu receptor (IL-6R),
levando a fosforilacdo das proteinas JAK e STAT3, sendo que a ultima é translocada
ao nucleo celular, desencadeando a transcricdo de gene cuja funcao esta envolvida
na proliferacéo celular (Yu et al., 2009). Por sua vez, a IL-1a tem mecanismo de agao
envolvendo a ativacdo de NFkB (envolvida na indugdo da transcricdo do gene da IL-
1B8), MAPK e TNF-a (Hartupee et al., 2008).

A expressao das citocinas foi também observada em nivel de mRNA, a partir
das células epiteliais de 5 cistos radiculares biopsiados em humanos. Todas as
amostras expressaram IL-1a, IL-18, IL-6 e IL-8 de forma marcante, a excecdo de uma

les&o que expressou IL-18 com menor intensidade (Oshima et al., 2000).

Um estudo analisou a resposta inflamatéria em lesdes periapicais induzidas em
ratos, considerando as fases aguda e cronica da lesdo. As expressodes de IL-1a e IL1-
B nas células epiteliais durante a fase aguda, com predominio da IL1-B, foram
observadas. Esse predominio foi encontrado nas células epiteliais adjacentes aos
osteoclastos, indicando uma contribuicdo para a expansao da lesdo. Contudo, durante
a fase cronica a expresséo de IL-1 foi significativamente menor, fato que poderia ser

relacionado com a reducédo do crescimento da lesdo (Matsumoto et al., 1998).

1.2.2 Mediadores de Proliferacdo e Apoptose
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A marcacao para o anticorpo Ki-67 fornece informag¢des quanto a proliferacéo
de células epiteliais em diferentes lesbes, como as tumorais e cisticas (Ayoub et al.,
2011; Oliveira et al., 2011; Martins et al., 2017; Soluk Tekkesin et al.,2012). Por outro
lado, a marcacao de enzimas proteoliticas, como as caspases, indica processos de
apoptose induzida, enquanto a marcacdo de metaloproteinases fornece informagdes
sobre degradacéo de colageno (Kimi et al., 2001; Khalifa et al., 2010; Soluk Tekkesin
et al., 2012). Ainda, a expressédo de proteinas bcl-2, bcl-xL e blc-w esta associada a
acao anti-apoptose, enquanto bax, bak e bok esta relacionada a eventos pro-

apoptoticos (Soluk Tekkesin et al.,2012).

A andlise da expresséo de proteinas em lesdes nos 0ssos maxilares mostrou
que os cistos inflamatoérios apresentaram significativa expressdo de bax no tecido
epitelial e ki-67 no tecido conjuntivo. Os autores do estudo sugerem que a grande
inflamacédo crénica sub-epitelial pode estimular a proliferacdo de fibroblastos e de
células endoteliais (Soluk Tekkesin et al.,2012). A comparacdo da expressao
imunoistoquimica em cistos inflamatérios e cistos residuais, mostrou que o antigeno
Ki-67, citocina TGF-B1 ou fator de crescimento transformador beta 1 (citocina
importante em processos bioldgicos como metabolismo 6sseo, angiogénese e reparo
tecidual), ICAM-1 ou molécula de adeséo intercelular 1 (citocina importante para
adesao de leucdcitos em células endoteliais e sua migracao para o foco inflamatorio)
podem ser importantes marcadores para analise do comportamento biolégico de

cistos inflamatorios (Martins et al., 2017).

Em outro estudo, a analise microscépica e imunoistoquimica de 20 cistos
inflamatorios indicou correlacdo positiva entre indices de apoptose e a expressao de
proteinas da familia bcl-2, sugerindo que eventos apoptoéticos tém participacdo no
desenvolvimento das lesdes cisticas. A familia bcl-2 € um grupo de proteinas
intimamente associada a regulacdo da apoptose, da qual fazem parte proteinas com
propriedades indutoras, como a bax, e inibidoras, entre as quais a bcl-2. Os resultados
do estudo evidenciam, independentemente de o tecido epitelial apresentar
caracteristicas hiperplasicas ou atréficas, que todas as lesdes analisadas

expressaram sinais de apoptose em células epiteliais (Loyola et al., 2005).

Objetivando investigar a morte celular por apoptose em lesdes periapicais,

outro estudo analisou a expressdo imunoistoquimica para ssDNA (fita simples de
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DNA), p53, Bax, Bcl-2, caspase-3, Fas, Fas ligante (Fas-L) e antigeno Ki-67 em 19
cistos inflamatdrios e 5 cistos residuais. A ssSDNA é um dos produtos da morte celular
programada, p53 € uma proteina associada a proliferacdo celular em varias lesoes,
Bax e Bcl-2, sdo proteinas importantes na regulacdo da apoptose e distribuidas no
citoplasma celular. Fas e Fas-L pertencem a familia de receptores de fatores de
necrose tumoral (TNF), sendo essa uma molécula que desencadeia reacdes
relacionadas a apoptose, e aquela uma glicoproteina da membrana da célula, que
transmite sinais para morte celular programada. Ainda, a apoptose depende da
ativacao das caspases, sendo que a caspase-3 ativada cliva varias proteinas celulares
causando alteragcbes na morfologia celular. Os resultados mostraram, entre outros
achados, que no nucleo de células epiteliais localizadas na camada basal e para basal
houve expresséao de Ki-67 e p53, enquanto ssDNA foi observada no nucleo de células
supra basais e superficiais. A expresséo de caspase-3 ocorreu no nucleo de células
epiteliais superficiais e em células inflamatérias subepiteliais. Nos cistos que
apresentaram processo inflamatério com maior intensidade, a expressdo da caspase-
3 foi maior e de Bcl-2 menor. Além disso, foi observada maior marcacéo para Ki-67
em lesbes com expressao mais intensa de caspase-3. Os dados apresentados no
estudo sugerem que fatores relacionados a apoptose estdo envolvidos na patogenia
dos cistos de origem inflamatéria e que esses fatores podem sofrer influéncia das

caracteristicas do tecido epitelial e do processo inflamatério (Suzuki et al., 2005).

Apos analise imunoistoquimica de 13 cistos inflamatérios, foi encontrada
expressao positiva para laminina-1 e Ki-67 em 10 (76,9%) e 7 (53,8%) das les0es,
respectivamente. O Ki-67, anticorpo que apresenta marcagdo em todas as fases do
ciclo celular, apresentou-se nas células epiteliais basais de forma predominante.
Ainda, quanto mais significativa a marcacao para esse anticorpo, maior foi a
intensidade da inflamacé&o no tecido conjuntivo. Portanto, 0s autores sugerem que a
inflamacé@o crénica age como estimulo a proliferacdo epitelial e, enquanto a
inflamac&o crénica de baixa intensidade incentiva a proliferacdo das células epiteliais,
a de alta intensidade a desfavorece devido a um maior dano as células progenitoras.
Os cistos inflamatorios que ndo apresentaram expressao de laminina-1 mostraram
grande presenca de inflamacéo no tecido conjuntivo. Esse fato pode ser explicado
pela perda da capacidade das células epiteliais em formar a membrana basal com

continuidade devido a presenca de citocinas inflamatérias, as quais aumentam a
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secrecdo de metaloproteinases (MMP-9 e MMP-2). Os autores concluem que a
laminina-1 e o Ki-67 podem predizer o comportamento biolégico de lesdes cisticas
(Ayoub et al., 2011).

1.2.3 Matriz Extracelular

A transformacéo em cistos inflamatorios, a partir de granulomas periapicais que
apresentam proliferacdo epitelial, foi relacionada a presenca da metaloproteinase-13
devido a sua capacidade de estimular a proliferacao epitelial e a reabsorcéo 6ssea,
favorecendo a progresséao da lesé@o (Leonardi et al., 2005). Por sua vez, o desequilibrio
entre a MMP-1 -metaloproteinase correlacionada com a presenca de inflamacéo - e o
inibidor tecidual da MMP-1 (TIMP-1) pode estar relacionado a expanséo de lesdes
cisticas inflamatdrias. Em uma série de 30 cistos inflamatorios, todos os casos
apresentaram forte expressao de MMP-1 (Lin et al., 1997).

A matriz metaloproteinase-2 (MMP-2), gelatinase da familia das MMPs, e a
caspase-3, cisteina com papel importante no desencadeamento da apoptose e
importante associacdo com eventos de morte celular, foram avaliadas
imunoistoquimicamente em 7 cistos inflamatorios. Desses, 5 apresentaram marcacgao
positiva para MMP-2 no citoplasma de células epiteliais das camadas superficial e
supra basal, enquanto 6 apresentaram expressao para caspase-3 no citoplasma das
células da camada superficial do epitélio e no nucleo de células epiteliais proxima a
camada basal. Os autores concluem que a expressao das proteinas analisadas esta
relacionada com o0 crescimento e a progressdo das lesdes, embora, quando
comparados com ameloblastomas e ceratocitstos, os cistos inflamatérios tenham

apresentado menores valores estatisticos (Khalifa et al., 2010).

Estudos realizados atraves de analise imunoistoquimica seguida de
microscopia por polarizacao, verificaram que o acumulo de fibras colagenas maduras
€ uma caracteristica em cistos inflamatoérios. A presenca de citocinas e fatores de
crescimento na capsula fibrosa poderia resultar nesse padrdo de tecido conjuntivo
denso (Singh et al., 2012; Vij et al., 2011). O fator XllI, relacionado ao estimulo da
proliferacdo de fibroblastos, foi observado em camadas intermediarias da parede
cistica, caracteristica que pode influenciar o processo de deposi¢do de coldgeno nos

cistos de origem inflamatéria (Toida et al., 1990).
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Ainda que a expressdo de mediadores quimicos em cistos inflamatérios
estabelecidos esteja bem descrita na literatura, o papel desses mediadores na origem,
desenvolvimento, manutencao e progressao da lesdo ainda néo esta completamente
elucidado. Assim, o desenvolvimento de modelos que possibilitem o estudo dessas

lesGes, pode contribuir para o esclarecimento da patogenia dessa leséo.

1.3MODELOS DE ESTUDO IN VITRO COM ESFEROIDES

Modelos matematicos tém sido utilizados para desenvolver teorias
complementares a respeito do desenvolvimento cistico (Ward et al., 2004; Cerruti et
al., 2013). Contudo, esses modelos ndo explicam por que nem todas as lesdes
periapicais evoluem para cistos inflamatorios. Assim, novas tecnologias vém sendo
desenvolvidas no ambito da biologia celular. Entre os diferentes métodos de estudo
estd a utilizacdo de culturas celulares 3D in vitro. Esses modelos trazem uma
alternativa a utilizacdo de modelos animais, além de apresentar vantagens como

reprodutibilidade, praticidade e confiabilidade (Friedrich et al., 2009).

Modelos de pesquisa através de esferoides, um tipo de cultura celular 3D, vém
sendo utilizados para o estudo de diferentes lesdes, como tumores epiteliais e cistos
(Cerruti et al. 2013; Zanoni et al., 2016). Isso € possivel uma vez que os esferoides
possibilitam simular morfologia e funcionalidade celular, possuem padrdo de
diferenciacdo semelhante aos complexos células-matriz extracelular e célula-célula,
além permitir reproduzir condi¢Bes patofisioldgicas do meio (Friedrich et al., 2009;
Zanoni et al., 2016).

A utilizacéo de esferoides para o melhor entendimento da origem e progresséo
de cistos inflamatérios pode ser de grande utilidade, uma vez que o conhecimento
atual sobre o tema provém de estudos realizados a partir de les6es biopsiadas, ou
seja, casos em gue a lesdo se encontra estabelecida no momento em que € estudada
(Nickolaychuk et al. 2002, Meliou et al. 2011, Guler et al. 2012).

Recentemente, foi publicado um modelo que possibilta o estudo de
cistogénese in vitro, no qual estruturas semelhantes a cistos foram obtidas a partir de

duas linhagens de células: HaCaT (originadas de células epiteliais) e Cal27 (derivadas
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de células de carcinoma espinocelular oral). Em tal modelo, as estruturas semelhantes
a cistos foram originadas a partir de esferoides de 1 x 10° células embebidos em uma
matriz de colageno (originada da cauda de rato) a uma concentracdo 1,8mg/mL. Ao
longo de 15 dias, verificou-se que, na maioria das amostras, as esferas mantiveram
sua integridade. A andlise histoldgica com coloracdo por hematoxilina-eosina do dia 3
revelou a formacdo de uma cavidade revestida por tecido epitelial semelhante a
morfologia encontrada em cistos inflamatoérios biopsiados em humanos. Esse achado
foi confirmado por imagens confocais. Os autores afirmam que nédo esta claro o motivo
pelo qual a cavidade se estabelece nos esferoides, podendo este fato estar
relacionado a necrose das células centrais ou a sua diferenciacdo e descamacéo.
Ainda, sugerem que esse modelo de cistogénese pode ser utilizado para novas
pesquisas que visem o estudo da patogenia dos cistos inflamatorios (Laureano et al.,
2019).

Considerando que os eventos envolvidos na origem dos cistos inflamatorios
nao estdo completamente esclarecidos na literatura e que estruturas cisticas podem
ser formadas a partir de esferoides, o objetivo do presente estudo € de aprimorar os
esferoides gerados por Laureano et al (2019), enriguecendo o0 seu microambiente
cistico a partir da associacéo de células do estroma, tais como fibroblastos e células
inflamatoérias. O desenvolvimento de um modelo de cistogénese mais proximo da
estrutura cistica in vivo, pode contribuir com futuros estudos que visem correlacionar

cistogénese em modelos 3D e cistos inflamatdrios biopsiados em humanos.
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2. OBJETIVO

Tornar a organizacgao estrutural do modelo de cyst-like spheroids, proposto por
Laureano et al. (2019), mais similar as condi¢cdes observadas in vivo por meio da

adicdo de fibroblastos e leucdcitos a matriz de coladgeno.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O modelo previamente desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa e publicado
por Laureano et al. (2019) destaca-se pelo seu pioneirismo no estudo da cistogénese
a partir de estruturas 3D utilizando esferoides. O presente estudo visou complementar

a pesquisa previamente citada e demonstrou evidéncias inovadoras e promissoras.

Nossos resultados mostram que a adicdo de fibroblastos e leucocitos a matriz
de colageno nao prejudica a integridade dos esferoides. Adicionalmente, parece
coerente afirmar que o modelo apresentado aproximou-se ainda mais das

caracteristicas observadas in vivo.

Apesar de outras variaveis existentes no microambiente cistico (por exemplo,
microrganismos, produtos bacterianos, presenca de outras células inflamatorias)
ainda nao terem sido contempladas pelo atual modelo, a continuidade do presente
estudo parece constituir-se em uma tarefa possivel e necessaria. A obtencdo de
cortes histolégicos das estruturas cisticas, associadas a posterior analise
imunoistoquimica e comparacao com espécimes obtidas de modelo in vivo, podem

fornecer dados a serem explorados.

Apesar de questbes a respeito dos mecanismos envolvidos na origem e
manutencdo dos cistos inflamatoérios ainda ndo poderem ser respondidas de forma
conclusiva, nosso modelo fornece mais embasamento para futuras analises. Ainda, o
aprimoramento do modelo apresentado pode contribuir para possiveis pesquisas que
se proponham a analisar alternativas terapéuticas para o tratamento dos cistos

inflamatorios.

5. PERSPECTIVAS

A comparacdo de resultados obtidos em modelos in vitro com as anélises
histopatoldgicas de cistos inflamatorios biopsiados em humanos sao importantes para
compreender 0s mecanismos envolvidos na patogenia dessa lesdo. Ainda, a

correlacdo das caracteristicas clinicas dos tecidos envolvidos na progressdo e
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manutencdo do cisto inflamatorio com as caracteristicas cisticas observadas em
modelos in vitro pode apresentar resultados relevantes, embasando a realizacdo de

futuras pesquisas que investiguem alternativas terapéuticas.

Novos estudos que explorem o modelo proposto neste artigo podem ser
realizados a fim de investigar os mecanismos envolvidos na cistogénese e obter

respostas mais conclusivas.
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