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Resumo

Introducao: Os genes TLR (Toll-like receptors) fazem parte do sistema imunitario,
estando presentes nas células como proteinas citoplasmaticas ou transmembranares.
Até a data foram descobertos 10 TLRs diferentes em humanos (TLR1-10). Estao
envolvidos no reconhecimento de ligantes e na transducdo de sinal. Varios estudos
indicam que os TLRs estdo envolvidos no desenvolvimento de doencas da cavidade
oral.

Objetivo: O objetivo deste trabalho foi identificar as alteracbes dos genes TLR
associadas a doengas da cavidade oral, de forma a validar a sua utilizagdo como fatores
de prognostico ou biomarcadores de patologias orais.

Materiais e Métodos: A pesquisa foi realizada nas bases de dados PubMed, Web of
Science e Cochrane Library até janeiro de 2023. A selecao dos artigos foi realizada por
2 investigadores de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo definidos. As
doencas foram divididas por grupos de acordo com o numero de resultados obtidos.
Resultados: Do total de 452 artigos encontrados, foram removidos 93 duplicados e 1
cujo link estava errado. Através da leitura do titulo e/ou resumo foram excluidos 243
artigos e da leitura integral, em que foram avaliados 115 artigos, foram excluidos mais
23 de acordo com os critérios de inclusao e exclusao. No total, foram incluidos 92 artigos
neste estudo. Os resultados foram divididos em 6 grupos, de acordo com a patologia:
Cancro Oral (CO), Doenga Periodontal (DP), Sindrome de Sjégren (SS), Liquen Plano
Oral (LPO), Doencga de Behget (DB) e Outras Doengas. Os TLRs mais estudados foram
0 TLR2 e o TLR4. O TLR10 foi o menos abordado pelos autores. O TLR2 e o TLR4
apresentaram aumento de expressao em pacientes com Doenca Periodontal e Doenca
de Behget. O TLR4 aparenta estar envolvido no desenvolvimento do Cancro Oral e do
Liquen Plano Oral.

Conclusao: Sao necessarios mais estudos para comprovar o envolvimento dos genes
TLRs nas doengas da cavidade oral. Apesar disto, foram identificados TLRs que podem
estar envolvidos na progressédo destas doengas. Conclui-se que os TLR podem ser
utilizados futuramente como fatores de progndstico ou biomarcadores nestas doengas.
Palavras-chave: Genes TLR; Doencas da cavidade oral; Alteracbes de expressao;

Polimorfismos; Biomarcadores
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Abstract

Introduction: TLR (Toll-like receptor) genes are part of the immune system and
are present in cells as cytoplasmic or transmembrane proteins. To date, 10
different TLRs have been discovered in humans (TLR1-10). They are involved
in ligand recognition and signal transduction. Several studies indicate that TLRs
are involved in the development of oral cavity diseases.

Objective: The purpose of this work was to identify the alterations of TLR genes
associated with oral cavity diseases, with the aim of validating their use as a
prognostic factor or biomarkers of these diseases.

Methodology: The search was performed in PubMed, Web of Science, and
Cochrane Library databases until January 2023. The selection of articles was
performed by 2 researchers according to defined inclusion and exclusion criteria.
Diseases were divided into groups according to the number of results obtained.
Results: From a total of 452 articles, 93 duplicates and 1 with the wrong link were
removed. By reading the title and/or abstract, 243 articles were excluded and
from the full-text reading, where 115 articles were evaluated, 23 more were
excluded according to the inclusion and exclusion criteria. There were 92 articles
included in this study. The results were divided into 6 groups, according to the
pathology: Oral Cancer (OC), Periodontal Disease (PD), Sjogren's Syndrome
(SS), Oral Lichen Planus (OLP), Behget's Disease (BD) and Other Diseases. The
most studied TLRs were TLR2 and TLR4. TLR10 was the least addressed by the
authors. TLR2 and TLR4 showed increased expression in patients with
Periodontal Disease and Behcet's disease. TLR4 appears to be involved in the
development of Oral cancer and Oral Lichen Planus.

Conclusion: More studies are needed to support the involvement of TLRs genes
in oral cavity diseases. Despite this, some TLRs have been identified as a
possible cause of progression of these diseases. It is concluded that TLRs may
be used in the future as prognostic factors or biomarkers in these diseases.
Keywords: TLR genes; Diseases of the oral cavity; Expression alterations;

Polymorphisms; Biomarkers
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1. INTRODUGAO

1.1 Recetores TLR (Toll-like receptors)

Os genes TLR (Toll-like receptors) codificam uma familia de recetores do
sistema imunitario inato que sao evolutivamente preservados de plantas até
mamiferos (1). Estes recetores consistem em proteinas citoplasmaticas ou
transmembranares, estando envolvidos no reconhecimento de ligantes e na
transducédo de sinal (2). Os TLRs sdo os PRRs (pattern recognition receptors)
predominantemente expressos nas APCs (host antigen presenting cells) que
desempenham um papel determinante na resposta imune. Até a data, foram
descobertos 10 TLRs diferentes em humanos, sendo divididos em dois grupos:
os transmembranares (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 e TLR10), localizados
na membrana plasmatica, e os intracelulares (TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9),

localizados nas membranas dos endossomas (Figura 1) (3).

Na sua forma ativa, o TLR2 dimeriza com o TLR1 ou o TLR6 e reconhecem
triacyl- ou diacyl-lipopeptideos das bactérias, respetivamente (3). O TLRS deteta
a proteina flagelina de bactérias invasoras, enquanto o TLR4 se liga a fragcao

LPS (lipopolissacarideo) de bactérias gram-negativas (3).

O TLR3 é um recetor crucial, capaz de reconhecer eficientemente RNA de cadeia
dupla (dsRNA) de virus patogénicos (3). O TLR7 é outro PRR intracelular que
reconhece RNA de cadeia simples (ssRNA) rico em guanosina e uridina de
retrovirus intracelulares, como o HIV (3). Da mesma forma, o TLR8 reconhece
RNA de cadeia simples de virus (3). No entanto, SNPs (single nucleotide
polymorphisms) no gene TLRS8, localizado no cromossoma X, demonstraram
estar principalmente envolvidos na resposta imunitaria a tuberculose (3). O
TLR9, que reconhece seletivamente o DNA de cadeia dupla, é capaz de detetar
PAMPs (pathogen associated molecular patterns) virais e/ou bacterianos,
levando a estimulagédo de células imunes para a defesa contra estes agentes

patogénicos intracelulares (3).
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Figura 1 Reconhecimento de diferentes padrées moleculares de diferentes agentes
infeciosos pelos TLRs. Os TLRs localizados na membrana plasmatica reconhecem diferentes
ligantes de agentes patogénicos invasores (3). Os TLRs intracelulares sdo fundamentais na

resposta aos agentes patogénicos que entram na célula (adaptado de (3)).

Este grupo de proteinas de sinalizagdo transmembranar integra o sistema
imunoldgico inato e participa na iniciagdo do processo inflamatério e na
manuteng¢do da homeostase (4, 5).Tém um papel fundamental na ativagdo da
resposta imunolégica inata, reconhecendo PAMPs que desencadeiam vias de
sinalizagcao, levando a producao de citocinas pro-inflamatorias e interferdes tipo
| (6). Varios agonistas sdo amplamente reconhecidos pelas suas propriedades

adjuvantes para a criagao de vacinas, sendo legitimados pela FDA (6).

Pelo seu papel no processo inflamatorio, ha evidéncia na literatura que os TLR
estdo envolvidos no desenvolvimento de varias patologias orais, como por

exemplo, cancro oral, periodontite ou sindrome de Sjogren's (7).



1.2 Doenca Periodontal

A doencga periodontal € uma doenga comum na populacdo mundial, sendo
causada, principalmente, pelo biofilme bacteriano presente na cavidade oral (8).
A prevaléncia da doenga periodontal é de 20 a 50% em todo o mundo (9). As
duas principais caracteristicas da doenga periodontal sdo a inflamagéo gengival
(gengivite) e a formagao de bolsas periodontais (periodontite) caracterizadas
pela perda de tecidos de suporte do dente (10). A gengivite precede sempre a
periodontite, visto que é esta inflamacédo que provoca a destruicdo dos tecidos
de suporte dentarios (10). A inflamagé&o provoca a perda das fibras de colagénio
do ligamento periodontal formando uma bolsa periodontal entre a gengiva e o
dente e, consequentemente, provoca a reabsor¢cdo do osso alveolar (11). A
periodontite € uma doenga progressiva lenta, normalmente assintomatica nos
estagios iniciais e, na sua maioria, apenas detetaveis pelo paciente em estagios
mais avangados pelo sangramento gengival, mobilidade dentaria e/ou recessodes
gengivais (11). Os principais fatores de risco para o desenvolvimento da doenca
periodontal sdo os habitos tabagicos e a diabetes (12). No entanto, existem
outros fatores que contribuem para o seu desenvolvimento, como restauragdes
dentarias mal-adaptadas, contactos interproximais abertos, trauma oclusal,
fatores anatémicos, entre outros (12). Em 1999, a periodontite foi subdividida em
periodontite cronica (representando a doenga periodontal destrutiva que
normalmente é caracterizada como de progressao lenta), periodontite agressiva
(um grupo diverso de formas mais agressivas de periodontite que afeta
principalmente individuos jovens), periodontite como manifestacédo de doencga
sistémica (um grupo heterogéneo de condigbes patoldgicas sistémicas que
incluem a periodontite como uma manifestagdo), doengas periodontais
necrotizantes (grupo de condigbes que partilham um fenétipo caracteristico em
que a necrose dos tecidos periodontais ou gengivais € uma caracteristica
proeminente) e abcessos periodontais (uma entidade clinica com caracteristicas
diagnosticas e requisitos de tratamento distintos (13). A compreensdo das
doencas periodontais melhorou com a identificacdo de mais fatores de risco,
como estilo de vida, interagdes sistémicas e o papel da carga inflamatéria (14).
Em 2018, surge uma nova classificagdo que se baseia numa matriz de estagio e

grau (15). Os estagios | a IV sao definidos com base na gravidade (rutura



periodontal e perda dentaria associada a periodontite), complexidade do

tratamento (profundidade da bolsa, defeitos intradsseos, envolvimento da furca,

hipermobilidade dentaria, disfungdo mastigatoria) e extenséo (localizada ou

generalizada) (tabela 1)

(15).

Tabela 1 Estagios da periodontite (adaptado de (15)).

Periodontitis stage

Stage |1

Stage 11

Stage 111

Stage IV

Interdental CAL at
site of greatest

1to2mm

Jtw4mm

=5 mm

25 mm

loss
Severity Radiographic bone | Coronal third Coronal third Extending to mid-third Extending to mid-third
loss (<15%) (15% to 33%) of root and beyond of root and beyond
Tooth loss No tooth loss due to periodontitis Tooth loss due to Tooth loss due to periodontitis
periodontitis of =5 teeth
of <4 teeth
In addition to stage I1 In addition to stage I11
complexity: complexity:
Maximum probing | Maximum probing | Probing depth 26 mm Need for complex rehabilitation
depth €4 mm depth <5 mm due to:
Complexity | Local Mostly horizontal Mostly horizontal Vertical bone loss >3 mm| Masticatory dysfunction

bone loss

bone loss

Furcation involvement
Class ITor I

Moderate ridge defect

Secondary occlusal trauma (tooth
mobility degree 22)
Severe ridge defect
Bite collapse, drifting, flaring
Less than 20 remaining teeth
(10 opposing pairs)

Extent and
distribution

Add to stage as
deseriptor

stage, describe extent as localized (<30% of teeth involved), generalized, or molar/incisor pattern

O grau da periodontite é definido de acordo com a taxa de progressao, podendo

ser lenta, moderada ou rapida (Grau A-C) e o fator de risco (modificador de grau)

(tabela 2) (15).

Tabela 2 Grau da periodontite (adaptado de (15)).

Periodontitis grade

Grade A: Grade B:
Slow rate of Moderate rate of
progression progression

Grade C:
Rapid rate of
progression

Direct
progression

Longitudinal data
(radiographic bone
loss or CAL)

Evidence of no loss
over 5 years

<2 mm over 5 years

=2 mm over 5 years

Primary criteria

progression

Indirect evidence of

% bone loss/age

<0.25 025t 1.0

>1.0

Case phenotype

Heavy biofilm deposits | Destruction
with low levels of

destruction

commensurate
with biofilm
deposits

Destruction exceeds
expectation given biofilm
deposits; specific clinical
patterns suggestive of
periods of rapid
progri
onset disease (e.g.,

ion and/or early

molarfincisor pattern;
lack of expected response
to standard bacterial
control therapies)

Grade modifiers Risk factors

Normoglycemic/
no diagnosis
of diabetes

patients with

Smoking Non-smoker Smoker <10 Smoker > 10 cigarettes/day
cigarettes/day
Diabetes HbAlc <7.0% in HbAle >7.0% in patients

with diabetes

diabetes
Risk of systemic Inflammatory High sensitivity CRP [ <1 mg/L 1to3 mg/L >3 mg/L
impact of burden (hsCRP)
periodontitis®
Biomarkers Indicators of Saliva, gingival ? ? T

CAL/bone loss

crevicular fluid,
serum




A educacao e os cuidados de higiene oral sdo os pontos mais importantes para
a prevencao e para o tratamento da doencga periodontal, sendo que, devem ser
abordados pelo médico dentista durante todas as fases do seu tratamento (12).
Ap0s alcancar o cuidado domiciliario adequado ou o controlo do biofilme, devem
ser realizados a raspagem e o alisamento radicular nos locais em que a
profundidade de sondagem seja igual ou superior a 5 mm (12). Entre 4 a 6
semanas apos a raspagem e alisamento radicular, deve ser avaliada a
necessidade de outro tipo de tratamentos, como por exemplo, a cirurgia
periodontal (recetiva, regenerativa ou mucogengival) ou a terapia
medicamentosa (16).

A inflamacéao dos tecidos periodontais € mediada pelas vias sinalizadoras dos
TLRs, ativando a transcricdo do fator NF-kB que culmina na expressao de genes
codificadores de mediadores inflamatorios, causando assim inflamacado e

destruigdo dos tecidos (figura 2) (17).

disruption of periodontal tissue
homeostasis in susceptible host

symbiotic microbiota inflammophilic (dysbiotic) . activation .Of .
s, inflammatory signaling
microbiota

pathways

tissue breakdown used as nutrients
(degraded collagen/peptides, heme-containing compounds)

‘ : ' I
&”}‘. m g I ;ubglnglva! bl_oﬁlm
PRI had ,/ 2:inflamed gingiva
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= inflammation /
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'
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Figura 2 Inflamagao e disbiose na doenga periodontal.

A presenca de patdégenos pode alterar o estado de homeostase nos tecidos periodontais. A
inflamacgéo dos tecidos dependente das vias de sinalizagdo mediadas por PAMPs causa perda
de tecido periodontal, incluindo perda éssea, fator fundamental na periodontite. Este processo
fornece nutrientes as bactérias por degradacao dos tecidos, transformando-se assim num ciclo

patogénico autoperpetuante (adaptado de (18)).
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Figura 3 Modelo de disrup¢ao por Porphyromonas gingivalis

P. gingivalis co-ativa o TLR2 e o recetor do complemento C5a (C5aR) nos neutrdfilos, causando
a degradacao da MYD88 (myeloid differentiation primary response 88) e inibindo a resposta
antimicrobiana; C5aR e TLR2 ativam a fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) que previne a fagocitose,
ao inibir a ativacado da proteina RhoA (Ras homolog family member A) e a polimerizacdo da

actina, estimulando a resposta inflamatoéria (adaptado de (18)).

1.3 Doenca de Behcget

A doenca de Behget (BD) € uma doenca inflamatdria de etiologia desconhecida,
caracterizada por ulceracio oral e genital associada a uveite, lesdes cutaneas e
complicagdes neuroldgicas (19). Encontra-se predominantemente ao longo da
antiga rota da seda que se estende desde a Asia Oriental até a bacia do
Mediterraneo, manifestando-se por volta dos 30 anos, e a sua proporgao entre
homens e mulheres varia de acordo com a sua origem étnica (16). As estimativas
de prevaléncia variam e sdo relatadas como 3,8-15,9/100.000 em Italia,
7,1/100.000 em Francga, 7,5/100.000 em Espanha, 7,6/100.000 no Egito, 20-
420/100.000 na Turquia, 15,2-120/100.000 em Israel, 68 /100000 no Irdo,
14/100000 na China e 7,5-13/100000 no Jap&o (20). Em comparagao, a



prevaléncia nos paises da América do Norte e do Norte da Europa é rara,
variando entre 0,27-5,2 por 100.000 (20). Para diagnosticar a sindrome de
Behget (SB), de acordo com os critérios ISG (/nternacional Study Group), pelo
menos duas das principais caracteristicas (lesbes orais, genitais ou oculares)
devem estar presentes quando outra explicagao clinica € excluida (21). A
utilizacdo de inibidores do fator de necrose tumoral (TNF) monoclonais, apesar
da falta de estudos clinicos com um grupo de controlo adequado, tornou-se o
tratamento padrao para todas as manifestagdes refratarias da SB (22). O
Tocilizumab, um anticorpo monoclonal que atua bloqueando os recetores de
interleucina 6, esta limitado ao uso em caso de envolvimento ocular e sistema
nervoso central (22). O Apremilast € um inibidor oral da fosfodiesterase 4 que
esta recomendado para o tratamento de ulceras orais na doenga de Behget,
contudo, € necessario realizar mais investigacdes capazes de comprovar a sua
eficacia (22). O Ustekimab € um anticorpo monoclonal anti-IL-12 e IL-23, pode
ser utilizado como uma opcédo de emergéncia em caso de manifestagbes

mucocutaneas e articulares resistentes (22).

14 Liquen Plano Oral

O liquen plano oral (LPO) é uma condicdo pré-cancerigena causada pelos
linfocitos T autocitotdoxicos que desencadeiam a apoptose de células epiteliais,
resultando assim numa inflamagao crénica (23). E uma doenca mucocutanea
que afeta 2 a 4% da populagdo mundial e apresenta variados aspetos clinicos,
que vao desde lesdes reticulares/queratoticas a lesdes erosivas/ulcerativas (24).
A apresentacéao clinica mais prevalente € a reticular (que inclui linhas e placas
brancas) e erosiva (que inclui ulceragdes) (25). O envolvimento oral acontece
em 90% dos casos de liquen plano, sendo que, 15% dos pacientes com LPO
desenvolvem lesdes cuténeas e até 20% apresentam lesdes genitais (26). O
diagndstico depende de uma avaliagédo clinica e histologica, sendo o aspeto
clinico normalmente suficiente para o seu diagndstico, apesar de ser
aconselhado realizar o estudo histolégico para a sua confirmagéo (26). Como
ainda ndo existe um tratamento efetivo do LPO, as suas terapéuticas sao
focadas no alivio dos sintomas, para a resolucdo das ulceras e/ou lesbes

atroficas, reducéo do risco de malignizacao e para prolongar os intervalos sem



sintomas (27). O LPO nao erosivo normalmente é tratado com corticosterdides
tépicos, no LPO erosivo pode ser realizada a injecdo intralesional de
triancinolona e, nos casos mais graves de LPO erosivo ou formas refratarias,
pode ser utilizado, por exemplo, apremilast ou a hidroxicloroquina (26). O
apremilast € um inibidor oral da fosfodiesterase tipo4, que reduz a produgao de
TNF-alfa, IFN-gama, IL-2, IL-5, IL-8 e IL-12, que contribuem para a patogénese
de LPO (26). A hidroxicloroquina devido a sua agado imunomoduladora é utlizada
na dermatologia para tratamento de varias doencas, sendo ja reportada em

alguns estudos a sua eficacia no LPO (26).

1.5 Sindrome de Sjogren

A sindrome de Sjogren (SS) é uma doenga autoimune crénica sistémica de
etiologia desconhecida. Maioritariamente afeta o sexo feminino, ja que 9 em
cada 10 casos sao mulheres, sendo esta patologia diagnosticada
maioritariamente na quinta década de vida (28). E caracterizada por danos
imunomediados nas glandulas salivares e lacrimais, levando a secura da boca
(xerostomia) e dos olhos (xeroftalmia) (28). Existem dois tipos de sindrome de
Sjogren, a primaria que ocorre de forma isolada e a secundaria em que esta
associada a outras doengas autoimunes, como artrite reumatdide e Iupus
eritematoso sistémico (29). O seu diagnéstico € realizado através da combinagéo
de achados clinicos, histologicos e imunoldgicos, em combinagdo com sintomas
subjetivos relevantes (olhos e/ou boca seca) (30). A abordagem terapéutica
desta doenca é realizada de forma empirica e sintomatica, nos casos de
xeroftalmia utilizam-se lagrimas artificias a base de pilocarpina e ciclosporina, e
nos casos de xerostomia utilizam-se substitutos de saliva a base de solugdes de

carboximetilcelulose, mucina e acido poliacrilico (31).

1.6 Cancro Oral

O cancro oral que compreende os cancros dos labios e da cavidade oral, de
acordo com a Organizagao Mundial de Saude (OMS), € a 162 neoplasia maligna
mais comum e a 152 que mais mortes causa. A taxa de incidéncia é superior nos

homens e o risco de desenvolver esta doenga aumenta com a idade (32). Os



carcinomas de células escamosas representam 90% dos cancros orais, sendo
que também se podem manifestar nas glandulas salivares menor, em forma de
melanomas e linfomas (33). Varios fatores de risco foram associados ao cancro
oral, como o uso de tabaco, alcool e o habito de mascar noz de areca (figura 4)
(32). Alguns agentes infeciosos, como o HPV (Human papillomavirus) estao

tambeém ligados ao desenvolvimento deste tipo de cancro (32).
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Figura 4 Os principais fatores associados a carcinogénese oral.

Estao incluidos fatores ambientais, fatores epigenéticos, fatores genéticos e a idade (adaptado
de (32)).

O cancro oral apresenta um prognéstico desfavoravel, com uma taxa de
sobrevida a 5 anos de 40%, mas quando diagnosticado em estagios iniciais (I e
Il) esta taxa pode exceder os 80% (33). Até 50% dos casos sao diagnosticados
em estagios avangados (lll e IV) pois s6 nesta fase da doencga € que os pacientes
comecam a desenvolver sintomas e procuram ajuda médica (33). As
apresentacdes clinicas mais comuns sado as lesdes ulceradas, mobilidade
dentaria, sangramento, dor ou dorméncia na boca ou face ou uma protese mal
ajustada (34). Para o seu diagndstico deve-se ter em atencéo as lesdes orais

potencialmente malignas (LOPM), pois estas podem estar presentes antes de se



desenvolver o cancro oral, e incluem leucoplasia, eritoplasia, fibrose submucosa
oral e liquen plano (33). Apesar dos avangos nos diagndsticos e abordagens de
tratamento mais desenvolvidas, o cancro oral continua a ter uma baixa taxa de
sobrevida (35). Para o seu diagnéstico precoce, é fundamental os pacientes
realizarem o autoexame de forma a detetar a doenga num estagio inicial,
aumentando assim a taxa de sucesso clinico (36). Como uma grande parte é
encontrada num estagio mais avangado € essencial um exame do pescoco e da
cabecga, executar a inspecao visual, a palpagdo, medir a dimensao do tumor,
verificar se ha invasdo Ossea, realizar desenhos ou fotografias capazes de
auxiliar a decisao clinica e acompanhar o desenvolvimento da doenga (36). A
TNM ¢é o sistema internacional utilizado para a classificacdo do estagio do
cancro oral durante a primeira consulta e atualizado de acordo com o seu
desenvolvimento (36). Para a sua classificagdo € necessario realizar uma
bidpsia, utilizar os exames radiograficos para avaliar a relagédo do tumor com o
osso adjacente, avaliar linfonodos locais e avaliar a presenga de metastases,
embora no cancro oral as metastases distantes ndo sejam frequentes (36). Os
tratamentos utilizados presentemente para o tratamento do cancro oral
englobam a cirurgia, radioterapia e a terapia adjuvante (quimioterapia), sendo
estes tratamentos dispendiosos e agressivos (37). Cada paciente apresenta um
conjunto unico de desafios complexos e multidisciplinares cuja abordagem
terapéutica tem um efeito direto na qualidade e esperanca de vida dos pacientes
(34). Os TLRs demonstraram ser um fator chave na progressao de tumores,

induzindo tanto a promogao tumoral como as respostas antitumorais (35).

2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho € identificar altera¢gdes nos genes TLR em doengas da
cavidade oral, através de uma revisédo sistematica da literatura, e deste modo
clarificar o papel destes genes na suscetibilidade e desenvolvimento de
patologias orais. Pretende-se avaliar a possivel utilizagdo dos genes TLR como
biomarcadores ou fator de progndstico em doengas da cavidade oral, como por

exemplo, o cancro oral ou a periodontite. Estes genes poderdo ser um
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instrumento util para o diagnostico em medicina dentaria, podendo assim
promover a realizacdo de tratamentos de forma mais precoce e sustentada.
Desta forma, a medicina dentaria podera evoluir tornando possivel personalizar
os tratamentos para cada paciente, desenvolver novas terapéuticas e, assumir

assim, um papel mais vigilante e menos interventivo.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Questao Orientadora da Investigagao

A pesquisa na literatura e a sistematizacdo da informagao foi executada de
acordo com as recomendagdes da Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta Analysis (PRISMA) (38).

O primeiro passo para a realizacdo de uma revisao sistematica é formular uma
pergunta que guie e limite o estudo, de forma a aumentar a sua eficacia (39). De
forma a atingir os objetivos propostos, foi formulada uma questdo de
investigacdo PICO (participantes, intervencdo, comparagdo e outcome): Ha

alteragoes nos genes TLR em pacientes com doencgas da cavidade oral?
P- Individuos com patologia oral

I- Andlise de expressao ou mutagdes dos genes TLR

C- Grupo de controlo, constituido por individuos sem patologia oral

O- Alteragdes nos genes TLR

3.2 Estratégia de Pesquisa

A revisao foi submetida na base de dados Prospectve Register of Systematic
Reviews (PROSPERO), de forma a evitar duplicados e registar esta revisao
sistematica, com o ID-CRD42022316261.
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A pesquisa foi efetuada em trés bases de dados: PubMed, Web of Science e
Cochrane Library, usando uma combinagdo de termos MeSH e texto livre. As
palavras-chave utilizadas nestas trés plataformas foram (("Mouth
Diseases"[Mesh] OR "mouth disease" OR "oral disease" OR "oral pathology" OR
"mouth pathology") AND TLR) OR (TLR AND ("Mouth Neoplasms"[Mesh] OR
"Head and Neck Neoplasms"[Mesh] OR "oral cancer" OR "head and neck

cancer")), e foram aplicados os filtros “English” e “Humans”.

3.3 Critérios de Inclusiao e Exclusao

Para a selegéo dos artigos foram seguidos critérios de inclusdo e de excluséo,

de forma a considerar apenas aqueles com interesse para este trabalho.

Tabela 3 Critérios de inclusao e exclusao utilizados no desenvolvimento deste trabalho.

Critérios de inclusao Critérios de exclusao
Artigos em inglés Estudos in vitro
Estudos experimentais Estudos em modelos animais

Ensaios clinicos com grupo de controlo “normal” ou :
’ Estudos em criancas
saudavel

) Estudos em cancro que n&o seja
Estudos sobre doengas da cavidade oral ]
da cavidade oral

Artigos que avaliam a expressao ou mutagdes dos genes ; ;
TLR Artigos de Revisao

3.4 Selecao dos estudos

A selecao dos estudos foi realizada por 2 investigadores independentes que
analisaram os artigos, inicialmente pela leitura do titulo e resumo dos artigos.
Posteriormente, foram analisados com a leitura integral e selecionados aqueles
que se encontravam de acordo com os critérios de inclusao e exclusao definidos.

Em caso de desacordo um terceiro investigador foi consultado.
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3.5 Extracao dos dados

Durante a extracdo dos dados foram retiradas as informagdes gerais de cada
artigo, como o titulo, autor, ano de publicacédo, local onde o estudo foi
desenvolvido, objetivo, tamanho da amostra e idade e género dos participantes.
Por fim, foram extraidos os dados relativamente a doengca em questéo, os TLRs

estudados, o tipo da amostra, a técnica executada e os resultados observados.

3.6 Analise dos resultados

Para simplificar a organizagao dos resultados, foi decidido agrupar os dados de
acordo com o tipo de patologia oral e o numero de resultados. Doencgas orais
com 8 ou mais artigos foram divididas por grupos individuais e as restantes
formaram 1 grupo unico. Ao agrupar os estudos foi possivel observar aqueles
que incidiam na mesma patologia e estudaram os mesmos TLRs utilizando a
mesma técnica experimental. Desta forma, foi possivel verificar se existe ou ndo

concordancia dos estudos em relagao aos seus resultados.

4 RESULTADOS

A pesquisa foi realizada em janeiro de 2022 e atualizada em janeiro de 2023.
Foram identificados 347 artigos na PubMed, 102 na Web of Science e 3 na
Cochrane, totalizando assim 452 artigos. Foram removidos 93 duplicados e 1
artigo cujo link estava errado, totalizando 358 artigos para a primeira avaliagao.
Esta avaliagao foi realizada de acordo com os critérios de inclusdo e exclusao
listados na tabela 1, através da leitura do titulo e/ou resumo. Apds a leitura do
titulo e/ou resumo foram encontrados e excluidos adicionalmente 243 artigos.
Dos 115 artigos selecionados para leitura integral, foram excluidos ainda 23
artigos, de acordo com os critérios de inclusdo e de excluséo. No total, apds
leitura integral, foram selecionados 92 artigos para esta revisdo sistematica
(Figura 5).
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Bases de dados utilizadas
(n=3)

Artigos identificados
Iderftificdcao | (n=452)

Artigos duplicados eliminados
(n=93)

Artigos eliminados por nao
estarem disponiveis

(n=1)

Artigos selecionados para
_ analise de titulo e abstract
Sdlecap (n= 358)

Artigos excluidos com base no
titulo e/ou abstract
(n=243)

\ 4

A 4

Artigos selecionados para leitura

ilidagh completa
Elealbilidad (n= 115)

Artigos excluidos com base na
leitura completa
(n=23)

Inclusgo | Estudos incluidos para o
estudo
(n=92)

Figura 5 PRISMA: imagem ilustrativa do fluxo de trabalho até a selegao final dos artigos.
(38).

Os resultados foram divididos em 6 grupos (cancro oral, doenga periodontal,
Sindrome de Sjogren, liquen plano oral, doenca de Behget e outras doencas),
de acordo com a relevancia da patologia para a revisao sistematica. Foram
incluidos 22 artigos de Cancro Oral, 30 de Doencga Periodontal, 10 de Sindrome
de Sjogren, 11 de Liquen Plano Oral, 8 de Doenga de Behget e 11 de outras
doencas (figura 6).
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Artigos incluidos

12%

9%

11%

24%
’ = Cancro oral

= Doenga periodontal
Sindrome de Sjogren

= Liquen plano oral

= Doenga de Behget

Outras doengas
32%

Figura 6 Grafico da distribuicdo dos incluidos na revisao sistematica, de acordo com a
patologia apresentada.

Os TLRs mais estudados foram o TLR2 e o TLR4, sendo estudados em 62 e 68
artigos, respetivamente, dos 92 artigos incluidos na revisao sistematica (Figura
7). O TLR1 e o TLR8 foram incluidos em 14 artigos. O TLR3 foi utilizado em 20
dos artigos da revisdo. O TLR5 e o TLR6 foram estudados em 16 estudos. O
TLR7 e o TLR9 foram estudados em 17 e 37 artigos, respetivamente. O TLR
menos estudado pelos autores foi o TLR10 com 12 artigos que avaliaram as suas
alteragdes. Apenas 7 artigos estudaram todos os TLRs e 1 estudou todos com a

excegao do TLR10.

TLRs

« TLR1
4% 5% « TLR2
13% TLR3
23% « TLR4
5% « TLRS
TLR6
6% V « TLR7
« TLRS

7%
6% ! » TLRO
6% « TLR10

25%

Figura 7 Grafico da distribuicdo de cada TLR por artigo na revisao sistematica.

A amostra preferencial para estudar alteracdes nos TLR foi tecido, com 61 dos
92 artigos a utilizarem esta amostra (Figura 8). O sangue foi utilizado em 30
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artigos e a saliva em 10. O plasma foi o0 menos utilizado com apenas 2 artigos

de Doencga Periodontal a utilizarem este tipo de amostra.

Amostras

2%

10%

= Tecido

= Sangue

29% Saliva

0,
9% = Plasma

Figura 8 Grafico de distribuicdo do tipo de amostra utlizada para estudar alteragbées nos
TLR nos artigos incluidos na revisao sistematica.

As caracteristicas gerais dos artigos incluidos para a analise encontram-se nas
tabelas 4, 6, 8, 10, 12 e 14, em que esta descrito o autor, ano, patologia, amostra,
a idade e o género dos participantes. O resumo dos resultados encontra-se
exposto nas tabelas 5, 7, 9, 11, 13 e 15, nas quais se aborda patologia, TLR,

amostra, molécula, técnica e a alteracao observada nos TLRs.

16



4.1

Cancro Oral

Tabela 4 Caracteristicas gerais dos artigos incluidos de Cancro Oral.

al.(46)

OED

(27 OSCC, 28 OED e 10 controlos)

Sem dados dos controlos

Autor Ano | Patologia | Amostra Idade Género
Gallo et al. | 2017 | COeLPM | Total=339 21-90 anos (OLD); 49Mel126 F
(40) (175 OLD, 40 OSCC, 45-87 anos (OSCC); (OLD); 26 M e 14
35 LSCC, 48-86 anos (LSCC); F (OSCC);
89 pacientes saudaveis) 27-71 anos (controlo) 35 M (LSCC);
45Med4 F
(controlo)
Ding et al. | 2017 | OSCC Total=266 Sem dados Sem dados
(41) (30 tecidos normais, 30 LO, 166 OSCC e 40
tecidos sem malignidade)
Grimm et al. | 2014 | OSCC Total= 201 (191 OSCC e 10 controlos 103 <62 anos e 88 >62 anos (OSCC) 145Me 46 F
(42) saudaveis) Sem dados dos controlos (OSCCQC)
Sem dados dos
controlos
Han et al. | 2018 | OSCC Total= 20 Entre 38-72 anos (OSCC) 6MedF (OSCC)
(43) (10 OSCC primario e 10 controlos) Sem dados do controlo Sem dados do
controlo
Hirvonen et | 2016 | CAC Total= 32 Entre 25-80 anos 18Me14F
al. (44) (32 CAC e controlos) (controlos dos
mesmos
pacientes)
Hussaini et | 2017 | OSCC Total=37 Sem dados Sem dados
al. (45) (25 OSCC e 12 controlos)
Kotrashetti et | 2013 | OSCC Total= 65 39-75 anos (OSCC); 30-65 anos (OED) 20Me7F

(OSCC); 22 Me 6
F (OED)
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Sem dados dos

controlos
Minetal. (47) | 2011 | OSCC Total=70 18 <50 anos e 42 =50 anos (OSCC); No 37Me23F
(60 OSCC e 10 controlos) controlo a idade média foi de 57.1 anos (OSCC);6 Me 4
F no controlo
Ni et al. (48) | 2015 | OSCC Total=236 Sem dados 85Me81F
(166 OSCC, 50 LO e 20 controlos) (OSCC)
Sem dados dos
restantes grupos
Paleja et al. | 2013 | OSCC Sem dados emparelhada emparelhado
(49)
Parroche et | 2016 | HNSCC Total= 22 Sem dados Sem dados
al. (50) (20 HNSCC e 2 controlos)
Pries et al. | 2008 | CO HNSCC e controlos Sem dados Sem dados
(51) Sem dados do tamanho da amostra
Sharma et al. | 2019 | OSCC Total= 300 49.75+12.63 anos (OSCC); 42.8+14.37 anos 66 Me32F
(52) (100 OSCC, 50 lesoes pré-cancerigenas e (lesbes pré-cancerigenas); 40.68+14.95 anos (OSCC); 33 M 17
150 controlos) (controlo) F (lesbes pré-
cancerigenas);
129M21F
(controlo)
Szczepanski | 2009 | HNSCC Total= 49 50-77 anos (HNSCC); 32-59 anos (controlo) 34M5F
et al (53) (39 HNSCC e 10 controlos) (HNSCC); 3M 7
F (controlo)
Wild etal (54) | 2010 | HNSCC Total= 21 52-82 anos (HNSCC); 22-46 anos (controlo) TM4F
(11 HNSCC e 10 controlos) (HNSCC); 6 M 4
F (controlo)
Yang et al. | 2012 | NPC Total= 523 (236 NPC e 287 controlos) 51.3 + 8.7 anos (NPC); 53.5+ 8.5 anos 184 Me 52 F
(55) (controlos) (NPC); 218 M e
69 F (controlos)
Yang et al. | 2016 | OSCC Total= 142 (110 OSCC e 32 sem OSCC) 31-79 anos (OSCC) 89Me21F
(56) Sem dados dos controlos (OSCCQC)
Sem dados dos
controlos
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(61)

(30 controlos, 38 OSCC sem tecido
liquendide, 28 OSCC com tecido liquendide,
30 OSCC sem anteriormente ter tecido
liquendide e 24 OSCC com tecido liquendide
anteriormente)

Zeljic et al. | 2014 | OSCC Total= 197 (93 OSCC e 104 controlos) 50 <58 anos e 43 >58 anos (OSCC); 60 <58 68Me25F
(57) anos e 44 >58 anos (controlos) (OSCC); 76 M e
28 F (controlos)
Omar et al. | 2015 | OSCC Total= 63 Idade média foi de 66 nos OSCC e 88 nos Sem dados
(58) CSCC (36 OSCC, 27CSCC e 8 saudaveis) CsccC
Sem dados dos saudaveis
Ouetal. (59) | 2015 | NPC Total=16 48-73 anos (NPC) 5Me 3 F (NPC)
(8 NPC e 8 controlos) Sem dados dos normais Sem dados dos
normais
Jha etal (60) | 2023 | OSCC Total= 235 (120 OSCC e 115 controlos) Sem dados Sem dados
Visioli et al | 2022 | OSCC Total=150 Sem dados Sem dados

M- sexo masculino, F- sexo feminino, CO- cancro oral, LPM- lesdes potencialmente malignas, OSCC- carcinoma pavimento-celular da cavidade oral, OLD- doengas

liguendides orais, LSCC- carcinoma de células escamosas de laringe, CAC- carcinoma adenoide cistico das glandulas salivares maiores, OED- displasia epitelial

oral, LO- leucoplasia oral, HNSCC- carcinoma de células escamosas de cabecga e pesco¢o, NPC- cancro da nasofaringe, CSCC- carcinoma de células escamosas

cutaneo

Tabela 5 Resultados dos artigos de Cancro Oral.

. . i o Alteraca
Artigo Patologia TLR Amostra Molécula Técnica
o
TLR1 rs4833095 tecido DNA PCR-RFLP =
(40) TLR1 rs5743618 tecido DNA PCR-RFLP =
COelPM T R2rs4696480 tecido DNA PCR-RFLP +0SCC
TLR4 rs1927911 tecido DNA PCR-RFLP +LSCC
TLR6 rs5743810 tecido DNA PCR-RFLP =
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TLRO rs5743836 tecido DNA PCR-RFLP =
TLR9 rs352139 tecido DNA PCR-RFLP +LSCC
TLR10 rs11096957 tecido DNA PCR-RFLP =
(41) OscCC TLR3 tecido proteina IHC +
NE em
(42) OscCC TLR5 tecido proteina IHC e WB
controlos
TLRY7 tecido e sangue mRNA real time RT-PCR =
(43) 0OSscCC
TLR9 tecido e sangue mRNA real time RT-PCR -
TLR5 tecido proteina IHC +
(44) CAC
TLR7 tecido proteina IHC +
(45) 0OSsCC TLR2 tecido proteina IHC e IF +
OSscCC TLR4 tecido proteina IHC =
OED TLR4 tecido proteina IHC =
(46) OSCC +WDSCC
TLR9 tecido proteina IHC
e MDSCC
OED TLR9 tecido proteina IHC =
(47) 0OSsCC TLR9 tecido proteina IHC e WB +
(48) 0SsccC TLR7 tecido proteina IHC +
TLR2 sangue proteina CF -
TLR3 sangue proteina CF -
(49) OSCC
TLR4 sangue proteina CF -
TLR9 sangue proteina CF -
(50) HNSCC TLR9 tecido proteina IHC -
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TLR1 tecido proteina WB, CF e ELISA NE
TLR2 tecido proteina WB, CF e ELISA NE
TLR3 tecido proteina WB, CF e ELISA +
TLR4 tecido proteina WB, CF e ELISA NE
(51) co TLR5 tecido proteina WB, CF e ELISA NE
TLR6 tecido proteina WB, CF e ELISA NE
TLR7 tecido proteina WB, CF e ELISA NE
TLR8 tecido proteina WB, CF e ELISA NE
TLR9 tecido proteina WB, CF e ELISA NE
TLR10 tecido proteina WB, CF e ELISA NE
TLR1 rs5743618 tecido DNA PCR-RFLP =
(52) 0SCC TLR4 rs4986790 tecido DNA PCR-RFLP +
TLR6 rs5743810 tecido DNA PCR-RFLP -
TLR9 rs187084 tecido DNA PCR-RFLP +
(53) HNSCC TLR4 tecido proteina e mMRNA RT-PCR, IHC e WB +
TLR2 sangue proteina CF NE
TLR4 sangue proteina CF +
(54) HNSCC TLR6 sangue proteina CF +
TLR9 sangue proteina CF +
TLR10 sangue proteina CF +
TLR2 R753Q tecido DNA PCR-RFLP =
(55) NPC
TLR4 T399IT tecido DNA PCR-RFLP +
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TLR4 D299G tecido DNA PCR-RFLP =

(56) OSCC TLR4 tecido proteina IHC +
TLR2 rs3804099 tecido DNA PCR-RFLP =
TLR3 rs5743312 tecido DNA PCR-RFLP =

(57) 0SscCC TLR3 rs3775291 tecido DNA PCR-RFLP +
TLR4 rs4986791 tecido DNA PCR-RFLP =
TLR4 rs4986790 tecido DNA PCR-RFLP =
TLR4 tecido proteina IHC =

(58) 0OSsccC + 0SCC

CScCC TLR5 tecido proteina IHC do que
CSsccC

(59) NPC TLR9 tecido proteina e mMRNA IHC, WB e RT-gPCR +

(60) 0SCC TLR4 saliva e sangue proteina, DNA e mRNA WB, RT-PCR e sequenciacao +
TLR9 saliva e sangue proteina, DNA e mRNA WB, RT-PCR e sequenciagao +

(61) OscCC TLR4 tecido proteina IHC +

(+)- aumento de expressao, (-)- diminuicio da expressdo, (=)- sem alteragGes significativas, NE- ndao encontrado, WDSCC- Well differentiated squamous cell

carcinoma, MDSCC- Moderately differentiated squamous cell carcinoma, CO- cancro oral, LPM-les6es potencialmente malignas, OSCC- carcinoma pavimento-celular

da cavidade oral, LSCC- carcinoma de células escamosas de laringe, CAC- carcinoma adenoide cistico das glandulas salivares maiores, OED- displasia epitelial oral,

HNSCC- carcinoma de células escamosas de cabeca e pesco¢o, NPC- cancro da nasofaringe, CSCC- carcinoma de células escamosas cutaneo, PCR-RFLP- restriction

fragment length polymorphism, RT-PCR- Reverse transcription polymerase chain reaction, RT-gPCR- Quantitative real-time polymerase chain reaction, IHC-

Imunohistoquimica, IF- Imunofluorescéncia, WB- Western Blot, CF- citometria de fluxo, ELISA- enzyme-linked immunosorbent assay.
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Os TLRs mais estudados em cancro foram o TLR4 e o TLR9, sendo estudados
em 13 e 11 artigos, respetivamente, dos 22 artigos de Cancro Oral (Figura 9). O
TLR2 foi estudado em 7 artigos. O TLR3, TLRS5, TLR6 e TLR7 foram estudados
em 4 artigos. O TLR1 e TLR10 foram estudados por 3 dos autores. O TLR8 foi

apenas abordado por 1 artigo em que foram estudados todos os TLRs.

TLRs

6% 6%

20%“
o
7%

7%

= TLR1
= TLR2
13% = TLR3
= TLR4

' 0 = TLR5
A 8% TLR6

= TLR7

= TLRS

= TLRY
24% = TLR10

Figura 9 Grafico da distribuicdo dos TLRs estudados nos artigos de Cancro Oral.

7%

A amostra preferencial dos autores do grupo de Cancro Oral foi o tecido com 19
dos 22 artigos a utilizarem esta amostra (Figura 10). O sangue foi utilizado em 4
artigos e a saliva em apenas 1.

Amostras

4%

= Tecido
= Sangue
= Saliva

= Plasma

Figura 10 Grafico de distribuicdo do tipo de amostra escolhida pelos autores de Cancro
Oral.
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4.2

Doenca Periodontal

Tabela 6 Caracteristicas gerais dos artigos de Doenca Periodontal.

Autor Ano | Patologia | Amostra Idade Género
Total= 60
AlQallaf et al. 44.3+/-10.2 anos (controlos); 46.10 £ 11.55 | 4M e 6 F (controlos); 5 M e
2018 | GGePC (20 GG,
(62) ) o anos (GG); 51.25 + 13.77 anos (PC) 11 F (GG); 15M e 3 F (PC)
20 PC e 10 pacientes saudaveis)
Total= 60
Banuetal. (63) | 2015 | PC 40-65 anos 23Me37F
(40 PC e 20 controlos)
Beklen et al. Total= 20
2008 | PC 31-45 anos (PC); 20-37 anos (controlos) Sem dados
(64) (10 PC e 10 controlos)
Beklen et al. Total= 20
2014 | PC 33-45 anos (PC); 20-37 anos (controlos) Sem dados
(8) (10 PC e 10 controlos)
Beklen et al. Total= 20
2009 | PC 31-45 anos (PC); 20-37 anos (controlos) Sem dados
(65) (10 PC e 10 controlos)
Berdeli et al. Total= 189 55Me 28 F (PC); 40M e
2007 | PC 35-63 anos (PC); 35-70 anos (controlos)
(66) (83 PC e 106 controlos) 66 F (controlos)
) Total=43 A mediana PC= 48 anos; controlos= 41
Buduneli et al. 16Me6F (PC); 11 Me 10
2011 | PC (22 PC nao fumadores e 21 controlos | anos
(67) o F (controlos)
saudaveis)
Amormino et 2013 | PC Total= 40 36.75 + 7.79 anos (controlos); 75+ 7.79 10Me10F (PC); 10 M e
al. (17) (20 PC e 20 controlos) anos (PC) 10 F (controlos)
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325% Me67.5%F

De Oliveira NF Total= 34 39.8 + 15.5 anos (controlos); 45.7 £ 7.4 (controlos); 52.5% M e 47.5
e Oliveira
tal. (68) 2011 | PC (11 controlos, 11 PC fumadores e 12 anos (PC fumadores); 45.5 + 10.1 anos % F (PC fumadores);
et al.
PC nao fumadores) (PC néo fumadores) 32.5% M e 67.5% F (PC
nao fumadores)
Total= 60
Duarte et al. (15 saudaveis, 15 PC sem doencgas
2012 | PC o Entre 35-60 anos 28Me32F
(69) sistémicas, 15 PC T2DM controlados e
15 PC T2DM néo controlados)
Emingil et al. Total= 245 37Me 53 F (GAP); 61M e
2007 | GAP o 16-39 anos (GAP); 17-70 anos (controlos) o
(70) (90 GAP e 155 saudaveis) 94 F (saudaveis)
Total= 45 15Me2F (PC
] 49.5 + 8.2 anos (PC fumadores); 46.1 £ 6.3
Fatemi et al. (17 PC fumadores, 20 PC nunca fumadores); 12M e 8 F
2013 | PC ) anos (PC nunca fumadores); 43.5 +2.7
(71) fumadores e 8 saudaveis nunca (PC nunca fumadores); 5 M
anos (controlo)
fumadores) e 3 F (controlos)
Total= 74
Ferndndez et
L (72) 2019 | Pa (35 Pa assintomatica, 29 Pa + de 18 anos Sem dados
al.
sintomatica e 10 controlos)
49,8% M e 50,2% F
Folwaczny et Total= 970
2011 | PC 18-73 anos (controlo); 18-85 anos (PC) (controlo); 47,4% M e
al. (73) (380 PC e 590 controlos)
52,6% F (PC)
Folwaczny et Total= 244 54% M e 46% F (PC)
2004 | PC 18-73 anos (controlos); 25-74 anos (PC)
al. (74) (122 PC e 122 controlos) Sem dados controlos
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Total= 223

Gursoy et al. Periodontit
(75) 2016 (73 (0-2.9mm), 74 (3-13.4mm) e 76 40-60 anos Sem dados
e

(mais de 13.4mm))

Total= 36 11 M e 3 F (controlos); 10
Hedgpeth et al 42-79 anos (controlos); 40-79 anos (PC);

2015 | PC e T2DM | (14 controlos, 15PCee 7 PC + Me5F (PC); 7M (PC +

(76) 52-71 anos (PC + T2DM)

T2DM) T2DM)

Total= 481 122 M e 137 F (controlos);
Hollaetal. (77) | 2010 | PC 33-55 anos (controlos); 35-55 anos (PC)

(222 PC e 259 controlos) 112Me 110 F (PC)

Total= 77
Marques et al.
(78) 2021 | PC e LES (42LES (21 PCe 21sem PC)e 35 33-48 anos (LES); 35-56 anos (sem LES) Sem dados

sem LES (18 PC e 17 sem PC))
Muthukuru et 2005 | PC Total= 24 55+14 anos (PC); 47,3110.9 anos 57% M e 43% F (PC); 36%
al. (79) (12 PC e 12 controlos) (controlos) M e 64% F (controlos)

Total= 86

54.26+8.25 anos (PC); 53.19+10.25 anos
Promsudthi et (23 PC, 21 PC + T2DM, 22 saudaveis
2014 | PC e T2DM ) ] (PC+T2DM); 34+14.4 anos (saudaveis); Sem dados
al. (80) e 20 com periodonto saudavel + )
52.45+10.86 anos (saudaveis + T2DM)

T2DM)

Total= 58 47.9+3.7 anos (PC); 23.41£3.6 anos 22Me21F (PC); 7Me 8F
Renetal. (81) | 2005 | PC

(43 PC e 15 controlos) (controlo) (controlos)
Ribeiro et al. 2012 | PC Total= 25 37.2+6.3 anos (controlos); 45+7.1 anos 7TMe8F (PC);,4Me5F
(82) (15 PC e 10 saudaveis) (PC) =9 (controlos)
Sahingur et al. 2011 | PC Total= 191 52.9+1 anos (PC); 45.7+£1.7 anos 56 Med9F (PC); 34 Me

(83)

(114 PC e 77 controlos)

(controlos)

45 F (controlos)

26




Sahingur et al. 2013 | PC Total= 52 58.8+2.44 anos (PC); 47.6+£2.7 anos 18Me15F (PC); 7Me 20
(84) (25 PC e 27 controlos) (controlos) F (controlos)
Sarah et al. Total= 25

2006 | PC e GG Sem dados Sem dados
(85) (8 PC, 9 GG e 8 controlos)
Schréd t al Total= 394 22-81 anos (PC); 22-83 anos (controlos 43.2% M (PC); 43.2% M

chroder et al.
(86) 2005 | PCe PA (116 PC, 81 PA, 116 controlos para PC); 40-81 anos (PA); 40-83 anos (controlos PC); 38.8% (PA);
PC e 81 controlos para PA) (controlos PA) 38.8% (controlos PA)
Swaminathan 2013 | PC Total= 40 41.67+10.07 anos (PC); 28.60+2.44 anos 9Me9F (PC);10Me8F
et al. (87) (20 PC e 20 controlos) (controlos) (controlos)
Wara-aswapati 2013 | PC Total= 35 51.7412.9 anos (PC); 34+15.8 anos 12Me7F (PC);2Me 14 F
et al. (88) (19 PC e 16 saudaveis) (controlos) (controlos)
14Me13F (PC); 7Me10

Zhang et al Total= 64

2020 | PC e GG ) 24-60 anos F(GG);8Me12F
(89) (27 PC, 17 GG e 20 saudaveis)

(controlos)

M- sexo masculino, F- sexo feminino, GG- gengivite, PC- periodontite cronica, T2DM- diabetes mellitus tipo 2, GAP- periodontite agressiva generalizada, Pa-

periodontite apical, LES- lupus eritematoso sistémico, PA- periodontite agressiva.
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Tabela 7 Resultados dos artigos de Doencga Periodontal.

Artigo  Patologia TLR Amostra Molécula Técnica Alteragao
saliva proteina ELISA =
TLR2
(62) tecido mRNA RT-gPCR =
GGePC
saliva proteina ELISA -PC; =GG
TLR4
tecido mRNA RT-gPCR +
Saliva proteina ELISA +
(63) PC TLR4
plasma proteina ELISA +
- estrato epitelial
superficial e
TLR1 tecido proteina IHC espinhoso; =
camada basal
+ tecidos conetivos
= camada epitelial
superficial; +
(64) PC .
TLR2 tecido proteina IHC estrato espinhoso e
na camada basal
+ tecidos conetivos
+ camada epitelial
superficial e estrato
TLR3 tecido proteina IHC

espinhoso; =

camada basal
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+ tecidos conetivos

TLR4

tecido

proteina

IHC

= camada epitelial
superficial e
camada basal; -

estrato espinhoso

+ tecidos conetivos

TLR5

tecido

proteina

IHC

- camada epitelial
superficial e estrato
espinhoso; =

camada basal

+ tecidos conetivos

TLR6

tecido

proteina

IHC

= camada epitelial
superficial; +
estrato espinhoso e

camada basal

+ tecidos conetivos

TLR7

tecido

proteina

IHC

+ tecidos conetivos

TLR8

tecido

proteina

IHC

+ tecidos conetivos

TLR9

tecido

proteina

IHC

+

+ tecidos conetivos

TLR10

tecido

proteina

IHC

NE
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+ camadas

ecido proteina epiteliais mais
(8) PC TLR4 tecid tei IHC iteliai i
profundas
TLR2 tecido proteina IHC +
(65) PC
TLR5 tecido proteina IHC +
TLR2
sangue DNA PCR-RFLP =
Arg753Gin
TLR4
(66) PC sangue DNA PCR-RFLP =
Asp299Gly
TLR4
sangue DNA PCR-RFLP =
Thr399lle
saliva proteina ELISA =
TLR2
plasma proteina ELISA +
(67) PC
saliva proteina ELISA +
TLR4
plama proteina ELISA +
(17) PC TLR2 tecido DNA gPCR -transcrigcdo PC
TLR2 tecido DNA e mRNA gPCR RI
(68) PC
TLR4 tecido DNA e mRNA gPCR + desmetilacao
TLR2 tecido mRNA Real-time PCR +
(69) PC
TLR4 tecido mRNA Real-time PCR +
TLR2
(70) GAP sangue DNA PCR-RFLP =
Arg753Gin
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TLR2

sangue DNA PCR-RFLP =
Arg677Trp
TLR4
sangue DNA PCR-RFLP =
Asp299Gly
TLR4
sangue DNA PCR-RFLP =
Thr399lI
TLR2 tecido mRNA Real-time PCR +
(71) PC
TLR4 tecido mRNA Real-time PCR +
TLR2 tecido mRNA RT-PCR =
(72) Pa
TLR4 tecido mRNA RT-PCR +
(73) PC TLR2 sangue DNA PCR =
TLR2
sangue DNA PCR-RFLP =
Arg753GIn
TLR2
sangue DNA PCR-RFLP NE
Arg677Trp
(74) PC
TLR4
sangue DNA PCR-RFLP =
Asp299Gly
TLR4
sangue DNA PCR-RFLP =
Thr399lle
TLR4
saliva DNA PCR-RFLP + perda dssea
Asp299Gly
(75) Periodontite
TLR9
saliva DNA PCR-RFLP - perda 6ssea
rs187084
(76) PC e T2DM TLR4 tecido mRNA Real-time PCR =
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TLR2

sangue DNA PCR-RFLP
Arg753GIn
TLR2
sangue DNA PCR-RFLP
rs4696480
TLR9
(77) PC sangue DNA PCR-RFLP
rs5743836
TLR9
sangue DNA PCR-RFLP
rs187084
TLR9
sangue DNA PCR-RFLP
rs187084
LES TLR2 saliva mRNA Real time qPCR
PC TLR2 saliva mRNA Real time qPCR
(78) LESe PC TLR2 saliva mRNA Real time qPCR
LES TLR4 saliva mRNA Real time qPCR
PC TLR4 saliva mRNA Real time qPCR
LESe PC TLR4 saliva mRNA Real time qPCR
IHC
TLR2 tecido proteina e mMRNA
Real-time PCR
(79) PC IHC
TLR4 tecido proteina e mRNA
Real-time PCR
TLR5 tecido proteina e mRNA Real-time PCR
PC TLR2 tecido proteina IHC
(80) T2DM TLR2 tecido proteina IHC
PC+T2DM TLR2 tecido proteina IHC

32



PC TLR4 tecido proteina IHC -
T2DM TLR4 tecido proteina IHC =
PC+T2DM TLR4 tecido proteina IHC +
TLR2 tecido proteina IHC +
(81) PC
TLR4 tecido proteina IHC NE controlos
TLR2 tecido mRNA Real-time PCR +
(82) PC
TLR4 tecido mRNA Real-time PCR +
TLR2 PCR-RFLP
sangue DNA =
G2408A
TLR4 PCR-RFLP
sangue DNA =
A896G
(83) PC
TLR9 PCR-RFLP
sangue DNA +
T1486C
TLR9
sangue DNA PCR-RFLP =
T1237C
TLRA1 tecido proteina e mMRNA Real-time gPCR e IHC =
TLR2 tecido proteina e mMRNA Real-time gPCR e IHC =
TLR3 tecido proteina e mMRNA Real-time qPCR e IHC =
(84) PC TLR4 tecido proteina e mMRNA Real-time qPCR e IHC =
TLR5 tecido proteina e mMRNA Real-time qPCR e IHC =
TLR6 tecido proteina e mMRNA Real-time qPCR e IHC =
TLR7 tecido proteina e mMRNA Real-time qPCR e IHC =
TLR8 tecido proteina e mMRNA Real-time qPCR e IHC +
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TLR9 tecido proteina e mRNA Real-time gPCR e IHC +
PC TLR2 tecido mRNA RT-PCR +
(85) TLR4 tecido mRNA RT-PCR +
5G TLR2 tecido mRNA RT-PCR +
TLR4 tecido mRNA RT-PCR +
TLR2
sangue DNA PCR-RFLP =
Arg753Gin
TLR4 PCR-RFLP
(86) PC e PA sangue DNA +
Asp299Gly
TLR4 PCR-RFLP
sangue DNA +
Thr399lle
TLR2 saliva mRNA Real-time gPCR =
(87) PC
TLR4 saliva mRNA Real-time gPCR +
TLR2 tecido mRNA RT-PCR +
(88) PC TLR4 tecido mRNA RT-PCR =
TLR9 tecido mRNA RT-PCR +
PC TLR8 sangue proteina WB =
89
(69) GG TLR8 sangue proteina WB -

(+)- aumento de expressao, (-)- diminuigdo da expressao, (=)- sem alteragoes significativas, RI- resultado inconclusivo, GG- gengivite, PC- periodontite crénica,
T2DM- diabetes mellitus tipo 2, GAP- periodontite agressiva generalizada, Pa- periodontite apical, LES- lapus eritematoso sistémico, PA- periodontite agressiva,
PCR-RFLP- restriction fragment length polymorphism, gPCR- quantitative polymerase chain reaction, RT-PCR- reverse transcription polymerase chain reaction, RT-

qPCR- Quantitative real-time polymerase chain reaction, IHC- Imunohistoquimica, WB- Western Blot, ELISA- enzyme-linked immunosorbent assay,
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Os TLRs mais estudados na Doenca Periodontal foram o TLR2 e TLR4, sendo
estudados em 25 artigos dos 30 artigos de Doenca Periodontal (Figura 11). O
TLR5, TLR8 e TLR9 foram estudados em 4, 3 e 6 artigos, respetivamente. Os
TLRs menos estudados foram o TLR1, TLR3, TLR6 e TLR7 com 2 e o TLR10
com apenas 1 dos 30 artigos a estudar as suas alteragdes. Apenas 1 artigo
estudou as alteragdes em todos os TLRs. Um dos artigos estudou todos os TLRs
com a excecao do TLR10.

TLRs
= TLR1

gy, 1783% = TLR2
TLR3
= TLR4
359, = TLRS
TLR6
m TLR7
= TLRS
= TLRO
= TLR10

35%

Figura 11 Grafico da distribuicdo dos TLRs estudados nos artigos de Doencga Periodontal.

A amostra preferencial dos autores do grupo de Doenca Periodontal foi o tecido
com 17 dos 30 artigos a utilizarem esta amostra (Figura 12). O sangue foi
utilizado em 8 e a saliva em 6 artigos. O plasma foi o menos utilizado como

amostra, em apenas 2 artigos.

Amostra

6%

= Tecido
= Sangue

0,
52% Saliva

= Plasma

Figura 12 Grafico de distribuicdo do tipo de amostra escolhida pelos autores de Doenga
Periodontal.
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4.3

Sindrome de Sjégren (SS)

Tabela 8 Caracteristicas gerais dos artigos da Sindrome de Sjogren.

positivo)

Autor Ano | Patologia | Amostra Idade Género
Horai et al. Total= 16
2016 | SS 19- 78 anos (SS); 34- 77 anos (controlos) F
(90) (11 SS e 5 controlos)
SS, 1gG4- | Total=50
] 63.6 = 10.3 anos (IgG4-RD); , 54.3 £ 17.6 anos | 11 M e 4 F (IgG4-RD); 15 F
Ishiguro et RD e| (15 1IgG4-RD, 15 SS, 10 ) ] . ] .
2020 ) ) ] ] . (SS); 49.1 £ 21.6 anos (sialoadenite cronica) ;62.1 | (SS); 4 M e 6 F (sialoadenite
al. (91) Sialoadenit | sialoadenite cronica e 10 .
. + 13.6 anos (controlos) cronica); 5M e 5 F (controlo)
e cronica controlos)
Karlsen et Total= 50
2015 | SS o 59+14 anos (SS); 575 anos (controlos) F
al. (92) (T25 SS e 25 saudaveis)
Karlsen et Total= 40 2 M e 18 F (pSS); 20 F
2017 | pSS o 58+8 anos (pSS); 56110 anos (controlos)
al. (93) (20 pSS e 20 saudaveis) (controlos)
Kawakami 2007 ss Total=24 59+10,9 anos (pSS); 2 M e 10 F (pSS); 4 F
et al. (94) P 12 pSS e 4 controlos 47,52 54 e 64 anos (controlos) (controlos)
Kwok et al. Total= 60
2012 | SS emparelhada emparelhado
(95) (40 SS e 20 controlos)
Total= 157
] 88.1% F (controlos); 93.1%
Maria et al. (42 controlos, 56 pSS com IFN | 52.5£9.67 (controlos); 59.6£9.2 anos (pSS
2017 | pSS ] (pSS IFNneg); 90.0% (pSS
(96) negativo e 59 pSS com IFN | IFNneg); 55.3+13.2 (pSS IFNpos) IFNpos)
pos
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Shimizu et Total= 16
2019 | pSS o 57-65 anos (pSS); 40-68 anos (controlo) F

al. (97) (11 pSS e 5 saudaveis)

Spachidou Total= 14
2007 | pSS Sem dados Sem dados

et al. (98) (7 pSS e 7 controlos)

Vogelsang Total= 107 1TMeb51F (SS);2Meb53F
2014 | SS 58+13 anos (SS); 52+8 anos (controlos)

et al. (99) (52 SS e 55 controlos) (controlos)

M- sexo masculino, F-sexo feminino, SS- sindrome de Sjogren, pSS- sindrome de Sjogren primario, IgG4-RD- doeng¢a relacionada a imunoglobulina G4, IFN- interferon

gama

Tabela 9 Resultados dos artigos da Sindrome de Sjogren.

Artigo Patologia TLR Amostra Molécula Técnica Alteragao
(90) SS TLR3  tecido proteina IF +
TLRA1 tecido e sangue mRNA e proteina Real-time PCR, IHC =
TLR2  tecido e sangue mRNA e proteina Real-time PCR, IHC =
TLR3  tecido e sangue mRNA e proteina Real-time PCR, IHC =
TLR4  tecido e sangue mRNA e proteina Real-time PCR, IHC +lgG4-RD
SS, 1gG4-RD . .
TLRS  tecido e sangue mRNA e proteina Real-time PCR, IHC =
e
(91) ] . TLR6  tecido e sangue mRNA e proteina Real-time PCR, IHC =
Sialoadenite
. TLR7  tecido e sangue mRNA e proteina Real-time PCR, IHC +lgG4-RD
crénica
TLR8  tecido e sangue mRNA e proteina Real-time PCR, IHC +lgG4-RD
] mRNA e proteina Real-time PCR, IHC +SS;
TLR9  tecido e sangue
+lgG4-RD
TLR10 tecido e sangue mRNA e proteina Real-time PCR, IHC =
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(92) ss TLR7 sangue proteina e mMRNA IHC e Real-time gPCR
TLR9 sangue proteina e mRNA IHC e Real-time qPCR
TLRA1 sangue mRNA gPCR
gPCR
TLR2 sangue proteina e mRNA
WB
TLR3 sangue proteina e mRNA gPCR
proteina e mMRNA gPCR
TLR4 sangue
WB
proteina e mMRNA gPCR
TLR5 sangue
WB
(93) pSS proteina e MRNA gPCR
TLR6 sangue
WB
proteina e mMRNA gPCR
TLR7 sangue
WB
proteina e mRNA gPCR
TLR8 sangue
WB
proteina e mRNA gPCR
TLR9 sangue
WB
TLR10 sangue proteina e mRNA qPCR
TLR2  tecido proteina IHC, IF e WB
(94) 0SS TLR3  tecido proteina IHC, IF e WB
TLR4 tecido proteina IHC, IF e WB
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TLR2 tecido mRNA e proteina IHC e PCR +
(95) SS TLR4  tecido mRNA e proteina IHC e PCR +
TLR6 tecido mRNA e proteina IHC e PCR +
TLRY7 sangue mRNA IHC, microarray e RT-qPCR +
(96) pSS
TLR9 sangue mRNA IHC, microarray e RT-qPCR =
TLR7  tecido proteina IHC, WB e CF +
(97) pSS TLR8  tecido proteina IHC =
TLR9  tecido proteina IHC =
TLR1 tecido mRNA RT-PCR +
TLR2  tecido mRNA RT-PCR +
(98) pSS
TLR3  tecido mRNA RT-PCR +
TLR4  tecido mRNA RT-PCR +
(99) SS TLR7 sangue mRNA gPCR =

(+)- aumento de expressao, (-)- diminuigao da expressao, (=)- sem alteragdes significativas, SS- sindrome de Sjogren, pSS- sindrome de Sjogren primario, IgG4-RD-
doencga relacionada a imunoglobulina G4, RT-PCR- Reverse transcription polymerase chain reaction, , gPCR- quantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR-
Quantitative real-time polymerase chain reaction, IHC- Imunohistoquimica, WB- Western Blot, CF- citometria de fluxo, qPCR- quantitative real-time polymerase chain

reaction.
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O TLR mais estudado foi o TLR7, sendo estudado em 6 artigos dos 10 artigos
da Sindrome de Sjogren (Figura 13). O TLR2, TLR3, TLR4, e TLR9 foram por 5
vezes incluidos nos artigos. O TLR1, TLR6 e o TLR8 foram utilizados em 3 dos
artigos. Os TLRs menos estudados foram os TLR5 e TLR10 sendo apenas
estudados em 2 artigos que avaliaram todos os TLRs. Apenas 2 artigos

estudaram as alteragdes em todos os TLRs.

TLRs

5% 7%

= TLR1
= TLR2
13%

- TLR3
= TLR4
= TLRS

8%
‘ TLR6
13% = TLR7
15% ‘

= TLRS
8% 5%

= TLR9
130, = TLR10

Figura 13 Grafico da distribui¢cao dos TLRs estudados nos artigos da Sindrome de
Sjogren.

Tecido e sangue foram as unicas amostras utilizadas neste grupo. A amostra
preferencial dos autores do grupo da Sindrome de Sjogren foi tecido, com 6 dos
10 artigos a utilizarem esta amostra (Figura 14). O sangue foi utilizado em 5
artigos.

Amostras

= Tecido
45% = Sangue
55% Saliva

= Plasma

Figura 14 Grafico de distribuicdo do tipo de amostra escolhida pelos autores da Sindrome
de Sjogren.
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4.4

Liquen Plano Oral (LPO)

Tabela 10 Caracteristicas gerais dos artigos de Liquen Plano Oral.

Autor Ano | Patologia | Amostra Idade Género
Total= 60
Amin et al
(23) 2020 | LPO (20 LPO nao fumadores, 20 | Sem dados Sem dados
LPO fumadores e 20 controlos)
Janardhana 2012 | LPO Total= 50 49.4 +7 anos (controlos); 61.5+7,8 anos | 9M e 16 F (controlos); 7 M e 18 F
m et al (24) (25 LPO e 25 saudaveis) (LPO) (LPO)
Total=30
Kho et al 61.5£8.2 anos (BMS); 59+7.9 anos (LPO);
2013 | LPOeBMS | (10 BMS, 10 LPO e 10 F
(100) o 57.645.6 anos (controlos)
saudaveis)
Ohno et al 2011 | LPO Total=36 67.1£10.9 anos (LPO); 52464 anos |10 M e 22 F (LPO); 2 M e 3 F
(101) (31 LPO e 5 controlos) (controlos) (controlos)
Total= 48 Idade média das amostras arquivadas- 56 | Amostras arquivadas- 2 M e 3 F
Sinon et al. 2016 | LPO (12 LPO e 12 controlos | LPO e 47 anos controlos LPO e 1 M e 4 F controlos
(102) (arquivados) Nas amostras frescas 63 anos LPO e 53 anos | Nas amostras frescas- 2 M e 3 F
6 LPO e 6 controlos (frescos)) | controlos LPO e 1 M e 3 F controlos
Siponen et al. Total=55
2012 | LPO Sem dados Sem dados
(103) (50 LPO e 5 controlos)
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Total= 60

Srinivasan et (25 LPO, 10 BMS, 10
2008 | LPO e BMS o emparelhada emparelhado
al (104) OLP/BMS com candidiase oral
e 15 controlos)
Total= 32 8 Me 15 F (LPO); 4 M e 5 F
Wang et al. ]
(105) 2018 | LPO (23 LPO (14 LPO reticular e 9 | 24-68 anos (LPO); 20-68 anos (controlos) (controlos)
LPO erosivo) e 9 controlos)
Zeng et al. 2017 | LPO Total= 28 35.6£10.9 anos (LPO); 31.4+7.8 anos | 10 M e 10 F (LPO); Sem dados dos
(106) (20 LPO e 8 controlos) (controlo) controlos
Zunt et al Total=70
2009 | LPO o emparelhada emparelhado
(107) (30 LPO e 40 saudaveis)
Stanimirovic 2013 | LPO Total= 205 55 <59 anos e 46 >59 anos (LPO); 60 <59 | 27M e 74 F (LPO); 28 M e 76 F
etal. (108) (101 LPO e 104 saudaveis) anos e 44 >59 anos (controlos) (controlos)

M- sexo masculino, F- sexo feminino, LPO- liquen plano oral, BMS- sindrome da boca ardente.

Tabela 11 Resultados dos artigos de Liquen Plano Oral.

Artigo Patologia TLR Amostra Molécula Técnica Alteragao
(23) LPO TLR2 tecido proteina IHC +

TLR2 tecido e sangue proteina IHC =

TLR2 tecido e sangue mRNA Real-Time PCR -
(24) LPO TLR4 tecido e sangue proteina IHC +

TLR4 tecido e sangue MRNA Real-Time PCR +
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(100) LPO e BMS | TLR2 saliva mRNA Real-Time PCR =
TLR1 tecido mRNA cDNA microarray +
cDNA microarray +
tecido e
TLR2 mRNA
sangue gPCR =
CF +
TLR2 e TLR4 tecido proteina IHC + TLR2
TLR3 tecido mRNA cDNA microarray +
cDNA microarray =
tecido e
(101) LPO TLR4 sangue mRNA CF =
+ 4 amostras;
gPCR
- 4 amostras
TLRS tecido mRNA cDNA microarray +
TLR6 tecido mRNA cDNA microarray +
TLR7 tecido mRNA cDNA microarray -
TLR8 tecido mRNA cDNA microarray -
TLR9 tecido mRNA cDNA microarray -
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TLR10 tecido mRNA cDNA microarray
TLR2 tecido mRNA e proteina RT-gPCR e IHC
TLR3 tecido mRNA RT-gPCR
(iCeT LPO TLR4 tecido mRNA e proteina RT-gPCR e IHC
TLR8 tecido mRNA e proteina RT-gPCR e IHC
TLR4 tecido proteina IHC
(103) LPO
TLR9 tecido proteina IHC
(104) LPO e BMS | TLR2 saliva mRNA e proteina RT-PCR
IB e ELISA
TLR1 tecido mRNA RT-gPCR
TLR2 tecido mRNA RT-gPCR
TLR3 tecido mRNA RT-gPCR
TLR4 tecido mRNA RT-gPCR
TLRS tecido mRNA RT-gPCR
(105) | LPO TLR6 tecido mRNA RT-qgPCR
TLR7 sangue e tecido mRNA e proteina CF, IHC e RT-gPCR
TLR8 sangue e tecido mRNA e proteina CF, IHC e RT-gPCR
TLR9 sangue e tecido mRNA e proteina CF, IHC e RT-gPCR
TLR10 tecido mRNA RT-gPCR
(106) LPO TLR4 tecido proteina e mRNA IHC e Real-time RT-PCR
(107) LPO TLR2 saliva e tecido proteina WB e ELISA
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mRNA RT-PCR -
proteina WB e ELISA +
TLR4 saliva e tecido
mRNA RT-PCR -
TLR2
sangue mRNA PCR-RFLP =
rs3804099
TLR3
sangue mRNA PCR-RFLP =
rs3775291
TLR3
(108) LPO sangue mRNA PCR-RFLP +
rs5743312
TLR4
sangue mRNA PCR-RFLP =
rs4986790
TLR4
sangue mRNA PCR-RFLP =
rs4986791

(+)- aumento de expressao, (-)- diminuicdo da expressao, (=)- sem alteragdes significativas, LPO- liquen plano oral, BMS- sindrome da boca ardente, RT-PCR- reverse
transcription polymerase chain reaction, RT-qPCR- Quantitative real-time polymerase chain reaction, IHC- Imunohistoquimica, WB- Western Blot, CF- citometria de
fluxo, qPCR- quantitative real-time polymerase chain reaction. ELISA- enzyme-linked immunosorbent assay.
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Os TLRs mais estudados foram o TLR2 e o TLR4, sendo estudados em 9 e 8
artigos, respetivamente, dos 11 artigos de Liquen Plano Oral (Figura 15). O TLR3
foi incluido em 4, o TLR8 e o TLR9 em 3 estudos. Os TLRs menos estudados
foram os TLR1, TLR5, TLR6, TLR7 e TLR10, sendo somente estudados em 2

estudos que avaliaram as alteragdes em todos os TLRs.

TLRs

= TLR1

%0, 5% 6% = TLR2

’ = TLR3

8% 24% = TLR4

= TLRS

o - TLR6

> mn TLR7
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6% 1% = TLR10

22%

Figura 15 Grafico da distribuicdo dos TLRs estudados nos artigos de Liquen Plano Oral.

A amostra preferencial dos autores do grupo de Liquen Plano Oral foi tecido,
com 8 dos 11 artigos a utilizarem esta amostra (Figura 16). O sangue foi utlizado

em 4 artigos e a saliva em 3.

Amostras

= Tecido
= Sangue
53% = Saliva

= Plasma

Figura 16 Grafico de distribuicdo do tipo de amostra escolhida pelos autores de Liquen
Plano Oral.
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4.5

Doenca de Behget (BD)

Tabela 12 Caracteristicas gerais dos artigos da Doenca de Behget.

(112)

(18 BD e 15 controlos saudaveis)

(controlos)

Autor Ano | Patologia | Amostra Idade Género
Ben
Total= 294 39.5+13 anos (DB); 41.3t9 anos | 93 M e 42 F (DB); 114 Me
Dhifallah | 2009 | DB
(135 DB e 159 controlos) (controlos) 45 F (controlos)
et al. (16)
Total= 75
Do et al 2008 | DB (41 DB, 34 controlos (19 diagnosticados recentemente | 39.07 £ 9.1 anos (DB) 17 M e 24 F (DB)
(109) com psoriase sem outra doenga evidente e 15 | Sem informagao dos controlos Sem dados dos controlos
saudaveis))
Total: 1448
Durrani et (145 DB do Reino Unido, 120 DB do Médio Oriente, 81
2011 | DB Sem dados Sem dados
al. (19) controlos saudaveis do Reino Unido e 1102 controlos
saudaveis do Médio Oriente)
Kirino et 2008 | DB Total=63 47.7+15 anos (DB) 13 Me 20 F (DB)
al. (110) (33 DB e 30 saudaveis) Sem dados dos saudaveis Sem dados dos saudaveis
43.3£13 anos (DB); 39.7+13.8 | 33 F
Seoudi et Total= 87
2014 | DB ) anos (controlos saudaveis); | e 22 M (DB); 14 Fe 10 M
al. (111) (55 DB, 24 controlos saudaveis e 8 EAR)
46.517 (EAR) (controlo); 5 F e 3 M (EAR)
Houwen
Total= 33 26-59 anos (DB); 21-62 anos | M: F
et al. | 2020 | DB

1:1.4 (DB); 1:1 (controlos)
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Total= 46

15Me 11F (DB);

Yavuz et o . 25-64 anos (DB); controlos
2016 | DB (26 DB e 20 controlos (10 saudaveis e 10 espondilite controlos emparelhados
al (113) ] emparelhados
anquilosante))
) Idade média 9Me7F (DB);9Me7F
Liu et al. Total= 32 ]
2013 | DB . 34.5 anos (DB); 33 anos | (saudaveis)
(114) (16 DB ocular e 16 saudaveis) ]
(saudaveis)
M- sexo masculino, F- sexo feminino, DB- doeng¢a de Behget, EAR- estomatite aftosa recurrente
Tabela 13 Resultados dos artigos da Doencga de Behget.
Artigo Patologia TLR Amostra Molécula Técnica Alteragao
TLR2 Arg753GIn sangue DNA PCR-RFLP =
TLR4 Thr299lle sangue DNA PCR-RFLP =
(16) DB TLR4 Asp299Gly sangue DNA PCR-RFLP =
TLR9 T-1237C sangue DNA PCR-RFLP =
TLR9 T-1486C sangue DNA PCR-RFLP =
TLR2 sangue proteina e mRNA CF e RT-PCR +
(109) DB
TLR4 sangue proteina e mRNA CF e RT-PCR +
TLR2 IHC +
tecido proteina e DNA
SSP =
IHC =
(19) DB TLR4 tecido proteina e DNA
SSP =
TLR6 tecido proteina IHC +
TLR9 tecido proteina IHC =
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TLR2 sangue mRNA gPCR e WB =
(110) DB
TLR4 sangue mRNA gPCR e WB +
Real-time PCR +
DB TLR2 tecido mRNA e proteina
WB =
Real-time PCR +
EAR TLR2 tecido mRNA e proteina WE
(111)
Real-time PCR +
DB TLR4 tecido mMRNA e proteina
WB =
Real-time PCR +
EAR TLR4 tecido mMRNA e proteina
WB =
TLR1 sangue proteina CF +
TLR2 sangue proteina CF +
(112) DB TLR4 sangue proteina CF +
TLRS sangue proteina CF +
TLR6 sangue proteina CF +
(113) DB TLR4 sangue proteina CF NE
TLR2 sangue mMmRNA gPCR +
TLR3 sangue mMmRNA gPCR +
(114) DB
TLR4 sangue mMmRNA gPCR +
TLR8 sangue mMmRNA gPCR +

(+)- aumento de expressao, (-)- diminuicdo da expressao, (=)- sem alteragdes significativas, DB- doenca de Behget, EAR- estomatite aftosa recurrente, RT-PCR-
reverse transcription polymerase chain reaction IHC- Imunohistoquimica, WB- Western Blot, CF- citometria de fluxo, SSP- PCR-sequence-specific primer, qPCR-

quantitative real-time polymerase chain reaction
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Os TLRs mais estudados foram os TLR2 e TLR4, sendo estudado em 7 e 8
artigos, respetivamente, dos 8 artigos de Doenga de Behget (Figura 17). O TLR6
e o TLR9 foram utilizados por 2 autores e o TLR1, TLR3, TLRS e o TLR8 apenas
por 1. O TLR7 e o TLR10 nao foram incluidos neste grupo.

TLRs
o0, 4% = TLR1

= TLR2

= TLR3
9% = TLR4
\ 31% = TLR5
4% [— TLR6
= TLR7

\ = TLRS

= TLR9

= TLR10

35%

Figura 17 Grafico da distribuicdo dos TLRs estudados nos artigos da Doenga de Behget.

A amostra preferencial dos autores do grupo de Doenga de Behget foi sangue,
com 6 dos 8 artigos a utilizarem esta amostra (Figura 18). Os restantes 2 artigos

utilizaram tecido.

Amostras

= Tecido
= Sangue
= Saliva

= Plasma

Figura 18 Grafico de distribuicdo do tipo de amostra escolhida pelos autores da Doenga
de Behget.
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4.6

Outras doencas

Tabela 14 Caracteristicas gerais dos artigos de doen¢a de outras doengas.

Autor Ano | Patologia Amostra Idade Género
Aratjo et Total= 29
2015 | PCM Sem dados Sem dados
al. (115) (16 PCM e 13 controlos)
de
Total= 62
Oliveira et | 2014 | QR e GP Sem dados Sem dados
(30 QR, 27 GP e 5 controlos)
al. (116)
Total= 33
Das lesbes
Desai et (10 GP assitomaticos, 10 GP sintomaticos, 10 QP, 2 tecido | Entre 18— 81 anos
2011 | QP eGP o o ) ] ) periapicais:
al. (117) cicatricial fibroso periapical e 1 quisto dentigero associado
14Fe18M
a um terceiro molar ndo erupcionado)
PC e GP 18
Leonardi Total= 38 homens e 13
PC e GP entre 35-63 anos
et al. | 2015 | QP e GP (21 QP, 10 GP e 7 quistos folicular nao inflamados como mulheres
Sem dados dos controlos
(118) controlos) Sem dados
dos controlos
28Me22F
Ozan et . Total= 100 (controlos);
2016 | PP (risco) Sem dados
al. (119) (50 PP e 50 controlos) 29 Me?21F
(PP)
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16 Me 17 F

Gallo et 2012 | UAR Total= 55 Entre 18-64 anos (UAR) e entre 18-58 | (UAR); 11 M
al. (120) (33 UAR e 22 controlos) anos (controlos) e 11 F
(controlo)
Karasneh Total= 249
et al. | 2015 | EAR (96 EAR e 153 controlos) Sem dados Sem dados
(121)
9Me 15 F
Rusanen
Total= 50 23-74 anos (LLO); 18-56 anos | (LLO)e9Me
et al. | 2017 | LLO
(122) (24 LLO e 26 controlos saudaveis) (controlos) 17 F
(controlos)
Salem et Total= 40 22-84 anos (RLO); 12-51 anos
2017 | RLO . . Sem dados
al. (123) (25 RLO e 15 saudaveis) (saudaveis)
Turan et Total= 92
2011 | EM, SSJ e NET Sem dados Sem dados
al. (124) (42 EM, SSJ e SSJ/NET e 50 controlos saudaveis)
Gbémez-
Total=31 20Fe11 M
Garcia et | 2022 | Cérie dentaria 28.5 + 5.6 anos
. (125) (14 dentes sem carie e e 17 com carie)
al.

M- sexo masculino, F- sexo feminino, PCM- paracoccidioidomicose, QR- quisto radicular, GP- granuloma periapical, QP- quisto periapical, PP- patologia periapical,

UAR- ulceragédo afotosa recurrente, EAR- estomatite aftosa recurrente, LLO- lesdo liquenoide oral, RLO- reagdo liquenoide oral, EM- eritema multiforme, SSJ-

sindrome de Stevens-Johnson, NET- necrdlise epidérmica toxica
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Tabela 15 Resultados dos artigos de outras doencas.

Artigo Patologia TLR Amostra Molécula Técnica Alteragao
TLR2 tecido proteina IHC +
(115) PCM
TLR4 tecido proteina IHC =
TLR2 tecido proteina IHC +
(116) QR e GP
TLR4 tecido proteina IHC =
(117) QP e GP TLR2 tecido proteina IHC NE controlos
(118) QP e GP TLR4 tecido proteina IHC +
TLR2 Arg753GIn  sangue DNA PCR-RFLP =
TLR3 (c.1377C/T) sangue DNA PCR-RFLP +
(119) PP (risco)
TLR4 Asp299Gly  sangue DNA PCR-RFLP =
TLR4 Thr399lle sangue DNA PCR-RFLP =
TLRA1 sangue e tecido mMRNA Real-time RT-PCR =
TLR2 sangue e tecido mMRNA Real-time RT-PCR +
TLR3 sangue e tecido mRNA Real-time RT-PCR -
TLR4 sangue e tecido mMRNA Real-time RT-PCR =
TLRS sangue e tecido mMRNA Real-time RT-PCR -
(120) UAR
TLR6 sangue e tecido mRNA Real-time RT-PCR =
TLR7 sangue e tecido mRNA Real-time RT-PCR =
TLR8 sangue e tecido mRNA Real-time RT-PCR =
TLR9 sangue e tecido mRNA Real-time RT-PCR =
TLR10 sangue e tecido mRNA Real-time RT-PCR =
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TLR2rs3804100  sangue DNA PCR-RFLP =
TLR2 rs4696480 sangue DNA PCR-RFLP =
(121) EAR TLR4rs4986790 sangue DNA PCR-RFLP =
TLR4 rs1927911 sangue DNA PCR-RFLP =
TLR4 rs10759931 sangue DNA PCR-RFLP +
TLR1 tecido proteina IHC +
TLR2 tecido proteina IHC =
TLR3 tecido proteina IHC +
TLR4 tecido proteina IHC +
TLR5 tecido proteina IHC +
(122) LLO
TLR6 tecido proteina IHC +
TLR7 tecido proteina IHC +
TLR8 tecido proteina IHC =
TLR9 tecido proteina IHC =
TLR10 tecido proteina IHC =
IHC +
TLR1 tecido mRNA e proteina
Real time RT-PCR +
IHC +
TLR2 tecido mMRNA e proteina
(123) RLO Real time RT-PCR +
IHC +
TLR3 tecido mRNA e proteina
Real time RT-PCR =
TLR4 tecido mRNA e proteina IHC +
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Real time RT-PCR +
IHC -
TLR5 tecido mRNA e proteina
Real time RT-PCR =
IHC +
TLR6 tecido mRNA e proteina
Real time RT-PCR +
IHC +
TLR7 tecido mRNA e proteina
Real time RT-PCR =
IHC +
TLR8 tecido mMRNA e proteina
Real time RT-PCR -
IHC +
TLR9 tecido mRNA e proteina
Real time RT-PCR +
IHC NE
TLR10 tecido mRNA e proteina
Real time RT-PCR =
EM, SSJ e
(124) TLR9 tecido DNA PCR-RFLP =
NET
TLR2 tecido RNA gPCR e RT-PCR =
(125) carie dentaria
TLR4 tecido RNA gPCR e RT-PCR =

(+)- aumento de expressao, (-)- diminuigdo da expressao, (=)- sem alteragcoes significativas, PCM- paracoccidioidomicose, QR- quisto radicular, GP- granuloma
periapical, QP- quisto periapical, PP- patologia periapical, UAR- ulceragao afotosa recurrente, EAR- estomatite aftosa recurrente, LLO- lesao liquenoide oral, RLO-
reacao liquenoide oral, EM- eritema multiforme, SSJ- sindrome de Stevens-Johnson, NET- necrélise epidérmica toxica, NE- ndo encontrado, RT-PCR- reverse

transcription polymerase chain reaction IHC- Imunohistoquimica, WB- Western Blot, qPCR- quantitative real-time polymerase chain reaction.

55



Os TLRs mais estudados foram os TLR2 e TLR4, sendo avaliados em 9 dos 11
artigos de Outras Doengas (Figura 19). O TLR3 e o TLR9 foram estudados em
4 artigos. Os TLRs menos utilizados pelos autores deste grupo foram o TLR1,
TLR5, TLR6, TLR7, TLR8 e TLR10 com 3 artigos, sendo que estes artigos

avaliaram todos os TLRS.
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Figura 19 Grafico da distribuicdo dos TLRs estudados nos artigos de Outras Doencgas.

A amostra preferencial dos autores do grupo de Outras Doengas foi tecido, com
9 dos 11 artigos a utilizarem esta amostra (Figura 20). O sangue foi utlizado em

3 artigos.
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Figura 20 Grafico de distribuicdo do tipo de amostra escolhida pelos autores de Outras
Doencgas.
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5 DISCUSSAO

Nesta revisdo sistematica foram incluidos para analise 92 artigos, distribuidos
por 6 grupos de acordo com a patologia oral estudada. O grupo da Doencga
Periodontal foi o que apresentou maior numero de artigos sobre as alteragbes
dos TLRs, com 30 estudos. Apenas no grupo da Doenga de Behget ndo houve
dados de todos os TLRs, uma vez que o TLR7 e o TLR10 nao foram abordados
por nenhum dos autores deste grupo. Todos os restantes grupos tiveram pelo
menos um artigo em que avaliaram as alteragbes dos TLR1-10. A amostra
preferencial estudada pelos autores foi tecido, utilizado em 61 dos artigos da
revisdo sistematica (figura 7). A amostra menos utilizada foi o plasma com
apenas 2 artigos, sendo somente utilizado no grupo da Doenga Periodontal.
Considera-se a amostra de tecido a mais fidedigna, pois na maioria dos artigos
esta representa uma bidpsia da lesdo ou doencga para estudo. Para a validacao
dos TLRs como biomarcadores ou fator de progndstico € essencial utilizar as
técnicas e amostras com maior valor cientifico, no entanto, sabemos que nao é
possivel utilizar alguns destes métodos no dia a dia, na pratica clinica. Embora
poucos estudos tenham utilizado saliva, este fluido € de recolha facil e nao-
invasiva, ndo requerendo pessoal nem equipamento especializado, o que pode
constituir uma amostra mais pratica, alternativa ao tecido ou sangue. E
necessario estabelecer quais as alteragdes nos TLRs associadas ao
desenvolvimento das diferentes doencas orais, bem como se estas alteracbes
podem ser medidas na saliva, e assim utilizar métodos acessiveis e especificos
para cada patologia.

No Cancro Oral, o TLR4 apresentou maior expressdo em 3 artigos (53, 56, 61)
que utlizaram a imunohistoquimica (IHC) como técnica e nos restantes 2 (46, 58)
nao foram encontradas diferengas significativas. Considerou-se que o TLR4
pode estar relacionado com a suscetibilidade de desenvolver cancro oral, mas
sao necessarios mais estudos para o comprovar. O TLR8 foi avaliado apenas
por um autor que estudou todos os TLRs. Os restantes TLRs ndo demonstraram
correlacao entre os seus resultados.

Na Doenca Periodontal, o TLR2 apresentou um aumento de expressao em 6
artigos, utilizando a técnica de RT-PCR ou qPCR (69, 71, 78, 82, 85, 88), nédo

mostrou alteragdes significativas em 4 artigos (72, 73, 84, 87) e em apenas 1
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artigo foi registada uma diminui¢cdo da sua expresséao (79). Apesar deste artigo
(79) indicar uma diminuicdo da expressao, considera-se que a amostra é
reduzida (24 participantes). Apesar de haver um maior numero de artigos que
indicam um aumento de expressao, os artigos em que nao foram encontradas
alteragdes significativas apresentam uma amostra com mais participantes. O
TLR2 pode estar envolvido no desenvolvimento da doenga periodontal, mas
apenas com uma meta-analise se poderiam retirar conclusées mais robustas.
Ainda no TLR2, o polimorfismo Arg753GIn, detetado através da técnica PCR-
RFLP, foi estudado em 5 artigos (66, 70, 74, 77, 86) e em nenhum encontraram
diferengas significativas entre os controlos e o grupo de doenga. Considera-se,
assim, que o polimorfismo TLR2 Arg753GIn n&do esta relacionado com o
desenvolvimento da doenca periodontal.

Utilizando a técnica de RT-PCR ou qPCR, o TLR4 apresentou um aumento de
expressdo em 9 artigos (62, 68, 69, 71, 72, 78, 82, 85, 87), 3 artigos n&o
registaram alteragbes significativas (76, 84, 88) e 1 artigo (79) registou
diminuicdo da expressdo quando comparada com os controlos. A semelhanca
do que foi discutido anteriormente para o TLR2, este artigo (79) apresenta uma
amostra reduzida. Considerando o numero de participantes nestes estudos, a
evidéncia sugere que o aumento da expressdo do TLR4 estd associado ao
desenvolvimento da Doenca Periodontal. Os restantes TLRs nao apresentaram
resultados significativos ou ndo ha um numero suficiente de artigos para verificar
alguma evidéncia na doenga periodontal.

Na Sindrome de Sjogren (SS), apesar de serem estudados todos os TLRs, ndo
foram encontradas correlagdes nos resultados. O TLR7 foi o mais estudado, mas
apesar disto apresenta resultados contraditorios. Trés artigos (92, 93, 99)
utilizaram a técnica de RT-PCR ou qPCR e demonstraram que n&o existem
alteragdes significativas no TLR7 na SS. Apesar disto, um dos artigos (96) que
utilizou a mesma técnica e tendo uma amostra significativa (157 participantes),
revelou que existe um aumento do TLR7 nos pacientes. E, por isso, necessario
realizar mais estudos capazes de indicar se existe algum tipo de associagao
entre a expressao do TLR7 e dos restantes TLRs com SS.

No Liquen Plano Oral, foi encontrado um aumento na expressdao do TLR4
comparativamente aos controlos em 4 artigos (24, 102, 105, 106), que utilizaram
a técnica RT-PCR ou gPCR, e em 4 artigos (24, 102, 103, 106), que utilizaram a
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técnica de IHC. Na técnica de PCR os unicos dados que contradizem estes
resultados sdo de um artigo que apresenta 4 amostras em que houve aumento
do TLR4 e 4 em que foi registada uma diminuicdo (101), e um artigo que indica
haver diminuicdo do TLR4 comparado com os controlos (107). Sendo assim,
considera-se que o aumento da expressao de TLR4 pode ser usado como um
marcador no liquen plano oral. O TLR2, apesar de ser o TLR mais estudado
pelos autores no liquen plano oral, apresenta resultados contraditérios e n&o é
possivel evidenciar uma tendéncia. Os restantes TLRS n&o apresentam dados
suficientes para avaliagao.

Na Doenga de Behget, o TLR2 apresentou aumento de expressao usando as
técnicas RT-PCR ou gPCR (109, 111, 114), IHC (19) e CF (109, 112). Nao houve
artigos que indicassem diminuigdo comparado com os controlos, apenas
resultados nao significativos em 2 artigos usando WB (110, 111) e 2 artigos
usando RT-PCR (19, 110). O mesmo verificou-se para o TLR4, ndo ha artigos
que indiqguem diminuicdo da sua expressdo em pacientes com doencga de
Behget. O TLR4 apresentou aumento em 3 artigos usando citometria de fluxo
(CF) (109, 111, 112), 3 usando RT-PCR ou qPCR (109, 110, 114), 2 usando WB
(110, 111) e 1 usando IHC (111). Este resultado € significativo, considerando a
diversidade de técnicas utilizadas para medir a expressdao do TLR4, e a
diferentes niveis (RNA, proteina). Nao foram registadas alteracdes significativas
com as técnicas RT-PCR e IHC no artigo (19) para o TLR4. Considerou-se que
ha evidéncia de que o TLR2 e TLR4 podem ser utilizados como marcadores da
doenca de Behcet. O TLR7 e o TLR10 nao foram abordados em nenhum dos
artigos. Os restantes TLRs nao apresentavam dados suficientes.

Nas outras doencas, nao houve estudos suficientes para revelar dados

significativos das doencas abordadas.

6 CONCLUSAO

De forma a melhorar o diagnéstico e os tratamentos na Medicina Dentaria, €
necessario conseguir identificar quais os pacientes que apresentam maior
predisposicdo a desenvolver uma determinada patologia, através de testes
eficazes e acessiveis. Os genes TLR tém sido estudados por varios autores

como agentes causais ou atenuadores destas doencgas.
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O TLR4 apresentou alguma evidéncia de associagao ao desenvolvimento de
Cancro Oral. O TLR4 apresentou aumentos significativos na sua expressao
quando comparados a controlos, na Doencga Periodontal. O TLR2 apesar do
maior numero de artigos a indicarem o aumento de expressao, os artigos que
n&o encontraram alteracées significativas apresentavam uma amostra maior. A
semelhancga da Doenca Periodontal também foi observado que o TLR2 e 0 TLR4
podem estar relacionados com o desenvolvimento da Doenga de Behget. No
Liquen Plano Oral considerou-se que o TLR4 pode ser considerado um futuro
marcador da doenga, visto que demonstrou aumentos significativos nestes
pacientes. Nos restantes grupos n&o foram encontrados resultados capazes de
relacionar a doenga com alteragdes nos TLRs. O TLR2 e o TLR4 foram os TLRs
mais abordados pelos autores e apenas estes apresentaram resultados
significativos. E necessario realizar mais estudos para comprovar estas
conclusdes, assim como estudar os restantes TLRs e validar os resultados em

diferentes amostras bioldgicas.

Apesar de serem necessarios mais estudos para comprovar os resultados e
aumentar a evidéncia cientifica, foram identificados nesta revisdo sistematica
TLRs que podem estar envolvidos na progressdo de doengas da cavidade oral.
Conclui-se que os genes TLR poderdo, no futuro, ser utilizados como

biomarcadores destas patologias.
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