GABRIEL COSTA DE CARVALHO

Analise do perfil fenotipico e funcional das células natural

Killer e linfécitos TCD8+ no Liquen plano

Tese apresentada a Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo para a
obtencéo do titulo de Doutor em Ciéncias.

Programa de Dermatologia

Orientadora: Prof2 Dr2, Maria Notomi Sato

Séao Paulo
2016



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagédo (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo

©reproducao autorizada pelo autor

Carvalho, Gabriel Costa de

Anélise do perfil fenotipico e funcional das células Natural Killer e linfécitos
TCD8+ no liquen plano / Gabriel Costa de Carvalho. -- S&o Paulo, 2016.

Tese(doutorado)--Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.
Programa de Dermatologia.

Orientadora: Maria Notomi Sato.

Descritores: 1.Liquen plano 2.Peptideos catidnicos antimicrobianos 3.Linfécitos
T CD8-positivos 4.Células matadoras induzidas por citocinas 5.Citotoxicidade
imunolégica

USP/FM/DBD-153/16




Dedicatéria

Dedico este trabalho a minha familia, meu pai Walmir, minha mae Ménica, minha
irma Daniele, a minha esposa Vivian por todo amor, carinho e forca nesta etapa de minha

vida e ao meu filho David que vem para alegrar nossa familia.



Agradecimentos Especiais

A Professora Dra. Maria Notomi Sato, por ser um exemplo como pesquisadora e
mostrar que o carinho aliado a dedicacdo sdo fundamentais para um bom trabalho. Por

todo apoio intelectual, paciéncia e incentivo para a execugéo deste trabalho.



Agradecimentos

A Deus por me propor desafios e me fazer sempre confiar um resultado positivo.

A meu pai (Walmir) e minha mae (Ménica) e minha irma (Daniele) pelo amor e
criagdo que me deram.

A minha esposa (Vivian) que com amor, carinho, todo momento esteve presente
para me confortar.

Ao meu filho(a) David, fruto que me alegra e inspira a novas conquistas.

A toda minha familia que agrega todo apoio emocional, as risadas, a compreensio
e 0 companheirismo mesmo que a distancia.

Ao professor Alberto José da Silva Duarte por me permitir atuar no LIM e por me
fornecer a estrutura necessaria para este trabalho.

Ao professor Dr. Claus Kerkhoff da Universidade de Osnabriick por me ensinar
além do meu trabalho e me receber com carinho em seu laboratério na Alemanha. As
suas alunas Hannah, Yvonne pela paciéncia e dedicacdo em me ensinar novas técnicas e a
funcionaria Karin pelo carinho em me acolher como membro de sua familia no exterior.

Aos amigos do LIM-56: Rosana, Kelly, Camila, Vanessa, Raquel, Luanda , Tiago
Titz, Jefferson, Fabio, Luana, Anna Claudia, Natalli, Marilia, Marina, Franciane, Raissa.e
Ana Jalia.

A Noemia, Rosangela e Patricia do (setor de Citometria de Fluxo), Ao José
Eduardo (setor da Carga Viral), Tatiana (setor de Cultura Celular), Luiz, Lucio, Edna,
Evelyn e Cristina (secretaria), Anderson (TI), Daniel (coleta), Silvia e Adriana (limpeza e
lavagem) e a todos amigos do LIM56 que contribuiram direta ou indiretamente para a

realizacdo deste trabalho.



E a todos os outros amigos do LIM-56 que contribuiram direta e indiretamente
com este trabalho.

As médicas Juliana Zimbres, Marcelle Nogueira, Camila Gavioli pela ajuda na
selecdo dos pacientes. A Professora Dra. Valéria Aoki pela ajuda e direcionamento dos
pacientes.

A Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) pelo
suporte financeiro.

Aos pacientes com Liquen plano que tornaram possivel este estudo.



NORMATIZACAO ADOTADA

Esta tese esta de acordo com as seguintes normas, em vigor no momento desta publicag&o:

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals Editors (\Vancouver).

Universidade de Sao Paulo. Faculdade de Medicina. Divisdo de Biblioteca e Documentag&o.
Guia de apresentacdo de dissertacOes, teses e monografias. Elaborado por Anneliese
Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi, Maria F. Crestana, Marinalva de Souza
Aragdo, Suely Campos Cardoso, Valéria Vilhena. 32 Ed. Sdo Paulo: Divisdo de Biblioteca e

Documentagéo: 2011.

Abreviaturas dos titulos dos periddicos de acordo com List of Journals Indexed in Index

Medicus.



Sumario




SUMARIO

Lista de Abreviaturas
Lista de Simbolos

Lista de Figuras

Lista de Tabelas

Resumo

Abstract

1 LN EI0] 5161070 J O 2
1.1 Importancia PAMPs e DAMPs como ligantes dos TLRS N0 LP ......cccccooeviiiiinnene 4
1.2 CEIUIAS N NO LP... e et 8
1.3 CEIUIAS TCD8+ NO LP.....uiiiiiieieeee e e e 10
2 OBIETIVOS . ...ttt e et e e et e e e aeeennraeen oan 13
3 METODOS ... ciiieereieeseeeseeseeses ettt 15
3L CASUISTICAL .ttt bbbttt b ettt et b et st s ettt e b e 15
3.2  Obtencéo de células mononucleares (CMNSs) de sangue periferico............c.cc....... 15

3.2.1 Anadlise de células T CD8 citotdxicas e subpopulacdes efetoras/memoria por

citometria MUIIPArAMEALIICA. .........eeiviiieie et 16

3.2.2 Andlise da via de sinalizacdo de receptores Toll-like em células TCD8+
estimuladas COmM SLOOAS.........coui et e et este et esreaneesneenes 17

3.2.3 Andlise da expressdo de NLRP-1, NLRP3, AIM-2, CASP-1 e IL-1-f em células
TCD8+ por PCR €M teMPO FEAL.......coiiiiiiiiieieee e 18

3.24 Andlise do perfil funcional das células NK por citometria

MUIIPATAMELIICA. ... .cvveieiecee et e st e st e e e ensesbeetesneesre s 19
3.3 ODbtencao de biopsias de Pele........oo i 19

3.3.1 Analise da expressao de S100A8, S100A9, HMGB-1, TLR-4 e RAGE por reacao
eM PCR €M tEMPO TEAL.......oiuiiiiiiiiiiiee e 20



3.3.2 Expresséo de S100AS8, HMGB-1, TLR-4 e RAGE por

IMUNOISTOQUIMIICEL ...ttt ettt b et sb et e e 21

3.4  Determinagdo serica de S100A8/A9, MICA, MICB e HMGB-1 por ensaio

IMMUNOBNZIMALICO. ..ottt et e e e e ettt e e e e e e e e e eeeeeeeeeseeennnreneeeeennnans 22
35 AN B ALISTICA. .. eeee et ee e ettt e e et e e e e e e e e e e e aeas 23
A RESULTADOS . ...t e e et e e e e et e e e e e e e e et eeeeeneeeaa 25

4.1 Resultados referentes ao perfil de ativacdo das célula NK e TCD8+ e a influéncia da
Proteina SI00AB NO LP......c.oiiiiiiiie e 25
4.2  Resultados referentes a andlise de subpopulagbes de linfécitos TCD8+,

inflamassoma, receptores de ativacdo/inibicdo de células NK, ligantes solUveis e receptor

4.3 Caracteristicas demograficas dos pacientes com Liquen plano.............ccccccevvevvenenne. 38

4.5 Efeito do S100A8 e LPS em subpopulagdes de células T CD8+ em pacientes com

4.7 Efeitos do S100A8 em subpopulacdes de células NK de pacientes com LP............... 49

4.8 Analise da expressdo de MRNA de TLR4 em lesbes de pele em individuos com LP

............................................................................................................................................ 55
4.1.1 Expressdo do DAMP HMGB-1 nas lesdes cutaneas de LP e niveis séricos............. 57
5 DISCUSSAO. ...t 61
6 CONCLUSAOD. ...ttt 71
T ANEXOS .ttt n e naee e 73

8  REFERENCIAS ..ottt 96



LISTA DE ABREVIATURAS

LP Liquen plano

TLRs Receptores tipo Toll

mDCs Células dendriticas mieloides

pDCs Células dendriticas plasmocitdides

CMNs Células mononucleares

TNF Fator de Necrose Tumoral

TNF-a Fator de Necrose Tumoral alfa

IFN Interferon

LPS Lipolissacarideo

T reg Células T reguladoras

LPO Liquen plano oral

PRRs Receptores de Reconhecimento Padrdo

PAMPs Padrbes moleculares associados a patégenos

DAMPs Padrdes moleculares associados a perigo

RNA Acido ribonucleico

DNA Acido desoxirribonucleico

CXCL ligante quimiocina (motivo C-X-C)

CCL ligante quimiocina C-C

MHC Complexo principal de histocompatibilidade

TCR Receptores de células T

DCs Células dendriticas

HIV Virus da imunodeficiéncia adquirida

PMA Acetato miristrato de forbol

CCR receptor de quimiocinas

NK célula Natural killer

APC Célula apresentadora de antigenos

HLA Antigeno leucocitario humano

HC-FMUSP Hospital das clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo

CAPPesq Comisséo de Etica para analise de Projetos de Pesquisa

FMO Fluorescéncia menos um

FSC Dispercéo frontal

SSC Dispercao lateral

CMV Citomegalovirus

VHA Virus da Hepatite A

VHB Virus da Hepatite B

VHC Virus da Hepatite C

VEB Virus Epstein-Baar

HSV Herpes simples virus

MFI Intensidade Média de Fluorescéncia

TCM Células T de memdria Central

TEM Células T de memdria Efetora

TEMRA Células T de memoria Efetora RA

NF«B Fator Nuclear Kappa B

HHV Virus da herpes humano



HERVs Retrovirus endégeno humano
HMGB1 proteina de alta mobilidade box 1

DA Dermatite atopica

APCs Células apresentadoras de antigeno
CD Cluster of Differentiation

CD4 Células T CD4 auxiliador

CDs8 Células T CD8 citotoxico

NK Células Natural Killer

CD56™""  Subpopulagio de células NK reguladora
CD56%™ Subpopulagdo de células NK citotdxica
CD107a Cluster de diferenciacdo 107a (Marcador de desgranulagéo)

CMN Células Mononucleares

CTL Controle saudavel

EDTA acido etilenodiamino tetra-acético

IL-1B Interleucina 1 beta

IL-2 Interleucina 2

IL-6 Interleucina 6

IL-10 Interleucina 10

IFNa Interferon alpha

IFNB Interferon beta

IFNy Interferon gamma

KIR Receptor de células NK tipo imunoglobulina
LAP Proteina associada a laténcia

LFA-1 Antigeno associado a funcao linfocitaria
NKG2C receptor natural killer grupo 2, membro C

NKG2D receptor natural killer grupo 2, membro D
NKG2A receptor natural killer grupo 2, membro A

RAGE receptor para produtos finais de glicacdo avancados
TLR Receptores tipo Toll

Mcl-1 marcador de células mieloide -1

VCAM Proteina de adesdo cellular vascular

ITIMs Imunoreceptor inibidor baseado em motivos de tirosina
MICA (cadeia MHC de classe | —relacionado a genes A)
MICB (cadeia MHC de classe | —relacionado a genes B)
sMICA MICA Soluvel

sMICB MICB Soluvel



LISTA DE SIMBOLOS

Mais ou menos
Por Cento
Micrograma
Microlitro
Menor ou igual a
Menor que
Maior que

Graus Celsius
Mililitro
Tamanho da amostra
Positivo

Negativo



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacao do processo patologico na pele de individuos com LP............... 4
Figura 2. Estratégia para analise do perfil fenotipico de células TCD8+ ou suas
subpopulacdes efetoras/memaoria N0 sangue PEriferiCo..........covvvverereiiiiierierese e 39
Figura 3: Frequéncia de subpopulacdes de células T CD8+ em etapas de
(0 LT =] T = Tox Lo USROS 40

Figura 4. Frequéncia de expressao de CD107a em subpopulagdes de células TCD8+

induzida por ligantes de TLR4 € PMAJIONO.........ccouiiiiiiiiieicicie e 42
Figura 5. Frequéncia de expressao de TNF em subpopulacBes de células TCD8+
induzida por ligantes de TLR4 € PMA/IONO........cc.coiviiiiieie et 43
Figura 6. Frequéncia de expressdo de IL-1B em subpopulagdes de células TCD8+
induzida por ligantes de TLR4 € PMAV/IONO..........ccoiiiiiiiieie e 45
Figura 7: Expressdo de TLR4 em células TCD8+ ou em subpopulagdes efetora/memdria
ESTIMUIAAAS. ... ettt et bbb b s 47
Figura 8. Expressdo de NLRP1, NLRP3, NLRP4, AIM-2, Caspase 1 e IL-1p em células
TCD8+ estimuladas com S100A8 em pacientes LP.........cccoeiiriiiiinineee e 48
Figura 9: Estratégia de andlise das células NK no sangue periférico............ccccocevvreennne 50

Figura 10: Expressdo de marcadores de ativacdo e inibicdo em células NK

ESIMUIAAES. ...ttt b e b n e ne s 51
Figura 11: Niveis circulantes de MICB em pacientes LP...........cccccvevevieieciicic e, 52
Figura 12: Aumento da expressdo de TLR-4 na derme de lesdes cuténeas de pacientes
(o10] 10 I I SO P PR PPPRROPPR 54
Figura 13: Aumento da expressdo de RAGE na derme de lesGes cutaneas de pacientes
[o10] 0 0 1 I OO PPTTUPP PRI 56
Figura 14: Aumento da expressédo de HMGB-1 na derme de lesGes cutaneas de pacientes
(o10] 10 T I TSP OPPPRPPPR 58
Figura 15: Niveis circulantes do DAMP HMGB-1 em individuos com LP..................... 59

Figura 16: Representacdo esquemaética do perfil inflamatério mediado por DAMPs,

receptores proinflamatorios e células TCD8+ € NK N0 LP......ccccovivevveiciieiie e, 68



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Tabela demografica dos individuos incluidos no estudo...........c.cccceeeeveenenen, 38
Tabela 2. Sorologia para virus dos individuos COm LP .........c.cccceiiiiiiiiiinicneeee, 92
Tabela 3. Dados clinicos dos individuos cOmM LP...........cccoveiiiiiiicieccceeceee e, 93

Tabela 4. Dados Laboratoriais dos individuos COM LP..........eeeeeeeeeeieeeeeeeeeee e 94



Resumo




De Carvalho GC. Andlise do perfil fenotipico e funcional das células Natural Killer e
linfécitos TCD8+ no Liquen plano. [Tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sdo Paulo; 2016. 105p.

INTRODUCAO: Liquen plano (LP) é uma doenca mucocutinea de natureza
inflamatdria cronica de etiologia ainda desconhecida. Alteraces na resposta imune inata,
como aos padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPs) e padrdes moleculares
associados ao dano (DAMPS) podem levar a inflamacdo crbnica e contribuir com a
patogénese do LP. OBJETIVO: Avaliar o efeito da ativacdo via 0 DAMP S100A8 e o
receptor Toll-like 4 (TLR-4) em células Natural killer (NK) e TCD8 citotoxicas e suas
subpopulagBes de memoria/efetoras em pacientes com LP. METODOS: Foram
selecionados 25 pacientes com LP (22 mulheres, 3 homens) com idade média de 43,46
anos + 8,46 e um grupo controle com 25 individuos (22 mulheres, 3 homens) com idade
média de 42 anos = 55. A determinacdo transcricional e da expressdo por
imunohistoquimica dos DAMPs S100A8, HMGB-1 e de TLR-4 e RAGE foi realizada em
biopsias de lesdes cutaneas de individuos com LP, e os niveis séricos de S100AS8,
HMGB-1, MICA e MICB foram determinados por ELISA. As células mononucleares
(CMNs) de sangue periféerico foram avaliadas por citometria de fluxo quanto a frequéncia
de TNF, IL-1B e o marcador de desgranulagdo CD107a em células TCD8+ e células NK
CD56+ e suas subpopulagdes. A avaliacdo da via de sinalizacdo de TLR em células
TCDB8+ purificadas e ativadas com S100A8 foi analisada por PCR array e a determinacao
da expressdao de mRNA dos componentes do inflamassoma em células TCD8+ ativadas
com S100A8 por PCR em tempo real. RESULTADOS: Foi evidenciado nos individuos
com LP elevada expressdo da proteina S100A8 nas lesdes cutaneas e de HMGB-1, TLR-
4 e RAGE na derme, em paralelo ao aumento da expressdo de mRNAs para S100A8 e
S100A9 e diminuicdo de RAGE. Além disto, uma elevacdo dos niveis séricos do dimero
S100A8/A9 foi detectada nos pacientes comparados aos controles, ao contrario do
DAMP HMGB-1 que mostrou niveis similares em ambos os grupos. A influéncia do
S100A8 em células TCD8+ e células NK, foi analisada em CMNs pela ativacdo com o
lipopolissacaride e a proteina recombinante S100A8, ambos ligantes de TLR-4. Nos
individuos com LP foi detectado aumento da resposta citotoxica de linfécitos TCD8+ e
células NK CD56"" pela expressdo do marcador de desgranulagio CD107a por
citometria de fluxo. A proteina S100A8 foi capaz de induzir a expressdo de genes pro-
inflamatorios como IL-1B, TNF e IL-6 em células TCD8+ de pacientes com LP em
contraste com os individuos saudaveis que mostraram expressao IL-10 e IFN tipo I. As
células TCD8+ de individuos com LP ativadas ou ndo com S100A8 expressam transcritos
de NLRP1, NLRP3 e AIM-2 e produzem IL-1 em niveis similares a controles saudaveis.
Além disso, células TCD8+ ativadas com S100A8 mostraram aumento de expressdo
TLR3, TLR5, TLR7 e TLR8 na doenga comparada as biopsias de controles. O aumento
da resposta TCD8+ citotoxica foi principalmente mediado pelo subtipo de memoria
efetora (TEM, CCR7- CD45RA-). Elevacdo basal da expressdo do receptor ativador
NKG2D e inibidor NKG2A foi observado em células NK CD56%™ nos individuos com
LP e um nivel similar do ligante solivel MICB em ambos os grupos. CONCLUSAO:
Estes resultados evidenciam que componentes da imunidade inata, como a proteina
S100A8 pode contribuir na manutencédo do perfil inflamatério do LP.

Descritores: liquen plano; peptideos catidnicos antimicrobianos; linfécitos T CD8-
positivos; células matadoras induzidas por citocinas; citotoxicidade imunologica.
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De Carvalho GC. Analysis of phenotypic and functional profile of Natural Killer cells
and CD8 + T lymphocytes in Lichen planus. [Thesis]. S&o Paulo: "Faculdade de
Medicina, Universidade de Sdo Paulo™; 2016. 105p.

BACKGROUND: Lichen planus (LP) is a mucocutaneous inflammatory chronic disease
of unknown etiology. Alterations in the innate immune response such as the pathogen-
associated molecular pattern (PAMPs) and damage-associated molecular pattern
(DAMPs) can lead to chronic inflammation and contribute to the pathogenesis of LP.
OBJECTIVE: Evaluate the effect of the activation trough the DAMP S100A8 and the
Toll-like receptor 4 (TLR-4) on the Natural killer cells (NK) and cytotoxic TCD8 cells
and their memory / effector subsets in LP disease. METHODS: We selected 25 patients
with LP (22 women, 3 men) with a mean age of 43.46 years + 8.46 and a control group of
25 subjects (22 women, 3 men) with a mean age of 42 £ 5, 5. The transcriptional
determination and protein expression by immunohistochemistry of DAMPs, S100A8 and
HMGB-1 as well as TLR-4 and RAGE was performed on biopsies of skin lesions from
patients with LP, and serum levels of S100A8, HMGB-1, MICA and MICB were
determined by ELISA. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were assessed by
flow cytometry to evaluate the frequency of TNF, IL-1B and the degranulation marker
CD107a in CD8+ T cells and CD56 + NK cells and their subsets. The evaluation of the
TLR signaling pathway in purified CD8 + T cells activated with S100A8 were analyzed
by PCR array and the determination of mMRNA expression of inflammasome components
on CD8 + T cells activated by S100A8 was measured by real time PCR. RESULTS: It
was shown in the LP individuals an increased expression of the S100A8 protein in the
cutaneous lesions and HMGB-1, TLR-4 and RAGE in the dermis, in parallel to increased
level of MRNAs for S100A8 and S100A9 and decreased expression of RAGE. Moerover,
increased serum levels of the dimer S100A8 / A9 was detected in patients compared to
controls, in contrast to DAMP HMGBL that revealed similar levels in both groups. The
influence of S100A8 in CD8 + T cells and NK cells, was analyzed in PBMC activating
with lipopolysaccharide and recombinant protein S100A8, both ligands of TLR-4. It was
detected in LP individuals, an increased cytotoxic response of CD8+ T lymphocytes and
CD56"" NK cells trough CD107a degranulation marker expression. The S100A8
protein was able to induce the pro-inflammatory genes expressions such as IL-1p, TNF
and IL-6 in CD8 + T cells of LP patients in contrast to healthy subjects who promoted
IL-10 expression and type | IFN. CD8 + T cells of LP individuals activated or not with
S100AS8 are able to express NLRP1, NLRP3 and AIM-2 and IL-1p production at similar
levels to healthy controls. Moreover, CD8 + T cells activated with S100A8 showed
increased expression of TLR3, TLR5, TLR7 and TLR8 in LP compared to biopsies from
healthy controls. The increased CD8 + T cells cytotoxic response was mediated by the
subtype of effector memory (TEM CD45RA- CCRY7). The increased baseline expression
of activating receptor NKG2D and the inhibitory NKG2A in the NK CD56%™ cells in LP
individulas, and the similar level of MICB soluble in both groups. CONCLUSION:
These results shows that innate immunity components, such as S100A8 protein may
contribute to the maintenance of LP inflammatory profile.

Descriptors: lichen planus; antimicrobial cationic peptides; CD8-positive T-
lymphocytes; killer cells, natural; cytotoxicity, immunologic.
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1. INTRODUCAO

O Liquen plano (LP) é uma doenca inflamatdria mucocutanea crénica de etiologia
desconhecida. A apresentacdo clinica da doenca varia dependendo da area envolvida,
sendo a pele e a mucosa oral as areas de acometimento mais frequente (1); (2). A doenga
pode ainda se manifestar sob diversas formas atingindo unhas (1), genitalia e couro
cabeludo (3).

O LP cutaneo é caracterizado pela presenca de lesbes com a superficie achatada,
papulas poligonais; violaceas; em 80% dos casos pode ser intensamente pruriginosa (4).
As lesbes podem se apresentar como uma rede de linhas brancas conhecidas como estrias
de Wickham (5) e resultar em extensa hiperpigmentacdo residual podendo causar
constrangimento ao paciente (2);(6). A classificacdo de variantes clinicas baseia na
peculiaridade da morfologia e distribuicdo topogréafica das lesdes podendo apresentar sob
a forma hipertrofica, bolhosa, linear entre outras (7).

A prevaléncia do LP em sua forma cutanea é estimada em <1% da populacéo,
enguanto a forma oral afeta cerca de 1-2% (8); (9). O LP pode se manifestar somente na
forma cuténea ou em associacdo com a mucosa, no entanto entre 30-70% dos casos sdo
observados o acometimento de mucosa em pacientes com LP cutaneo (10); (11). A média
da faixa etéaria de acometimento é entre 40 e 45 anos para a forma cutanea, e o tempo de
duracdo da doenca pode variar de um més a sete anos, sendo o diagndéstico clinico
confirmado por bidpsia da pele (6); (4). O LP é em geral mais frequente em mulheres de
meia idade na proporc¢do de 3:2 em relagdo aos homens (12);(13), sendo incomum em
criangas, que correspondem menos de 5% dos casos (13). N&o existem relatos quanto a
etnias predominantes no LP, no entanto, um estudo em uma populagdo de criangas nos

Estados Unidos mostrou maior incidéncia desta enfermidade em afro-americanos (13).



Nos achados histologicos das lesdes de individuos com LP é encontrado
espessamento da camada coOrnea, acentuacdo da camada de células granulares, infiltrado
de células inflamatorias e degeneracdo da camada basal de queratindcitos. A apoptose de
queratinécitos é atribuida a presenca de linfécitos TCD8 citotoxicos como principal
componente do infiltrado, que sdo recrutados para a juncdo derme-epiderme com alta
expressao da molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e induzem a apoptose dos
queratindcitos basais (14); (15); (16). No LP cuténeo as células Natural Killer (NK)
também estdo presentes nos sitios inflamatdrios, sendo responsaveis pela producdo de
citocinas inflamatdrias (17). Nas lesbes do LP cutaneo e oral, ha aumento da expressao de
TNF-0, IL-1, IL-6 e IL-8 e de moléculas apoptdticas como Fas/Apo-1 e Bcl-2 (18). Um
estudo recente mostra que o potencial de malignizacdo no Liquen plano oral (LPO) pode
estar correlacionado com o aumento da expressdo do marcador de células mieloide -1
(Mcl-1) (19).

Apesar da etiopatogenia do LP ndo estar definida, acredita-se que a doenca possa
ser desencadeada por mudancas antigénicas no local onde se encontram 0s queratindcitos
basais, que passam a expressar um peptideo proprio, exposto sob estimulo de drogas ou
trauma (20). No entanto, diversos fatores como doencas autoimunes (21), infeccdes
virais, como o virus humano do herpes tipo 7 ou virus da hepatite C (5); (12); (22) ,
retrovirus endoégeno (23), medicacGes (21); (24), vacinacGes (25) e materiais de
restauracdo dentaria (26) tém sido associados a patogénese do LP. Contudo, sinais de
danos celular (danger-associated molecular patterns, DAMPS) assim como padrbes
moleculares associados a patdgenos (pathogen-associated molecular patterns PAMPS)
podem ser os principais fatores que aumentam a resposta citotoxica de linfécitos T,

resultando na destrui¢do dos queratindcitos nas lesdes de individuos com LP (27).
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Figura 1. Representacdo do processo patoldgico na pele de individuos com LP. Um
possivel agente desencadeador favorece o processamento a apresentacao de antigenos por
células dendriticas miel6ides ou queratindcitos e induz células TCD4+ direcionar a
resposta para o eixo TH1, enquanto os linfécitos TCD8+ e células NK realizam a
resposta citotdxica. O processo inflamatorio e a producao de quimiocinas também podem
ser amplificados devido a presenca de PAMPs e DAMPs locais. (28, modificado).

Em geral as abordagens no LP sobre as células da resposta imune inata como as
células NK e células dendriticas, bem como das células que participam da resposta imune
adaptativa, TCD4+ e TCD8 se atém a pesquisa nas lesdes de pele. Sdo escassos 0S

trabalhos que relatam a participacdo dessas células em sitio extracelular, como as células

mononucleares do sangue periférico (CMNSs) no LP.

1.1 Importancia PAMPs e DAMPs como ligantes dos TLRs no LP

Em geral nas lesbes dermatoldgicas sdo encontrados PAMPsS como o

lipopolissacaride (LPS) proveniente de bactérias gram negativas pela quebra da barreira



cutanea, assim como DAMPs devido aos danos celulares existentes. Esses padrdes atuam
como agonistas que ativam células via os receptores Toll-like (TLR) e culminam na
producdo de citocinas pré-inflamatorias. Foram descritos 10 receptores funcionais em
humanos, destes seis localizados na membrana celular (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS5,
TLR6 e TLR10) e outros quatro em compartimentos intracelulares como os reticulos
endoplasmaticos e endossomos (TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9). Eles sdo capazes de
reconhecer diversos tipos de moléculas, desde lipoproteinas de origem bacteriana (TLRs
1,2,6), lipopolissacaride (TLR4) e flagelina (TLR5), até RNA e DNA virais (TLRs 3,7,8
e 9). Diversos tipos celulares expressam esses receptores, como células dendriticas,
macrofagos, linfocitos T e células ndo linféides como queratinécitos e fibroblastos,
porém, a sua atuacdo dependera do tipo celular e do tecido onde estdo expressos. Ainda
que a inflamacdo gerada via ativacdo pelos TLRs seja protetora em muitos casos, a
constante estimulacdo pode gerar necrose e liberar fatores enddgenos que podem
cronificar o processo inflamatorio (29); (30).

Na pele, as alteraces na expressao de TLRs, como a diminuicdo da expressao de
TLR1 e TLR2 foram evidenciadas em les6es cutaneas de LP (31) e aumento da expressao
dos TLR4 e TLR9 em lesdes na mucosa oral de LPO (32). No sangue periférico, foi
demonstrado aumento da expressdo de TLR2 em mondcitos de pacientes com LPO (33).
Em um trabalho recente do nosso grupo, foi evidenciado que a estimulacdo com ligantes
de TLRs extracelulares (TLR2, TLR4 e TLR5) induz uma producéo elevada de TNF nos
pacientes de LP cutdneo, com uma importante reducdo dessa citocina quando estimulados
via TLRs intracelulares (TLR3, TLR7 e TLR9) em comparagdo aos controles (34).
Contudo, a estimulagéo via TLR7/TLR8 foi capaz de restaurar a produgéo de TNF,

sugerindo que a via TLR8 € funcional no LP.



Dentre os fatores enddgenos liberados em processos inflamatorios existem os DAMPs,
como S100A8 (MRP8) e S100A9 (MRP14). O complexo S100A8/A9 (Calprotectina) é
liberado durante a ativacdo de fagdcitos e atua via receptor TLR4, possibilitando a ativacédo
de NF«kB e produgdo de TNF-a assim como outras citocinas (35); (36). A calprotectina
também é considerada um fator antimicrobiano e seus niveis podem se elevar durante
exposicdo a minimas quantidades de LPS. Além disto, o aumento de S100A8/A9 no soro
possui uma relacéo inversa com a sobrevivéncia de pacientes com sepse (37).

A associacao da proteina SI00A8 com o S100A9 e sua elevacdo tem sido mostrada
em doencas inflamatorias, cancer (38); (40), doencas autoimunes como diabetes do tipo I,
fibrose cistica, atrite reumatoide, como também em doencas dermatoldgicas como
psoriase (40); (41) onde sdo encontrados altos niveis de SI00A8/A9 sollveis (42); (43).

Na psoriase 0 complexo S100A8/A9 produzido pelos queratindcitos induzem a
producdo de citocinas proinflamatérias como IL-6, IL-8 e TNF-a e proangiogéncias que
ativam genes relacionados com fatores de crescimento (44) Assim, a excessiva producao
deste complexo atua na manutencdo de ambiente inflamatério e contribui para migragéo de
células nas lesdes. O ambiente inflamat6rio presente nas lesdes de pele no LP, psoriase e
dermatite atdpica pode favorecer a migracdo de células TCD8+ assim como células NK (46).

O S100A8 e sua acdao como proteina ligante de célcio pode atuar como um
segundo mensageiro apés a ativacdo por LPS e induzir a ativacdo do inflamassoma pelo
receptor NOD-like. Além disso, o complexo SI00A8/A9 ¢ capaz de induzir NFkB, ¢ a
proteina NLR que contém o dominio pirina 3 (NLR3) a ativar pro- IL-1p em células
mononuleares (CMNs) (46). Desta forma, o efeito de DAMP S100A8 também pode
contribuir para perpetuacdo inflamatoria no LP.

A proteina HMGB1 (high mobility group box 1) é uma proteina nuclear presente

na maioria das células eucaridticas, que tem como fungdo atuar na estabilizagdo da



formagdo do nucleossomo e na regulacdo de diversos genes. A proteina HMGB-1
também é considerada um DAMP e é secretada por macrofagos ativados, células
dendriticas maduras, células NK e queratindcitos em resposta a danos celulares, infecgdes
e estimulos inflamatdrios (47); (48); (49); (50).

O HMGB-1 quando secretado para o meio extracelular pode interagir com trés
receptores: receptor para produtos finais de glicacdo avancados (RAGE), TLR2 e TLR4.
A ligacdo da proteina HMGB-1 ao receptor RAGE conduz a ativacdo de MAPK, NF-kB
induzindo a producéo de citocinas inflamatdrias TNF, IL-1, IL-6, IL-8 e MIP-1 (51).

A constante ativacdo de padrées como PAMPs (LPS) e DAMPs S100A8 e o
HMGB-1 em especial ao TLR4 pode contribuir para a acdo inflamatoria e

migracao/ativacdo das células do sistema imune inato (NK) e adaptativo (TCD8+) no LP.



1.2 Células NK no LP

As células NK representam um subconjunto de linfdcitos participantes do sistema
imune inato que atuam na defesa contra diversos patdgenos e na rejeicdo de tumores (52);
(53). As células NK humanas compreendem aproximadamente 15% de todos os linfdcitos
e sao definidos fenotipicamente pela expressdo de CD56 e a falta de expressdo de CD3
(54). Além disso, duas populacdes distintas de células NK podem ser representadas com
base na densidade da expressdo de CD56 em sua superficie celular (55). As células NK
CD56%™ representam cerca de 90% das células NK circulantes, expressam altos niveis do
receptor FcyRI11l (CD16) possui uma potente atividade citotdxica e é facilmente recrutado
para os sitios de inflamacdo (56). Ja as células NK CD56°"" sdo consideradas
reguladoras devido o seu potencial para secretar citocinas como: IFN-y e IFN-o, TNF-a e
IL-10. Esse subtipo regulador mostra alta densidade de expressdao de CCR7 e CD62L,
caracteristica que permite o trdfego entre os linfonodos, onde essas células sdo mais
abundantes (57).

Os receptores das células NK podem ser encontrados nas formas inibidoras e
ativadoras. Existem trés subfamilias de receptores para este tipo celular descritos em
humanos: os KIRs (killer cell immunoglobulin-like receptor) que reconhecem HLA-A, -B
e C; a subfamilia de lectina tipo-C, que incluem os receptores CD94 e NKG2 ou KLRs
(Killer Lectin-like Receptor) que reconhecem HLA-E e os NCRs (natural cytotoxicity
receptors) como o Nkp46 que se liga a antigenos virais (58).

Entre os receptores KIRs, existem os subtipos NKG2D, NKG2A e NKG2C. O
NKG2D humano estd acoplado ao adaptador DAP10 a PI3-K (Phospholnositide 3-
Kinase) e interage especificamente com moléculas induzidas por stress, como MICA e

MICB (MHC class | Chain- related genes A and B) expressas frequentemente na



superficie de células tumorais e/ou infectadas por virus (59). O NKG2D é normalmente
expresso em células NK, células T yd e células T CDS8 e estd relacionado com a
resisténcia a infeccao para alguns virus (60). Estudos experimentais para resposta tumoral
mostram que a molécula S100A8/A9 é capaz de promover a ativacdo de células NK via
receptor RAGE e este processo ser mediado pelo NKG2D (61).

O CD94 é um receptor que forma heterodimeros com NKG2A, -B, -C ou -E (53).
O dominio intracelular do NKG2A contém sequéncias conservadas de aminoacidos
relacionadas com a transducdo de sinais inibidores denominadas ITIMs (Immunoreceptor
Tyrosine-based Inhibition Motifs). Desta forma, a ligacdo do receptor CD94/NKG2A as
moléculas HLA-E inibe a capacidade litica das células NK (62). O heterodimero CD94-
NKG2C reconhece HLA-E com a mesma especificidade que o complexo CD94-NKG2A,
no entanto, os sinais intracelulares do receptor NKG2C culminam na ativacdo das células
NK (63).

As células NK podem ser encontradas em processos inflamatdrios que ocorrem
nas lesdes de LP, psoriase e dermatite atopica (45). Nas biopsias de individuos com
psorfase e dermatite de contato, foram descritas infiltrado exclusivo de células CD56""™
CD16™ na qual sdo recrutados para o sitio inflamatorio através das quimiocinas
CXCR3/CXCL10, CCR5/CCL5 e CCR6/CCL20 (receptor/ligante) (64). No LP cutaneo
a infiltragdo de células CD56"™ também estdo presentes nos sitios inflamatérios (17).
Além disso, essa subpopulacdo de célula NK na lesdo € responsavel pela producédo de
perforina e secrecdo IFN-y e TNF-a e da expressdo de NKG2D (17).

Poucos trabalhos evidenciam a participacdo destas células nas lesdes de pele, além

disso, no LP, ndo existem evidéncias de estudo sobre essas células no sangue periférico.
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1.3 Células TCD8+ no LP

Embora a etiologia do LP ainda seja desconhecida, sabe-se também que os
linfécitos T desempenham importante papel na patogenia da doenca. Os linfocitos T CD4
juntamente com os linfocitos T CD8 sdo recrutados para a juncdo derme-epiderme
causando intensa inflamacé&o local (14).

Diversas alteracbes nos queratindcitos basais podem torna-los susceptiveis a
respostas mediadas pelos linfocitos T CD8, que quando ativados secretam IL-2, IFN-
gama e principalmente de TNF que se ligam nos receptores dos queratindcitos induzindo
a apoptose (15). A maior parte destas células é encontrada em areas lesionadas da
membrana basal, proximo das areas de destruicao dos queratinocitos.

A expressdo do marcador de desgranulagdo CD107a na superficie de células
efetoras como NK e linfécitos TCD8+ € evidenciada pela atividade litica em ensaios de
citotoxicidade contra célula alvo marcada com cromo radioativo (°Cr) (65). No LP
constatou-se que linfécitos TCD8+ encontrados nas lesdes da doenga sdo citotoxicos, ja
os clones de linfécitos TCD8+ derivados de regides adjacentes sd0 menos citotoxicos
contra os queratindcitos de regides lesionadas aut6logas, ou seja, menos autorreativos que
os linfécitos provenientes das lesdes (66). A autorreatividade de linfécitos T CD8+ e o
desenvolvimento de autoimunidade sistémica em modelos experimentais mostrou estar
relacionada com a presenca de DAMPs que se ligam ao receptor TLR4, como as
proteinas S100A8 e S100A9 conduzindo ao aumento da expressao de 1L-17 (67).

Além da acdo citotdxica para efetividade da resposta imune, a geracdo de celulas
de memoria imunoldgica é essencial para conferir protecdo imediata nos tecidos
periféricos inflamados. As células T efetoras de memoria CCR7- migram para os tecidos

periféricos na inflamac&o e atuam na resposta efetora imediata, enquanto as células T de
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memoria central CCR7+ dirigem-se para as areas de células T nos érgdos linfoides
secundarios, capazes de estimular eficientemente as células dendriticas. As células T
CCR7+ podem ainda se diferenciar em células CCR7- apds um segundo estimulo e
retornar com sua acdo efetora imediata (68). O receptor CCR7 que auxilia no regresso das
células para os tecidos linféides é utilizado para classificar fenétipos de linfécitos T
CD8+ como naive CCR7+, CD45RA+, de memoria central (TCM) CCR7+, CD45RA-,
memoria efetora (TEM) CCR7- CD45RA- e memdria efetora terminalmente diferenciada
(TEMRA) CCR7-, CD45RA+ (69).

Contudo, avaliacBes extra-cutdneas sdo mais escassas e podem contribuir no
entendimento da patogénese da doenca. As células NK e TCD8+ circulantes e suas
subpopulac@es em individuos com LP podem expressar distintos perfis fenotipicos e
funcionais em relacdo a controles saudaveis em resposta aos agonistas que medeiam

respostas pro-inflamatérias como DAMPs e PAMPs.
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2. Objetivos
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2. Objetivo Geral

Avaliar o perfil fenotipico e funcional de células da resposta imune inata pelas
células Natural Killer e da resposta adaptativa pela célula T CD8+ nos pacientes com

Liquen plano.

Obijetivos secundarios:

Determinacdo da expressdo transcricional e protéica do DAMP S100A8 e o receptor Toll-
like -4 em bidpsias cutaneas de individuos com LP e dos niveis sericos de S100AS8.
Percentual de TNF, IL-1p e do marcador de desgranulacdo CD107a em células TCD8 e
celulas NK CD56+ do sangue periférico.

A via de sinalizacdo de TLRs em células TCD8+ ativadas com S100AS8.

Expressdo de mRNA dos componentes do inflamassoma NLRP1, NLRP3, NLRP4, AIM-
2, Caspase 1 e IL-1p em células TCD8+ ativadas por S100A8.

Percentual de subpopulac6es de células TCD8+ efetoras e de memdria quanto a producéo
de TNF, IL-1p e da resposta citotdxica induzida por agonistas de TLRA4.

Expressdo de marcadores de ativacdo/inibicdo em subpopulacfes de células NK
induzidas por S100A8 e LPS.

Determinacdo dos niveis séricos de MICA e MICB.

Determinacdo da expressdo transcricional e protéica do DAMP HMGB-1 e dos receptores
Toll-like -4 e RAGE em biopsias cutaneas de individuos com LP e dos niveis séricos de

HMGB-1.
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3. Meétodos
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3.1 Casuistica

Os pacientes com Liquen plano (n=25), de ambos os sexos, foram selecionados no
Ambulatério do Departamento de Dermatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da USP. Os pacientes com LP cutaneo apresentavam lesdes de pele com
diagnostico confirmado por bidpsia. A associacdo com melanoma e/ou outras doencas
autoimunes, assim como 0 uso de medicacdo imunossupressora ou LP pilar constituiram
critérios de exclusdo. Todos os pacientes apresentaram resultados negativos para o fator
anti-nuclear e HIV. Os pacientes ndo tinham sido tratados com qualquer tipo de
corticoide tépico ou sistémico, retindides ou imunossupressores nos ultimos 30 dias antes
da bidpsia de pele e coleta de sangue.

O grupo controle foi composto por individuos sadios (n=25), de ambos 0s sexos
gue ndo apresentaram histdria de doenca dermatoldgica e com idade acima de 18 anos.
Os pacientes e os individuos controles saudaveis foram submetidos ao termo de
consentimento e livre esclarecido para posterior inclusdo no estudo. Todos foram
informados do conteddo da pesquisa, assinando um termo de consentimento livre e
esclarecido aprovado pela Comissdo de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa —
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina de

Universidade de S&o Paulo (n°8802) (Anexol).

3.2  Obtencao de células mononucleares (CMNSs) de sangue periférico

Foram coletados 50 mL de sangue periférico em tubo heparinizado, diluidos, volume a

volume, em solucéo fisiologica e centrifugado em solucdo gradiente de Ficoll-Hypaque

(Amersham Pharmacia Biotech, NJ, EUA) por 20 minutos a 550g para obtencdo de
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CMNs. Apo6s duas lavagens em meio de cultura RPMI-1640 (Gibco, Invitrogen, EUA)
suplementado com gentamicina (10pug/mL, Novafarma, SP, Brasil) por 10 minutos a
1200 rpm, as células obtidas foram quantificadas e a concentracdo definida de acordo

com o experimento.

3.2.1 Analise de células T CD8 citotdxicas e subpopulacdes efetoras/memaria por

citometria multiparamétrica

Para analisar as células TCD8 e TCD4 efetoras, as CMNs foram estimuladas com
agonistas de TLR4 (lipopolissacaride-LPS, 1upg/mL) ou MRP8 (S100A8, 1lug/mL)
separadamente ou LPS (1pg/mL) por 30 minutos seguido por MRP8 (1ug/mL) por 6
horas. A Brefeldina A (10ug/ml) foi adicionada a cultura 1 hora ap6s o inicio da cultura.
Como controle positivo foi utilizado o acetato de miristato de forbol (PMA) 10ng/mL e
lonomicina 1pug/mL nas mesmas condicdes de cultivo. O anticorpo anti-CD107a PerCP-
Cy5 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) foi adicionado no inicio do cultivo. Apés o
periodo de 6 horas as células foram retiradas da placa e marcadas com marcador de
viabilidade LIVE/DEAD PE-Texas Red (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) por 30 minutos
a 4°C. Apo6s isso, as células foram tratadas com CYTOFIX/CYTOPERM (BD
Biosciences) e marcadas com: CD3 Qdot 605, CD4 Horizon V450, CD8 Horizon V500,
TNF Pe-Cy7, IL-1-beta FITC, CD45RA-APC-H7, CCR7-Alexa-647 procedentes da BD
Biosciences. As células foram lavadas e a aquisi¢do de 200.000 células foi realizada com
o citdmetro de fluxo Fortessa (LSRFortessa, BD) e analisadas através do Software
FlowJo (Tree Star — USA).

Todas as analises de citometria foram realizadas com prévia padronizacdo

determinada pelo FMO (fluorescence minus one). O principio desta padronizagdo se
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baseia na incluséo de todos os marcadores a serem lidos no citdmetro de fluxo omitindo a
presenca de uma fluorescéncia. O procedimento favorece uma precisa determinacdo para
analise de células marcadas, para melhor discriminar as populacbes positivas e as

negativas.

3.2.2 Analise da via de sinalizacdo de receptores Toll-like em células TCD8+

estimuladas com S100A8

Para analisar a acdo direta da proteina S100A8, células TCD8 de individuos com
Liguen plano (n=3) ou individuos saudaveis (n=3) foram isoladas a partir de CMNs
utilizando o citdbmetro FACSAria 11 (BD Biosciences, San Jose, CA) do CEFAP, ICBIV-
USP. As células TCD8+ foram cultivadas em microplacas de 96 pocos (Costar,
Cambridge, MA, USA) a 37°C em 5% CO2 e estimuladas com S100A8 (1 ug/ml
ProSpec-Tany TechnoGene Ltd., NZ, Israel) por 4 horas. Apds esse periodo as células
foram armazenadas em solucdo RNAlater (Sigma-Aldrich) a -20°C para posterior
extracdo do mRNA total. Foram avaliados 84 genes relacionados a via de sinalizacdo dos
TLRs utilizando o kit Human Toll-Like Receptor Signaling Pathway PCR Array (Qiagen,
Hilden, Germany). Para tanto, foi realizada a extracdo do mRNA das células TCD8+
utilizando o kit RNeasy Micro Kit Protocol (Qiagen, Hilden, Germany) e a transcri¢éo
reversa com o kit RT2 PreAMP cDNA Synthesis (Qiagen). O cDNA equivalente foi
aplicado em placas RT? Profiler PCR Array plate (Qiagen) e o material genético foi
amplificado no aparelho ABI 7500 RT-PCR System (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) de acordo com as instrugdes do fabricante. A analise dos dados foi realizada
pelo software 7500 versédo 2.0.6 (Applied Biosystems, USA) em conjunto com Microsoft

Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA) para anélise estatistica. Os valores AACt foram
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calculados através dos niveis de expressao dos genes normalizadores e em comparacéo
com os controles. Para tanto, os grupos de individuos com Liquen plano ou saudaveis
foram comparados considerando a intensidade de expressdo de cada gene entre células
TCD8+ estimuladas ou ndo com S100A8. O ponto de corte parta a intensidade de
expressao > duas vezes para a inducao de genes ou < duas vezes para a repressao do
gene de cada foi utilizada para respectivamente comparar genes regulados positivamente
ou negativamente em células TCD8+ ativadas em relacdo as celulas TCD8+ sem

estimulo.

3.2.3 Analise da expressdo de NLRP-1, NLRP3, AIM-2, CASP-1 e IL-1-p em células

TCD8+ por PCR em tempo real

O RNA total das celulas TCD8+ sorteadas foi isolado utilizando-se o kit de
extracdo RNAqueous Micro kit (Ambion). O cDNA foi preparado utilizando-se o kit
SuperScript™ III (Invitrogen) de acordo com as instrugdes do fabricante. A quantidade e
qgualidade do RNA foram avaliadas por espectrofotobmetro (Nanodrop N-1000) e a
expressao dos principais componentes do inflamassoma (NLRP1, NLRP3, AIM2,
CASP1, IL1B) foi avaliada através de sondas TagMan® especificas para plataforma ABI
7500 (Applied Biosystems). Os niveis de mMRNA foram normalizados com os niveis de
MRNA do gene enddgeno beta actina, ACTB (Applied Biosystems). O nimero do ciclo
em que a transcricdo do gene de interesse € detectavel (CT) foi normalizado com o
namero do ciclo de deteccdo do gene enddgeno ACTB, referida como delta Ct (ACT). Os
resultados de amplificagcdo foram analizados utilizando o software Sequence Detection
System (SDS) (Applied Biosystems). A expressdo normalizada foi calculada conforme

Livak et al. (2001).
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3.2.4 Analise do perfil funcional das células NK por citometria multiparamétrica

Para analisar as células NK, as CMNs foram estimulados com agonistas de TLR4
(LPS, 1pg/mL) ou MRP8 (S100A8, 1ug/mL) separadamente ou LPS (1ug/mL) por 30
minutos iniciais seguido por MRP8 (1ug/mL) por 6 horas. A Brefeldina A (10ug/ml) foi
adicionada a cultura ap6s 1 hora do inicio da cultura. Como controle positivo foi utilizado
PMA (10ng/mL) e lonomicina (1pg/mL). O anticorpo anti-CD107a PerCP-Cy5 foi
adicionado no inicio do cultivo. Apds o periodo de 6 horas as células foram retiradas da
placa e marcadas com marcador de viabilidade LIVE/DEAD PE-Texas Red (Invitrogen)
a 4°C por 30 minutos. Ap0ds isso, as células foram tratadas com CYTOFIX/CYTOPERM
(BD Biosciences) e marcadas com o0s anticorpos para: CD3 Qdot 605(Invitrogen), CD19
Horizon V500, CD16 APC Cy7, CD56 Alexafluor 700, TNF PE Cy7, IFN-y Horizon
V450, IL1-beta FITC ou foi realizada a marcacgéo fenotipica de células NK incluindo os
marcadores, NKG2A PE, NKG2D PE Cy7 e NKG2C FITC, procedentes da BD
Biosciences. As células foram lavadas e a aquisi¢do de 200.000 células foi realizada com
o citdmetro de fluxo Fortessa (LSRFortessa, BD) e analisadas através do Software

FlowJo (Tree Star — USA).

3.3  Obtencao de biopsias de pele

Foram obtidas biopsias de aproximadamente 6mm de diametro de peles lesionas
de pacientes com LP ou de mesma regido da pele de individuos saudaveis, coletadas ap6s
aplicacdo de anestesia local. As amostras foram armazenadas em solucdo RNA later
(Sigma, CA, USA) a 20°C para posterior analise de transcritos pelo método de reagdo em

cadeia da polimerase em tempo real (PCR real time).
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3.3.1 Analise da expressdo de S100A8, S100A9, HMGB-1, TLR-4 e RAGE por

reacdo em PCR em tempo real

A expressdo de transcritos relacionados com a producdo da proteina S100A8
Humana (MRP8) e S100A9 (MRP14), HMGB-1, TLR-4 e RAGE foi realizada por
gPCR. As amostras de pele foram armazenadas em RNA later (Sigma) a 20°C e
processadas com o aparelho Tissue Ruptor (Qiagen Valencia, CA, USA). Apds a
remocdo de fragmentos por centrifugacdo, os sobrenadantes foram utilizados para a
extracdo de RNA. O RNA total foi extraido das biopsias utilizando o RNeasy Plus Mini
Kit (Qiagen). A transcricdo reversa foi realizada com o Reverse Transcriptase Kit (Bio-
Rad Laboratories, Richmond, CA, USA). Os oligonucleotidios iniciadores (primers)

foram sintetizados pela (Life Invitrogen, Carlsbad, CA, USA):

S100A8 (MRPS)
5’ - GGGATGACCTGAAGAAATTGCTA - 3° forward

5 -TGTTGATATCCAACTCTTTGAACCA- 3’ reverse

S100A9 (MRP14)
5’ - GTGCGAAAAGATCTGCAAAATTT- 3° forward
5’ - GGTCCTCCATGATGTGTTCTATGA- 3’ reverse
HMGB-1

5- CTCAGAGAGGTGGAAGACCATGT — 3" forward

5-GGGATGTAGGTTTTCATTTCTCTTTC — 3’ reverse
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TLR-4
5’- CCTGATGACATTCCTTCT- 3" forward
5’- AGCCACCAGATTCTCTAA- 3 reverse

RAGE
5’- GAGGAGGAGCGTGCAGAACT - 3" forward
5’ - CCTCAAGGCCCTCCAGTACTACT — 3 reverse

GAPDH:
5’ - GAAGGTGAAGGTCGGAGT - 3’ forward

5’ - GAAGATGGTGATGGGATTTC - 3’ reverse

Para aplicacdo da PCR em tempo real foi utilizado o aparelho Applied Biosystems 7500
Fast system usando o método de amplificacdo por SYBRGreen (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, USA). Os primers para amplificacdo foram aceitos com suas eficiéncias de
100 + 10%. A especificidade da reacdo foi examinada pela curva de dissociacdo. Os
niveis de mRNA de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) das amostras foram
analisados e normalizados com os niveis de mRNA das amostras de cada individuo
testado. Foram utilizados ciclos de 10 minutos a 95°C, seguidos de 40 ciclos de 15
segundos a 95°C e 60 segundos a 60°C. Os resultados de amplificacdo foram analizados
utilizando o software Sequence Detection System (SDS) (Applied Biosystems). A

expressao normalizada foi calculada conforme (70).

3.3.2 Expressao de S100A8, HMGB-1, TLR-4 e RAGE por imunoistoquimica

Foram realizados cortes histologicos de 4um de espessura de bidpsias de pele

emblocadas em parafina em laminas silanizadas (Sigma Chemical Co., St. Louis,
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MO/USA, cod. A3648). Os cortes histoldgicos foram desparafinizados em banhos de
xilol e posteriormente hidratados em concentracdes decrescentes de etanol. O bloqueio
com peroxidase endogena (H202) foi feito em cadmara escura com trés incubacdes em
agua oxigenada 3% por 10 minutos cada. Logo foi realizada a exposi¢do antigénica em
calor itmido em pH 9.0 (Dako Cytomatation, Carpinteria, CA, USA). O bloqueio de
proteinas inespecificas do tecido foi feito com incubagdo em solucgéo de leite desnatado
(Molico, Nestlé) a 10%. As laminas foram incubadas com anticorpo primario, coelho
monoclonal anti-MRP8 anti-HMGB1, anti-RAGE ou anti-TLR4 (Abcam, Cambridge,
MA) diluido em solucéo de albumina bovina (BSA) 1% em tampédo PBS pH 7.4. Os sitios
de ligacdo foram revelados com solugdo cromdgena Permanet Red LSAB-AP para avaliar
a marcacdo de S100A8 ou diaminobenzidina (DAB) para avaliar a marcacdo de TLR-4,
HMGB-1 ou RAGE (Dako Cytomatation, Carpinteria, CA, USA). Os controles negativos
das reacGes foram obtidos através da omissdo do anticorpo primario, substituido por PBS
pH 7.4. Ap6s a montagem das laminas com resina Permount (FISHER Scientific, Fair
Lawn, NJ/USA). As laminas foram escaneadas no aparelho Aperio Scan-scope Cs
(Aperio Technologies, Vista, CA) no aumento de 40X e analisadas no software Image-
Pro Plus (Media Cybernetics Inc., Bethesda, Maryland). A avaliacdo na distribuicdo da
proteina MRP8, HMGB-1, TLR-4 e RAGE ocorreram mediante a divisdo de areas

marcadas pela area total da epiderme ou derme mensurada.

3.4  Determinacdo sérica de S100A8/A9, MICA, MICB e HMGB-1 por ensaio

imunoenzimatico

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi utilizado para detec¢do da proteina SI00A8/A9

(MRP8), MICA, MICB (Biolegend San Diego, CA) ou HMGB-1 (IBL Minneapolis,
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MN). O soro de controles e individuos com LP ndo diluidos foram adicionados em uma
placa pré-sensibilizada com anticorpo anti-S100A8/A9, MICA, MICB ou HMGB-1 por
um periodo de 1 hora a 37°C. A placa foi lavada e incubada com anticorpo de deteccio
anti-S100A8/A9, MICA ou MICB por 30 minutos. Posteriormente, foi adicionado
estreptoavidina peroxidase por 30 minutos a 37°C. O substrato foi utilizado para iniciar a
reacao, 3, 3’, 5, 5° tetrametilbenzidina (TMB). A leitura foi realizada no leitor de ELISA

VersaMax (Molecular Devices CA.- US.) utilizando o comprimento de onda de 450nm.

35 Andlise estatistica

Os dados foram analisados com auxilio do software GraphPadPrism (Versdo 5.0). Na
comparagdo estatistica entre os grupos foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney. Todas as comparagdes que resultaram em P<0.05 foram consideradas
significativas. Os dados foram representados com a média e desvio padrdo da média e ou

intensidade média de fluorescéncia (MFI).
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4. Resultados
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4.1 Resultados referentes ao perfil de ativacéo das célula NK e TCD8+ e a influéncia

da proteina S100A8 no LP

Artigo publicado na revista Acta Dermato-Venereologica em Dezembro de 2015.
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Up-regulation of Proinflammatory Genes and Cytokines Induced
by S100A8 in CD8* T Cells in Lichen Planus
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Lichen planus (LP) is a chronic inflammatory mucocu-
taneous disease. The inflammatory status of LP may be
related to S100A8 (myeloid-related protein 8; MRP8)
activation of cytotoxic cells. The aims of this study were
to evaluate S100A8 expression in skin lesions and the
in vitro effects of S100A8 on CD8" T cells and natu-
ral killer (NK) cells in LP. Increased levels of ST00A8/
S100A9 were detected in the skin lesions as well as in
the sera of subjects with LP. SI00A8 expression indu-
ced an increased cytotoxic response by peripheral blood
CD8'CD107a* T cells as well as by NK CD56"" cells
in patients with LP. Increased expression of interleukin
(IL)-1p, tumour necrosis factor (TNF) and IL-6 in the
CD8" T cells of patients with LP was induced by S100A8,
in contrast to the control group that produced IL- 10 and
interferon (IFN) type I genes. These data suggest that,
in individuals with LP, S100A8 may exert distinct im-
munomodulatory and cytotoxicity functions. Key words:
lichen planus; S100A48; CD8+ T cells; natural killer cells;
Toll-like receptor.
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Lichen planus (LP) is a chronic inflammatory skin
disease that most frequently involves the skin and the
oral mucosa (1, 2). Although the aetiopathogenesis of
LP is unclear, several possible causes, including genetic
predisposition and environmental triggers, can lead to a
continuous inflammatory response. Viral infections, such
as human herpes virus type 7 (3) or human hepatitis C
virus (HCV), may also be associated with LP (4).
Endogenous danger signals (danger-associated mole-
cular patterns [DAMPs] as well as exogenous pathogen-
associated molecular patterns [PAMPs]) may activate
cytotoxic T lymphocytes, causing the destruction of
keratinocytes in the skin of patients with LP (5). The
autoreactivity of CD8" T cells and the development of

© 2016 The Authors. doi: 10.2340/00015555-2306
Journal Compilation © 2016 Acta Dermato-Venereologica, ISSN 0001-5555

systemic autoimmunity in a mouse autoimmune model
have been shown to be related to the local production
of DAMPs, including the myeloid-related proteins
S100A8 and S100A9, which bind to the Toll-like re-
ceptor TLR4 and lead to increased interleukin (IL)-17
expression (6). The elevated sera levels of ST00A8 and
S100A9 proteins are observed in numerous pathological
conditions associated with inflammation in humans (e.g.
rheumatoid arthritis, systemic lupus erythematosus, dif-
fuse cutaneous systemic sclerosis, psoriasis and cancer
(7-12)). We have observed previously that peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) from individuals with
LP are hyper-responsive to activation through the TLR2,
TLR4 and TLRS pathways, with increased secretion of
tumour necrosis factor alpha (TNF-a) (13). Therefore,
altered innate immunity could contribute to the inflam-
mation and T-cell autoreactivity in LP.

Moreover, SI00A8/A9 proteins induce the production
of proinflammatory and pro-angiogenic cytokines, which
attract immune cells to the psoriatic skin lesions (14). The
inflammatory skin milieu can attract CD8" T cells as well
as natural killer (NK) cells in LP, psoriasis and cutaneous
lesions of atopic dermatitis (15). The NK cell CD56™"
subtype, which predominates in the inflammatory sites of
LP lesions, is able to produce perforin, interferon (IFN)-y
and TNF-o (16). It is currently unknown whether altered
serum levels of SIO0A8/A9 in LP can modulate the cy-
totoxic functions of NK cells or CD8" T cells.

This study investigated the levels of ST00AS in the skin
lesions and sera of patients with LP as well as the im-
munomodulatory SI00A8 on CD107a molecules, which
are indicators of degranulation, and cytokine secretion
by CD8" T cells and the NK CD56" cell subtype from
peripheral blood. The findings demonstrate increased
ST100A8/A9 expression in the skin lesions and sera of
patients with LP, which may positively regulate the
cytotoxic responses of NK and CD&" T cells. Moreover,
the effects of STO0A8 on CD8' T cells in patients with
LP involved the up-regulation of pro-inflammatory cy-
tokine gene expression in association with altered TLR
expression.

'http://www.medicaljournals.se/acta/content/?doi=10.2340/00015555-2306
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MATERIALS AND METHODS (see Appendix S1')

RESULTS

Expression of S100A8 in skin lesions of patients with
lichen planus

The histology and expression of the SI00A8 protein
was evaluated in skin biopsies of LP (n=12) and
healthy controls (HC, n=12). Compared with the epi-
dermal and dermal layers of H& E-stained HC samples
(Fig. la) LP samples showed increased epidermal cell
layers with degeneration of basal cells and an intense
cellular infiltration in the superficial dermis (Fig. 1b).
S100A8 staining demonstrated intense protein expres-
sion in epidermal keratinocytes and diffuse labelling

0.84

wm?fpum?

0.44

0.2

Fig. 1. Enhanced expression of S1I00A8 in the epidermis and dermis of skin lesions from
patients with lichen planus (LP). Skin biopsies from (a, c) healthy subjects and lesions from
(b, d) patients with LP were stained with haematoxylin and eosin; (a, b) 100> magnification.
(c, d) S1I00A8 protein levels were measured using immunohistochemistry. The distribution
of S100A8 in the (e) epidermal and (f) dermal layers of healthy control skin (HC, n=12) or
in the lesions of patients with LP (n=12) was evaluated. Calculation of the SI00A8-positive
area in the dermis was performed by dividing the area positive for the SI00A8 protein by the
total area. The data are presented as means + standard error of the mean (SEM). ***p<0.0001.
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in the superficial dermis (Fig. 1d), contrasting the
scarce S100A8 expression in HC samples (Fig. lc).
The combined results of all 12 samples show increased
S100AS protein expression in both the epidermis (Fig.
le) and dermis (Fig. 1f) of subjects with LP compared
with the skin of healthy individuals.

Analysis of S100A8 mRNA expression in the skin and
serum levels of patients with lichen planus

To further evaluate SIO0A8/S100A9 expression, we as-
sessed SI00A8 and S100A9 transcripts in skin lesions
from subjects with LP and in HC skin using real-time
quantitative qPCR. Higher SI00A8 and STO0A9 mRNA
expression was detected in the LP skin samples compa-
red with the HC samples (Fig. 2a, b). In addition, a highly
positive correlation between SI00A8
and S100A9 transcript levels was veri-
fied in the skin, suggesting that SI00A8/
S100A9 dimers may form (Fig. 2c¢, d).
Because we had verified that SI00AS8/
S100A9 expression is up-regulated in
the skin cells of subjects with LP, we
next evaluated the circulating serum
levels of this protein using ELISA. Fig.
2e shows that the levels of this protein
were significantly increased in the sera
of subjects with LP (median 1,766.1 ng/
ml, range 602.2-4,911.4 ng/ml) com-
pared with the control group (median
967.8 ng/ml, range 111.5-2,764 ng/ml).

In vitro effects of SI0048 on cytotoxic
cells after stimulation via TLR4 in
subjects with LP

The effects of SIO0A8 expression on
the cytotoxic responses of CD8" T cells
and NK cells were then evaluated using
the degranulation marker CD107a after
stimulating PBMCs; both ST00AS and
lipopolysaccharide (LPS) are agonists
of TLR4. Phorbol 12-myristate 13-ace-
tate (PMA) and ionomycin were used to
stimulate the cells. The gating strategy
for CD8" T cells is shown in Fig. S1',
and for NK cells in Fig. S2'.

There was an increased baseline fre-
quency of unstimulated CD8" CD107a’
T cells in subjects with LP compared
with HC (Fig. S3a'). Stimulation with
LPS or SIO0AS increased the frequency
of CD8'CD107a" T cells in subjects with
LP compared with the HC group. Howe-
ver, simultaneous stimulation with LPS
and S100AS8 did not alter the frequency
of CD107°CD8" T cells (Fig. S3a').
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Effects of S100AS in lichen planus cytotoxic cells 3
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Fig. 2. Up-regulation of S100A8 and S100A9 expression in
the skin and increased S100A8 and SI00A9 levels in the sera
of patients with lichen planus (LP). (a, b) Skin biopsies from
healthy controls (HC, n=12) or lesions of patients with LP
(n=12)wereanalysed forthe expression of S100A8 and S100A9
mRNA using real-time PCR (relative to housekeeping gene).
Correlation between S100A8 and S100A9 mRNA expression
in the skin in (¢) HC and (d) subjects with LP. (e) Levels of
the SIO0A8/S100A9 dimer in the sera of LP (n=25) and HC
(n=21) were evaluated using enzyme-linked immunoassay
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In addition, an increased baseline frequency of
TNF'CD8" T cells was found in subjects with LP com-
pared with HC (Fig. S3b'). Moreover, IL-1 secretion
by CD8" T cells was elevated following simultaneous
stimulation with LPS and S100A8 (Fig. S3c!'). The
synergistic effect of LPS and S100A8, which both act
through TLR4, increased the pro-inflammatory response
by CD8" T cells in subjects with LP.

We next evaluated CD107a, TNF and IL-1f3 expres-
sion in response to the TLR4 agonists LPS and ST00AS,
or to PMA and ionomycin, in CD56%" and CD56# NK
cells. The increased frequency of NK CD56CD107a*
cells following S100AS8 stimulation was verified in
LP compared with HC (Fig. S4a'). Conversely, NK
CD56%TNFE" cells from the LP group were more
responsive to PMA and ionomycin stimulation than
the HC group (Fig. S4b'). Only low levels of IL-1p in
NKCD56% and NKCD356M# cells were induced after
stimulation, and these levels did not differ between the
analysed groups (Fig. Sdc!).

Profile of Toll-like receptor pathway gene expression in
CD8™ T cells from patients with lichen planus stimulated
with S10048

Given our observation that circulatory CD8" T cells
exhibit distinct activation in patients with LP, CD8" T
cells were sorted from PBMCs to evaluate the direct
effects of SIO0AS on genes related to innate immunity
and the TLR signalling pathway. Table [ shows the
up-regulated and down-regulated TLR pathway gene
expression after SI00A8 stimulation in LP and HC.
Consistent with this, Fig. 3 shows up-regulation of the
regulatory cytokine IL.-10 and genes related to the type |

p<0.0001

(ELISA). The data are presented as means + standard error of

60 80 the mean (SEM). ***p<0.0001, *p<0.05.

IFN response, such as IFNB1 and TLR7, in CD8" T cells
of HC and patients upon SI00AS8 stimulation. It is notable
that subjects with LP did not up-regulate these regulatory
cytokines upon S100AS8 stimulation; instead, this group
overexpressed inflammatory genes such as IL-1p, TNF
and IL-6. Contrasting effects were also observed with
TLR expression: although TLRS5 and TLRS8 expression
in CD8" T cells was down-regulated upon STO0AS stimu-
lation in the HC group, expression was up-regulated in
the LP group, and the opposite effects were observed for
TLR7 gene expression. Moreover, the data showed that
although one of the ST00AS receptors could be TLR4, this
DAMP is able to modulate the expression of other TLRs.

Table 1. Differentially regulated genes in the Toll-like receptor
(TLR)-mediated signalling pathway of CDS8" Teells after stimulation
with SI00AS between the lichen planus (LP) and healthy control
groups

Lichen planus Healthy controls

Gene symbol Fold regulation Gene symbol Fold regulation

IL1B 4.8929 IFNB1 3.1207
IL6 2.4921 IL10 4.1753
PTGS2 2.3577 TLR7 3.6264
TLR3 4.5024 CCL2 —8.5434
TLR3 2.6342 CDI180 -3.7619
TLRS& 3.3652 CD80 -3.2825
TNF 21793 CD86 -2.126
BTK -2.06 CLEC4E -4.9524
CD86 —4.3049 IFNAI -2.1016
CLEC4E —6.8811 IL8 -2.2317
CSF3 -3.8798

IFNAT -3.7304

TLR4 -2.0984

TLR7 -3.2102

Fold regulation of scatterplot analysis of up-regulated (italic) and down-
regulated (hold) genes of CD8" T cells stimulated with S100A8 compared with
unstimulated CD8'T cells from subjects with LP (/efi) and HC group (right).
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LP proteins are also a hallmark
of numerous pathological
conditions that are asso-
ciated with inflammation
(20-22). Indeed, S100AS8
affected the up-regulation of
pro-inflammatory cytokine
gene expression in CD8"
T cells from subjects with
LP. Moreover, activation of
PBMCs with STO0AS8 main-

Log10 (S100A8 stimulated CD8+ T cells 27-Delta Ct)
Log10 (S100A8 stimulated CD8+ T cells 27-Delta Ct)

TLR7 tained the differential fre-

=

3 T ; g 0
Log10 (unstimulated CD8+ T cells 27-Delta Ct)

Fig. 3. Influence of S100A8 on the expression of genes related to the Toll-like receptor (TLR)-signalling
pathway in CD8' T cells. Total mRNA from CD8" T cells from healthy controls (HC) (n=3) and patients with
lichen planus (LP) (»=3) was isolated after 4 h of stimulation with SI00AS8. Quantitative real-time PCR with
the Human Toll-Like Receptor Signalling Pathway RT2 profiler PCR array was performed. Analysis using
Student’s r-test was performed to determine significant gene expression fold changes upon stimulation with
S100A8 compared with basal levels in the HC and LP groups. Dots represent the means from 3 independent
donors. Genes that were significantly up-regulated by more than 2-fold are marked with their gene name.

DISCUSSION

In the present study, we observed increased expression
of ST00A8 and S100A9 transcripts in the skin lesions
of subjects with LP as well as increased serum levels of
the complex. The use of recombinant SI00A8 in PBMC
culture revealed differences in the cytotoxic responses
of NK cells as well as TCDS8" cells between the groups.
These results suggested that SI00A8 maintained cyto-
toxic activity in LP. Moreover, S100AS8 directly activa-
ted TCD8&" cells, leading to pro-inflammatory cytokine
expression in LP (IL-6, TNF, IL-1p), whereas in HC, the
regulatory cytokine IL-10 was expressed. Although the
S100AS8 receptor could be TLR4, CD8"T cells activated
by ST100A8 induced altered TLR expression, including
TLR3, TLRS5, TLR7, and TLRS8, which were differenti-
ally expressed between the LP and HC groups. This fact
shows that the antiviral and antimicrobial responses are
mediated in different ways in the presence of SI00AS8
between groups. It seems that SI00AS induced com-
pensation in the expression of TLRs; while some are
up-regulated others could be inhibited, in dependency
to their baseline levels. Moreover, in healthy individuals
S100A8 down-regulated TLRS as well as TLR8 expres-
sion, probably to avoid the pro-inflammatory responses,
differently from LP CD8" T cells.

We demonstrated an intensification of SIO0AS trans-
cripts and protein expression levels in the skin lesions
of subjects with LP, especially in keratinocytes, as al-
ready shown by Kunz et al. (19). The increased serum
levels of SI00A8/A9 may also induce NK and CD8"
T-cell migration to skin lesions and may be associated
with an enhancement of their cytotoxic and cytokine
responses, which, in turn, leads to the destruction of ke-
ratinocytes. Elevated levels of the STO0AS and S100A9
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quencies of CD8" CD107a"
T cells from subjects with
LP compared with HC, and
simultaneous activation with
LPS and S100AS8 increased
the production of IL-1p by
CD8&" T cells in subjects
with LP. S100AS is a major
calcium-binding protein that
can act as a second messenger after LPS activation, the-
reby inducing assembly of the inflammasome platform.
In fact, SIO0A8 and S100A9 mediated the activation
of NFkB, the NoD-like receptor (NLR) family pyrin
domain-containing 3 (NLRP3) protein, and pro-IL-1B
in PBMCs (23).

The pro-inflammatory response induced by SIO0AS in
LP was observed via the up-regulation of the 1L-6, TNF
and 1L-1P genes in lieu of the regulatory cytokine IL-10
observed in the HC group. IL-10 exerts an inhibitory
role in the human monocyte synthesis of 1L-1, 1L-6
and TNF after LPS activation (21). IL-10 production
by CD8&" T cells after ST00AS8 stimulation was detected
only in HC, suggesting a defect in regulatory cytokine
secretion in LP individuals. Our previous results showed
that LPS induced decreased IL-10 secretion by PBMCs
in individuals with LP (13). In addition, it must be further
determined whether the CD8" T cells secreting I1L-10
are regulatory CD8" T cells or Tc2 cells. Altogether,
our results showed that TLR4 induction in LP leads to
decreased IL-10 secretion, which probably contributes
to the maintenance of pro-inflammatory status conferred
by IL-1p, IL-6 and TNF gene expression.

The down-regulation of IFN-a in CD8" T cells in
LP may suggest that SI00A8 cannot control the viral
response in individuals with LP. ST00A8 mediates the
anti-viral response in the HC group by inducing the up-
regulation of IFN-13 and TLR7 gene expression. We
have previously observed that subjects with LP have
an impaired IFN-o response in PBMCs stimulated with
a TLR7 agonist (imiquimod), which is restored by the
activation of TLR7/TLR8 (CL097) (13). Indeed, we
found that CD8" T cells from patients with LP activa-
ted with ST00A8 exhibited the up-regulation of TLRS,
but the down-regulation of TLR7. We also detected




the down-regulation of TLR4 after stimulation with
S100AS8 in human LP CD8" T cells. The decreased
TLR4 expression after SI00AS8 stimulation of the CD8§*
T cells of subjects with LP suggests an interaction bet-
ween SI00AS and this receptor.

We verified that ST00AS is able to enhance the degra-
nulation of CD56™#" NK cells from patients with LP.
It is possible that this subtype of NK cells migrates to
sites of skin injury, given that CD56"#" NK cells could
be found in skin lesions of cutaneous LP (24). However,
it remains to be determined whether the NK cells that
migrate to the skin acquire the CD56M=" NK profile by
influencing the microenvironment.

Altogether, our findings highlight the role of STO0A8
as an important DAMP that could regulate cytotoxic
activity locally at skin lesions as well as systemically
in patients with LP. This study provides evidence for
the immunomodulatory role of ST00AS as well as the
cytotoxicity functions mediated by NK and CD8" T
cells in individuals with LP.
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Appendix S1.

MATERIAL AND METHODS

Study population

The study enrolled patients with LP (n=25; 3 males, 22
females) and healthy individuals (7=25; 3 males, 22 females)
from the Dermatological Outpatient Clinic of the Hospital das
Clinicas de Sido Paulo (HC-FMUSP). Other forms of LP, such
as oral LP, lichen planopilaris, or drug-induced LP, were not
included in this evaluation, nor were any associations between
LP and autoimmune diseases or other skin diseases investi-
gated. The majority of patients had at least 2 affected limbs,
with papules involving up to approximately 30% of the trunk.
The patients had not been treated with any type of topical or
systemic corticosteroid, retinoid or immunosuppressant prior
to skin biopsy and blood collection. Two patients with LP were
seropositive for HCV. The median age was 42.0 +5.5 years
(range 2071 years) for the subjects with LP and 43.46 +8.46
years (range 22—65 years) for the healthy individuals. All
individuals provided written informed consent, and the study
protocol was approved by the institutional ethics committee
of the HC-FMUSP.

Flow cytometry

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from
heparinized venous blood using Ficoll-Hypaque (Amersham
Pharmacia Biotech, NJ, USA) gradients and resuspended in
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Invitrogen, Carls-
bad, CA, USA) medium supplemented with gentamicin (10 pg/
ml) and 10% AB human serum (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA). The PBMCs (0.5x10° cells/well) were cultured in flat-
bottomed microplates (Costar, Cambridge, MA, USA) at 37°C
and in 5% CO,. The PBMCs were stimulated with agonists of
TLR4 (lipopolysaccharide (LPS) 1 pug/ml) or MRPS (S100AS,
I png/ml; ProSpec-Tany TechnoGene Ltd, Ness-Ziona, Israel)
alone, or LPS (1 pg/ml; Sigma) was added 30 min before the
addition of SI00AS (1 pg/ml). CD107a PerCP-CyS5 was added
at the beginning of these incubations. The agonist concentration
was established in our previous assays. After 1 h of incubation,
Brefeldin A (10 pg/ml; Sigma) was added, and the cultures were
incubated for 5 h. As a positive control, a combination of phorbol
12-myristate 13-acetate (10 ng/ml; Sigma) and ionomycin (I pg/
ml; Sigma) was added. After incubation, the cells were labelled
with LIVE/DEAD PE-Texas Red viability marker (Invitrogen),
fixed with Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA) and stained with the antibodies CD3-Qdot 605, CD4-Ho-
rizon V450, CD8-V500 Horizon, TNF-PE-Cy7, IL-1-beta-FITC,
CD19-Horizon V500, CD16-APC-Cy7, and CD356-Alexa-fluor
700 (BD Biosciences) to evaluate CD8" T-cell or NK-cell subsets.
A total of 200,000 events were acquired using a flow cytometer
(LSR Fortessa, BD Biosciences, USA) and then analysed using
FlowlJo Software (Tree Star, Ashland, OR, USA).

Toll-like receptor signalling pathway PCR array of TCDS" cells
stimulated with S100A8

CD8" T cells from the PBMCs of patients with LP (n=3) and HC
(n=23) were sorted using a FACSAria 111 instrument (BD Bios-
ciences). The CD8" T cells (0.5x10° cells/well) were cultured in
a 96-well microplate (Costar, Cambridge, MA, USA) at 37°C
and in 5% CO, and stimulated with MRP8 (S100AS8, 1 pg/ml)
for 4 h: afterwards, the cells were stored in RNAlater solution
(Sigma-Aldrich) at —20°C. We assessed 84 genes related to
TLR-mediated signal transduction and innate immunity using
a Human Toll-Like Receptor Signalling Pathway PCR array

(Qiagen). The RNA was extracted from TCD8" cells using the
RNeasy Micro Kit Protocol (Qiagen, Hilden, Germany). Then,
reverse transcription was performed using the RT? PreAMP
cDNA Synthesis kit (Qiagen), and the cDNA equivalent was
used with an RT? Profiler PCR Array plate (Qiagen) on an ABI
7500 RT-PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) following the manufacturer’s instructions. Data were eva-
luated using 7500 software version 2.0.6 (Applied Biosystems)
combined with Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, WA,
USA) for statistical evaluation. AACt values were calculated by
normalizing the gene expression levels of housekeeping genes
and then comparing with controls. The relative expression level
of each gene was expressed as fold regulation. When comparing
each gene’s signal intensity between S100AS8-stimulated and
S100A8 non-stimulated TCD8" cells in patients with LP or HC
groups, the cut-off was considered > 2-fold for gene induction
and =< 2-fold for gene repression.

Real-time PCR

One-punch biopsies (6 mm) of skin lesions, primarily located on
the arms and forearm, were performed under local anaesthesia,
and the samples were stored in RNAlater solution (Sigma-
Aldrich) at —20°C. The frozen samples were then processed
using a Tissue Ruptor (Qiagen, Valencia, CA, USA). Total RNA
was also extracted from the skin biopsies using an RNeasy Plus
Mini Kit (Qiagen). Reverse transcription was performed using
a Reverse Transcriptase Kit (Qiagen). The primers utilized for
the real-time PCR assays were as follows:

S100A8 (MRP8): 5’-GGGATGACCTGAAGAAATTGCTA-3’
forward, 5’-TGTTGATATCCAACTCTTTGAACCA-3 reverse;
S100A9 (MRP14): 5’-GTGCGAAAAGATCTGCAAAATTT-3’
forward, 5°-GGTCCTCCATGATGTGTTCTATGA-3" reverse;
and GAPDH: 5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGT-3" forward,
5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3" reverse.

Real-time qPCR was performed using an Applied Biosystems
7500 Fast system with the specific primers and SYBR Green (App-
lied Biosystems, Carlsbad, CA, USA), as described by Pereira et
al. (17). The levels of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) mRNA in samples within the same plate were analysed
to normalize the mRNA contents of the tested samples. The cycling
protocol consisted of 10 min at 95°C, followed by 40 cycles of 15
s at 95°C and 60 s at 60°C. The amplification results were analy-
sed using Sequence Detection System (SDS) software (Applied
Biosystems), and the normalized expression was calculated as
described by Livak & Schmittgen (18).

ELISA assay for S10048/5100A49 serum detection

An ELISA was used to detect the SIO0A8/S100A9 protein in
sera according to the manufacturer’s instructions (BioLegend,
San Diego, CA, USA).

S10048 protein detection by immunohistochemistry

One part of each skin biopsy was formalin-fixed and then
embedded in paraffin and sectioned at 4 pm. The histological
sections were deparaffinized in xylol baths and then rehydrated
in ethanol, blocking with 3% hydrogen peroxide. The slides
were incubated with the primary antibody, rabbit monoclonal
anti-S100A8 (Abcam, Cambridge, MA, USA) or phosphate-
buffered saline (PBS) in 1% bovine serum albumin in PBS (pH
7.4) and visualized with Permanent Red LSAB-AP chromogenic
solution (Dako, CA, USA), non-immune IgG was used for
negative staining control. The slides were scanned using an
Aperio Scan-scope Cs (Aperio Technologies, Vista, CA) and
then analysed using Image-Pro Plus software (Media Cyberne-
tics Inc., Bethesda, MA, USA). The total tissue distribution of
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S100A8 in the stained area divided by the total area measured
in the epidermis or dermis was calculated.

Statistical analysis

The data were analysed using GraphPad Prism software (ver-
sion 5.0). Student’s 7-test was performed to determine signi-

Acta Derm Venereol 96

ficant gene expression fold changes in PCR array analysis.
The alternate distribution was examined using non-parametric
Mann-Whitney test for statistical comparisons between groups,
and p<0.05 was considered significant. Baseline values were
subtracted from all respective stimulated values in flow cyto-
metry analysis.
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Fig. S1. Analysis of the phenotypic profiles of CD8" T lymphocytes in peripheral blood. From
(a) single-cell populations (singlets), (b) lymphocytes containing (c) viable cells were selected,
and then (d) CD3" and CD8" cells were analysed. (e) The frequencies of CD8" T cells expressing
CD107a, tumour necrosis factor (TNF) or interleukin (IL)-1p were determined.
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Fig. §3. Cytotoxic profiles of circulating CD8" T cells stimulated by ligands of Toll-like receptor TLR4. Flow cytometry with peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) was used to evaluate the frequency of CD8" T cells expressing (a) CD107a, (b) tumour necrosis factor (TNF), or (c) interleukin (IL)-1
in the presence or absence of stimulation by lipopolysaccharide (LPS), ST00AS8, LPS plus SI00A8 or PMA/ionomycin in individuals with lichen planus
(LP) (n=10) or health controls (HC) (n=15) for CD107a and TNF analysis, and LP (»=10) or HC (n=11) for IL-1[ analysis. Baseline values were
subtracted from the stimulated values. The data are presented as the means + standard error of the mean (SEM). *p<0.05.
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Fig. 54. Increased frequency of circulating CD107a'CD56" " natural killer (NK) cells in subjects with lichen planus (LP). Flow cytometry of peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) was used to evaluate the frequencies of CD107a, tumour necrosis factor (TNF) and interleukin (IL)-1p positive
subsets of NK CD56%™ and CD56"#" cells in unstimulated cells or in the presence or absence of stimulation by LPS, S100A8, LPS plus ST00A8 or PMA/
ionomycin. Individuals with LP (#=9) or healthy controls (HC) (n=13) were used for CD107a and TNF analysis, and individuals with LP (n=10) or
HC (n=9) were used for IL-1p analysis. The baseline values were subtracted from the stimulated values. The data are presented as the means * standard
error of the mean (SEM). *p<0.05.
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4.2 Resultados referentes a analise de subpopulactes de linfécitos
TCD8+, expressdao de inflamassoma, receptores de ativacdo/inibicdo de

células NK, ligantes solUveis e receptor TLR-4
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4.3  Caracteristicas demograficas dos pacientes com Liquen plano

Os pacientes com Liquen plano (n=25) selecionados do Ambulatério da Clinica
de Dermatologia HC-FMUSP foram compostos por 88% de mulheres e 12% de homens,
com idade média de 43,46 anos * 8,46 (Tabela 1). As lesbes cutaneas nesses pacientes se
concentraram principalmente em punhos (94,4%) e pernas (88,8%), 50% dos pacientes
apresentavam lesdes nos bracos, 22% no tronco e somente 1% na face. A sorologia para
virus como: Citomegalovirus (CMV), virus da Hepatite A (VHA), B (VHB), C (VHC),
Herpes virus simples e o virus Espstein- Baar nos individuos com LP também foi
realizada (23) (Anexob5).

Controles saudaveis provenientes do Laboratério de Investigacdo em
Dermatologia e Imunodeficiéncias — LIM56 (n=25) foram predominantemente compostos

por mulheres (22) em relacdo aos homens (3), com idade média de 42 anos + 5,5.

Tabela 1. Tabela demogréfica dos individuos incluidos no estudo.

Controle Liquen plano

n total 25 25

Género (mulheres/homens) 22/3 22/3
| dade 42,0+5,5 43,46 + 8,46

(média em anos)
Acometimento oral 6/1
(mulheres/homens)
Acometimento genital 31

(mulheres/homens)
Valores expressos em média + desvio padréo.




39

4.5 Efeito do S100A8 e LPS em subpopulacgdes de células T CD8+ em pacientes com
LP

Apds avaliarmos o nivel de expressdo de S100A8/A9 na lesdo cutanea e no soro,
prosseguimos a avaliacao para verificar o efeito in vitro do S100A8 na resposta citotoxica

e inflamatoria em células TCD8+ (71). A estratégia de analise esta ilustrada na Figura 2.
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Figura 2. Estratégia para andlise do perfil fenotipico de células TCD8+ ou suas
subpopulacbes efetoras/memoria no sangue periférico. A partir de células Unicas
(singlets) (a) foram selecionados linfocitos (b) contendo células viaveis (c) para analisar
células T CD3+ TCD8+ (d) ou quanto a etapas de maturacdo, na qual as células T CD8+
foram definidas como: naives (CD45RA+CCR7+), memoria central - TCM (CD45RA-
CCR7+), efetoras — TEM (CD45RA-CCR7-), e efetoras RA - TEMRA
(CD45RA+CCRY7-) (e) A intensidade media de fluorescéncia (MFI) do marcador TLR-4
foi obtida a partir de células TCD8+, e suas subpopulagdes assim como a frequéncia de

TNF e IL-1p. e a expressdo do marcador de desgranulagdo CD107a (f).
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A resposta de células T CD8+ a agonistas TLR-4 pode ser distinta em funcgéo das
etapas de diferenciacdo das células, assim, foi analisada a frequéncia de células TCD8+
nos estagios de maturacdo em individuos com LP. Para tanto foram identificados os
fenotipos das populagbes naive (CD45RA+CCR7+), memoria central (CD45RA-
CCR7+), efetoras (CD45RA-CCR7-) e efetoras RA (CD45RA+CCR7-). Apesar de
observamos um percentual de células TCD8+ ativadas no estagio basal (71), ndo foi
identificado alteracdo na frequéncia de subpopulagdes de células TCD8+ em comparacao

aos individuos controles (Figura 3).
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Figura 3: Frequéncia de subpopulacbes de células T CD8+ em etapas de
diferenciacdo . A frequéncia de células TCD8+ foi avaliada em CMNs ndo estimuladas
de individuos com LP (n=10) e individuos saudaveis (n=10). A andlise foi realizada por

citometria de fluxo. Os dados estdo representados como média + erro padréo.

O perfil de desgranulagcdo em subpopulacdes de células TCD8+ esta relacionado
com o potencial citotoxico e memoria, efeito que pode ser evidenciado pela expressao de
CD107a na membrana celular. Em contraste com os dados de células TCD8+ totais (71),
no estado basal as subpopulaces de memoria/efetoras mostraram semelhante producéo

de CD107a (Figura 4a).
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Na condicdo de estimulo com LPS, houve inducdo de desgranulacdo nas células
efetoras terminalmente diferenciadas TEMRA (CD45RA+CCR7-) de individuos com LP
comparadas aos controles (Figura 4b). Contudo, as células T CD8+ efetoras CD45RA-
CCR7-CD107a+ foram predominantes em resposta ao S100A8 (Figura 4c), de mesmo
modo, a estimulacdo dupla de LPS e S100A8 potencializou a resposta nesta subpopulacéo
nos individuos com LP (Figura 4d).

A producéo de citocinas pro-inflamatdrias nos estagios de maturacdo de células
TCDB8+ induzidas com ligantes de TLR4 foi analisada nos individuos com LP. O estagio
de maturacdo de células TCD8+ efetoras TEM (CCR7- CD45RA-) induziu TNF em
individuos com LP apo6s estimulo com S100A8 (Figura 5c). Em contraste, a dupla
inducdo com LPS e S100A8 induziu aumento de células TCM TNF+ nos grupo LP em

relacdo a controles saudaveis (Figura 5d).
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Figura 4. Frequéncia de expressdo de CD107a em subpopulac@es de células TCD8+

induzida

por ligantes de TLR4 e PMA/iono.

A frequéncia de CD107a em

subpopulacdes de células TCD8+ foi avaliada em CMNs ndo estimuladas (a) ou
estimuladas com LPS (b), S100A8 (c), LPS + S100A8 (d) e PMA/Iono (e). A anélise foi

realizada por citometria de fluxo em individuos com LP (n=10) e individuos saudaveis

(n=15). Os dados estdo representados como média + erro padrdo. Os valores basais foram

subtraidos dos estimulados.*p<0.05.
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Figura 5. Frequéncia de expressdao de TNF em subpopulacbes de células TCD8+
induzida por ligantes de TLR4 e PMA/iono. A frequéncia de TNF em subpopulagdes

de células TCD8+ foi avaliada em CMNs ndo estimuladas (a) ou estimuladas com LPS
(b), S100A8 (c), LPS + S100A8 (d) e PMA/Iono (e). A andlise foi realizada por
citometria de fluxo em individuos com LP (n=10) e individuos saudaveis (n=15). Os

dados estdo representados como meédia + erro padrdo. Os valores basais foram subtraidos

dos estimulados. *p<0.05.
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Na sequéncia foi analisada a citocina pré-inflamatoria IL-1p nas subpopulacGes de
células TCD8+, na condicdo basal ou ap6s estimulo com ligantes de TLR4 e PMA e
ionomicina, em CMNSs de individuos com LP e controles. As Figuras 6 (a), (b), (c) e (e)
mostram que tanto os ligantes de TLR4 como LPS ou S100A8 quanto o estimulo por
PMA/lono nas subpopulacgdes de células TCD8+ ndo alteraram a producédo de IL-1p entre
0s grupos. No entanto, a dupla estimulacdo com LPS e S100A8 em CMNs de individuos
com LP aumentou a producdo de IL-1B em células TCD8+ efetoras TEM (CCR7-

CD45RA-) Figura 6d.
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Figura 6. Frequéncia de expressdo de IL-1f em subpopulacdes de células TCD8+

induzida por ligantes de TLR4 e PMA/iono. A frequéncia de IL-1p em subpopulagdes

de células TCD8+ foi avaliada por CMNs ndo estimuladas (a) ou estimuladas com LPS

(b), S100A8 (c), LPS + S100A8 (d) e PMA/Iono (e).

A andlise foi realizada por

citometria de fluxo em individuos com LP (n=10) e saudaveis. Os dados estdo

-+

representados como média

estimulados. *p<0.05.

erro padrdo. Os valores basais foram subtraidos dos
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Em seguida, avaliamos a expressdo do TLR4 nas populacdes de células TCD8+.
Apesar da diferenca de respostas quando as células TCD8+ e subpopulagdes sdo ativadas
com agonistas TLR4 nos individuos com LP, a expressao de TLR4 em células TCD8+ foi
similar entre as subpopulacbes no estagio basal ou nas situaces onde CMNs foram
estimuladas em cultura (Figuras 7 a, b e c).

Os dados mostram que a subpopulacdo de células de TCD8+ de memoria efetora
de individuos com LP ativadas com a molécula S100A8 tem um perfil de resposta

citotoxico e pro-inflamatorio distinto de controles sadios.
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Figura 7: Expressdo de TLR4 em células TCD8+ ou em subpopulactes
efetora/memdria estimuladas. A intensidade média de expressdo (MFI) de TLR-4 foi
avaliada em CMNSs por citometria de fluxo em individuos com LP (n=10) e individuos
saudaveis (n=10). Analise de células TCD8+ ndo estimuladas ou estimuladas com LPS,
S100A8, LPS + S100A8, PMA/Iono (a) ou subbopulagbes de células TCD8+ ndo
estimuladas (b) ou estimuladas com S100A8 (c). Os dados estdo representados como

média + erro padréo.
4.6 Expressdo de inflamassoma em células TCD8+ S100A8 ativadas em individuos

com LP

Os resultados publicados mostraram que as células T CD8+ circulantes possuem

um perfil de ativacdo distinta em pacientes com LP comparada aos individuos controles
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(71). Além disto, ainda ndo esta determinado sobre a plataforma de inflamassomas em
linfocitos, sobretudo em linfocitos TCD8+. Desta forma, as células T CD8+ foram
isoladas a partir de CMNs para avaliar o efeito direto da proteina S100A8 na expressao
de genes do inflamassoma. Para avaliar a expressdo de transcritos responsaveis pela
ativacdo do inflamassoma foi realizada a analise por PCR por tempo real em células
TCDB8+ purificadas no Cell-sorting e pré-ativadas com S100A8 de individuos com LP ou
controles saudaveis. A expressao de mRNA de NLRP1, NLRP3, NLRP4, AIM-2,
Caspase 1 e IL-1p em individuos com LP foi similar aos individuos saudaveis. No
entanto, uma pequena variacao foi observada em relacdo a producédo de IL-1p em células
TCDB8+ ativadas por S100A8 de individuos com LP. A expressdo do receptor NLRP4 nao

foi detectavel (Figura 8 a e b).
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Figura 8. Expressdo de NLRP1, NLRP3, NLRP4, AIM-2, Caspase 1 e IL-1p em
células TCD8+ estimuladas com S100A8 em pacientes LP. As células TCD8+
purificadas (a) e estimuladas com S100A8 (b) de pacientes com LP (n = 3) ou controles
saudaveis (n = 3) foram analisadas quanto a expressdo do mMRNA de NLRP1, NLRP3,
NLRP4, AIM-2, Caspase 1 e IL-1beta utilizando PCR em tempo real.

4.7 Efeitos do S100A8 em subpopulacdes de células NK de pacientes com LP

Subtipos de células NK com potencial efetor e secretor sdo encontrados de acordo
com a expressdo de CD56, em células CD56%™ e CD56""™. O potencial para ativacio via
TLR4 a partir das subpopulacdes de células NK na circulacdo sanguinea pode contribuir
para acentuar o processo de desgranulacdo/CD107a e a producdo de mediadores pro-
inflamatdérios como TNF e IL-1p (71). A estratégia para analise de receptores das

populacdes de células NK esté ilustrada na Figura 9.
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Figura 9: Estratégia de andlise das células NK no sangue periférico. A partir de
células Unicas (singlets) (a) foram selecionados linfocitos (b) em células viaveis (c). As
células NK foram selecionadas dentro da populacdo de linfocitos CD3-CD19- (d) e (e),
em seguida duas populacdes de NK foram definidas como CD56%™CD16+ e CD56""9"
CD16- (f) e (g) que expressam TNF, IL-1p e CDI107a e a intensidade média de
fluorescéncia (MFI) dos marcadores NKG2D, NKG2A e NKG2C (h).

A avaliacdo dos receptores é importante para avaliar o potencial de ativagdo ou ndo
das células NK em resposta a estimulos de resposta inata. A Figura 10 mostra a expressao de
marcadores inibidores ou ativadores de células NK em resposta aos ligantes de TLR4. A
Figura 10 a mostra aumento da expressdo do marcador de ativagdo NKG2D na populagéo
CD56%™ no LP em relagdo aos controles saudaveis e 0 mesmo efeito apés o estimulo com os

ligantes de TLR4. A expressdo do receptor inibidor NKG2A j& estava elevada na condicao
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basal no grupo LP enquanto os ligantes de TLR4 bem como a ativacdo por PMA/lono

modulam a acdo desse receptor nas células NK CD56%™ (Figura 10 c). E possivel observar

um aumento na freqiiéncia de células NK CD56""" que expressam NKG2C ao estimulo por

PMA/lono em individuos com LP (Figura 10 f).
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Figura 10: Expressdo de marcadores de ativacdo e inibicdo em células NK

estimuladas. A intensidade de expressdo (MFI) de marcadores de inibicdo NKG2A,
ativacdo NKG2D, NKG2C foi avaliada em subpopulagdes de células NK CD56 am (),
(c) e (e) e NK CD56 "1 (b), (d) e (f) em CMNs de individuos com LP (n=10) e

individuos saudaveis (n=10) por citometria de fluxo. Os dados estdo representados como

média + erro padrdo. * P <0,05.
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O NKG2D ¢ capaz de interagir com moléculas induzidas por stress, como MICA e
MICB expressas na superficie de células tumorais e/ou infectadas por virus. A Figura 11
mostra que os niveis de MICB soluveis dos individuos LP sao equivalentes aos controles
saudaveis. Apesar dos niveis de expressdo do receptor NKG2D estarem mais elevados
nas células NK de individuos com LP os niveis de MICA n&o foram detectaveis em

ambos 0s grupos.
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Figura 11: Niveis circulantes de MICB em pacientes LP. Os niveis de MICB no soro
de pacientes com LP (n = 16) e controle saudaveis (n = 20) foram determinados por

ELISA. Os dados sdo apresentados como média + erro padrao.
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4.8 Andlise da expressdo de mMRNA de TLR4 em les6es de pele em individuos com LP

Para avaliar a expressdo de TLR4 na epiderme e derme de pacientes com LP
(n=12), foi realizada a marcagéo por imunoistoquimica em biopsias dos ledes cutaneas, e
comparadas com biopsias de pele de individuos sadios (n=12). A Figura 12a ilustra a
alta expressao de TLR-4 na epiderme nas biopsias de pele de individuos sadios enquanto
a Figura 12b mostra que nos individuos com LP h& uma baixa expressdo de TLR4 na
epiderme, porém uma maior evidéncia na regido do infiltrado, na derme.

Em seguida, foi realizado o calculo da distribuicdo de TLR-4 (Figura 12c e d) na
epiderme e derme de individuos com LP, onde foi considerada a &rea positiva em relagao
a area total analisada para cada camada. Os resultados mostram uma diminui¢do de TLR-
4 na epiderme e uma elevada expressdo nas lesdes de individuos com LP em relacdo aos
individuos saudaveis. Embora exista uma diferenca de intensidade da proteina entre a
camadas, a expressdo do mRNA de TLR-4 ndo diferiu entre os grupos analisados (Figura

12 e)
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Figura 12. Aumento da expressdo de TLR-4 na derme de lesbes cutaneas de pacientes
com LP. A expressdo de TLR-4 foi avaliada por imunoistoquimica em bidpsias cutaneas
de controles saudaveis (n = 12) (a) ou individuos com LP (n = 12) (b). A distribuicéo de
TLR-4 nas camadas da epiderme (c) e derme (d) foi calculada dividindo a area positiva
para 0 TLR-4 pela area total. A expressdo de mRNA TLR-4 (e) foi realizada por PCR em

tempo real.. Os dados sdo apresentados como média + erro padréo *** P <0,0001.
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4.9 Anélise da expressdo de MRNA de RAGE em les6es de pele em individuos com LP

A expressdao de RAGE na epiderme e derme de pacientes com LP (n=13) foi
avaliada por imunoistoquimica em biopsias de ledes cutaneas e comparada com bidpsias
de pele de individuos sadios (n=12). A Figura 13a ilustra a expressdo de RAGE na
epiderme e derme de controles sadios e a Figura 13b mostra nos individuos com LP, a
expressao de RAGE na epiderme com uma maior expressdo na derme.

Em seguida, foi realizado o calculo da distribuicdo de RAGE (Figura 13c e d) na
epiderme e derme de individuos com LP, onde foi considerada a area positiva em relacéo
a area total analisada para cada camada. O célculo da Figura 13c mostra uma expressao
similar de RAGE na epiderme de ambos o0s grupos, enquanto a Figura 13d mostra que
nos individuos com LP ha uma alta expressdo de RAGE em células do infiltrado na
regido derme. No entanto, embora exista um aumento da intensidade da proteina na
derme, foi observada uma reducédo da expressao do mRNA de RAGE em individuos com

LP (Figura 13 e)
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Figura 13. Aumento da expresséo de RAGE na derme de lesdes cutaneas de

pacientes com LP. A expressdo de RAGE foi avaliada por imunoistoquimica em

biopsias cuténeas de controles saudaveis (n = 12) (a) ou individuos com LP (n = 13) (b).

A distribuicdo de RAGE nas camadas da epiderme (c) e derme (d) foi calculada dividindo

a area positiva para 0 RAGE pela area total. A expressao de mRNA RAGE (e) foi

realizada por PCR em tempo real.. Os dados sdo apresentados como média * erro padréo

* P <0,05
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4.1.1 Expressdo do DAMP HMGB-1 nas lesbes cutaneas de LP e niveis séricos

Assim como o0 DAMP S100A8, a proteina HMGB-1 possui um importante papel
modulador em processos inflamatérios que podem direcionar o perfil de ativacdo
celular.Para avaliar a expressdo da proteina HMGB-1 na epiderme e derme de pacientes
com LP (n=12), foi realizada a marcagdo por imunoistoquimica em biopsias dos ledes
cuténeas, e comparadas com bidpsias de pele de individuos sadios (n=12). A Figura 14a
ilustra a alta expressdo de HMGB-1 na epiderme de individuos sadios enquanto a Figura
14b mostra que nos individuos com LP ha uma baixa marcacdo de HMGB-1 na
epiderme, porém uma maior evidéncia na regido do infiltrado, na derme.

Em seguida, foi realizado o calculo da distribuicdo da proteina HMGB-1 (Figura
14c e d) na epiderme e derme de individuos com LP onde foi considerada a area positiva
em relacdo a area total observada para cada camada. Os resultados mostram diminuigéo
do receptor HMGB-1 na epiderme e uma elevada marcacdo na derme das lesbes de
individuos com LP em relagdo as amostras de individuos saudaveis. Similarmente a
expressdo de TLR4, a expressdo do mRNA de HMGB-1 no tecido ndo diferiu entre 0s

grupos analisados (Figura 14e).



a)
c)
Epiderme
*%
0.15+
H
Ng 0.104 (<} °
o % .
E .
= 00 °
0.05-
00
L
0.00 >
e) HMGB-1
3-
- ©
= o
© °
8 2
2 % =
ug -1 [
w
- - %
o %00 ®ecee

d)

© Controle
e P

cel / um?

0.20+

0.15+4

0.10+

0.054

0.00

58

Figura 14. Aumento da expressdo de HMGB-1 na derme de leses cutaneas de

pacientes com LP. A expressdo da proteina HMGB-1 foi avaliada por imunoistoquimica

em controles saudaveis (n = 12) (a) ou individuos com LP (n = 12) (b). A distribuigdo de

HMGB-1 nas camadas da epiderme (c) e derme (d) foi calculada e a expressdao de mRNA

HMGB-1 (e) detectada por PCR em tempo real.. O célculo da area de HMGB-1 positiva na

derme foi obtido dividindo a area positiva para o receptor HMGB-1 pela area total

analisada. Os dados sdo apresentados como média + erro padrao **p<0,001 *** P <0,0001.
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Em seguida para analisar se 0 aumento da expressdo de HMGB-1 nas lesdes
cutaneas poderia representar os niveis seéricos da proteina, foi realizado o ensaio
imunoenzimatico. A Figura 15 mostra que ndo ha diferenca de HMGB-1 no soro de
individuos com LP em relacdo ao grupo controle. Contudo, os dados HMGB-1 mostram
que o padrdo de DAMPs a nivel sorologico em individuos com LP pode variar e que a

proteina SI00A8 mostra ser um melhor marcador sérico na doenca (71)
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Figura 15. Niveis circulantes do DAMP HMGB-1 em individuos com LP. Os niveis
da proteina HMGB-1 no soro de pacientes com LP (n = 25) e controle saudaveis (n = 24)

foram determinados por ELISA. Os dados séo apresentados como média + erro padréo.
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5. Discussao
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Embora existam varios estudos das células ou de componentes do sistema imune
nas lesbes cuténeas de pacientes com LP, poucos trabalhos evidenciam as alteracdes
extra-cutaneas, como em células do sangue periférico. Desta forma, foram analisadas as
CMNs de sangue periférico de pacientes e controles com a finalidade de estudar os
componentes do sistema imune inato e adaptativo. Como representantes desses sistemas,
foram analisadas as células NK e os linfocitos TCD8+, ambos estimulados com ligantes
de TLR4, 0 S100A8 e 0 LPS.

Nas lesdes de pele de individuos com LP, ja observamos um aumento na
expressao de transcritos e da proteina de S100A8, S100A9 assim como dos niveis séricos
do complexo S100A8/A9. Além disso, o S100A8 foi capaz de aumentar a resposta
citotoxica de células NK e células TCD8+, principalmente a subpopulacdo de memoria
efetora TEM (CCR7- CD45RA-).

A habilidade do S100A8 in vitro em induzir aumento da resposta citotoxica de
células NK e TCD8+ e de citocinas pro-inflamatérias pode sugerir que estas células in
situ, levem a destruicdo dos queratindcitos. De fato, observamos uma intensa expressao
da proteina S100A8 na epiderme e derme nas lesdes de pele dos individuos com LP, em
especial nos queratindcitos.

Elevados niveis das proteinas S100A8 e S100A9 também sdo encontrados em
condicBes patoldgicas associadas a inflamagdo como: artrite reumatoide, 1Gpus eritematoso
sistémico, esclerose multipla, doenca inflamatdria crénica do intestino, esclerose sistémica
cuténea difusa, psoriase e cancer (72); (73); (74); (75); (76); (77); (41).

No LP, os altos niveis séricos de S100A8/A9 devem favorecer a ativacdo de
células imunes circulantes. Verificamos que hd um aumento percentual na condigéo basal

de células TCD8+CD107a+, ou seja na auséncia de estimulo, o que representa o status in
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vivo. A ativacdo in vitro de CMNs com S100A8 foi capaz de induzir um aumento na
frequéncia de células TCD8+CD107a+ em individuos com LP comparando aos controles
saudaveis. As células TCD8+ de individuos com LP parecem ser mais susceptiveis aos
efeitos da proteina S100A8 do que as células TCD4+CD107a+ citotdxicas; que & menos
responsiva a ativacdo por LPS e S100A8 (dados ndo mostrados). As células TCD4+ com
potencial citotoxico tém sido descritas em infeccdes virais cronicas como o HIV, capazes
de reduzirem o pico inicial de carga viral (78). No entanto o papel citotoxico das células
TCDA4+ no LP ainda ndo havia sido investigado.

A habilidade similar do LPS e S100A8 em induzir a secre¢do de TNF em células
TCD8+ foi observada em ambos o0s grupos estudados. Em contraste, a ativacao
simultdnea dos agonistas aumentou a producdo de IL-1B nas células TCD8+ nos
individuos com LP. Existe a possibilidade da ativacdo via TLR4 poder atuar na ativacao
da plataforma de inflamassoma e apesar do complexo S100A8/A9 poder intermediar a
ativacao de NFkB, a proteina NLR3 e a pro- IL-1p em CMNs (46), no presente trabalho
foi utilizado somente a fracdo S100A8 recombinante para avaliacdo da ativacdo do
inflamassoma diretamente em células TCD8+.

Chama atencdo de maneira inédita a observacdo de moléculas do inflamassoma
em células TCD8+ de individuos com LP. As células ativadas ou ndo com S100A8 sdo
capazes de expressar, mesmo em baixas quantidades, transcritos de inflamassomas, como
NLRP1, NLRP3 e AIM-2. Além disto, nossos dados prévios, publicados, confirmam que
os linfocitos TCD8+ isolados de individuos com LP e ativados com S100A8 possuem
uma maior capacidade de produgéo de IL-1B, o que pode sugerir ativagdo da via dos
inflamassomas.

A participacgdo de receptores do tipo NLR tem sido estudada em células mieloides,

no entanto, novas abordagens tém surgido com a finalidade de compreender o papel



63

desses receptores em células epiteliais ou linfociticas (79); (80). A participacdo dos
receptores NLR ja foi mostrada ser independente da ativacdo de inflamassoma em células
TCDA4+, e também com papel na diferenciacdo de fenétipo celular. O receptor NLR3 é
capaz de atuar como fator de transcricdo no processo de diferenciacdo de células T para o
perfil Th2 (81).

Apesar de que ambos, o LPS e o S100A8 serem ligantes de TLR4, ndo foi
observado alteracdo da intensidade de expressdo de TLR4 em células TCD8+, o que
sugere que ndo € decorrente do aumento da expressdo do receptor que induz maior
ativacdo celular. Contudo, a avaliacdo do perfil de expressdo de genes relacionados a via
de sinalizacdo em células TCD8+ purificadas, € um parametro que foi avaliado nos
pacientes com LP.

As células TCD8+ purificadas de sangue periférico de pacientes com LP e
estimuladas com S100A8 mostram aumento do perfil pro-inflamatério com regulacao
positiva de genes para IL-6, TNF e IL-1B8. Em contraste, células TCD8+ de controles
saudaveis ativadas com S100A8 mostraram um perfil regulador com aumento da
expressdo de IL-10. O papel inibidor da IL-10 em mondcitos na sintese de IL-1p, IL-6 e
TNF apos a ativacdo por LPS (TLR-4) ja é bem estabelecido (82). Nossos resultados
mostram que a producdo de IL-10 por células TCD8+ apds o estimulo por S100A8
somente foi detectada em controles saudaveis, sugere que os individuos com LP possuem
um perfil mais pro-inflamatorio. Nossos resultados prévios mostram ainda que no LP, ha
uma diminuicdo na secre¢do de IL-10 induzida por LPS em CMNs (34). Em conjunto, 0s
resultados mostram que a reducdo de secrecdo da IL-10, contribui para a manutengéo do
perfil pro-inflamatério das células TCD8+ evidenciado pela expressdo génica de IL-1p,

IL-6 e TNF e também pelo nivel basal aumentado de molécula de desgranulagéo.
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O S100A8 é um potente quimiotatico para células mieloides, regulado
positivamente pelo LPS em macrofagos (83). Desta forma, a transcrigdo do gene S100A8
pode ser regulada indiretamente, como consequéncia da ativacéo via TLR-4. Estudos em
macrofagos mostram que a inducdo de mMRNA do S100A8 pelo LPS é aumentada com o
PMA, e reduzido com uso de inibidores da via proteina quinase C e A (PKC e PKA),
sugerindo que o S100A8 é um importante modulador dessas duas vias. Um fato
interessante é que em macréfagos é o heterodimero S100A8 e ndo a S100A9 que €
regulada positivamente por alguns mediadores como IFN-y, IL-1B, e TNF (83).
Similarmente, no presente trabalho quando estimulamos as células TCD8+ com S100A8,
foi evidenciado um perfil similar ao descrito por macréfagos quanto a expressdo de
MRNA para IL-1B, e TNF (84).

Os nossos dados mostram regulacdo negativa do fator antiviral, IFN-a por células
TCD8+ no LP, sugerindo que a proteina S100A8 pode modular negativamente a resposta
viral. Em contraste, a ativacdo de células TCD8+ de controles saudaveis com S100A8
resulta em uma resposta antiviral com regulacéo positiva da expressdo genes como IFN-f
and TLR-7. Nosso estudo anterior mostra que os individuos com LP possuem uma
diminuida resposta de IFN-a quando CMNs sdo estimuladas via TLR-7 pelo agonista
imiquimod e essa resposta é restaurada com o agonista CL097 (TLR-7/TLR-8) (34).
Contudo, neste presente trabalho nds detectamos que no LP, as células TCD8+ quando
ativadas com S100A8 mostram uma regulacdo positiva na expressao de TLR-8 e uma
regulacdo negativa de TLR-7. A regulacdo negativa da expressdo de TLR-4 ap6s o
estimulo com S100A8 em células TCD8+ de individuos com LP também foi detectada,
no entanto é necessario mais estudos para avaliar a funcdo da interacdo da proteina

S100A8 com o receptor TLR-4 no LP. A regulagdo negativa de transcritos para TLR-4
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em células TCD8+ pode ser o resultado da demanda do receptor para provavel controle
do processo inflamatério na doenca.

Nas lesdes de pele de individuos com LP, observamos um aumento na producgéo
de TLR-4, RAGE e HMGB-1, além do S100A8. O aumento da expressdo das proteinas
foi identificado na regido da derme, onde se encontra um intenso infiltrado celular e
possivel local de interacdo celular que pode contribuir para o perfil inflamatorio na
doenca. A relacdo de transcritos também foi avaliada e ndo foi possivel observar uma
diferenca significativa na expressdo de TLR-4 e HMGB-1 entre os grupos analisados, no
entanto, a expressdo de RAGE mostrou ser diminuida em individuos com LP. Na bidpsia
¢ extraida um fragmento de tecido composto pela epiderme e derme, e para a analise do
transcrito, o material ndo foi separado em camadas. JA& com a imunohistoquimica, €
possivel analisar a expressdo separadamente, o que salienta a importancia do emprego das
duas metodologias. Contudo, a possivel diminui¢do da expressdo de RAGE pode estar
associada ao excesso de sua producdo na condicdo inflamatdria e a regulacdo negativa
devido a interacdo com ligantes.

A proteina HMGB-1 sérica foi detectada em niveis similares entre 0s grupos
analisados. O aumento da expressdo do HMGB-1 € relatado em doencas autoimunes
como a artrite reumatoide, em particular no tecido sinovial onde a inflamagdo é
predominante. No entanto assim como no LP, os niveis séricos de HMGB-1 na artrite
reumatdide mostram ser baixos (85) em relacdo ao Lupus eritematoso sistémico (LES) e
0 possivel aumento sérico da proteina HMGB-1 pode estar associado ao padrdo de células
inflamatorias e apoptoticas encontradas na circulacéo periférica no LES (86). Além disso,
a proteina HMGB-1 pode complexar com outras moléculas imunoativas (87); (88), que
pode inteferir na sua mensuracdo, assim a determinacdo do HMGB-1 livre ou em forma

de complexo pode ser um parametro importante a ser considerado.
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Os resultados referentes as células NK CD56%™ ativadas via TLR4 e 0 processo
de desgranulacdo foram similares entre os grupos analisados. Os dados na populacdo de
células NK CD56°"9" mostram um aumento na desgranulacio nos pacientes com LP,
quando induzidos por S100A8. E possivel que este subtipo de células NK seja recrutado
aos sitios de lesdo cutanea, considerando que sdo as células CD56°"9" as predominantes
nos sitios inflamatodrios de LP cuténeo (17). Uma vez presente no sitio inflamatorio e em
contato direto o DAMP (S100A8), esta subpopulacdo de célula NK pode mostrar maior
susceptibilidade a este fator na desgranulacéo, ao contrario das células NK CD56%™. Se

as células NK que migram & pele, adquirem o perfil NK CD56o"

, a partir de
NKCD56%™, sob a influéncia de fatores do microambiente, ainda nio esta determinado.

A ativacdo via TLR4 e producdo de mediadores pro-inflamatérios como TNF, IL-
1P foram similares entre os grupos analisados em subpopulacdes de células NK. Os dados
da frequéncia das células NK CD56%™ secretoras de TNF nos pacientes com LP
estimulados com PMA, evidencia que a producdo de TNF € induzida pela ativacdo da via
PKC, ndo dependendo da interacdo via TLR4, e inducdo da via NFkB.

Em relacdo aos receptores ativadores e inibidores de células NK, nossos dados
destacam o efeito modulador do S100A8 na expressdo receptor inibidor NKG2A nas
células CD56"™. No estado basal CMNs de individuos com LP mostram uma maior
expressdo do receptor NKG2A nas células NK CD56%™ quando estimuladas com
S100A8 a expressdo do receptor inibidor é similar entre os grupos analisados. Além
disso, a inducdo com LPS ou S100A8 ndo foi capaz de interferir na expressao do receptor
ativador NKG2D nas NK CD56%™. A acao de outro receptor ativador NKG2C parece ndo
ter relacdo com a inducdo por agonistas TLRA4.

Estudos evidenciam que o HLA-E, ligante de NKG2A é uma molécula nédo

classica de MHC de classe | capaz de se associar a outro membro da familia MRP
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(MRP7). A ligacdo HLA-E-MRP7 junto ao receptor NKG2A ¢é capaz de inibir a lise
mediada por células NK (89). O S100A8 como membro da mesma familia de proteinas
poderia também ser um potencial ligante de HLA-E e exercer influéncia sobre as células
NK CD56%™ impedindo sua aco litica. A participacio do NKG2D na resposta de em
células NK foi mostrado em modelo experimental que estd associado com ativacao
induzida pela proteina SI00A8/A9 via receptor RAGE, no entanto, a resposta das células
NK s0 é eficaz quando ocorre o contato célula-célula tumoral (90).

A analise da expressdo do receptor NKG2A e NKG2D tem sido demonstrada em
biopsias de carcinoma celular escamoso ou em LPO (91). Enquanto o NKG2A é expresso
em altos niveis no cancer e um nivel menor no LPO, o receptor NKG2D maostra-se com
uma alta expressdo nas duas doencas em relacdo a bidpsias na regido oral de controles
saudaveis. Isto indica uma forte participacéo do receptor NKG2D, no infiltrado de células
inflamatorias das lesdes. No LP, evidenciamos elevados niveis basais de NKG2D nas
células NK CD56%™, isto indica uma possivel participacdo extracutanea deste subtipo de
células NK independente do local da les&o.

As células NK CD56™" isoladas de lesGes de pele de individuos com LP
cutaneo, mostram elevada expressao de do receptor NKG2A, sendo que 50-60% sao
NKG2D+ (17). O nosso dados mostram que em células NK CD56"9™ circulantes, ndo ha
diferenca na expressdo do receptor NKG2D em relacio ao NKG2A. E possivel que a
freqiéncia similar de NKG2A e NKG2D em células NK CD56™"™ de ambos os grupos
reforce a ideia que os niveis de sMICB sollveis sdo similares entre 0s grupos. No
entanto, as células NK CD56"™ de individuos com LP mostram estar ativadas devido a
presenca de outros fatores.

Em resumo, os nossos dados evidenciam que na lesdo cutanea no LP um possivel

fator desencadeador da resposta inflamatdria ser4 capaz de aumentar a producdo de
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S100A8 de queratindcitos. A proteina secretada na circulacdo pode ativar células com
potencial citotoxico, como as células TCD8+ e células NK a participarem da reposta pro-
inflamatdria no sitio da lesdo. As células TEM, uma vez ativadas pelo S100A8 atuam na
resposta citotoxica e na producdo de TNF e IL-1p enquanto as células NK CD56bright
mostram um potencial desgranulador. A célula NK CD56dim mantém o seu perfil
ativador e expressdo de do receptor NKG2D e regula negativamente a expressdao do
receptor NKG2A na presenca da S100A8. O perfil de resposta celular pode ainda ser
intensificado na doenca com a presenca do LPS, carreado pelo doente por exemplo
quando ocorre o prurido cutdneo. Nesse contexto, as células que participam do infiltrado
na derme passam a expressar uma quantidade maior de receptores que ativam a
inflamagdo ¢ a via NFkB como TLR-4 e RAGE e o processo inflamatério pode

prevalecer com o aumento de outro DAMP, a proteina HMGB-1 (Figura 16).
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Figura 16. Representacdo esquematica do perfil inflamatorio mediado por DAMPs,
receptores pro-inflamatorios e células TCD8+ e NK no LP

Contudo, os nossos resultados destacam o papel da S100A8 como um importante
DAMP que regula a atividade citotoxica nas lesdes de pele, como também em sitios
extra-cutaneos, como no sangue periférico nos LP pacientes. Além disso, outro DAMP,
como a molécula HMGB-1 poderia atuar sinergicamente amplificando a resposta
inflamatéria na doenca. Estes dados sugerem que S100A8 pode ser utilizado
estrategicamente como imunomodulador de respostas citotoxicas, seja vacinais ou anti-

tumorais.
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6. Conclusao
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- Os DAMPs S100A8 e HMGB-1 circulantes e nas les6es cuténas de individuos com LP,
assim como a maior expressdo dos receptores TLR-4 e RAGE na derme mostra a

importancia de possiveis biomarcadores na doenga.

-A elevacdo sérica da proteina S100A8 na doenca é um importante indicativo para
progressdo da resposta inflamatoria/citotoxica em individuos com LP e da ativacdo de

celulas tanto do sistema imune inato quanto adaptativo.



72

/. ANexos




73

ANEXO 1

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
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1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA “Analise do perfil fenotipico e funcional das células
Natural killer e

linfécitos T CD8+ no Liquen plano”.

PESQUISADOR: Maria Notomi Sato
CARGO/FUNGAO: Professor Doutor INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL N° 1690
UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Dermatologia

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCO MEDIO [

RISCO BAIXO [ RISCO MAIOR [

4.DURACAO DA PESQUISA : 3 anos e 12 meses.
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

1 — Desenho do estudo e objetivo(s): O estudo tem como objetivo estudar e entender
melhor a sua doenca de pele (Liquen Plano). O Liquen plano € uma doenca inflamatéria
cronica da pele e das mucosas. Essas informacfes estdo sendo fornecidas para sua
participacao voluntaria neste estudo, que visa analisar a defesa pelas células brancas
do sangue periférico em pacientes com Liquen plano.

2 — Descricdo dos procedimentos que serdo realizados: com seus propdsitos e
identificagdo dos que forem experimentais e n&o rotineiros: serdo realizados exames
laboratoriais, n&o rotineiros, para estudar os fatores de defesa do organismo mediados
pelas células brancas do sangue e em tecido de pele. Os exames serdo feitos no
proprio Hospital das Clinicas sem nenhum custo para o paciente, que pode aproveitar o
dia das consultas para realizar a coleta de das amostras de sangue ou bidpsia de pele.
Os pacientes continuardo a ser acompanhados como sempre no ambulatério da
dermatologia. Se houver a necessidade de mais algum exame, vocé podera ser ainda
convocado via telefone ou carta para vir a uma consulta, mesmo antes do seu retorno e
tera todos os esclarecimentos e assisténcia que precisar. Todos 0s pacientes terédo
acesso aos resultados de seus exames no momento em que quiserem e com as
explicagcdes necessarias para seu entendimento.

O paciente pode em qualquer momento ndo concordar em fazer os exames que serao
pedidos.

3 — Relagcdo dos procedimentos rotineiros e como séo realizados: sera realizada
coleta 50 mL (dez colheres de sopa) de sangue, por pungdo periférica da veia do
antebraco. Para coleta da amostra de pele os pacientes receberdo anestesia local, e
serdo obtidas bidpsias de pele da lesdo (3mm de diametrto). As amostras serao
enviadas para o laboratério para serem analisadas;

4 — Descricdo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens
2e3:

A picada da agulha pode levar a um leve desconforto que passara em poucos minutos.
Um dia ap06s pode se sentir em torno da picada uma mancha roxa que desaparece em
poucos dias sem maiores problemas; em alguns pacientes sera realizada a biopsia na
pele sob anestesia local. Durante o procedimento da biopsia, vocé podera sentir dor
minima no momento da aplicacdo da anestesia, parecida com uma picada de formiga.

No local da biopsia, pode ocorrer uma pequena cicatriz.
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5 — Beneficios para o participante: Nao h& beneficio direto para o participante, pois
se trata de estudo que visa analisar as células brancas do sangue periférico quanto a
capacidade de inflamac&o em pacientes com Liquen plano.

6 — Relacdo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos
quais o paciente pode optar: Vocé ndo é obrigado a realizar estes procedimentos
especificos se ndo quiser, o que nao implica que sofrera alguma penalidade. Mesmo
que nao concorde em participar do estudo, terd todos os beneficios de atendimento e
de informacgdes sobre novas descobertas com relacdo a doenca.

7 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O
principal investigador é a Dra. Maria Notomi Sato que pode ser encontrado no enderego
Instituto de Medicina Tropical, Prédio Il, Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar 500.
Telefone(s) 3061-7499/3061-7457. Se vocé tiver alguma consideracéo ou davida sobre
a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua
Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel.: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20. FAX:
3069-6442 ramal 26 — E-mail: cappesg@hcnet.usp.br

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento
na Instituicéo;

9 - Direito de confidencialidade: As informagBes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificagdo de nenhum
paciente;

10 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas,
quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores;

11 — Despesas e compensacfes: ndo ha despesas pessoais para 0 participante em
qgualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também n&do ha compensacao
financeira relacionada a sua participacao.
12 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente

para esta pesquisa,

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou
que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Analise do perfil fenotipico e funcional

das células Natural killer e linfécitos T CD8+ no Liquen plano”.

Eu discuti com a Dra. Maria Notomi Sato sobre a minha deciséo em participar

nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo 0s propositos do estudo, os


mailto:cappesq@hcnet.usp.br
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procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento
hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em patrticipar deste estudo e
poderei retirar 0 meu consentimento a qualguer momento, antes ou durante 0 mesmo,
sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter

adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagéo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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ANEXO 2
! ‘JIVV Hospital das Clinicas da FMUSP
[_‘s b B Comissao de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa
o CAPPesq

N° Protocolo: 0924/11

Titulo: ANALISE DO PERFIL FENOTIPICO E FUNCIONAL DAS CELULAS NATURAL
KILLER E LINFOCITOS T CD8+ NO LIQUEN PLANO

Pesquisador Responsdvel: Maria Notomi Sato

Pesquisador Executante: Gabriel Costa de Carvalho

Co-autores: Maria Notomi Sato, Alberto José da Silva Duarte, Valéria Aoki,
Raquel Ledo Orfali, Eliana Akemi Futata, Rosana Domingues.

Finalidade Académica: Doutorado

Departamento: DERMATOLOGIA

O Coordenador da Comiss@o de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa — CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S@o Paulo, APROVOU / TOMOU CIENCIA ad-

referendum em 09/05/2012, o protocolo acima.

A CAPPesq em obediéncia a Resolugcdo CNS 196/96, solicita ao

pesquisador (a) s elaborag¢do de relatério parcial e final.
No caso de relatério parcial € necessario informar o tempo
previsto para a conclusdo do protocolo e breve resumo dos resultados

obtidos.

CAPPesq, 02 de Maio,

A
PROF. DR. LUI ENI . ARCEZ LEME
o
oordenador
Comiss@d de Etica para Andlise de

Projetos de Pesquisa - CAPPesq

e 2012

Rua Dr Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administracéo - 5° andar - CEP 05403-010 - Sao Paulo - SP
Fone: 55 11 2661-6442 ramais 16, 17, 18 e 20 - e-mail: cappesgq@hcnet usp.br
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Background Lichen planus (LP) is a chronic inflammatory mucocutaneous disease.
Toll-like receptors (TLRs) bind numerous exogenous and endogenous antigens
by recognizing conserved pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) and
have the ability to induce the production of proinflammatory cytokines. There-
fore, alterations in innate immunity could explain the inflammation and T-cell
autoreactivity leading to the development of LP disease.

Objectives To evaluate how the host innate immune response to PAMPs is affected
by cutaneous LP, primarily by using TLR agonists to induce proinflammatory
cytokine secretion from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs).

Methods PBMCs from patients with LP and healthy conwrol (HC) individuals were
stimulated with agonists of TLR2/TLRI (pam3csk4), TLR3 [poly(l:C)-RIG],
TLR4 (lipopolysaccharide), TLRS (flagellin), TLR7 (imiquimod), TLR7/TLR8
(CL097) and TLR9 (CpG). Cytokines from culture supernatants (n = 10-12)
and serum chemokines and cytokines (n = 22-24) were measured using flow
cylometry.

Results Activation through the TLR2, TLR4 and TLRS5 pathways induced increased
tumour necrosis factor (TNF)-o secretion by PBMCs from individuals with LP
compared with the HC group. In contrast, activation through TLR3 and TLR7
was impaired in the LP group, leading to decreased TNF-u secretion. Moreover,
intracellular TLR activation resulted in reduced interleukin (IL)-1p and IL-6 secre-
tion. Notably, individuals with LP became responders on stimulation with TLR7/
TLR8 and TLR9 agonists; responses were measured as increases in interferon
(IFN)-o production. Detectable TNF-o and high CXCL9 and CXCL10 serum levels
were observed in patients with LP, suggesting their potential use as markers of
the inflammatory status in LP.

Conclusions These findings point to a defect in the TLR signalling pathways in cuta-
neous LP. Agonists of TLR7/TLR8 or TLRY overcame impaired IFN-a secretion in
LP, strategically acting as adjuvants to improve the type I response.

What’s already known about this topic?

e [Existing information on innate immunity in lichen planus (LP) has largely come
from studies of Toll-like receptor (TLR) expression in skin lesions.
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ists.

immune response.

What does this study add?

® A dysfunctional innate immune response was observed with LP, as demonstrated
by enhanced tumour necrosis factor responsiveness to extracellular TLR activation
and an absent type 1 interferon (IFN) response induced by TLR3 and TLR7 agon-

e Agonists for the TLR7/TLR8 or TLR9 pathways were able to drive IFN-o secretion,
suggesting that they may serve as effective adjuvants to improve the antiviral

Lichen planus (LP) is a chronic inflammatory disease involving
both the skin and mucous membranes, with characteristic vio-
laceous polygonal flat-topped papules and plaques.'” The
exact pathogenesis of LP is still unclear, but there is evidence
for a role for autoreactive cytotoxic T lymphocytes as effector
cells, causing the destruction of keratinocytes.” The interrela-
tionship between environmental stimuli and the exacerbation
of the autoreactive T-lymphocyte response, which culminates
in lichenoid lesions, has recently seen increased interest.**
The activation of the innate immune response due to the
apoptosis of keratinocytes as well as cytokine generation may
lead to the activation of pattern recognition receptors.”

A critical role in  host-microbial interactions has been
described for the Toll-like receptors (TLRs), which recognize
molecules containing pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs), leading to the rapid stimulation of the innate
immune system. TLRs also sense the alarmins, or damage-
associated molecular patterns (DAMPs), which are factors
found in high amounts in the skin lesions of several dis-
cases.”"® Ten of these receptors have been identified in humans
and are localized either extracellularly to the plasma mem-
brane (TLRs 1, 2, 4, 5, 6 and 10) or intracellularly to the
endoplasmic reticulum and endosomes (TLRs 3, 7, 8, 9).
These receptors are able to recognize lipoproteins (TLRs 1, 2,
6), double-stranded RNA (TLR3), single-stranded RNA
(TLR7/TLR8), nonmethylated CpG motifs (TLRS), lipopoly-
saccharide (LPS) (TLR4) and bacterial flagellin (TLRS). On
recognition of their respective PAMPs, the TLRs recruit a spe-
cific set of adaptor molecules, such as MyD88 and TRIF, and
initiate downstream signalling events that lead to the secretion
of inflammatory cytokines, type 1 interferon (IFN), chemokin-
es and antimicrobial peptides, which all direct the magnitude
of the adaptive immune response.”

Several studies have observed altered TLR expression in the
skin lesions of oral lichen planus (OLP). Lower expression lev-
els of both TIR1 and TLR2*” and an increased ratio of TLR4
to TLR2 expression in the epithelial tissue has been detected
in LP, associated with elevated levels of soluble TLR4 in the
saliva.'” Moreover, TIR4 and TLR9 expression is induced in
the skin lesions of OLP.'" Although LP has an unknown aetiol-
ogy, there is a strong association between LP and viral infec-
tions, such as human hepatitis C (HCV),'”"? or human herpes
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virus type 7 (HHV-7).'* However, TIRs sensing viral anti-
gens, such as TLR7, were found to be decreased in skin
lesions independent of HCV infection.'” Despite the altered
TLR expression in LP skin lesions, the effect on peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) of TLR agonist activation is
unknown. The use of agonists for the TLRs involved in patho-
gen sensing could contribute to a better understanding of the
immu_nopa[hogenesis of this disease. Moreover, TLR agonis[s
may represent potential adjuvants for vaccines and immuno-
therapy.'®"7

In this study, we investigated the profile of the proinflam-
matory cytokine response induced by TLR2-TLR activation in
PBMCs obtained from individuals with cutaneous LP without
the involvement of the mucosa. We sought to determine the
serum levels of chemokines and cytokines to understand the
homing of specific subsets of immune cells to inflammatory
sites such as skin lesions. Monitoring mononuclear cell
responsiveness to TLR agonists may clarify the role of innate
immunity in LP and T-cell autoreactivity.

Methods

Study population

The study enrolled patients with cutaneous LP (n = 20, 2 male,
18 female) from the Dermatology Outpatient Clinic of the Hos-
pital das Clinicas de Sio Paulo (HC-FMUSP) and healthy control
(HC) individuals (n = 24, 4 male, 20 female). The cohort of
patients with LP was selected based on exclusive cutaneous
form. Other forms of LP such as OLP, lichen planopilaris, or
drug-induced LP, as well as association with autoimmune dis-
eases and other skin diseases were not included in this evalua-
tion. The majority of patients had at least two affected limbs,
with papules involving up to approximately 30% of the trunk.
The patients were not taking any kind of topical, or systemic
corticosteroids, retinoids or immunosuppressants prior to skin
biopsy and blood collection. Serological screening for hepatiris
C was determined. The median age was 37-4 & 13-5 (range
19-66) years for LP and 40-5 £ 14-5 (range 20-71) years for
HC individuals. All individuals gave written informed consent,
and the study protocol was approved by the institutional ethics
committee of the HC-FMUSP.
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Cell culture

PBMCs were isolated from heparinized venous blood by Ficoll-
Hypaque gradient centrifugation (GE Healthcare Bio-Sciences
AB, Uppsala, Sweden) and diluted in RPMI medium supple-
mented with 10% AB human serum (Sigma, St Louis, MO,
U.S.A). PBMC cultures (2-0 x 10° cells/well) were incubated
in 96-well plates (Costar, Cambridge, MA, U.S.A.) in medium
with ligands for TLR2 (pam3csk4, 0-5 pg mL™"); TLR3 [poly
(:C)-RIG, 20 ng mL ']; TLR4 (LPS, 1-25 pg mL '); TLRS
(Aagellin, 0-5 ng mL "); TLR7 (imiquimod, 1-25 pg mL ');
TIR7/TIR8 (CLO$7, 2-5 pugmL™') and TLR9 (CpG,
4 pumol L") for 48 h at 37 °C and 5% CO,. All ligands were
obtained from InvivoGen (San Diego, CA, U.S.A.). Cell-free su-
pernatants were harvested and stored at —70 °C until cytokine
measurements were made with a cytometric bead array.

Cytokine and chemokine measurements

Supernatants obtained from PBMC cultures were measured for
TNF-a, IL-1B, IL-6, IFN-o and IL-10 levels using a cytometric
bead array (Becton Dickinson, San Diego, CA, U.S.A.). The lim-
its of detection (LD) were as follows: TNF-a, 1-5 pg mL™'; IL-
1B, 2:3 g mL™ " IL-6, 16 pg mL_L; IFN-ot, 1-5 pg mL™!
and IL-10, 0-13 pg mL'. Cytokine levels in the serum were
assessed  using enhanced  sensitivity flex (LDs: TNF,
673 fg mL ™' -1, 48-4 fg mL ™" and IL-10, 13-7 fg mL ™).
Chemokine serum levels were evaluated with a chemokine kit
(LDs: CXCL8, 0-2 pgmL '; CXCL9, 2.8 pgmL '; CCL2,
2.7 pg mL ' and CXCL10, 2-8 pg mL ™). Samples were analy-
sed by flow cytometry (LSRFortessa, BD, San Jose, CA, U.S.A).

Statistical analysis

The Mann—Whimey U-test was used to compare variables
between the LP and HC groups. Spearman’s correlation was
used to verify the relationships between TNF-oo and IL-1[.
P < 0-05 was considered significant.

Results

Activation of proinflammatory cytokine secretion via Toll-
like receptors in individuals with lichen planus

Activation through TLR ligands could allow us to evaluate
how the host can sense the innate immune response to bacte-
ria or viruses as well as to DAMPs, triggering the production
of proinflammatory cytokines. We evaluated the ability of
PBMCs from patients with LP (n = 13) and HC individuals
(n = 10) to produce proinflammatory cytokines, such as TNF-
o, IL-1f, 1L-6 and IFN-a, following activation for 48 h with
agonists for TLR2/TLR1 (pam3csk4); TLR3 [poly(L:C)-RIG];
TLR4 (LPS); TLRS (flagellin); TLR7 (imiquimod); TLR7/TLRS
(CLO97) and TLRY (CpG).

Figure 1 shows similar baseline TNF-o secretion in PBMCs
from LP and HC individuals. After activation of extracellular
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TLRs, including TLR2, TLR4 and TLRS, increased TNF-o secre-
tion was detected in individuals with LP compared with the
HC group. In contrast, activation through intracellular ligands,
including TLR3 and TLR7, was impaired in the LP group,
leading to decreased TNF-o secretion. Notably, stimulation
with the TLR7/TLR8 agonist CL097 rescued the impaired
TNF-a secretion, possibly via the activation of TLR8 signalling
or improvement TLR7 activation. Normal TNF-af secretion was
detected in the LP group following TLRY activation.

Another prototype of proinflammatory cytokines, IL-10,
was also evaluated (Fig. 2). Similar responsiveness to TLRs 2,
4 and 5 was observed in LP and HC individuals. In contrast to
TNF-o secretion, which was barely detected in PBMCs from
the HC group, IL-1P production was increased following
extracellular TLR activation. Again, TLR3 and TLR7 activation
induced diminished levels of IL-1[ secretion in patients with
LP. CLO97 was able to increase IL-1P secretion in LP subjects;
however, IL-1p secretion remained at a lower level compared
with the HC group. Activation via TLR9 induced increased
levels of IL-1P in patients with LP.

We next sought to verify whether there was a correlation
between the cytokines induced by TLR ligands in individuals
with LP, and we found that there was a positive correlation
berween the TNF-n and IL-1P secretion induced by TLR7/
TLR8 stimulation with CLO97 (r = 0-77; P = 0-0034) and also
between these same cytokines following TLR9 stimulation
with CpG (r = 0-89; P < 0-0001) (Fig. 3). An association
between the proinflammatory cytokines was observed only in
the LP group.

IL-10 secretion was barely detected on activation of extra-
cellular or intracellular TLRs, except for TLR4 acrivation, for
which IL-10 secretion was significantly decreased in patients
with TP compared with HC subjects (Fig. 4). Other cytokines
secreted by PBMCs following stimulation with TLR agonists,
such as [L-6, demonstrated increased secretion levels following
stimulation with the TLR2 agonist (pam3csk4, TLR2/1) in the
LP group (Fig. 4), while they were not different between the
two groups following TLR4 and TLRS stimulation (data not
shown). For intracellular TLR activation with CL097 and CpG
stimuli, we observed enhanced IL-6 secretion in LP subjects
compared with the HC group. As expected, IFN-o secretion
was induced only with CL097 in individuals with LP and was
increased on TLR9 activation, although it was less pronounced
than in the control group (Fig. 4).

These findings demonstrate that individuals with LP have
impaired PBMC responsiveness to the activation of certain
TLRs, primarily those involved with the antiviral response,
such as the TLR3 and TLR7 pathways. Notably, ligands for
TLR7/TLR8 and TLRY were able to enhance cytokine secretion

Cytokine and chemokine serum levels in lichen planus

To verify the serum cytokine levels in patients with LP, we
assessed IL-1P, TNF-o, IL-10 and IFN-y levels using a high-
sensitivity cytometric bead array, Normally, cytokine levels in
the serum are barely detectable, even when using an enhanced
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Fig 1. Dysfunctional TNF-o secretion induced by TLR agonists in LP. PBMCs obtained from patients with IP (n = 13) and HC (n = 10} were
stimulated or left unstimulated (baseline) for 48 h with agonists of extracellular TLRs (TLR2, pam3csk4; TLR4, LPS; TLRS, flagellin) or
intracellular TLRs [TLR3, poly(1:C)-RIG; TLR7, imiquimod; TLR7-8, CL0O97; TLR9, CpG]. Cell-free supernatants were assessed for TNF-u secretion
with a cytometric bead array. Baseline cytokine levels were subtracted from data for stimulated cytokine induction. The results are shown as the
mean £ SEM. **P < 0-01, ***P < 0-001 when compared with the HC group. TNF, tumour necrosis factor; TLR, Toll-like receptor; LP, lichen
planus; PBMCs, peripheral blood mononuclear cells; HC, healthy controls; LPS, lipopolysaccharide; TLR7-8, TLR7/TLRS.
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Fig 2. Profile of IL-1p secretion induced by TLR agonists in LP. PBMCs obtained from patients with LP (n = 13) and HC (n = 10) were stimulated
or unstimulated (baseline) for 48 h with agonists of extracellular TLRs (TLR2, pam3csk4; TLR4, LPS; TLRS, flagellin) or intracellular TLRs [TLR3,
poly(I:C)-RIG; TLR7, imiquimod; TLR7-8, CL0O97; TLRY, CpG]. Cell-free supernatants were assessed for IL-1[B secretion by cytomelric bead array.
Baseline cytokine levels were subtracted from data for stimulated cytokine induction. The results are shown as the mean £ SEM. *P < 0-05 when
compared with the HC group. IL, interleukin; TLR, Toll-like receptor; LP, lichen planus; PBMCs, peripheral blood menonuclear cells; HC, healthy
controls; 1PS, lipopalysaccharide; TLR7-8, TLR7/TLRS.

f

sensitivity assay. Therefore, we also assessed the serum levels limit of detection of the high-sensitivity cytometric bead array

of CXCLI0/TP-10 (inducible protein), CXCL8/IL-8, CXCL9/
MIG and CCL2/MCP.

Similar levels of IL-1P, TNF-o and IL-10 were detected in LP
and HC individuals (Table 1). However, considering that the
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for TNF was 67-3 fg mL~ ! TNF-a was undetectable for all HC
serum  samples, while 40% of LP individuals had detectable
TNE-a levels. IEN-y was undetectable in all serum samples eval-
uated.
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Fig 4. Activation of the TLR7-8 or TLR9 pathways elicits IL-6 and IFN-o production in individuals with LP. PBMCs obtained from patients with
IP (n = 13) and HC (n = 10) were stimulated or left unstimulated (baseline) for 48 h with agonists of TLRs (TLR2-TLR9). (a) Activation of IL-
10 secretion by a TLR4 agonist (LPS); (b) activation of IL-6 secretion by agonists of TLR2 (pam3csk4), TLR7-8 (CL097) and TLR? (CpG): ()
IFN-ot secretion was induced only by TLR7-8 (CL097) and TLR9 (CpG) activation. Cell-free supernatants were assessed for IL-6 and IFN-o

secretion with a cytometric bead array. Baseline cytokine levels were subtracted from data for stimulated cytokine induction. The results are shown
as the mean = SEM. *P < 0-05 when compared with the HC group. TLR, Toll-like receptor; TLR7-8, TLR7/TLR8: IL, interleukin; IFN, interferon;
LP, lichen planus; PBMCs, peripheral blood mononuclear cells; HC, healthy controls; LPS, lipopolysaccharide.

Serum chemokines were measured at 1000-fold increased
levels compared with cytokines (Table 1). Serum CCL2 and
CXCL8 levels did not differ between LP and HC subjects,
whereas CXCL9 and CXCL10 levels were detected at higher
levels in LP than in HC individuals.

Discussion

In the present study, we verified the dysregulated innate
immune response in cutaneous LP, which is triggered by
extracellular or intracellular TLR activation. The altered cyto-
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kine production by PBMCs induced by TLR agonists likely
plays a critical role in the inflammation that is characteristic of
LP. Although 1P has been recognized as an inflammatory
disease that is limited to the skin and/or oral mucosa, our
findings highlight an extracutaneous immunological element.
Defective cytokine production induced by TLR3 or TLR7 acti-
vation was restored by ligands for TLR7/TLR8 or TLR9, indi-
cating a role for TLR agonists as adjuvants of the innate
immune response.

We observed increased TNF-a1 responsiveness induced by
TLR2/TLR1, TLR4 and TLRS ligands in patients with LP, but
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Table 1 Cytokines and chemokines serum levels in lichen planus (LP)

Cytokines/chemokines HC 1P

IL-1B fg mL™' 59-8 £ 72.9" 85-6 £ 131-0
TNF-o fg mL™' 44.7 £ 550 88-9 + 138-4"
IL-10 fg mL™" 442 + 356 36:6 + 245
CCL2/MCP-1 pg mL ' 306 + 213 232 £ 13.0
CXCL9/MIG pg mL ' 64:5 + 53.5 212:8 + 217:0%
CXCL8/IL-8 pg mL ™' 283 & 353 10-1 & 132
CXCL10/1P-10 pg mL ™" 59-1 £ 307 122:2 £ 75.7%%

HC, healthy controls; IL, interleukin; TNF, tumour necrosis fac-
tor; IP, inducible protein. *Mean + SD of cytokines and chemo-
kines measurements in HC (n = 22-24) and LP (n = 17-20)
samples. "HC below limit detection. *P = 0-013, **P = 0-004.

this responsiveness was barely detectable in the HC group.
Furthermore, pminﬂammalory IL-1B and IL-6 were induced
in considerable amounts by PBMCs activated by the
pam3csk4/TLR2 interaction, which is a potent activator of the
proinflammatory transcription factor NE-kB. IL-1[ plays a cen-
tral role in modulating adaptive effector T-cell responses by
preferentially inducing T-helper (Th)l and Th17 differentia-
tion.'® IL-1 is a major cytokine involved in the activation of
the NALP3 inflammasome in blood monocytes to drive the

release of marture IL-1p.'"*

Activation of proinflammatory
pathways in circulating blood monocytes is the gateway to
enhanced inflammation in various tissues.

Increased TNF-or in parallel with the decreased IL-10
response induced by TLR4 activation in PBMCs from patients
with LP may partially explain the chronic inflammatory status
observed in LP. The disequilibrium of regulatory factors, such
as IL-10 or peripheral regulatory T cells, must be further
investigated in cutaneous LP. The chronic inflammatory status
of individuals with LP may conwibute to PBMC activation,
leading to lymphocyte migration to skin lesions as well as to
the generation of chemotactic factors.

Patients with LP also demonstrated increased CXCL9 and
CXCL10 serum levels. Both chemokines are induced by IFN-y
and use the same receptor, CXCR3. CXCR3 is expressed in
normal and inflamed tissue and in cells, including plasmacy-
toid dendritic cells (pDCs) and myeloid DCs,*"** CXCLY is
implicated in chronic inflammation and viral infections such
as herpes simplex virus type 2.7

CXCL10 and the CXCR3 receptor appear to contribute to
the pathogenesis of many autoimmune diseases™ and this has
been suggested to be useful as a predictive marker for the
management of patients with several inflammatory diseases,
including chronic hepatitis C.>° It is speculated that viral infec-
tions, such as HCV, may act as causal agents for LP. Despi[e
the fact that anti-HCV circulating antibodies are more com-
mon in patients with LP than in controls, such an association
may not be significant in some geographical areas.'? The pos-
sibility that CXCL10 levels in patients with LP are the result of
autoimmune inflammatory dermatosis or viral infection must
be considered. Nevertheless, the high CXCL9/CXCLI0 serum

© 2014 British Association of Dermatologists

Impaired Toll-like receptor activation in LP, R. Domingues ef al. 53

levels in patients with LP may not be auributable 1o HCV
infection or association with an autoimmune disease, given
that we found only one case of seropositivity for HCV, and
autoimmune disease was considered as an exclusion criteria in
our LP cohort. High CXCL10 and CXCL9 levels could be mark-
ers of the inflammatory status of cutaneous LP in the absence
of autoimmune disease. Moreover, we verified that TNF-o
serum levels were detectable in 40% of LP samples, while
TNF-o. was undetectable in all HC samples. These findings
demonstrate that serum cytokine levels do not always correlate
with dysfunctional cytokine production by PBMCs following
TLR stimulation. However, increased TNF-a serum levels in
cutaneous LP has been described mainly in female patients

- . n 2
from a Turkish population,*

or increased levels in patients
with OLP?” and detectable, at lower levels, in 35% of Japanese
patients with OLP (nine of 26).** In contrast, another study
demonstrated no change in TNF levels but did observe high
I-10 serum levels in OLP.* We used a high-sensitivity
method with limits of detection at femtogram levels, and veri-
fied detectable TNF in 40% of LP samples, which corroborates
with the results of OLP cases described by Yamamoto et al. in
1991.% This emphasizes the importance of evaluating not
only the cytokine levels between groups, but also the fre-
quency of detectable TNF in the study population, because it
is not usually observed in healthy individuals.

In fact, TNF-o plays an important role in LP and is con-
sidered to be a susceptibility factor for OLP. The ~308G/A
polymorphism in the TNF-o gene has been described as a
risk factor for patients with OLP without HCV infection.®
Defects in the TLR2, TLR4 and CD14 genes do not appear to
be associated with an OLP risk, whereas the TLR3 gene poly-
morphism rs5743312 may be considered a risk factor for
OLP susceptibility.”'

Given that an association has been proposed between LP
and viral infections such as HCV or I—[H\I’-]’,H we assessed

the ability of PBMCs to produce cytokines on activation of

TLR3, TLR7/TLR8 and TLR9. We verified an impaired PBMC
response to TLR3 and TLR7 activation in LP, with an absence
of IFN-o production and decreased TNF-or and IL-1B secre-
tion. Both TLR3 and TLR4 activate interferon regulatory fac-
tor (IRF)3 and IRF7, while TLR7 and TLR8 activate IRF5 and
IRF7, which play a critical role in antiviral defence.”* The
reason for the defective TIR3/TLR7 response in LP is
unknown; however, it does not appear to be attributable to a
defect in IRF-7, as TLR8 and TLRY activation leads to intense
signalling. Moreover, some virus evasion may potentially sup-
press the factors involved in these signalling pathways. An
example of this is HCV, which evades type I IFN responses
by expressing the viral NS3-NS4A protease, which cleaves
TRIF and IPS, suppressing type I IFN production in infected
hepatoeytes, ™ **

One promising adjuvant, CL097, a derivative of the imi-
dazoquinoline compound R848, induced noticeable results,
such as promoting IFN-o and the recovery of TNF-o and IL-6
secretion in individuals with LP. Previously, we verified that
TLR7/TLR8 activation was able to restore defective cytokine
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secretion by myeloid DCs in a viral infection model of human
immunodeficiency virus-infected pregnant women and new-
borns.** CL097, which activates both TLR7 and TLR8, may
provoke the type I response via the TLR8 pathway or may
potentiate impaired TLR7 responsiveness induced by the imiq-
uimod ligand. Promotion of IFN-o secretion in LP was also
achieved with CpG, the TLR9 agonist, although at lower levels
than in the control group. One important source of IFN-o is
pDCs, which comprise approximately 0-2-0-8% of PBMCs and
secrete high levels of IFN in response to viral infections.*®
pDCs express predominantly TLR7 and TLRY, making them
responsive to single-stranded RNA and CpG DNA as well as to
TLR7/TLR8 ligands. Notably, LP skin exhibits increased pDC
infiltration compared with nonlesional skin samples; this has
been associated with HHV-7 replication,'* suggesting an active
role for pDCs in improving the antiviral immune response.
Our results support a role for viral infections in the dysregula-
tion of innate immune response, leading to an impaired antiv-
iral response. This evidence at a systemic level can contribute
to the cutaneous inflammatory process in LP, whereas the ini-
tial triggers of such disease remain elusive.

Altogether, our findings highlight the importance of evalu-
ating the functional aspects of the TLR signalling pathways
that function as gateways for PAMPs or DAMPs in cutaneous
LP. Altered extracellular TLR activation leading to high TNF-a
responsiveness with impaired intracellular TLR3 and TLR7
activation was observed in our patients with LP. Moreover,
activation of the TLR7/TLRE or TLR9 pathways overcame
impaired TFN-a secretion, suggesting their potential use as ad-
juvants to improve the type I response.
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Human endogenous retrovirus expression is inversely related
with the up-regulation of interferon-inducible genes
in the skin of patients with lichen planus
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Abstract Lichen planus (LP) is a common inflammatory
skin disease of unknown etiology. Reports of a common
transactivation of quiescent human endogenous retrovi-
ruses (HERVs) support the connection of viruses to the
disease. HERVs are ancient retroviral sequences in the
human genome and their transcription is often deregulated
in cancer and autoimmune diseases. We explored the
transcriptional activity of HERV sequences as well as the
antiviral restriction factor and interferon-inducible genes in
the skin from LP patients and healthy control (HC) donors.
The study included 13 skin biopsies from patients with LP
and 12 controls. Real-time PCR assay identified significant
decrease in the HERV-K gag and env mRNA expression
levels in LP subjects, when compared to control group. The
expressions of HERV-K18 and HERV-W env were also
inhibited in the skin of LP patients. We observed a strong
correlation between HERV-K gag with other HERV
sequences, regardless the down-modulation of transcripts
levels in LP group. In contrast, a significant up-regulation
of the cytidine deaminase APOBEC 3G (apolipoprotein B
mRNA-editing), and the GTPase MxA (Myxovirus resis-
tance A) mRNA expression level was identified in the LP
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skin specimens. Other transcript expressions. such as the
master regulator of type I interferon-dependent immune
responses, STING (stimulator of interferon genes) and IRF-
7 (interferon regulatory factor 7), IFN-P and the inflam-
massome NALP3, had increased levels in LP, when com-
pared to HC group. Our study suggests that interferon-
inducible factors, in addition to their role in innate
immunity against exogenous pathogens, contribute to the
immune control of HERVs. Evaluation of the balance
between HERV and interferon-inducible factor expression
could possibly contribute to surveillance of inflammatory/
malignant status of skin diseases.

Keywords Lichen planus - Human retrovirus
endogenous - Antiviral restriction factors -
Interferon-inducible genes

Introduction

Lichen planus (LP) is an inflammatory skin disease with a
chronic course that affects skin, mucous membranes, scalp
(resulting in alopecia) and nails [6, 28, 32]. Prevalence of
LP in the total population varies from 0.5 to 1.0 %. It
usually occurs at 30-60 years of age, with no gender or
racial preference. LP is characterized by lichenoid,
polygonal, violaceous papules with fine white lines [32].

The etiology of LP is still unclear, although possible
causes include genetic predisposition, combined with
environmental triggers, such as viral and bacterial agents.
Viral infections maybe associated with LP, such as human
herpesvirus type 7 (HHV-7) [7] or human hepatitis C
(HCV) [18].

The genome of vertebrates contains human endogenous
retroviruses (HERVs) [28]. which are implicated certain
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skin diseases (psoriasis [5. 22], scleroderma [14], or mel-
anoma). Human chromosomes contain numerous HERV
sequences that account up to 8 % of our genome [I12].
HERVSs integrated into the human genome following
ancient germline infections by exogenous retroviruses
around 2-40 million years ago, and persisted through
successive generations. Most HERV sequences are defec-
tive due to mutations, deletions or termination signals
within coding sequences, and are not infectious [12].

Over 20 HERV families have been identified [4].
HERVSs contain four major genes: gag (determines the core
structure); pro (protease gene which contains reverse
transcriptase); pol (responsible for viral replication); and
env (envelope proteins), flanked by two long terminal
repeat (LTR) regions [3]. HERV-K family of endogenous
retroviruses is probably the most recently incorporated,
with some inserts having occurred after the rise of homi-
nids [8].

HERVs are also frequently silenced by epigenetic
mechanisms as DNA methylation [20]. Moreover, HERVs
are inhibited by a variety of restriction factors such as
APOBEC family [9. 16]. APOBEC (apolipoprotein B
mRNA-editing enzyme, catalytic polypeptide-like) com-
prises a group of cytidine deaminases that are able to edit
DNA and/or RNA sequence. APOBEC3G, by editing viral
genetic material, provides an ancestral wide cellular
defense against exogenous viruses and endogenous ret-
roelements. The myxovirus resistance A (MxA) is an
interferon-induced dynamin-like GTPase that acts as a cell-
autonomous host restriction factor against many viral
pathogens [10]. These factors are induced by type I IFNs
(IFN-o¢ and IFN-B), involving STING (stimulator of
interferon genes) that regulates innate immune signaling
processes and is able to activate both NF-xB and interferon
regulatory factor (IRF-3) transcription pathways exerting a
potent antiviral state following expression [13]. NALP3
inflammasome, an innate immune complex that controls
inflammatory caspase 1 and IL-1 activation, is a sensor
for cytosolic detection of DNA and RNA viruses, leading
to activation of pro-inflammatory cytokines [1].

Abnormal expression of HERV-K is present in various
autoimmune [11, 23] and inflammatory diseases, as fol-
lows: [20] in psoriatic lesions, 3 variants (W, K. E) of
HERV are expressed [22]; in melanoma tissue, retrovirus-
like particles and HERV-K mRNA and proteins have been
detected; [29] in morphea, there is altered pattern of HERV
expression; [19] HERV-W transcription levels in mycosis
fungoides, but negative expression in lichen planus.
However, to date, analyses of HERV expression in the skin
of individuals diagnosed with LP are scarce.

In this study, we investigated the profile of HERV-K
gag and env, HERV-K18 and HERV-W env in skin spec-
imens of LP patients. We also proposed to determine the

@ Springer

expression of antiviral restriction factors such as APOBEC
3G and MxA, and interferon stimulatory genes (ISG),
including STING, IRF-7, IFN-f, as well as inflammassome
NALP3. The surveillance of HERV and antiviral factors
expression in skin lesions of patients with LP may con-
tribute to a better understanding of the inflammatory status
and T cell autoreactivity.

Materials and methods
Patients

Surgical biopsies of lesional skin were obtained from 13
patients (10 women and 3 men; median age 42 £ 14.8,
range 23-61 years) with cutaneous lichen planus, recruited
at the Dermatology Clinic at the Hospital das Clinicas of
Sédo Paulo. Healthy controls (n = 12) were donors for skin
biopsies (7 women and 4 men; median age: 39 &+ 12, range
21-54 years). All experiments were approved by the local
medical ethics committee prior to the study and written
informed consent was given by all patients before inclu-
sion. We included patients with cutaneous LP who were
aged =18 years, confirmed by biopsy with or without
mucosal lesions. Exclusion criteria included melanoma,
autoimmune diseases and use of immunosuppressive
medication. Serological status of LP patients for cyto-
megalovirus (CMV), hepatitis A virus (HAV), hepatitis B
virus (HBV), HCV, herpes simplex virus (HSV), varicella-
zoster virus (VZV), Epstein—-Barr virus (EBV) and cyto-
megalovirus (CMV) was determined.

Real-time polymerase chain reaction

One punch biopsy (6 mm) was performed on skin lesions
after local anesthesia. Samples were stored with RNA later
solution (Sigma, CA, U.S.A.) at —20 °C. Frozen samples
were processed and the tissue was homogenized with a
Tissue Ruptor (Qiagen). After removal of debris by cen-
trifugation, supernatants were used for RNA extraction.
Total RNA was extracted from skin biopsy with an
RNeasyPlus Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA).
Reverse transcription was performed with a Reverse
Transcriptase Kit (Biorad). The primers utilized for the
real-time PCR assay were:

APOBEC 3G: forward GGCTCCACATAAACACGGT
FTC;

reverse: AAGGGAATCACGTCCAGGAA;

MxA: forward: AGCTGATCCGCCTCCACTT,
reverse: TGCAATGCACCCCTGTATACC;

IFN-: forward: GGCTGGCCCTGTGATATTTCTGTG,
reverse: ACCTGGCTCTCCTCCTCCCTTCCT;:
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STING: forward: ATATCTGCGGCTGATCCTGC, rev-
erse: GGTCTGCTGGGGCAGTTTAT:

NALP3: forward: GGCATATCACGTGGGATTC, rev-
erse: GATCTTCGCTGCGATCAAC;

IRF-7:  forward: TGGTCCTGGTGAAGCTGGAA,
reverse: GATGTCGTCATAGAGGCTGTTG

HERV-K (gag): forward: GTAATGGCTCAGTCAA
CGCA, reverse: GCCCCATTAATTCTGGACCT
HERV-K (env): forward: GTGACACAAACCCCAGA
GAGT, reverse: GGTTTGGCAGGGCAGTGA
HERV-K18: forward: CCCAAGGAAATTCCTAAAG
GATCAAAG, reverse: GAGGTTGTGATACCGCCAAT
HERV-W 18: forward: TCATATCTAAGCCCCG
CAAC, reverse: GAGGTTGTGATACCGCCAAT
GAPDH: forward: GAAGGTGAAGGTCGGAGT, rev-
erse: GAAGATGGTGATGGGATTTC

Real-time qPCR was performed in an Applied Bio-
systems 7500 Fast system using specific primers and
SYBRGreen (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA),
as described by Pereira et al. [25]. Primers for qPCR
(Life Technologies) were only accepted if their efficiency
was 100 £ 10 %. Corrections were made for primer
efliciency. The specificity of the reaction was examined
by dissociation curve, Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) mRNA levels of the samples in
the same plate were analyzed to normalize the mRNA
contents among the samples tested. The cycling protocol
consisted of 10 min at 95 °C, followed by 40 cycles of
15 sat 95 °C and 60 s at 60 °C. The amplification results
were analyzed using Sequence Detection System (SDS)
software (Applied Biosystems). Normalized expression
was calculated following the indications of Livak et al.
[17].

Statistical analysis

The Mann-Whitney U test was used to compare variables
between LP and healthy controls. Spearman’s correlation
was used to investigate the relationships between HERV-K
gag with other HERVs, A value of p < 0.05 was consid-
ered significant.

Result

Thirteen LP patients were included, with a median disease
duration of 5.0 months (range 1-60 months). Two patients
were seropositive for HCV and none for HBV. Previous
infection with HSV and CMV was found in 9/9 patients,
5/5 for HAV and 8/9 patients had EBV infection.

To evaluate the HERV expression in skin fragments of
LP patients, we selected HERV-K gag and env, HERV-

K18 and HERV-W env genes to assess by qPCR. in
comparison to HC.

Figure 1 shows that mRNA expression of HERV-K
genes as gag or env, HERV-K18 and HERV-W env was
down-modulated in LP subjects, when compared to HC.
HERYV expression in HC group was higher for HERV-K
gag, followed by HERV-K env, and similar levels were
detected for HERV-K18 and HERV-W env. In addition,
strong correlation between HERV-K gag and HERV-K
env, HERV-18 and HERV-W env was verified for both HC
and LP (Fig. 2). In contrast, no correlation was observed
between HERV-K gag and APOBEC 3G, in both analyzed
groups.

We also verified the expression of two antiviral
restriction factor (APOBEC 3G and MxA), and the genes
involved in their regulation, related to type I IFN axis
(STING, IRF-7 and IFN-f3), including the inflammassome
NALP3.

The levels of antiviral restriction transcription factor
(APOBEC 3G and MxA), the IFN-inducible genes STING,
IRF-7, IFN-B and NALP3 were higher in the skin of LP
patients, when compared to HC subjects (Fig. 3).

Discussion

Our findings showed a down-regulation of endogenous
retrovirus expression in skin biopsies of LP patients, in
comparison to healthy controls. In parallel, we detected an
induction of antiviral restriction genes (APOBEC 3G and
MxA), as well as the IFN-inducible genes, that together,
may exert an immune control of HERVs transcripts
activation.

Endogenous retroviruses may also be deleterious for
their host and often seen during carcinogenesis and in
autoimmune diseases; however, it remains unclear whether
its increased expression is cause or consequence of the
disease. In diseases with a multifactorial etiology, such as
pityriasis rosea or LP, the trigger can be explained by a
common transactivation of a quiescent HERV [26].

In this study, we faced an unexpected inhibition of
HERV-K env or gag, HERV-KI18 and HERV-W env in
skin biopsies of LP subjects. These findings revealed an
active regulatory mechanism controlling HERVs tran-
scripts in the skin lesions. A differential HERV sequence
expression has been described in skin of morphea patients,
in which HERV-K env was up-regulated, with decreased
transcription for HERV-H env, HERV-K10 gag, HERV-R
pol-env, and HERV-W env [14]. The coexistence of up-
and down-regulating process in morphea may be linked to
the lowered number of sebaceous gland [14]. Moreover, in
LP, the expression of Syncytin-1, which is encoded by
HERV-W env, was not detected [19].
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Fig. 2 Correlation between HERV-K gag expression and HERV-K env, HERV-K18, and HERV-W env in LP and HC groups

Some possibilities to explain the down-regulation of
HERYV in LP skin could be due to the increased levels of
cytidine deaminase, APOBEC 3G and also MxA. APO-
BEC3G might protect the mammalian genome against the
spread of some retroelements, since it can bind either to
single-stranded DNA (ssDNA) or RNA, and to insert
mutations into ssDNA and/or RNA as a result of their

@ Springer

ability to deaminate C to U [20]. The genome of endoge-
nous retroviruses is generally methylated and not expressed
in most somatic cells [3], where APOBEC3G is abundantly
expressed [21]. Loss of methylation may result in activa-
tion of HERV proviruses [20]. Therefore, it is possible that
the hypermethylation of HERV LTR contributes to inhi-
bition of HERV in LP skin.
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It has been described higher level of MxA expression in
LP skin, which was significantly higher in HCV-positive
than in HCV-negative patients [27]. The role of MxA
expression to control HERV is unknown. It is a key
mediator of the interferon-induced antiviral response
against a wide range of viruses, in turn, interferon may
induce the expression of more than 300 ISGs. We selected
some ISG as STING, IRF-7, IFN-B and NALP3, and all
factors were up-regulated in LP skin. These factors suggest
the existence of an important innate immune platform for
sensing viral infections.

A complex regulatory mechanism related with type I
IFN axis seems to be highly active in LP. One important
source of IFN-a is pDC, which secretes high levels of IFN
in response to viral infections. Notably, LP skin exhibits
increased pDC infiltration, when compared to non-lesional
skin samples, and has been associated with HHV-7 repli-
cation [7].

In our LP cohort, we observed high prevalence for some
virus infections (CMV, EBV, and HSV), but not for HCV,
the usual association. These pathogens are able to trigger

HERV transcription, and HCMV infection induces HERV
transcriptional activity in different cell types [2]: HSV-I1
can specifically activate the HERV-W LTR, and induce
expression of HERV-W Gag and Env proteins in cell lines
[15]. EBV induces transcription of the env gene of HERV-
K18 [30], as well as human herpesvirus 6A and 6B [31]. Tt
is possible that viral infection in LP subjects could be the
initial target to induce IFN-type I signaling pathway,
leading to regulation of activation of HERV transcriptional
level.

Despite the protective role of the type I IFN in antiviral
response, this overproduction can provoke autoimmune
disease [24], due to the inflammatory cytokines production,
though NFkB or NALP3 inflammassome activation. It is
not known whether the up-regulation of these molecules
could contribute to the inflammatory status in LP, despite
immune response to HERVs transcription.

Altogether, our findings suggest that interferon-induc-
ible factors/antiviral restriction factors may regulate
endogenous retrovirus transcription levels in patients with
cutaneous LP.
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ANEXO 5

Tabela 2. Sorologia para virus dos individuos com LP

Sorologias LP

(n) %

CMV 12 66
VHA 10 55
VHB 0 0
VHC 2 11
HSV 1/2 6 33
VEB 9 50

LP=Liquen plano, CMV=Citomegalovirus, VHA= Virus da Hepatite A, VHB= Virus da
Hepatite B, VHC= Virus da Hepatite C, HSV 1/2= Herpes simples virus tipo 1 e 2, VEB=
Virus Epstein-Baar.
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