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RESUMO

Silva, Andressa. INFLUENCIA DO RECEPTOR TIPO TOLL 4 NA PATOGENESE DE
LESOES PERIAPICAIS EM MODELOS EXPERIMENTAIS: UMA REVISAO DE
ESCOPO. 2022. 28f. Trabalho de Concluséo de Curso (TCC) — Faculdade de Odontologia de

Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo.

O receptor do tipo Toll 4 (TLR4) atua no reconhecimento de padrées moleculares associados
a patégenos (PAMPs) e desencadeia cascatas de sinalizacdo intracelulares para estimular a
resposta do hospedeiro frente a agentes agressores. O envolvimento do TLR4 na patogénese
de diferentes patologias ja tem sido amplamente descrito na literatura. Entretanto, a
participacdo desse receptor no desenvolvimento de lesbes periapicais, uma patologia
imunomediada que pode ser desencadeada por patdgenos, tem sido explorada mais
recentemente em estudos experimentais em diferentes modelos. Nesse contexto, o objetivo do
presente estudo foi realizar uma revisdo de escopo em torno do papel do TLR4 na patogénese
de lesdes periapicais avaliado especificamente em modelos animais. De acordo com as
evidéncias, TLR4 atua no reconhecimento das moléculas de lipopolissacarideos (LPS)
presente nas membranas de bactérias gram-negativas e liberadas no meio extracelular,
desencadeando a expressdo e liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, o que resulta no
aumento da inflamacdo tecidual e reabsorcdo dGssea presentes na progressdo de uma leséo
periapical. A expressdo de TLR4 tende a aumentar conforme a inflamacdo e a osteolise se
estabelecem na regido periapical. A literatura vem demonstrando, ainda, em modelo
hiporresponsivo ao LPS, que alteracGes no gene que expressa TLR4 (TIr4) influenciaram o
curso de lesdes periapicais com a tendéncia de um processo inflamatorio mais leve e de menor
grau de reabsorcdo Ossea no periapice, reforcando a influéncia deste receptor na patogénese
das lesbes periapicais. Sendo assim, foi possivel destacar o papel do TLR4 como um receptor
critico para a patogénese de lesdes periapicais em modelos animais, cuja ativacdo resulta na
sinalizacdo de mecanismos inflamatérios e reabsortivos mediado por citocinas pro-

inflamatorias.

Palavras-chave:Receptor 4 Toll-Like; Periodontite Apical, Modelos Animais; Endodontia.



ABSTRACT
Silva, Andressa. The influence of toll-like receptor 4 on the pathogenesis of periapical
lesions in experimental models: a scoping review. 2022. 28f. Trabalho de Conclusdo de
Curso (TCC) — Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Séo Paulo.

The Toll-like receptor 4 (TLR4) acts in the recognition of molecular patterns associated with
pathogens (PAMPSs) and triggers intracellular signaling cascades to stimulate the host's
response to aggressive agents. The involvement of TLR4 in the pathogenesis of different
pathologies has already been widely described in the literature. However, the participation of
this receptor in the development of periapical lesions, an immune-mediated pathology that can
be triggered by pathogens, has been explored more recently in experimental studies in
different models. In this context, the aim of the present study was to carry out a scope review
around the role of TLR4 in the pathogenesis of periapical lesions specifically evaluated in
animal models. According to the evidence, TLR4 acts in the recognition of lipopolysaccharide
(LPS) molecules present in the membranes of gram-negative bacteria and released in the
extracellular environment, triggering the expression and release of pro-inflammatory
cytokines, which results in increased tissue inflammation and bone resorption present in the
progression of a periapical lesion. TLR4 expression tends to increase as inflammation and
osteolysis take place in the periapical region. The literature has also shown, in a
hyporesponsive model to LPS, that alterations in the gene that expresses TLR4 (TIr4)
influenced the course of periapical lesions with a tendency towards a lighter inflammatory
process and a lower degree of bone resorption in the periapex, reinforcing the influence of this
receptor on the pathogenesis of periapical lesions. Thus, it was possible to highlight the role
of TLR4 as a critical receptor for the pathogenesis of periapical lesions in animal models,
whose activation results in the signaling of inflammatory and reabsorptive mechanisms

mediated by pro-inflammatory cytokines.

Keywords: Toll-Like Receptor 4; Apical Periodontitis; Animal Models; Endodontics.
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1. INTRODUCAO

Frente & um agente agressor, o sistema de defesa do hospedeiro pode ser dividido em
resposta imune inata e adquirida.

O sistema imune inato reconhece diferentes estimulos nocivos como 0s micro-
organismos patogénicos, que possuem padrdes moleculares associados aos pat6genos
(PAMPs) e padrées moleculares associados a ameacgas (DAMPS), por meio de uma variedade
de receptores de reconhecimento de patdgenos (PRRs), tais como os receptores Toll-like
(TLRs) (Aderem e Ulevitch, 2000; Takeda e Akira, 2015). Os PAMPs sdo partes de
patégenos como lipoproteinas, lipopeptideos e acidos nucleicos (DNA ou RNA), enquanto
que os DAMPs sdao moléculas liberadas em resposta a injdrias como as proteinas de choque
térmico, S100 e do grupo de alta mobilidade 1 (HMGB1) (McCarthy CG et al., 2014;
Schaefer L et al., 2014; Anwar et al., 2019). Tanto os DAMPs quanto os PAMPs podem se
ligar a uma variedade de TLRs. Os ligantes situados na superficie celular se ligam
primariamente a aqueles TLRs localizados na membrana celular. Ja os TLRs intracelulares
sdo ativados por &cidos nucleicos os quais sdo liberados apos a endocitose ou replicacdo de
patogenos. Assim, 0s TLRs sdo considerados a primeira linha de defesa da resposta imune do
hospedeiro (Takeda T et al., 2003; Kawai T et al., 2010; Anwar et al., 2019).

Os TLRs sdo proteinas transmembrana do tipo | (Desai et al., 2011b) identificados
tanto em humanos (TLRs 1 ao 10) quanto em camundongos (TLR 1 a 9 e 11 a 13)
(Matsushima et al., 2007). Além de detectarem detectam estruturas moleculares de patdgenos
como lipopolissacarideos (LPS) e lipoproteinas bacterianas, os diferentes tipos de TLRs
realizam, ainda, processos como fagocitose, endocitose, allém de participarem do inicio do
processo inflamatorio (Aderem e Ulevitch, 2000; Heil et al., 2004). Com relacdo a
localizagdo, 0os TLRs 1, 2, 4, 5, 6 e 10 estdo na membrana plasmatica e os TLRs 3, 7, 8, 9, 11,
12 e 13 em endossomos intracelulares (Kawai e Akira, 2007; 2010). Estes receptores estao
presentes principalmente nas células imunes inatas, entretanto, podem ser expressos também
em células imunes adaptativas (Yatim e Lakkis, 2015).

Os subtipos de TLRs e o receptor de interleucina 1 (IL-1R) apresentam uma
semelhanca estrutural do dominio intracelular TIR e ativam uma cascata de sinalizacao
semelhante por intermédio do NF-kB. Os TLRs ativam duas diferentes cascatas distintas:
uma via candnica por meio da molécula MyD88 e uma via ndo-canénica por meio do indutor
de adaptador do interferon- que contém o dominio TIR (TIR domain—containing adapter-
inducing interferon - TRIF) (Kawai e Akira, 2004, 2010, 2015; Ullah et al., 2016).

A ativacdo dos TLRs circulantes resulta em intensa inflamagéo sistémica levando ao



recrutamento de células imunes para o local da agressdo como os macr6fagos e neutrofilos,
que, por sua vez, induzem a fagocitose e promovem respostas adicionais do hospedeiro,
estimulando a producdo de citocinas inflamatorias, além de outros mecanismos inatos (Van
Maren et al., 2008; Desai et al., 2011a).

Diferentes estudos na literatura tem demonstrado o papel crucial dos TLRs em
diferentes patologias sistémicas, especialmente no cancer (Lanki et al., 2019; Tran et al.,
2019; Patra et al., 2020), assim como a utilizagdo desses receptores como alvos terapéuticos
para o tratamento promissor de diferentes tipos de tumores (Khademalhosseini e Arababadi,
2018; Anwar et al., 2019; Kashani et al., 2021).

Dentre as patologias bucais, as lesdes periapicais sdo o resultado tanto da presenca na
regido periapical, de micro-organismos, seus produtos e subprodutos quanto da prépria
resposta de defesa do hospedeiro na tentativa de combater a infeccdo (Sjogren et al., 1997;
Stashenko et al., 1990, 1998; Nair, 2004; Coli¢ et al., 2009), gerando um processo
inflamatdrio cronico de longa duracdo. Assim, a semelhanca de outras patologias imune-
inflamatdrias, a invasdo bacteriana na regido periapical suscita, primeiramente, reacdes
inflamatdrias inespecificas e, posteriormente, reacGes inflamatorias especificas (resposta
imune adaptativa) que envolvem variados tipos celulares, citocinas, anticorpos e mediadores
inflamatdrios que participam na tentativa de proteger os tecidos periapicais, limitando o
desenvolvimento da infeccdo (Desai et al., 2011). Além disso, a ativacdo dos TLRs induz a
maturacdo das células dendriticas que sdo fundamentais para gerar respostas imunes
adaptativas (Ausubel, 2005). Adicionalmente, com a progressdo e cronificacdo da leséo
periapical, verifica-se uma infiltracdo de elementos celulares da imunidade adaptativa,
incluindo varios subgrupos de células B e T (AlShwaimi et al., 2009). Ressalta-se, ainda, que
nessas lesdes hd o predominio de bactérias anaerdbias gram-negativas que apresentam o LPS
na sua parede celular o qual, ao se ligar a TLRs, desencadeia diferentes eventos que iniciam
e/ou exacerbam a resposta inflamatoria e a reabsorcdo 6ssea (Safavi e Nichols, 1993; Silva et
al., 2002; Leonardo et al., 2004; Hemmi e Akira, 2005; Gioannini e Weiss, 2007; de Queiroz
et al., 2016; Wang et al., 2020).

Nesse contexto e considerando que os LPS bacteriano se liga aos TLRs 2 e 4, nosso
grupo de pesquisa caracterizou a formacdo e progressdo de lesGes periapicais induzidas em
camundongos knockout para TLR2 e demonstrou que esses animais desenvolveram lesdes
periapicais maiores e com um namero aumentado de osteoclastos, indicando a importancia
desse receptor na resposta imune e inflamatdria as infec¢Oes periapicais (da Silva et al., 2012).

Além disso, demonstramos que a molécula adaptadora MYD88, crucial para a ativacdo da



cascata de sinalizagdo ap0s a ativacdo de diferentes TLRs, também desempenha um
importante papel no desenvolvimento de lesdes periapicais induzidas experimentalmente em
modelo animal (Bezerra da Silva et al., 2014). Adicionalmente, nosso grupo de pesquisa
também demonstrou a relacdo entre a ativacdo de metaloproteinases da matriz 2 e 9 e 0
desenvolvimento de lesGes periapicais em camundongos knockout para TLR2 e a molécula
MYD88 (Barreiros et al., 2018).

Dentre 0s TLRs ja descritos, destaca-se o receptor do tipo Toll 4 (TLR4). O TLR4
pode ser ativado por moléculas como o LPS. Sendo assim, durante uma infeccdo, TLR4
responde ao LPS ativando uma cascata de sinalizagdes intracelulares que resultam na
producdo de mediadores pro-inflamatérios (Ain et al., 2020; Ciesielska et al., 2021).

A interacdo entre TLR4 e LPS em processos patologicos sistémicos de carater
inflamatdrio tem sido relatada (Zhan et al., 2018; Li et al., 2019; Shen et al., 2020; Afroz et
al., 2021). Sabe-se que a proteina CD14 e a proteina de ligacdo ao LPS (LBP) favorecem a
ativacdo do TLR4 (Plociennikowska et al., 2015). Esta interacdo torna-se ainda mais
pertinente quando consideramos que uma ativacdo de alta intensidade dos receptores TLR4
pode estar associada a processos patologicos mais severos no organismo, como a sepse. Do
mesmo modo, estimulacdo crénica ou de baixa intensidade deste receptor pode favorecer o
desenvolvimento de doencgas neurodegenerativas, metabdlicas e autoimunes, bem como a
supressdo da sinalizacdo de TLR4 pode interferir na depuracdo de bactérias, reforcando a
necessidade de compreender os processos relacionados a este receptor (Ciesielska et al.,
2021).

Além disso, conforme ja mencionado, o LPS associado a bactérias Gram-negativas
faz parte dos processos infecciosos na cavidade bucal como a periodontite e a lesdo periapical.
O LPS liberado durante a divisao, stress ou morte dessas bactérias pode ser considerado um
precursor das respostas inflamatdrias nestas estruturas, sendo considerado um importante fator
de viruléncia para as infeccdes endodonticas, cujas concentragdes podem se relacionar com
achados clinicos dos pacientes. A presenca de LPS desencadeia a ativacdo de TLR4 em
células imunes, especialmente os macrofagos, iniciando a cascata inflamatoria pela liberacao
de citocinas pro-inflamatorias (Rdgas et al., 2014; Rovai et al., 2019).

Nesse contexto, diferentes evidéncias apontam uma contribuicdo da ativacdo do
TLR4 em processos inflamatérios na cavidade bucal, como as lesdes periapicais, sustentando
a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias e contribuindo na patogénese de diferentes
condigdes clinicas. Entretanto, diversos aspectos sobre a contribuicdo deste receptor nas

lesGes periapicais ainda necessitam ser melhor investigados (De Oliveira et al.,, 2014;



Leonardi et al., 2015; Rider et al., 2016; Rovai et al., 2019), bem como ndo ha uma sintese

sobre o estado da arte relacionada ao papel do TLR4 nas lesGes periapicais.

2. PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi descrever, por meio de uma revisdo de escopo
sistematizada, a influéncia do receptor do tipo toll4 na patogénese de lesdes periapicais em
modelos experimentais, retratando o estado da arte.

3. METODOS

Trata-se de uma revisdo de escopo sistematizada, desenvolvida em acordo com a
diretriz PRISMA-ScR (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses
extension for Scoping Reviews) (Tricco et al., 2018). A quest@o norteadora respondida ao final
do estudo foi revisar a influéncia do receptor do tipo Toll 4 (TLR4) na patogénese de lesbes
periapicais.

A revisdo de escopo estd sendo amplamente utilizada na area das ciéncias da saude
com a finalidade de sintetizar e de disseminar os resultados de estudos a respeito de um
assunto (Levac D et al., 2010; Tricco AC et al., 2016; Ferraz et al., 2019). O objetivo de uma
analise de escopo € mapear, por meio de um método rigoroso e transparente, o estado da arte
em uma area tematica, pretendendo fornecer uma visao descritiva dos estudos revisados, sem
avalia-los criticamente ou sumarizar evidéncias de diferentes investigacbes, como ocorre em
uma revisdo sistematica (Arksey H et al., 2005; Ferraz et al., 2019).

As revisdes do escopo diferem das revisdes sistematicas, porque ndo visam avaliar a
qualidade das evidéncias disponiveis, mas objetivam mapear rapidamente os principais
conceitos que sustentam uma area de pesquisa (Arksey H et al., 2005; Ferraz et al., 2019). Por
outro lado, elas diferem de uma revisao tradicional da literatura na medida em que envolvem
um procedimento mais sistematico.

A revisdo de escopo € um método de abordagem vélida nas circunstancias em que as
revisGes sistematicas sdo incapazes de atender aos objetivos ou requisitos necessarios dos
usuarios do conhecimento. Sendo semelhante com a revisdo sistematica por seguir um
processo estruturado, porem é realizada por diferentes motivos e apresentam algumas
diferencas metodoldgicas importantes. Essa revisdo é uma ferramenta ideal para determinar a
cobertura de um corpo de literatura sobre um determinado topico e dar uma indicagéo clara do
volume de literatura e estudos disponiveis, bem como uma visdo geral de seus focos (Munn et
al., 2018).



Para responder a questdo postulada, tornaram-se elegiveis estudos em modelos
experimentais in vivo que investigaram hipoteses diretamente relacionadas com a expresséo
ou ativacdo de TLR4 e sua influéncia na patogénese das lesGes periapicais, sem restricdo de
idioma ou ano de publicacdo. Foram incluidos apenas os estudos que puderam ser acessados
na integra, nos quais o TLR4 (proteina ou gene) foi o foco da investigacdo, avaliado apds a
inducdo de lesdes periapicais experimentais mediada por patégenos em camundongos, ratos
ou cdes. Estudos nos quais a ativacdo ou expressao de TLR4 foi secundaria e ndo estava
diretamente relacionada com a patogénese de lesbes periapicais, bem como estudos
desenvolvidos em seres humanos ou por métodos in vitro, ndo foram elegiveis.

Os estudos foram rastreados nas bases de dados MEDLINE/PubMed (Medical
Literature Analysis and Retrieval System Online), Embase, Web of Science e Google
Académico (100 primeiros rastreios).N&o houve consulta nas bases de dados cinzentas. Os
periddicos International Endodontic Journal, Journal of Endodontics e Australian
Endodontic Journal foram examinados individualmente utilizando uma estratégia de busca
aplicada diretamente nas ferramentas de buscas dos periddicos para recuperar estudos
potencialmente elegiveis que ndo tenham sido recuperados pela estratégia inicial,
considerando que sdo periodicos de referéncia para a area da Endodontia com elevado fator de
impacto. Os estudos incluidos no escopo tiveram suas referéncias examinadas manualmente
em busca de outros estudos potencialmente elegiveis.

A estratégia de busca foi composta por descritores extraidos do MeSH (Medical
Subject Headings) e termos-chaves utilizados na literatura, aplicada de forma semelhante nas
bases de dados. O Quadro 1 apresenta a estratégia de busca. Apos testes preliminares,
observou-se que estratégias mais curtas e amplas foram mais eficientes em recuperar estudos

potencialmente elegiveis pelo titulo e resumo.

Quadro 1. Estratégia de busca aplicada nas bases de dados e periddicos selecionados.

Descritores/Termos-chave Bases/Periodicos

#1 (toll-like receptors 4 OR toll like receptor 4 MEDLINE/PubMed, Embase, Web of Science e
OR TLR4) and (endodontics OR pulp diseases Google Académico
OR periapical inflammation OR apical

periodontitis OR periapical lesion)




#2 (toll-like receptor 4 OR toll like receptor 4 International Endodontic Journal, Journal of
OR TLR4) Endodontics e Australian Endodontic Journal

O processo de selecdo dos estudos foi realizado por um avaliador independente, via
leitura exploratdria, qualitativa e sistematizada dos titulos, resumos e estudos completos. O
avaliador atribuiu a inclusdo ou exclusdo de cada estudo alcancado, seguindo os critérios de
elegibilidade. As duplicacGes intra/interbases ou periddicos foram realizadas apos a selecéo
para leitura completa dos estudos. A data da Gltima busca em cada base/periédico, o total de
estudos alcancados e o total de estudos incluidos foram registrados.

Para extrair os dados, o avaliador utilizou as tabelas idealizadas para sumarizar as
variaveis e descrever os desfechos relacionados ao objetivo, preenchendo-as sequencialmente.

Os desfechos primarios foram os achados relacionados ao TLR4 na patogénese das
lesOes periapicais. Foram considerados diversos aspectos relacionados aos desfechos, desde
ensaios de expressao génica até tecnicas de imunohistoquimica aplicadas & TLR4 apos a
exposicdo pulpar e inducdo da lesdo periapical, levando em consideracdo as caracteristicas das
lesbes (inflamacao tecidual, diferenciacdo celular e reabsorcdo 0ssea). Adicionalmente, foram
coletados dados relacionados a publicacdo do estudo, dos métodos investigativos para
alcancar os desfechos e as conclusdes dos autores. Estudos em seres humanos ou em

contextos diferentes foram alocados na discussao.

4. REVISAO DE ESCOPO

Inicialmente, 356 estudos foram avaliados. A Figura 1 apresenta o fluxograma do
rastreio dos estudos. E possivel observar que os estudos elegiveis aos nossos critérios
utilizaram ratos ou camundongos (selvagens ou knockout) para induzir a lesdo periapical.
Nenhum estudo com cdes foi encontrado pela nossa estratégia de busca, bem como a
utilizacdo de animais knockout somente para TLR4 para investigar lesdes periapicais ndo foi
observada.

Dentre os estudos elegiveis para leitura completa (n=12), 8 estudos foram excluidos
por ndo se adequarem aos critérios de elegibilidade propostos anteriormente: Kanno e
colaboradores (2020; ndo investigou lesdo periapical apds exposicdo pulpar), Hirai e
colaboradores (2019; a expressdao de TLR4 na patogénese da periapical ndo foi o desfecho
primario e nem diretamente correlacionada), Lin e colaboradores (2013; ndo utilizou modelo
animal); Chokechanachaisakul e colaboradores (2011; ndo investigou lesdo periapical apds

exposi¢cdo pulpar), Chokechanachaisakul e colaboradores (2010; ndo investigou lesdo



periapical e sim lesdo de furca de origem endodontica), Mutoh e colaboradores (2009; né&o
investigou lesdo periapical e sim), Mutoh e colaboradores (2007; n&o investigou lesdo
periapical e sim pulpite) e Zhang e colaboradores (2007; ndo foi recuperado na integra).

9 Numero de estudos alcangados nas bases de dados Numero de estudos alcangados em outras fontes
< (N =274) (N =82)
<§( PubMed = 91; Web of Science = 40; Embase = 39; International Endodontic Journal = 58; Journal of
o Scopus = 4; Google Académico = 100 Endodontics = 21; Australian Endodontic Journal = 3
5
<
[+4
NUMERO DE ESTUDOS ALCANCADOS
(N =356)

o
<L
ref ; - _
o NUMERO DE ESTUDOS EXCLUIDOS POR DUPLICACAO OU
n IRRELEVANCIA AO OBJETIVO (N = 344)

NUMERO DE ESTUDOS ELEGIVEIS PARA LEITURA COMPLETA

(N=12)
w
[a)
<
a
=
@
2
o NUMERO DE ESTUDOS EXCLUIDOS POR NAO ATENDEREM
AOS CRITERIOS DE INCLUSAO (N = 8)
Kanno et al. 2020; Hirai et al. 2019; Lin et al. 2013;

Chokechanachaisakul et al. 2011; Chokechanachaisakul et al.

2010; Mutoh et al. 2009; Mutoh et al. 2007; Zhang et al. 2007
(o]
<
%2}
=
—
o
z

NUMERO DE ESTUDOS INCLUIDOS NA SINTESE QUALITATIVA
(N=4)

Assim, finalmente, 4 estudos foram incluidos na revisdo. O Quadro 2 apresenta as

caracteristicas gerais dos estudos incluidos.

Quadro 2. Caracteristicas gerais dos estudos incluidos.

Autoria Periddico Ano Modelo animal Modelo animal Exposicao
experimental (n) controle (n) pulpar
Houet al. Infection & 2000 Camundongos Camundongos Sim
Immunity C3H/HeJ C3H/HeOuJ

(n=10) (n=10)

Fouad et al. International 2001 Camundongos Camundongos Sim
Endodontic Journal C3H/HeJ BALB/c
(n=20) (n=20)




Rider et al. The Anatomical 2016 Camundongos Camundongos Sim
Record knockout para C57BL/6J
TLR2 e knockout
para TLR2/TLR4
Liu et al. Journal of 2017 Ratos Wistar - Sim
Endodontics (n=42)

O Quadro 3 apresenta uma descricdo metodolégica de cada estudo incluido na
revisio. E possivel observar que o método de exposicdo pulpar foi semelhante nos estudos
elegiveis com a utilizacdo de brocas esféricas em baixa rotacdo para a abertura coronéria de
molares inferiores e exposicdo do tecido pulpar ao meio bucal dos animais experimentais para
induzir a lesdo periapical. Entretanto, os periodos experimentais foram diferentes entre os

estudos, bem como as analises histopatologicas realizadas.

Quadro 3. Descrigdo metodologica dos estudos incluidos.

Autoria Método de exposicéo Dentes Periodos Andlises
pulpar experimentais
Hou et al. Broca esférica aem | Primeiros molares 21 dias Histopatoldgica e ELISA
peca de méo inferiores
Fouad etal. | Broca esférica¥aem | Primeiros molares 2,4,6e8 Histopatoldgica e
alta rotacdo inferiores semanas Imunohistoquimica
Rider et al. Né&o especificado Primeiros molares 10 e 21 dias Microtomografia
inferiores computadorizada,
Histopatolégica e RT-PCR
Liu et al Broca esférica ¥4 Primeiros molares | 7,14,21,28¢ Histopatoldgica,
inferiores 35 dias histoenzimologia,
Imunohistoquimica
elmunofluorescéncia

Abaixo segue a descricao dos 4 estudos incluidos na presente revisdo de escopo.

Hou et al. (2000) induziram lesdo periapical pela exposi¢do pulpar de primeiros
molares inferiores em camundongos (C3H/HeJ) hiporresponsivos ao LPS por apresentar uma
deficiéncia no gene TIr4, responsavel pela expressdo de TLR4. O objetivo dos autores foi
comparar a reabsorcdo 6ssea no modelo animal apds a exposicao e estimulo a infeccéo pulpar,
comparando-o aos animais selvagens. Os autores utilizaram um quatro patdgenos
endodénticos (Prevotella intermedia, Streptococcusintermedius, Fusobacteriumnucleatum e
Peptostreptococcus micros) para contaminar os canais radiculares apds a exposicao pulpar,

selando-0s com resina composta. Apés 21 dias, apds eutanasia dos animais e processamento



das amostras, embora a reabsor¢do éssea tenha ocorrido em ambos os modelos animais
infectados (selvagens e hiporresponsivos ao LPS), esta foi significativamente menor nos
animais hiporresponsivos ao LPS pelo defeito em TIr4.Assim, os autores puderam concluir
que 0 TLR4 faz parte dos mecanismos de sinalizacdo para reabsorcdo éssea e sua auséncia
resultou em lesGes periapicais menores.

Fouad e Acosta (2001) induziram les&o periapical pela exposigao pulpar de primeiros
molares inferiores em camundongos C3H/HeJ (hiporresponsivo ao LPS) e BALB/c
(selvagem) com o objetivo de comparar a progressdo das lesdes periapicais. Inicialmente foi
realizada abertura coronaria, exposi¢cdo pulpar e inser¢do nos canais radiculares de uma lima
endodobntica previamente contaminada com microbiota do sulco gengival e do dorso da
lingua. ApoGs os periodos experimentais (2, 4, 6 e 8 semanas), ndo houve diferencas
estatisticamente significativas na progressdo das lesdes periapicais para as cepas de
camundongos com o tempo. Compreendeu-se que a responsividade ao LPS pode ndo ser
significativa na patogénese das lesdes periapicais e na expressdo de citocinas dentro das
lesbes induzidas por flora oral inespecifica.

Rider et al. (2016) induziram lesdo periapical pela exposicdo pulpar de primeiros
molares inferiores em trés modelos experimentais diferentes: camundongos selvagens,
knockout para TLR2 e duplo knockout para TLR2/TLR4. O objetivo dos autores foi
demonstrar como a regulacéo de TLR2 e TLR4 pode modular lesbes periapicais induzidas por
infeccdo polimicrobiana com Parvimonas micra, Streptococcusintermedius, Prevotella
intermedia e Fusobacteriumnucleatum. Os autores observaram uma interacdo entre os dois
receptores, que apresentaram papéis antagonicos na regulacdo da reabsorcdo 6ssea periapical.
Apo6s 21 dias, apds a analise de microtomografia, os camundongos knockout para TLR2
apresentaram lesdes periapicais maiores que os demais, enquanto o tamanho nos animais
duplo knockout (TLR2 e TLR4) foi similar ao selvagem. Além disso, a sinalizacdo para TLR4
foi elevada nos animais knockout para TLR2 no dia 21, embora sem diferenca significativa
quando comparados aos animais selvagens. Uma vez que TLR2 se expressa naturalmente em
macrofagos residentes a sinalizacdo de TLR2 parece ser um supressor endégeno natural da
expressdo de CD14 celular, concluindo entdo que essa supressdo de CD14 mediada por TLR2
€ um mecanismo autoregulatério que impede a inflamacdo mediada por CD14/TLR4 contra a
infeccdo polimicrobiana.

Liu et al. (2017) induziram les&o periapical pela exposi¢édo pulpar de primeiros
molares inferiores de ratos Wistar para investigar a localizagdo e expressdo do TLR4s. Os

autores mensuraram a quantidade de células positivas para TLR4 durante a génese e



progressdo das lesbes periapicais. Do dia 7 ao 35, observou-se um aumento progressivo da
quantidade de células TLR4 positivas nas &reas de lesdo ao redor do forame apical,
acompanhando a destruicdo tecidual e reabsorcdo dssea, bem como a auséncia destas células
em areas sem inflamacéo tecidual. Adicionalmente, dentre as células TLR4 positivas, varias
destas eram linfocitos. Podendo entdo concluir que HMGBL1 e TLR4 podem estar associados a
patogénese das lesdes periapicais.

Em sintese, os estudos em modelos experimentais que investigaram diretamente a
influéncia do receptor TLR4 na progresséo de lesGes periapicais observaram que este receptor
esta diretamente relacionado com o aumento da destruigdo tecidual e reabsorcdo Gssea.

5. DISCUSSAO

Conforme apresentado, a sinalizacdo deficiente de TLR4 pode resultar em
parametros inflamatorios e reabsortivos de menor intensidade nas lesdes periapicais induzidas
de modo experimental. Embora a participacdo de TLR4 em diferentes processos inflamatorios
tenha sido investigada, utilizando a nossa estratégia de busca e critérios de inclusdo, foram
recuperados somente quatro estudos que adotaram este receptor como desfecho primario e
diretamente correlacionaram sua expressdao com a progressdo da lesdo periapical induzida
apos exposicao pulpar em modelos experimentais. Assim, € de fundamental o conhecimento
dos mecanismos microscopicos e moleculares envolvidos na patogénese da lesdo periapical,
especialmente o papel do TLR4, favorecendo o desenvolvimento de terapéuticas especificas e
mais eficazes.

E importante considerar que TLR4 faz parte da resposta imune pulpar aos agentes
externos, como componentes bacterianos e especificamente o LPS, antes do processo de
necrose pulpar e formacéo de lesdo periapical. Ja foi demonstrado que odontoblastos e células
endoteliais dos vasos sanguineos da polpa dentaria expressam TLR4, incluindo seu mRNA. In
vitro, LPS e bactérias estimularam a expressdo de TLR4, bem como suprimir a sua
sinalizacdo pode interferir na diferenciacdo das células-tronco pulpares, caracterizando um
papel imune relevante destes receptores antes da formacdo da lesdo periapical (Jiang et al.,
2006; Liu et al., 2014). Adicionalmente, Hirai e colaboradores (2019) demonstraram como
padrdes moleculares associados a danos (DAMPS), além dos PAMPs, podem ativar a via de
sinalizacdo por TLR4 e desencadear resposta inflamatoria no tecido periapical.

Mutoh et al. (2007 e 2009) demonstraram a expressdao de TLR4 no tecido pulpar
inflamado de modo experimental (pulpite). Os autores observaram que ap0s preparo cavitario

nos molares superiores, avaliando de 0 a 72 horas, os niveis de mRNA para TLR4 foram



baixos quando comparados & TLR2 (30 vezes maior que TLR4). Entretanto, a analise
imunohistoquimica demonstrou que macréfagos e células dendriticas do tecido pulpar foram
marcados com anticorpos anti-TLR4 no estéagio inicial da pulpite experimental. No modelo
murino com imunodeficiéncia combinada grave, com até 24 horas de exposi¢do da dentina
ap0s o preparo cavitario, 0s autores observaram que apds 9 horas a quantidade de mRNA para
TLR4 era a menor, embora tivesse alcancado seu pico apdés 3 horas e aumentado
gradualmente apds 12 e 24 horas. Em relacdo as células que expressaram TLR4, estas eram
frequentemente macrofagos, polimorfonucleares e células semelhantes a células dendriticas.

Em lesGes de furca induzidas experimentalmente pela via endodéntica em molares de
ratos, Chokechanachaisakulet al. (2010) observaram que a expressdo génica de TLR4
aumentou, bem como as células positivas para este receptor foram encontradas
predominantemente no ligamento periodontal abaixo da dentina na regido de furca
(CHOKECHANACHAISAKUL et al., 2010). Adicionalmente, a expressédo génica de TLR4
em molares de ratos também foi estimulada por LPS, como demonstrado no estudo de
Chokechanachaisakulet al. (2011). Por fim, Lin e colaboradores (2013) demonstraram a
expressdo de TLR4 no processo de reabsorcdo radicular externa de origem endodoéntica
(inflamatéria), diretamente correlacionada com a presenca de bacteérias.

Em lesBes periapicais, modelos hiporresponsivos ao LPS por defeito em TLR4
podem apresentar lesdes periapicais menores pela baixa expressao de IL-1a e IL-1p, citocinas
classicamente associadas a reabsorcdo 0ssea (Hou et al., 2000). Por outro lado, é necessario
pontuar que a sinalizacdo reduzida de TLR4 ndo resulta em auséncia de resposta inflamatdria
(FOUAD E ACOSTA, 2001), o que sugere a importancia de se investigar outras vias de
sinalizacdo alternativas a TLR4 em lesbes periapicais.

Com base nos estudos supracitados em relacdo ao papel do TLR4 em células e no
tecido pulpar e periapical, comparando-os aos estudos em modelos animais incluidos nessa
revisao de escopo, é possivel inferir que sinalizacdo de TLR4 é importante ndo somente para a
progressdo da lesdo periapical, mas para as diferentes patologias que acometem o tecido
pulpar. Além disso, € possivel compreender que vias alternativas ao TLR4, como TLR2,
podem ser importantes na patogénese de lesdes periapicais, bem como a interacao entre LPS-
TLR4 pode ser um alvo terapéutico para Endodontia, considerando que a supressao da via de
TLR4 resulta em menor expressdo de citocinas pro-inflamatérias e, consequentemente, em
menor grau de inflamacg&o e reabsorgdo dssea.

Também é possivel inferir que os estudos sobre TLR4 em lesbes periapicais de seres

humanos (amostras de cistos ou granulomas periapicais) corroboram com o0s estudos em



modelos animais sobre o papel do TLR4. Ja foi demonstrado que 0 mRNA de TLR4 é
significativamente expresso em lesfes periapicais de pacientes, tanto em casos de periodontite
apical sintomética quanto assintomatica, bem como sua expressao foi correlacionada com a
expressdo de metaloproteinases de matriz (MMP-8 e MMP-13), estabelecendo uma
associacao entre a expressdo de TLR4 e outros eventos relacionados a destruicdo tecidual em
processos patolégicos, como a degradacdo de matriz coldgena (De Oliveira et al., 2014;
Leonardi et al., 2015; Fernandez et al., 2019).

Por outro lado, em abordagens genéticas em seres humanos, polimorfismos no gene
que expressa TLR4 ndo foram associados a um maior risco de desenvolvimento de patologias
periapicais a0 comparar pacientes com tratamento endodontico com e sem lesdo periapical
(Ozan et al., 2016). Na mesma perspectiva, foi demonstrado que polimorfismos no gene que
expressa TLR4 ndo estiveram associados a presenca de periodontite apical apos tratamento
endodontico, sugerindo que estes ndo influenciaram na resposta dos tecidos periapicais apos o
tratamento (Rdgas et al., 2014), embora exista evidéncias de que mutacdes no gene que
expressa TLR4 podem estar associadas ao risco aumentado de infec¢fes por bactérias gram-
negativas em unidades de terapia intensiva (Agnese et al., 2002).

O papel do TLR4 na patogénese da lesdo periapical em estudos animais e humanos
previamente discutido também sdo compativeis com o0s achados na patogénese da
periodontite, uma outra patologia imunomediada e desencadeada por patdgenos que afeta 0s
tecidos de suporte dentario, marcada pela perda 0ssea alveolar. A ativacdo de TLR4 pelo LPS
em macrofagos e células dendriticas induziu a producédo de citocinas pro-inflamatérias, como
TNF-a, IL-1 e IL-6, que por sua vez estimulam a expressdo de RANKL e diferenciacdo de
osteoclastos. Do mesmo modo, em fibroblastos e osteoblastos, a interacdo com LPS pode
estimular a secrecdo de RANKL. A ligacdo LPS-TLR4 recruta a proteina TRAF6, essencial
para a osteoclastogénese em modelos murinos e para a sinalizacdo de LPS. Adicionalmente,
inibir a sinalizacdo de TLR4 por LPS, por meio de um ligante inibidor (TAK-242), reduz a
osteoclastogénese e a expressdo de TNF-a, reduzindo também a reabsor¢do 6ssea (He et al.,
2016; Song et al., 2017; Algranei E Chellaiah, 2020; Algranei et al., 2021). Para Nakamura et
al. (2008), o TLR4 pode ser considerado indispensavel para reabsor¢do in vivo do 0sso
alveolar, uma vez que em camundongos C3H/HeJ a inoculacdo de LPS desencadeou uma
menor quantidade de células positivas para RANKL e IL-1p.

Além dos estudos ja apresentados, evidéncias de outras areas do conhecimento nos
levam a informacbes importantes sobre o papel do TLR4 em outros contextos, trazendo

hipdteses e corroborando com a influéncia do TLR4 nas lesdes periapicais. Como



demonstrado por Hoshino et al. (1999), camundongos knockout para TLR4, assim como
camundongos C3H/HeJ, sdo hiporresponsivos ao LPS. Nesse estudo, os macréfagos destes
modelos animais ndo produziram TNF-o e nem as células B apresentaram um comportamento
proliferativo quando estimulados por LPS.

Como discutido por Urefia-Peralta et al. (1999), o knockout de TLR4 pode
desencadear um papel anti-inflamatorio relevante por meio da reducdo da expressao de
citocinas, interferindo em diversas vias de sinalizagdo e, consequentemente, em processos
patoldgicos de natureza inflamatéria. No tecido 6sseo, o knockout de TLR4 pode viabilizar o
reparo de lesbes pela menor expressdo de TNF-a, IL-1p e IL-6 € menor quantidade de
osteoclastos (Zhao et al, 2020). A influéncia positiva da sinalizacdo de TLR4 na
diferenciagdo de osteoclastos também ja foi demonstrada em estudos recentes em modelos de
lesbes periapicais (Davis et al., 2019; Zhou et al., 2021), corroborando com as demais
evidéncias de menor reabsor¢do 0ssea em modelos de lesbes periapicais quando a via mediada
por TLR4 é comprometida. Entretanto, estudos ainda s&o necessarios para a completa
compreensdo do papel do TLR4 no desenvolvimento das lesGes periapicais especialmente

utilizando animais knockout para esse receptor.

6. CONCLUSAO

Por fim, podemos concluir que TLR4 € um receptor que pode influenciar na
patogénese de lesdes periapicais experimentais. Os desfechos observados pelos estudos em
modelos animais estdo de acordo com as evidéncias de estudos com lesdes periapicais
humanas, bem como de estudos sobre periodontite e outras condicdes sistémicas. Os
mecanismos envolvidos na ativacdo e modulacédo das vias de sinalizacdo mediadas por TLR4
podem interferir na patogénese de processos inflamatorios, especialmente aqueles induzidos
pela resposta imune a bactérias com LPS, o que pode ser interessante do ponto de vista

terapéutico.
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