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De Carvalho GC. Análise do perfil fenotípico e funcional das células Natural Killer e 

linfócitos TCD8+ no Líquen plano. [Tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, 

Universidade de São Paulo; 2016. 105p. 

 

INTRODUÇÃO: Líquen plano (LP) é uma doença mucocutânea de natureza 

inflamatória crônica de etiologia ainda desconhecida. Alterações na resposta imune inata, 

como aos padrões moleculares associados à patógenos (PAMPs) e padrões moleculares 

associados ao dano (DAMPs) podem levar à inflamação crônica e contribuir com a 

patogênese do LP. OBJETIVO: Avaliar o efeito da ativação via o DAMP S100A8 e o 

receptor Toll-like 4 (TLR-4) em células Natural killer (NK) e TCD8 citotóxicas e suas 

subpopulações de memória/efetoras em pacientes com LP. MÉTODOS: 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 indivíduos (22 mulheres, 3 homens) com idade 

média de 42 anos ± 5,5. A determinação transcricional e da expressão por 

imunohistoquimica dos DAMPs S100A8, HMGB-1 e de TLR-4 e RAGE foi realizada em 

biópsias de lesões cutâneas de indivíduos com LP, e os níveis séricos de S100A8, 

HMGB-1, MICA e MICB foram determinados por ELISA. As células mononucleares 

(CMNs) de sangue periférico foram avaliadas por citometria de fluxo quanto a frequência 

de TNF, IL-1β e o marcador de desgranulação CD107a em células TCD8+ e células NK 

CD56+ e suas subpopulações. A avaliação da via de sinalização de TLR em células 

TCD8+ purificadas e ativadas com S100A8 foi analisada por PCR array e a determinação 

da expressão de mRNA dos componentes do inflamassoma em células TCD8+ ativadas 

com S100A8 por PCR em tempo real. RESULTADOS: Foi evidenciado nos indivíduos 

com LP elevada expressão da proteína S100A8 nas lesões cutâneas e de HMGB-1, TLR-

4 e RAGE na derme, em paralelo ao aumento da expressão de mRNAs para S100A8 e 

S100A9 e diminuição de RAGE. Além disto, uma elevação dos níveis séricos do dímero 

S100A8/A9 foi detectada nos pacientes comparados aos controles, ao contrário do 

DAMP HMGB-1 que mostrou níveis similares em ambos os grupos. A influência do 

S100A8 em células TCD8+ e células NK, foi analisada em CMNs pela ativação com o 

lipopolissacáride e a proteína recombinante S100A8, ambos ligantes de TLR-4. Nos 

indivíduos com LP foi detectado aumento da resposta citotóxica de linfócitos TCD8+ e 

células NK CD56
bright

 pela expressão do marcador de desgranulação CD107a por 

citometria de fluxo. A proteína S100A8 foi capaz de induzir a expressão de genes pró-

inflamatórios como IL-1β, TNF e IL-6 em células TCD8+ de pacientes com LP em 

contraste com os indivíduos saudáveis que mostraram expressão IL-10 e IFN tipo I. As 

células TCD8+ de indivíduos com LP ativadas ou não com S100A8 expressam transcritos 

de NLRP1, NLRP3 e AIM-2 e produzem IL-1β em níveis similares a controles saudáveis. 

Além disso, células TCD8+ ativadas com S100A8 mostraram aumento de expressão 

TLR3, TLR5, TLR7 e TLR8 na doença comparada às biopsias de controles. O aumento 

da resposta TCD8+ citotóxica foi principalmente mediado pelo subtipo de memória 

efetora (TEM, CCR7- CD45RA-).  Elevação basal da expressão do receptor ativador 

NKG2D e inibidor NKG2A foi observado em células NK CD56
dim  

nos indivíduos com 

LP e um nível similar do ligante solúvel MICB  em ambos os grupos. CONCLUSÃO: 

Estes resultados evidenciam que componentes da imunidade inata, como a proteína 

S100A8 pode contribuir na manutenção do perfil inflamatório do LP.  

 

Descritores: líquen plano; peptídeos catiônicos antimicrobianos; linfócitos T CD8- 

positivos; células matadoras induzidas por citocinas; citotoxicidade imunológica. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abstract 
______________________________________________ 

 

 

 

 



De Carvalho GC. Analysis of phenotypic and functional profile of Natural Killer cells 

and CD8 + T lymphocytes in Lichen planus. [Thesis]. São Paulo: "Faculdade de 

Medicina, Universidade de São 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-1β 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 mRNA 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 HMGB1 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
bright

 NK cells trough CD107a  degranulation marker expression. The S100A8 

protein was able to induce the pro-inflammatory genes expressions such as IL-1β, TNF 

and IL-6 in CD8 + T cells of LP  patients in contrast to healthy subjects who promoted 

IL-10 expression and type I IFN. CD8 + T cells of LP individuals activated or not with 

S100A8 are able to express NLRP1, NLRP3 and AIM-2 and IL-1β 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- CCR7). The increased baseline expression 

of activating receptor NKG2D and the inhibitory NKG2A in the NK CD56
dim

 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. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Introdução 
_______________________________________________ 

 

 

 

 

 

 

 



2 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

   O Líquen plano (LP) é uma doença inflamatória mucocutânea crônica de etiologia 

desconhecida. A apresentação clínica da doença varia dependendo da área envolvida, 

sendo a pele e a mucosa oral as áreas de acometimento mais frequente (1); (2). A doença 

pode ainda se manifestar sob diversas formas atingindo unhas (1), genitália e couro 

cabeludo (3).  

O LP cutâneo é caracterizado pela presença de lesões com a superfície achatada, 

pápulas poligonais; violáceas; em 80% dos casos pode ser intensamente pruriginosa (4).  

As lesões podem se apresentar como uma rede de linhas brancas conhecidas como estrias 

de Wickham (5) e resultar em extensa hiperpigmentação residual podendo causar 

constrangimento ao paciente (2);(6). A classificação de variantes clinicas baseia na 

peculiaridade da morfologia e distribuição topográfica das lesões podendo apresentar sob 

a forma hipertrófica, bolhosa, linear entre outras (7).  

 A prevalência do LP em sua forma cutânea é estimada em <1% da população, 

enquanto a forma oral afeta cerca de 1-2% (8); (9). O LP pode se manifestar somente na 

forma cutânea ou em associação com a mucosa, no entanto entre 30-70% dos casos são 

observados o acometimento de mucosa em pacientes com LP cutâneo (10); (11). A média 

da faixa etária de acometimento é entre 40 e 45 anos para a forma cutânea, e o tempo de 

duração da doença pode variar de um mês a sete anos, sendo o diagnóstico clínico 

confirmado por biópsia da pele (6); (4). O LP é em geral mais frequente em mulheres de 

meia idade na proporção de 3:2 em relação aos homens (12);(13), sendo incomum em 

crianças, que correspondem menos de 5% dos casos (13). Não existem relatos quanto a 

etnias predominantes no LP, no entanto, um estudo em uma população de crianças nos 

Estados Unidos mostrou maior incidência desta enfermidade em afro-americanos (13).  
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Nos achados histológicos das lesões de indivíduos com LP é encontrado 

espessamento da camada córnea, acentuação da camada de células granulares, infiltrado 

de células inflamatórias e degeneração da camada basal de queratinócitos. A apoptose de 

queratinócitos é atribuída à presença de linfócitos TCD8 citotóxicos como principal 

componente do infiltrado, que são recrutados para a junção derme-epiderme com alta 

expressão da molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-1) e induzem a apoptose dos 

queratinócitos basais (14); (15); (16). No LP cutâneo as células Natural killer (NK) 

também estão presentes nos sítios inflamatórios, sendo responsáveis pela produção de 

citocinas inflamatórias (17). Nas lesões do LP cutâneo e oral, há aumento da expressão de 

TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-8 e de moléculas apoptóticas como Fas/Apo-1 e Bcl-2 (18). Um 

estudo recente mostra que o potencial de malignização no Liquen plano oral (LPO) pode 

estar correlacionado com o aumento da expressão do marcador de células mieloide -1 

(Mcl-1) (19). 

Apesar da etiopatogenia do LP não estar definida, acredita-se que a doença possa 

ser desencadeada por mudanças antigênicas no local onde se encontram os queratinócitos 

basais, que passam a expressar um peptídeo próprio, exposto sob estímulo de drogas ou 

trauma (20). No entanto, diversos fatores como doenças autoimunes (21), infecções 

virais, como o vírus humano do herpes tipo 7 ou vírus da hepatite C (5); (12); (22) , 

retrovírus endógeno (23), medicações (21); (24), vacinações (25) e materiais de 

restauração dentária (26) têm sido associados à patogênese do LP. Contudo, sinais de 

danos celular (danger-associated molecular patterns, DAMPs) assim como padrões 

moleculares associados a patógenos (pathogen-associated molecular patterns PAMPs) 

podem ser os principais fatores que aumentam a resposta citotóxica de linfócitos T, 

resultando na destruição dos queratinócitos nas lesões de indivíduos com LP (27).  
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Figura 1. Representação do processo patológico na pele de indivíduos com LP. Um 

possível agente desencadeador favorece o processamento a apresentação de antígenos por 

células dendríticas mielóides ou queratinócitos e induz células TCD4+ direcionar a 

resposta para o eixo TH1, enquanto os linfócitos TCD8+ e células NK realizam a 

resposta citotóxica. O processo inflamatório e a produção de quimiocinas também podem 

ser amplificados devido à presença 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 dendríticas, bem como das células que participam da resposta imune 

adaptativa, TCD4+ e TCD8 se atém à pesquisa nas lesões de pele. São escassos os 

trabalhos que relatam a participação dessas células em sítio extracelular, como as células 

mononucleares do sangue periférico (CMNs) no LP. 

 

1.1 Importância PAMPs e DAMPs como ligantes dos TLRs no LP 

  

Em geral nas lesões dermatológicas são encontrados PAMPs como o 

lipopolissácaride (LPS) proveniente de bactérias gram negativas pela quebra da barreira 
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cutânea, assim como DAMPs devido aos danos celulares existentes. Esses padrões atuam 

como agonistas que ativam células via os receptores Toll-like (TLR) e culminam na 

produção de citocinas pró-inflamatórias. Foram descritos 10 receptores funcionais em 

humanos, destes seis localizados na membrana celular (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, 

TLR6 e TLR10) e outros quatro em compartimentos intracelulares como os retículos 

endoplasmáticos e endossomos (TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9). Eles são capazes de 

reconhecer diversos tipos de moléculas, desde lipoproteínas de origem bacteriana (TLRs 

1,2,6), lipopolissácaride (TLR4) e flagelina (TLR5), até RNA e DNA virais (TLRs 3,7,8 

e 9). Diversos tipos celulares expressam esses receptores, como células dendríticas, 

macrófagos, linfócitos T e células não linfóides como queratinócitos e fibroblastos, 

porém, a sua atuação dependerá do tipo celular e do tecido onde estão expressos. Ainda 

que a inflamação gerada via ativação pelos TLRs seja protetora em muitos casos, a 

constante estimulação pode gerar necrose e liberar fatores endógenos que podem 

cronificar  o processo inflamatório (29); (30). 

Na pele, as alterações na expressão de TLRs, como a diminuição da expressão de 

TLR1 e TLR2 foram evidenciadas em lesões cutâneas de LP (31) e aumento da expressão 

dos TLR4 e TLR9 em lesões na mucosa oral de LPO (32). No sangue periférico, foi 

demonstrado aumento da expressão de TLR2 em monócitos de pacientes com LPO (33). 

Em um trabalho recente do nosso grupo, foi evidenciado que a estimulação com ligantes 

de TLRs extracelulares (TLR2, TLR4 e TLR5) induz uma produção elevada de TNF nos 

pacientes de LP cutâneo, com uma importante redução dessa citocina quando estimulados 

via TLRs intracelulares (TLR3, TLR7 e TLR9) em comparação aos controles (34). 

Contudo, a estimulação via TLR7/TLR8 foi capaz de restaurar a produção de TNF, 

sugerindo que a via TLR8 é funcional no LP.   
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Dentre os fatores endógenos liberados em processos inflamatórios existem os DAMPs, 

como S100A8 (MRP8) e S100A9 (MRP14). O complexo S100A8/A9 (Calprotectina) é 

liberado durante a ativação de fagócitos e atua via receptor TLR4, possibilitando a ativação 

de NFκB e produção de TNF-α assim como outras citocinas (35); (36). A calprotectina 

também é considerada um fator antimicrobiano e seus níveis podem se elevar durante 

exposição a mínimas quantidades de LPS. Além disto, o aumento de S100A8/A9 no soro 

possui uma relação inversa com a sobrevivência de pacientes com sepse (37).  

A associação da proteína S100A8 com o S100A9 e sua elevação tem sido mostrada 

em doenças inflamatórias, câncer (38); (40), doenças autoimunes como diabetes do tipo I, 

fibrose cística, atrite reumatóide, como também em doenças dermatológicas como 

psoríase (40); (41) onde são encontrados altos níveis de S100A8/A9 solúveis (42); (43). 

Na psoríase o complexo S100A8/A9 produzido pelos queratinócitos induzem a 

produção de citocinas proinflamatórias como IL-6, IL-8 e TNF-𝛼 e proangiogências que 

ativam genes relacionados com fatores de crescimento (44) Assim, a excessiva produção 

deste complexo atua na manutenção de ambiente inflamatório e contribui para migração de 

células nas lesões. O ambiente inflamatório presente nas lesões de pele no LP, psoríase e 

dermatite atópica pode favorecer a migração de células TCD8+ assim como células NK (46). 

O S100A8 e sua ação como proteína ligante de cálcio pode atuar como um 

segundo mensageiro após a ativação por LPS e induzir a ativação do inflamassoma pelo 

receptor NOD-like. Além disso, o complexo S100A8/A9 é capaz de induzir NFκB, e a 

proteína NLR que contém o domínio pirina 3 (NLR3) a ativar pro- IL-1β em células 

mononuleares (CMNs) (46). Desta forma, o efeito de DAMP S100A8 também pode 

contribuir para perpetuação inflamatória no LP. 

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

na maioria das células eucarióticas, que tem como função atuar na estabilização da 
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formação do nucleossomo e na regulação de diversos genes. A proteína HMGB-1 

também é considerada um DAMP e é secretada por macrófagos ativados, células 

dendríticas maduras, células NK e queratinócitos em resposta a danos celulares, infecções 

e estímulos inflamatórios (47); (48); (49); (50). 

O HMGB-1 quando secretado para o meio extracelular pode interagir com três 

receptores: receptor para produtos finais de glicação avançados (RAGE), TLR2 e TLR4. 

A ligação da proteína HMGB-1 ao receptor RAGE conduz a ativação de MAPK, NF-kB  

induzindo a produção de citocinas inflamatórias TNF, IL-1, IL-6, IL-8 e MIP-1 (51). 

A constante ativação de padrões como PAMPs (LPS) e DAMPs S100A8 e o 

HMGB-1 em especial ao TLR4 pode contribuir para a ação inflamatória e 

migração/ativação das células do sistema imune inato (NK) e adaptativo (TCD8+) no LP. 
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1.2 Células NK no LP 

 

As células NK representam um subconjunto de linfócitos participantes do sistema 

imune inato que atuam na defesa contra diversos patógenos e na rejeição de tumores (52); 

(53). As células NK humanas compreendem aproximadamente 15% de todos os linfócitos 

e são definidos fenotipicamente pela expressão de CD56 e a falta de expressão de CD3 

(54). Além disso, duas populações distintas de células NK podem ser representadas com 

base na densidade da expressão de CD56 em sua superfície celular (55). As células NK 

CD56
dim 

 representam cerca de 90% das células NK circulantes, expressam altos níveis do 

receptor FcyRIII (CD16) possui uma potente atividade citotóxica e é facilmente recrutado 

para os sítios de inflamação (56). Já as células NK CD56
bright 

são  consideradas 

reguladoras devido o seu potencial para secretar citocinas como: IFN- e IFN-α, TNF-α e 

IL-10. Esse subtipo regulador mostra alta densidade de expressão de CCR7 e CD62L, 

característica que permite o tráfego entre os linfonodos, onde essas células são mais 

abundantes (57).  

Os receptores das células NK podem ser encontrados nas formas inibidoras e 

ativadoras. Existem três subfamílias de receptores para este tipo celular descritos em 

humanos: os KIRs (killer cell immunoglobulin-like receptor) que reconhecem HLA-A, -B 

e C; a subfamília 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 antígenos virais (58).  

Entre os receptores KIRs, existem os subtipos NKG2D, NKG2A e NKG2C. O 

NKG2D humano está acoplado ao adaptador DAP10 a PI3-K (PhosphoInositide 3-

Kinase) e interage especificamente com moléculas induzidas por stress, como MICA e 

MICB (MHC class  I Chain- related genes A and B) expressas frequentemente na 
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superfície de células tumorais e/ou infectadas por vírus (59). O NKG2D é normalmente 

expresso em células NK, células T γδ e células T CD8 e está relacionado com a 

resistência à infecção para alguns vírus (60). Estudos experimentais para resposta tumoral 

mostram que a molécula S100A8/A9 é capaz de promover a ativação de células NK via 

receptor RAGE e este processo ser mediado pelo NKG2D (61).  

O CD94 é um receptor que forma heterodímeros com NKG2A, -B, -C ou -E (53). 

O domínio intracelular do NKG2A contém sequências conservadas de aminoácidos 

relacionadas com a transdução de sinais inibidores denominadas ITIMs (Immunoreceptor 

Tyrosine-based Inhibition Motifs). Desta forma, a ligação do receptor CD94/NKG2A às 

moléculas HLA-E inibe a capacidade lítica das células NK (62). O heterodímero CD94-

NKG2C reconhece HLA-E com a mesma especificidade que o complexo CD94-NKG2A, 

no entanto, os sinais intracelulares do receptor NKG2C culminam na ativação das células 

NK (63).  

    As células NK podem ser encontradas em processos inflamatórios que ocorrem 

nas lesões de LP, psoríase e dermatite atópica (45). Nas biópsias de indivíduos com 

psoríase e dermatite de contato, foram descritas infiltrado exclusivo de células  CD56
bright 

CD16
- 

na qual são recrutados para o sítio inflamatório através das quimiocinas 

CXCR3/CXCL10, CCR5/CCL5 e CCR6/CCL20 (receptor/ligante) (64).  No LP cutâneo 

a infiltração de células CD56
bright 

também estão presentes nos sítios inflamatórios (17). 

Além disso, essa subpopulação de célula NK na lesão é responsável pela produção de 

perforina e secreção IFN-γ e TNF-α e da expressão de NKG2D (17). 

Poucos trabalhos evidenciam a participação destas células nas lesões de pele, além 

disso, no LP, não existem evidências 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 

linfócitos T desempenham importante papel na patogenia da doença. Os linfócitos T CD4 

juntamente com os linfócitos T CD8 são recrutados para a junção derme-epiderme 

causando intensa inflamação local (14).  

Diversas alterações nos queratinócitos basais podem torná-los susceptíveis a 

respostas mediadas pelos linfócitos T CD8, que quando ativados secretam IL-2, IFN-

gama e principalmente de TNF que se ligam nos receptores dos queratinócitos induzindo 

a apoptose (15). A maior parte destas células é encontrada em áreas lesionadas da 

membrana basal, próximo das áreas de destruição dos queratinócitos. 

A expressão do marcador de desgranulação CD107a na superfície de células 

efetoras como NK e linfócitos TCD8+ é evidenciada pela atividade lítica em ensaios de 

citotoxicidade contra célula alvo marcada com cromo radioativo (
51

Cr) (65). No LP 

constatou-se que linfócitos TCD8+ encontrados nas lesões da doença são citotóxicos, já 

os clones de linfócitos TCD8+ derivados de regiões adjacentes são menos citotóxicos 

contra os queratinócitos de regiões lesionadas autólogas, ou seja, menos autorreativos que 

os linfócitos provenientes das lesões (66). A autorreatividade de linfócitos T CD8+ e o 

desenvolvimento de autoimunidade sistêmica em modelos experimentais mostrou estar 

relacionada com a presença de DAMPs que se ligam ao receptor TLR4, como as 

proteínas S100A8 e S100A9 conduzindo ao aumento da expressão de IL-17 (67). 

Além da ação citotóxica para efetividade da resposta imune, a geração de células 

de memória imunológica é essencial para conferir proteção imediata nos tecidos 

periféricos inflamados. As células T efetoras de memória CCR7- migram para os tecidos 

periféricos na inflamação e atuam na resposta efetora imediata, enquanto as células T de 
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memória central CCR7+ dirigem-se para as áreas de células T nos órgãos linfoides 

secundários, capazes de estimular eficientemente as células dendríticas. As células T 

CCR7+ podem ainda se diferenciar em células CCR7- após um segundo estímulo e 

retornar com sua ação efetora imediata (68). O receptor CCR7 que auxilia no regresso das 

células para os tecidos linfóides é utilizado para classificar fenótipos de linfócitos T 

CD8+ como naive CCR7+, CD45RA+, de memória central (TCM) CCR7+, CD45RA-, 

memória efetora (TEM) CCR7- CD45RA- e memória efetora terminalmente diferenciada 

(TEMRA) CCR7-, CD45RA+ (69). 

Contudo, avaliações extra-cutâneas são mais escassas e podem contribuir no 

entendimento da patogênese da doença. As células NK e TCD8+ circulantes e suas 

subpopulações em indivíduos com LP podem expressar distintos perfis fenotípicos e 

funcionais em relação a controles saudáveis em resposta aos agonistas que medeiam 

respostas pró-inflamatórias como DAMPs e PAMPs.  
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2.  Objetivos 
_______________________________________________ 
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2. Objetivo Geral 

 

Avaliar o perfil fenotípico e funcional de células da resposta imune inata pelas 

células Natural Killer e da resposta adaptativa pela célula T CD8+ nos pacientes com 

Líquen plano.  

 

Objetivos secundários: 

 Determinação da expressão transcricional e protéica do DAMP S100A8 e o receptor Toll-

like -4 em biópsias cutâneas de indivíduos com LP e dos níveis séricos de S100A8. 

 Percentual de TNF, IL-1β e do marcador de desgranulação CD107a em células TCD8 e 

células NK CD56+ do sangue periférico. 

 A via de sinalização de TLRs em células TCD8+ ativadas com S100A8. 

 Expressão de mRNA dos componentes do inflamassoma NLRP1, NLRP3, NLRP4, AIM-

2, Caspase 1 e IL-1β em células TCD8+ ativadas por S100A8. 

 Percentual de subpopulações de células TCD8+ efetoras e de memória quanto a produção 

de TNF, IL-1β e da resposta citotóxica induzida por agonistas de TLR4. 

  Expressão de marcadores de ativação/inibição em subpopulações de células NK 

induzidas por S100A8 e LPS. 

 Determinação dos níveis séricos de MICA e MICB. 

 Determinação da expressão transcricional e protéica do DAMP HMGB-1 e dos receptores 

Toll-like -4 e RAGE em biópsias cutâneas de indivíduos com LP e dos níveis séricos de 

HMGB-1. 
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3. Métodos 
_______________________________________________ 
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3.1 Casuística 

 

 Os pacientes com Líquen plano (n=25), de ambos os sexos, foram selecionados no 

Ambulatório do Departamento de Dermatologia do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina da USP. Os pacientes com LP cutâneo apresentavam lesões de pele com 

diagnóstico confirmado por biópsia. A associação com melanoma e/ou outras doenças 

autoimunes, assim como o uso de medicação imunossupressora ou LP pilar constituíram 

critérios de exclusão. Todos os pacientes apresentaram resultados negativos para o fator 

anti-nuclear e HIV.  Os pacientes não tinham sido tratados com qualquer tipo de 

corticóide tópico ou sistêmico, retinóides ou imunossupressores nos últimos 30 dias antes 

da biópsia de pele e coleta de sangue.  

O grupo controle foi composto por indivíduos sadios (n=25), de ambos os sexos 

que não apresentaram história de doença dermatológica e com idade acima de 18 anos. 

Os pacientes e os indivíduos controles saudáveis foram submetidos ao termo de 

consentimento e livre esclarecido para posterior inclusão no estudo. Todos foram 

informados do conteúdo da pesquisa, assinando um termo de consentimento livre e 

esclarecido aprovado pela Comissão de Ética para Análise de Projetos de Pesquisa – 

CAPPesq da Diretoria Clínica do Hospital das Clínicas e da Faculdade de Medicina de 

Universidade de São Paulo (n
0
8802) (Anexo1). 

 

3.2 Obtenção de células mononucleares (CMNs) de sangue periférico 

 

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

volume, em solução fisiológica e centrifugado em solução gradiente de Ficoll-Hypaque 

(Amersham Pharmacia Biotech, NJ, EUA) por 20 minutos a 550g para obtenção de 
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CMNs. Após duas lavagens em meio de cultura RPMI-1640 (Gibco, Invitrogen, EUA) 

suplementado com gentamicina (10μg/mL, Novafarma, SP, Brasil) por 10 minutos a 

1200 rpm, as células obtidas foram quantificadas e a concentração definida de acordo 

com o experimento. 

 

3.2.1 Análise de células T CD8 citotóxicas e subpopulações efetoras/memória por 

citometria multiparamétrica 

 

 Para analisar as células TCD8 e TCD4 efetoras, as CMNs foram estimuladas com 

agonistas de TLR4 (lipopolissacáride-LPS, 1µg/mL) ou MRP8 (S100A8, 1µg/mL) 

separadamente ou LPS (1µg/mL) por 30 minutos seguido por MRP8 (1µg/mL) por 6 

horas. A Brefeldina A (10µg/ml) foi adicionada à cultura 1 hora após o início da cultura. 

Como controle positivo foi utilizado o acetato de miristato de forbol (PMA) 10ng/mL e 

Ionomicina 1µg/mL nas mesmas condições de cultivo. O anticorpo anti-CD107a PerCP-

Cy5 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) foi adicionado no início do cultivo. Após o 

período 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 4ºC. Após 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 aquisição de 200.000 células foi realizada com 

o citômetro de fluxo Fortessa (LSRFortessa, BD) e analisadas através do Software 

FlowJo (Tree Star – USA). 

Todas as análises de citometria foram realizadas com prévia padronização 

determinada pelo FMO (fluorescence minus one). O principio desta padronização se 
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baseia na inclusão de todos os marcadores a serem lidos no citômetro de fluxo omitindo a 

presença de uma fluorescência. O procedimento favorece uma precisa determinação para 

análise de células marcadas, para melhor discriminar as populações positivas e as 

negativas. 

 

3.2.2  Análise da via de sinalização de receptores Toll-like em células TCD8+ 

estimuladas com S100A8 

 

 Para analisar a ação direta da proteína S100A8, células TCD8 de indivíduos com 

Líquen plano (n=3) ou indivíduos saudáveis (n=3) foram isoladas a partir de CMNs 

utilizando o citômetro FACSAria III (BD Biosciences, San Jose, CA) do CEFAP, ICBIV-

USP.  As células TCD8+ foram cultivadas em microplacas de 96 poços (Costar, 

Cambridge, MA, USA) a 37°C em 5% CO2 e estimuladas com S100A8 (1 µg/ml 

ProSpec-Tany TechnoGene Ltd., NZ, Israel) por 4 horas. Após esse período as células 

foram armazenadas em solução RNAlater (Sigma-Aldrich) a -20ºC para posterior 

extração do mRNA total. Foram avaliados 84 genes relacionados à via de sinalização dos 

TLRs utilizando o kit Human Toll-Like Receptor Signaling Pathway PCR Array (Qiagen, 

Hilden, Germany). Para tanto, foi realizada a extração do mRNA das células TCD8+ 

utilizando o kit RNeasy Micro Kit Protocol (Qiagen, Hilden, Germany) e a transcrição 

reversa com o kit RT² PreAMP cDNA Synthesis (Qiagen). O cDNA equivalente foi 

aplicado em placas RT² 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 instruções do fabricante. A análise dos dados foi realizada 

pelo software 7500 versão 2.0.6 (Applied Biosystems, USA) em conjunto com Microsoft 

Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA) para análise estatística. Os valores ΔΔCt foram 
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calculados através dos níveis de expressão dos genes normalizadores e em comparação 

com os controles. Para tanto, os grupos de indivíduos com Liquen plano ou saudáveis 

foram comparados considerando a intensidade de expressão de cada gene entre células 

TCD8+ estimuladas ou não com S100A8. O ponto de corte parta a intensidade de 

expressão ≥ duas vezes para a indução de genes ou  ≤ duas vezes para a repressão do 

gene de cada foi utilizada para respectivamente comparar genes regulados positivamente 

ou negativamente em células TCD8+ ativadas em relação às células TCD8+ sem 

estímulo. 

 

3.2.3  Análise da expressão de NLRP-1, NLRP3, AIM-2, CASP-1 e IL-1-β em células 

TCD8+ por PCR em tempo real 

 

O RNA total das células TCD8+ sorteadas foi isolado utilizando-se o kit de 

extração RNAqueous Micro kit (Ambion). O cDNA foi preparado utilizando-se o kit 

SuperScript™ III (Invitrogen) de acordo com as instruções do fabricante. A quantidade e 

qualidade do RNA foram avaliadas por espectrofotômetro (Nanodrop N-1000) e a 

expressão dos principais componentes do inflamassoma (NLRP1, NLRP3, AIM2, 

CASP1, IL1B) foi avaliada através de sondas TaqMan® específicas para plataforma ABI 

7500 (Applied Biosystems). Os níveis de mRNA foram normalizados com os níveis de 

mRNA do gene endógeno beta actina, ACTB (Applied Biosystems). O número do ciclo 

em que a transcrição do gene de interesse é detectável (CT) foi normalizado com o 

número do ciclo de detecção do gene endógeno ACTB, referida como delta Ct (∆CT). Os 

resultados de amplificação foram analizados utilizando o software Sequence Detection 

System (SDS) (Applied Biosystems). A expressão normalizada foi calculada conforme 

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

 

Para analisar as células NK, as CMNs foram estimulados com agonistas de TLR4 

(LPS, 1µg/mL) ou MRP8 (S100A8, 1µg/mL) separadamente ou LPS (1µg/mL) por 30 

minutos iniciais seguido por MRP8 (1µg/mL) por 6 horas. A Brefeldina A (10µg/ml) foi 

adicionada à cultura após 1 hora do início da cultura. Como controle positivo foi utilizado 

PMA (10ng/mL) e Ionomicina (1µg/mL). O anticorpo anti-CD107a PerCP-Cy5 foi 

adicionado no início do cultivo. Após o período de 6 horas as células foram retiradas da 

placa e marcadas com marcador de viabilidade LIVE/DEAD PE-Texas Red (Invitrogen) 

a 4ºC por 30 minutos. Após isso, as células foram tratadas com CYTOFIX/CYTOPERM 

(BD Biosciences) e marcadas com os anticorpos para: CD3 Qdot 605(Invitrogen), CD19 

Horizon V500, CD16 APC Cy7, CD56 Alexafluor 700, TNF PE Cy7, IFN-γ Horizon 

V450, IL1-beta FITC ou foi realizada a marcação fenotípica de células NK incluindo os 

marcadores, NKG2A PE, NKG2D PE Cy7 e NKG2C FITC, procedentes da BD 

Biosciences. As células foram lavadas e a aquisição de 200.000 células foi realizada com 

o citômetro de fluxo Fortessa (LSRFortessa, BD) e analisadas através do Software 

FlowJo (Tree Star – USA). 

 

3.3 Obtenção de biopsias de pele 

 

Foram obtidas biópsias de aproximadamente 6mm de diâmetro de peles lesionas 

de pacientes com LP ou de mesma região da pele de indivíduos saudáveis, coletadas após 

aplicação de anestesia local. As amostras foram armazenadas em solução RNA later 

(Sigma, CA, USA) a 20ºC para posterior análise de transcritos pelo método de reação em 

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

reação em PCR em tempo real 

 

A expressão de transcritos relacionados com a produção da proteína S100A8 

Humana (MRP8) e S100A9 (MRP14), HMGB-1, TLR-4 e RAGE foi realizada por 

qPCR. As amostras de pele foram armazenadas em RNA later (Sigma) a 20ºC e 

processadas com o aparelho Tissue Ruptor (Qiagen Valencia, CA, USA). Após a 

remoção de fragmentos por centrifugação, os sobrenadantes foram utilizados para a 

extração de RNA. O RNA total foi extraído das biopsias utilizando o RNeasy Plus Mini 

Kit (Qiagen). A transcrição 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 (MRP8) 

 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 aplicação da PCR em tempo real foi utilizado o aparelho Applied Biosystems 7500 

Fast system usando o método de amplificação por SYBRGreen (Applied Biosystems, 

Carlsbad, CA, USA). Os primers para amplificação foram aceitos com suas eficiências de 

100 ± 10%. A especificidade da reação foi examinada pela curva de dissociação. Os 

níveis de mRNA de gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) das amostras foram 

analisados e normalizados com os níveis de mRNA das amostras de cada indivíduo 

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 amplificação foram analizados 

utilizando o software Sequence Detection System (SDS) (Applied Biosystems). A 

expressão normalizada foi calculada conforme (70). 

  

3.3.2 Expressão de S100A8, HMGB-1, TLR-4 e RAGE por imunoistoquímica 

 

 Foram realizados cortes histológicos de 4µm de espessura de biópsias de pele 

emblocadas em parafina em lâminas silanizadas (Sigma Chemical Co., St. Louis, 
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MO/USA, cód. A3648). Os cortes histológicos foram desparafinizados em banhos de 

xilol e posteriormente hidratados em concentrações decrescentes de etanol. O bloqueio 

com peroxidase endógena (H2O2) foi feito em câmara escura com três incubações em 

água oxigenada 3% por 10 minutos cada. Logo foi realizada a exposição antigênica em 

calor úmido em pH 9.0 (Dako Cytomatation, Carpinteria, CA, USA). O bloqueio de 

proteínas inespecíficas do tecido foi feito com incubação em solução de leite desnatado 

(Molico, Nestlé) a 10%. As lâminas foram incubadas com anticorpo primário, coelho 

monoclonal anti-MRP8 anti-HMGB1, anti-RAGE ou anti-TLR4 (Abcam, Cambridge, 

MA) diluído em solução de albumina bovina (BSA) 1% em tampão PBS pH 7.4. Os sítios 

de ligação foram revelados com solução cromógena Permanet Red LSAB-AP para avaliar 

a marcação de S100A8 ou diaminobenzidina (DAB) para avaliar a marcação de TLR-4, 

HMGB-1 ou RAGE (Dako Cytomatation, Carpinteria, CA, USA). Os controles negativos 

das reações foram obtidos através da omissão do anticorpo primário, substituído por PBS 

pH 7.4. Após a montagem das lâminas com resina Permount (FISHER Scientific, Fair 

Lawn, NJ/USA). As lâminas 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 avaliação na distribuição da 

proteína MRP8, HMGB-1, TLR-4 e RAGE ocorreram mediante a divisão de áreas 

marcadas pela área total da epiderme ou derme mensurada. 

 

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

imunoenzimatico 

 

 O ensaio imunoenzimático (ELISA) foi utilizado para detecção da proteína S100A8/A9 

(MRP8), MICA, MICB (Biolegend San Diego, CA) ou HMGB-1 (IBL Minneapolis, 



23 

 

MN). O soro de controles e indivíduos com LP não diluídos foram adicionados em uma 

placa pré-sensibilizada com anticorpo anti-S100A8/A9, MICA, MICB ou HMGB-1 por 

um período de 1 hora a 37
0
C. A placa foi lavada e incubada com anticorpo de detecção 

anti-S100A8/A9, MICA ou MICB por 30 minutos. Posteriormente, foi adicionado 

estreptoavidina peroxidase por 30 minutos a 37
0
C. O substrato foi utilizado para iniciar a 

reação, 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.  

 

3.5 Análise estatística 

 

Os dados foram analisados com auxílio do software GraphPadPrism (Versão 5.0). Na 

comparação estatística entre os grupos foi utilizado o teste não paramétrico de Mann-

Whitney. Todas as comparações que resultaram em P≤0.05 foram consideradas 

significativas. Os dados foram representados com a média e desvio padrão da média e ou 

intensidade média de fluorescência (MFI). 
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4.1 Resultados referentes ao perfil de ativação das célula NK e TCD8+ e a influência 

da proteína S100A8 no LP 

 

 

 

Artigo publicado na revista Acta Dermato-Venereologica em Dezembro de 2015. 
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4.2  Resultados referentes à análise de subpopulações de linfócitos 

TCD8+, expressão de inflamassoma, receptores de ativação/inibição de 

células NK, ligantes solúveis e receptor TLR-4 
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4.3  Características demográficas dos pacientes com Líquen plano 

 

Os pacientes com Líquen plano (n=25) selecionados do Ambulatório da Clínica 

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 lesões cutâneas nesses pacientes se 

concentraram principalmente em punhos (94,4%) e pernas (88,8%), 50% dos pacientes 

apresentavam lesões nos braços, 22% no tronco e somente 1% na face. A sorologia para 

vírus como: Citomegalovírus (CMV), vírus da Hepatite A (VHA), B (VHB), C (VHC), 

Herpes vírus simples e o vírus Espstein- Baar nos indivíduos com LP também foi 

realizada (23) (Anexo5). 

Controles saudáveis provenientes do Laboratório de Investigação em 

Dermatologia e Imunodeficiências – LIM56 (n=25) foram predominantemente compostos 

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

 

 

Tabela 1. Tabela demográfica dos indivíduos incluídos no estudo. 

 Controle Líquen plano 

n total 25 25 

Gênero (mulheres/homens) 22/3 22/3 

Idade 

(média em anos) 
42,0 ± 5,5 43,46 ± 8,46 

Acometimento oral 

(mulheres/homens) 
 6/1 

Acometimento genital 

(mulheres/homens) 
 3/1 

Valores expressos em média ± desvio padrão. 
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4.5 Efeito do S100A8 e LPS em subpopulações de células T CD8+ em pacientes com 

LP 

Após avaliarmos o nível de expressão de S100A8/A9 na lesão cutânea e no soro, 

prosseguimos a avaliação para verificar o efeito in vitro do S100A8 na resposta citotóxica 

e inflamatória em células TCD8+ (71). A estratégia de análise está ilustrada na Figura 2.  

 

 

 

 
 

Figura 2. Estratégia para análise do perfil fenotípico de células TCD8+ ou suas 

subpopulações efetoras/memória no sangue periférico. A partir de células únicas 

(singlets) (a) foram selecionados linfócitos (b) contendo células viáveis (c) para analisar 

células T CD3+ TCD8+ (d) ou quanto a etapas de maturação, na qual as células T CD8+ 

foram definidas como: naives (CD45RA+CCR7+), memória central - TCM (CD45RA-

CCR7+), efetoras – TEM (CD45RA-CCR7-), e efetoras RA - TEMRA 

(CD45RA+CCR7-) (e) A intensidade media de fluorescência (MFI) do marcador TLR-4 

foi obtida a partir de células TCD8+, e suas subpopulações assim como a frequência de 

TNF e IL-1β.  e a expressão do marcador de desgranulação CD107a (f).  
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A resposta de células T CD8+ a agonistas TLR-4 pode ser distinta em função das 

etapas de diferenciação das células, assim, foi analisada a frequência de células TCD8+ 

nos estágios de maturação em indivíduos com LP. Para tanto foram identificados os 

fenótipos das populações naive (CD45RA+CCR7+), memória central (CD45RA-

CCR7+), efetoras (CD45RA-CCR7-) e efetoras RA (CD45RA+CCR7-). Apesar de 

observamos um percentual de células TCD8+ ativadas no estágio basal (71), não foi 

identificado alteração na frequência de subpopulações de células TCD8+ em comparação 

aos indivíduos controles (Figura 3). 

 

 

Figura 3: Frequência de subpopulações de células T CD8+ em etapas de 

diferenciação .  A frequência de células TCD8+ foi avaliada em CMNs não estimuladas 

de indivíduos com LP (n=10) e indivíduos saudáveis (n=10). A análise foi realizada por 

citometria de fluxo. Os dados estão representados como média ± erro padrão.  

 

O perfil de desgranulação em subpopulações de células TCD8+ está relacionado 

com o potencial citotóxico e memória, efeito que pode ser evidenciado pela expressão de 

CD107a na membrana celular. Em contraste com os dados de células TCD8+ totais (71), 

no estado basal as subpopulações de memória/efetoras mostraram semelhante produção 

de CD107a (Figura 4a).  



41 

 

Na condição de estímulo com LPS, houve indução de desgranulação nas células 

efetoras terminalmente diferenciadas TEMRA (CD45RA+CCR7-) de indivíduos 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 estimulação dupla de LPS e S100A8 potencializou a resposta nesta subpopulação 

nos indivíduos com LP (Figura 4d). 

A produção de citocinas pró-inflamatórias nos estágios de maturação de células 

TCD8+ induzidas com ligantes de TLR4 foi analisada nos indivíduos com LP. O estágio 

de maturação de células TCD8+ efetoras TEM (CCR7- CD45RA-) induziu TNF em 

indivíduos com LP após estímulo com S100A8 (Figura 5c). Em contraste, a dupla 

indução com LPS e S100A8 induziu aumento de células TCM TNF+ nos grupo LP em 

relação a controles saudáveis (Figura 5d). 
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Figura 4. Frequência de expressão de CD107a em subpopulações de células TCD8+ 

induzida  por ligantes de TLR4 e PMA/iono.  A frequência de CD107a em 

subpopulações de células TCD8+ foi avaliada em CMNs não estimuladas (a) ou 

estimuladas com LPS (b), S100A8 (c), LPS + S100A8 (d) e PMA/Iono (e).  A análise foi 

realizada por citometria de fluxo em indivíduos com LP (n=10) e indivíduos saudáveis 

(n=15). Os dados estão representados como média ± erro padrão. Os valores basais foram 

subtraídos dos estimulados.*p<0.05. 
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Figura 5. Frequência de expressão de TNF em subpopulações de células TCD8+ 

induzida por ligantes de TLR4 e PMA/iono.  A frequência de TNF em subpopulações 

de células TCD8+ foi avaliada em CMNs não estimuladas (a) ou estimuladas com LPS 

(b), S100A8 (c), LPS + S100A8 (d) e PMA/Iono (e).  A análise foi realizada por 

citometria de fluxo em indivíduos com LP (n=10) e indivíduos saudáveis (n=15). Os 

dados estão representados como média ± erro padrão. Os valores basais foram subtraídos 

dos estimulados. *p<0.05. 
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 Na sequência foi analisada a citocina pró-inflamatória IL-1β nas subpopulações de 

células TCD8+, na condição basal ou após estímulo com ligantes de TLR4 e PMA e 

ionomicina, em CMNs de indivíduos 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 estímulo por 

PMA/Iono nas subpopulações de células TCD8+ não alteraram a produção de IL-1β entre 

os grupos. No entanto, a dupla estimulação com LPS e S100A8 em CMNs de indivíduos 

com LP aumentou a produção de IL-1β em células TCD8+ efetoras TEM (CCR7- 

CD45RA-) Figura 6d. 
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Figura 6. Frequência de expressão de IL-1β em subpopulações de células TCD8+ 

induzida por ligantes de TLR4 e PMA/iono.  A frequência de IL-1β  em subpopulações 

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

(b), S100A8 (c), LPS + S100A8 (d) e PMA/Iono (e).  A análise foi realizada por 

citometria de fluxo em indivíduos com LP (n=10) e saudáveis. Os dados estão 

representados como média ± erro padrão. Os valores basais foram subtraídos dos 

estimulados. *p<0.05. 
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 Em seguida, avaliamos a expressão do TLR4 nas populações de células TCD8+. 

Apesar da diferença de respostas quando as células TCD8+ e subpopulações são ativadas 

com agonistas TLR4 nos indivíduos com LP, a expressão de TLR4 em células TCD8+ foi 

similar entre as subpopulações no estágio basal ou nas situações onde CMNs foram 

estimuladas em cultura (Figuras 7 a, b e c). 

 Os dados mostram que a subpopulação de células de TCD8+ de memória efetora 

de indivíduos com LP ativadas com a molécula S100A8 tem um perfil de resposta 

citotóxico e pro-inflamatório distinto de controles sadios. 
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Figura 7: Expressão de TLR4 em células TCD8+ ou em subpopulações 

efetora/memória estimuladas. A intensidade média de expressão (MFI) de TLR-4 foi 

avaliada em CMNs por citometria de fluxo em indivíduos com LP (n=10) e indivíduos 

saudáveis (n=10). Análise de células TCD8+ não estimuladas ou estimuladas com LPS, 

S100A8, LPS + S100A8, PMA/Iono (a) ou subbopulações de células TCD8+ não 

estimuladas (b) ou estimuladas com S100A8 (c).  Os dados estão representados como 

média ± erro padrão. 

 

4.6 Expressão de inflamassoma em células TCD8+ S100A8 ativadas em indivíduos 

com LP 

 

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

um perfil de ativação distinta em pacientes com LP comparada aos indivíduos controles 
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(71). Além disto, ainda não está determinado sobre a plataforma de inflamassomas em 

linfócitos, sobretudo em linfócitos TCD8+. Desta forma, as células T CD8+ foram 

isoladas a partir de CMNs para avaliar o efeito direto da proteína S100A8 na expressão 

de genes do inflamassoma. Para avaliar a expressão de transcritos responsáveis pela 

ativação do inflamassoma foi realizada a análise por PCR por tempo real em células 

TCD8+ purificadas no Cell-sorting e pré-ativadas com S100A8 de indivíduos com LP ou 

controles saudáveis. A expressão de mRNA de NLRP1, NLRP3, NLRP4, AIM-2, 

Caspase 1 e IL-1β em indivíduos com LP foi similar aos indivíduos saudáveis. No 

entanto, uma pequena variação foi observada em relação à produção de IL-1β em células 

TCD8+ ativadas por S100A8 de indivíduos com LP. A expressão do receptor NLRP4 não 

foi detectável (Figura 8 a e b). 
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Figura 8. Expressão de NLRP1, NLRP3, NLRP4, AIM-2, Caspase 1 e IL-1β 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 

saudáveis (n = 3) foram analisadas quanto a expressão do mRNA de NLRP1, NLRP3, 

NLRP4, AIM-2, Caspase 1 e IL-1beta utilizando PCR em tempo real. 

 

 

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

 

Subtipos de células NK com potencial efetor e secretor são encontrados de acordo 

com a expressão de CD56, em células CD56
dim

 e CD56
bright

. O potencial para ativação via 

TLR4 a partir das subpopulações de células NK na circulação sanguínea pode contribuir 

para acentuar o processo de desgranulação/CD107a e a produção de mediadores pró-

inflamatórios como TNF e IL-1β (71).  A estratégia para análise de receptores das 

populações de células NK está ilustrada na Figura 9. 
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Figura 9: Estratégia de análise das células NK no sangue periférico. A partir de 

células únicas (singlets) (a) foram selecionados linfócitos (b) em células viáveis (c). As 

células NK foram selecionadas dentro da população de linfócitos CD3-CD19- (d) e (e), 

em seguida duas populações de NK foram definidas como CD56
dim

CD16+ e CD56
bright

 

CD16- (f) e (g) que expressam TNF,  IL-1β e CD107a e a intensidade média de 

fluorescência (MFI) dos marcadores NKG2D, NKG2A e NKG2C (h). 

 

 A avaliação dos receptores é importante para avaliar o potencial de ativação ou não 

das células NK em resposta a estímulos de resposta inata. A Figura 10 mostra a expressão de 

marcadores inibidores ou ativadores de células NK em resposta aos ligantes de TLR4. A 

Figura 10 a mostra aumento da expressão do marcador de ativação NKG2D na população 

CD56dim  no LP em relação aos controles saudáveis e o mesmo efeito após o estímulo com os 

ligantes de TLR4. A expressão do receptor inibidor NKG2A já estava elevada na condição 
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basal no grupo LP enquanto os ligantes de TLR4 bem como a ativação por PMA/Iono 

modulam a ação desse receptor nas células NK CD56dim (Figura 10 c). É possível observar 

um aumento na freqüência de células NK CD56bright que expressam NKG2C ao estímulo por 

PMA/Iono em indivíduos com LP (Figura 10 f).  

 

 
Figura 10: Expressão de marcadores de ativação e inibição em células NK 

estimuladas. A intensidade de expressão (MFI) de marcadores de inibição NKG2A, 

ativação NKG2D, NKG2C foi avaliada em subpopulações de células NK CD56 
dim

 (a), 

(c) e (e) e NK CD56 
bright

 (b), (d) e (f) em CMNs de indivíduos com LP (n=10) e 

indivíduos saudáveis (n=10) por citometria de fluxo. Os dados estão representados como 

média ± erro padrão. * P <0,05. 
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        O NKG2D é capaz de interagir com moléculas induzidas por stress, como MICA e 

MICB expressas na superfície de células tumorais e/ou infectadas por vírus. A Figura 11 

mostra que os níveis de MICB solúveis dos indivíduos LP são equivalentes aos controles 

saudáveis. Apesar dos níveis de expressão do receptor NKG2D estarem mais elevados 

nas células NK de indivíduos com LP os níveis de MICA não foram detectáveis em 

ambos os grupos. 

 

 

 

Figura 11: Níveis circulantes de MICB em pacientes LP. Os níveis de MICB no soro 

de pacientes com LP (n = 16) e controle saudáveis (n = 20) foram determinados por 

ELISA. Os dados são apresentados como média ± erro padrão.  
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4.8 Análise da expressão de mRNA  de TLR4 em lesões de pele em indivíduos com LP  

 

Para avaliar a expressão de TLR4 na epiderme e derme de pacientes com LP 

(n=12), foi realizada a marcação por imunoistoquimica em biopsias dos leões cutâneas, e 

comparadas com biópsias de pele de indivíduos sadios (n=12). A Figura 12a ilustra a 

alta expressão de TLR-4 na epiderme nas biopsias de pele de indivíduos sadios enquanto 

a Figura 12b mostra que nos indivíduos com LP há uma baixa expressão de TLR4 na 

epiderme, porém uma maior evidência na região do infiltrado, na derme.  

Em seguida, foi realizado o calculo da distribuição de TLR-4 (Figura 12c e d) na 

epiderme e derme de indivíduos com LP, onde foi considerada a área positiva em relação 

à área total analisada para cada camada. Os resultados mostram uma diminuição de TLR-

4 na epiderme e uma elevada expressão nas lesões de indivíduos com LP em relação aos 

indivíduos saudáveis. Embora exista uma diferença de intensidade da proteína entre a 

camadas, a expressão do mRNA de TLR-4 não diferiu entre os grupos analisados (Figura 

12 e) 
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Figura 12. Aumento da expressão de TLR-4 na derme de lesões cutâneas de pacientes 

com LP. A expressão de TLR-4 foi avaliada por imunoistoquímica em biópsias cutâneas 

de controles saudáveis (n = 12) (a) ou indivíduos com LP (n = 12) (b). A distribuição de 

TLR-4 nas camadas da epiderme (c) e derme (d) foi calculada dividindo a área positiva 

para o TLR-4 pela área total. A expressão de mRNA TLR-4 (e) foi realizada por PCR em 

tempo real.. Os dados são apresentados como média ± erro padrão *** P <0,0001. 
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4.9 Análise da expressão de mRNA  de RAGE em lesões de pele em indivíduos com LP  

 

A expressão de RAGE na epiderme e derme de pacientes com LP (n=13) foi 

avaliada por imunoistoquimica em biopsias de leões cutâneas e comparada com biópsias 

de pele de indivíduos sadios (n=12). A Figura 13a ilustra a expressão de RAGE na 

epiderme e derme de controles sadios e a Figura 13b mostra nos indivíduos com LP, a 

expressão de RAGE na epiderme com uma maior expressão na derme. 

Em seguida, foi realizado o calculo da distribuição de RAGE (Figura 13c e d) na 

epiderme e derme de indivíduos com LP, onde foi considerada a área positiva em relação 

à área total analisada para cada camada. O cálculo da Figura 13c mostra uma expressão 

similar de RAGE na epiderme de ambos os grupos, enquanto a Figura 13d mostra que 

nos indivíduos com LP há uma alta expressão de RAGE em células do infiltrado na 

região derme. No entanto, embora exista um aumento da intensidade da proteína na 

derme, foi observada uma redução da expressão do mRNA de RAGE em indivíduos com 

LP (Figura 13 e) 
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Figura 13. Aumento da expressão de RAGE na derme de lesões cutâneas de 

pacientes com LP. A expressão de RAGE foi avaliada por imunoistoquímica em 

biópsias cutâneas de controles saudáveis (n = 12) (a) ou indivíduos com LP (n = 13) (b). 

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

a área positiva para o RAGE pela área total. A expressão de mRNA RAGE (e) foi 

realizada por PCR em tempo real.. Os dados são apresentados como média ± erro padrão 

* P <0,05 



57 

 

4.1.1 Expressão do DAMP HMGB-1 nas lesões cutâneas de LP e níveis séricos 

 

Assim como o DAMP S100A8, a proteína HMGB-1 possui um importante papel 

modulador em processos inflamatórios que podem direcionar o perfil de ativação 

celular.Para avaliar a expressão da proteína HMGB-1 na epiderme e derme de pacientes 

com LP (n=12), foi realizada a marcação por imunoistoquimica em biopsias dos leões 

cutâneas, e comparadas com biópsias de pele de indivíduos sadios (n=12). A Figura 14a 

ilustra a alta expressão de HMGB-1 na epiderme de indivíduos sadios enquanto a Figura 

14b mostra que nos indivíduos com LP há uma baixa marcação de HMGB-1 na 

epiderme, porém uma maior evidência na região do infiltrado, na derme.  

Em seguida, foi realizado o calculo da distribuição da proteína HMGB-1 (Figura 

14c e d) na epiderme e derme de indivíduos com LP onde foi considerada a área positiva 

em relação à área total observada para cada camada. Os resultados mostram diminuição 

do receptor HMGB-1 na epiderme e uma elevada marcação na derme das lesões de 

indivíduos com LP em relação às amostras de indivíduos saudáveis. Similarmente a 

expressão de TLR4, a expressão do mRNA de HMGB-1 no tecido não diferiu entre os 

grupos analisados (Figura 14e).  
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Figura 14. Aumento da expressão de HMGB-1 na derme de lesões cutâneas de 

pacientes com LP. A expressão da proteína HMGB-1 foi avaliada por imunoistoquímica 

em controles saudáveis (n = 12) (a) ou indivíduos com LP (n = 12) (b). A distribuição de 

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

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

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

analisada. Os dados são apresentados como média ± erro padrão **p<0,001 *** P <0,0001. 
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 Em seguida para analisar se o aumento da expressão de HMGB-1 nas lesões 

cutâneas poderia representar os níveis séricos da proteína, foi realizado o ensaio 

imunoenzimático. A Figura 15 mostra que não há diferença de HMGB-1 no soro de 

indivíduos com LP em relação ao grupo controle. Contudo, os dados HMGB-1 mostram 

que o padrão de DAMPs a nível sorológico em indivíduos com LP pode variar e que a 

proteína S100A8 mostra ser um melhor marcador sérico na doença (71)  

 

 

             

 

 

Figura 15. Níveis circulantes do DAMP HMGB-1 em indivíduos com LP. Os níveis 

da proteína HMGB-1 no soro de pacientes com LP (n = 25) e controle saudáveis (n = 24) 

foram determinados por ELISA. Os dados são apresentados como média ± erro padrão.  
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5. Discussão 
_______________________________________________ 
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Embora existam vários estudos das células ou de componentes do sistema imune 

nas lesões cutâneas de pacientes com LP, poucos trabalhos evidenciam as alterações 

extra-cutâneas, 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 linfócitos TCD8+, ambos estimulados com ligantes 

de TLR4, o S100A8 e o LPS. 

Nas lesões de pele de indivíduos com LP, já observamos um aumento na 

expressão de transcritos e da proteína de S100A8, S100A9 assim como dos níveis séricos 

do complexo S100A8/A9. Além disso, o S100A8 foi capaz de aumentar a resposta 

citotóxica de células NK e células TCD8+, principalmente a subpopulação de memória 

efetora TEM (CCR7- CD45RA-). 

A habilidade do S100A8 in vitro em induzir aumento da resposta citotóxica de 

células NK e TCD8+ e de citocinas pró-inflamatórias pode sugerir que estas células in 

situ, levem à destruição dos queratinócitos. De fato, observamos uma intensa expressão 

da proteína S100A8 na epiderme e derme nas lesões de pele dos indivíduos com LP, em 

especial nos queratinócitos. 

 Elevados níveis das proteínas S100A8 e S100A9 também são encontrados em 

condições patológicas associadas à inflamação como: artrite reumatoide, lúpus eritematoso 

sistêmico, esclerose múltipla, doença inflamatória crônica do intestino, esclerose sistêmica 

cutânea difusa, psoríase e câncer (72); (73); (74); (75); (76); (77);  (41). 

No LP, os altos níveis séricos de S100A8/A9 devem favorecer à ativação de 

células imunes circulantes. Verificamos que há um aumento percentual na condição basal 

de células TCD8+CD107a+, ou seja na ausência de estímulo, o que representa o status in 
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vivo. A ativação in vitro de CMNs com S100A8 foi capaz de induzir um aumento na 

frequência de células TCD8+CD107a+ em indivíduos com LP comparando aos controles 

saudáveis. As células TCD8+ de indivíduos com LP parecem ser mais susceptíveis aos 

efeitos da proteína S100A8 do que as células TCD4+CD107a+ citotóxicas; que é menos 

responsiva à ativação por LPS e S100A8 (dados não mostrados). As células TCD4+ com 

potencial citotóxico têm sido descritas em infecções virais crônicas como o HIV, capazes 

de reduzirem o pico inicial de carga viral (78). No entanto o papel citotóxico das células 

TCD4+ no LP ainda não havia sido investigado. 

  A habilidade similar do LPS e S100A8 em induzir a secreção de TNF em células 

TCD8+ foi observada em ambos os grupos estudados. Em contraste, a ativação 

simultânea dos agonistas aumentou a produção de IL-1β nas células TCD8+ nos 

indivíduos com LP. Existe a possibilidade da ativação via TLR4 poder atuar na ativação 

da plataforma de inflamassoma e apesar do complexo S100A8/A9 poder intermediar a 

ativação de NFκB, a proteína NLR3 e a pro- IL-1β em CMNs (46), no presente trabalho 

foi utilizado somente a fração S100A8 recombinante para avaliação da ativação do 

inflamassoma diretamente em células TCD8+. 

Chama atenção de maneira inédita a observação de moléculas do inflamassoma 

em células TCD8+ de indivíduos com LP. As células ativadas ou não com S100A8 são 

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 linfócitos TCD8+ isolados de indivíduos com LP e ativados com S100A8 possuem 

uma maior capacidade de produção de IL-1β, o que pode sugerir ativação da via dos 

inflamassomas.  

A participação de receptores do tipo NLR tem sido estudada em células mielóides, 

no entanto, novas abordagens têm surgido com a finalidade de compreender o papel 
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desses receptores em células epiteliais ou linfocíticas (79); (80). A participação dos 

receptores NLR já foi mostrada ser independente da ativação de inflamassoma em células 

TCD4+, e também com papel na diferenciação de fenótipo celular. O receptor NLR3 é 

capaz de atuar como fator de transcrição no processo de diferenciação de células T para o 

perfil Th2 (81). 

Apesar de que ambos, o LPS e o S100A8 serem ligantes de TLR4, não foi 

observado alteração da intensidade de expressão de TLR4 em células TCD8+, o que 

sugere que não é decorrente do aumento da expressão do receptor que induz maior 

ativação celular. Contudo, a avaliação do perfil de expressão de genes relacionados à via 

de sinalização em células TCD8+ purificadas, é um parâmetro 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 pró-inflamatório com regulação 

positiva de genes para IL-6, TNF e IL-1β. Em contraste, células TCD8+ de controles 

saudáveis ativadas com S100A8 mostraram um perfil regulador com aumento da 

expressão de IL-10. O papel inibidor da IL-10 em monócitos na síntese de IL-1β, IL-6 e 

TNF após a ativação por LPS (TLR-4) já é bem estabelecido (82). Nossos resultados 

mostram que a produção de IL-10 por células TCD8+ após o estímulo por S100A8 

somente foi detectada em controles saudáveis, sugere que os indivíduos com LP possuem 

um perfil mais pro-inflamatório. Nossos resultados prévios mostram ainda que no LP, há 

uma diminuição na secreção de IL-10 induzida por LPS em CMNs (34). Em conjunto, os 

resultados mostram que a redução de secreção da IL-10, contribui para a manutenção do 

perfil pró-inflamatório das células TCD8+ evidenciado pela expressão gênica de IL-1β, 

IL-6 e TNF e também pelo nível basal aumentado de molécula de desgranulação.  
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O S100A8 é um potente quimiotático para células mielóides, regulado 

positivamente pelo LPS em macrófagos (83). Desta forma, a transcrição do gene S100A8 

pode ser regulada indiretamente, como consequência da ativação via TLR-4. Estudos em 

macrófagos mostram que a indução de mRNA 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 macrófagos é o heterodimero S100A8 e não a S100A9 que é 

regulada positivamente por alguns mediadores como IFN-γ, IL-1β, e TNF (83).  

Similarmente, no presente trabalho quando estimulamos as células TCD8+ com S100A8, 

foi evidenciado um perfil similar ao descrito por macrófagos quanto a expressão de 

mRNA para IL-1β, e TNF (84). 

Os nossos dados mostram regulação negativa do fator antiviral, IFN-α por células 

TCD8+ no LP, sugerindo que a proteína S100A8 pode modular negativamente a resposta 

viral. Em contraste, a ativação de células TCD8+ de controles saudáveis com S100A8 

resulta em uma resposta antiviral com regulação positiva da expressão genes como IFN-β 

and TLR-7. Nosso estudo anterior mostra que os indivíduos com LP possuem uma 

diminuída resposta de IFN-α quando CMNs são 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 nós detectamos que no LP, as células TCD8+ quando 

ativadas com S100A8 mostram uma regulação positiva na expressão de TLR-8 e uma 

regulação negativa de TLR-7. A regulação negativa da expressão de TLR-4 após o 

estímulo com S100A8 em células TCD8+ de indivíduos com LP também foi detectada, 

no entanto é necessário mais estudos para avaliar a função da interação da proteína 

S100A8 com o receptor TLR-4 no LP. A regulação negativa de transcritos para TLR-4 
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em células TCD8+ pode ser o resultado da demanda do receptor para provável controle 

do processo inflamatório na doença.  

Nas lesões de pele de indivíduos com LP, observamos um aumento na produção 

de TLR-4, RAGE e HMGB-1, além do S100A8. O aumento da expressão das proteínas 

foi identificado na região da derme, onde se encontra um intenso infiltrado celular e 

possível local de interação celular que pode contribuir para o perfil inflamatório na 

doença. A relação de transcritos também foi avaliada e não foi possível observar uma 

diferença significativa na expressão de TLR-4 e HMGB-1 entre os grupos analisados, no 

entanto, a expressão de RAGE mostrou ser diminuída em indivíduos com LP.  Na biópsia 

é extraída um fragmento de tecido composto pela epiderme e derme, e para a análise do 

transcrito, o material não foi separado em camadas. Já com a imunohistoquimica, é 

possível analisar a expressão separadamente, o que salienta a importância do emprego das 

duas metodologias. Contudo, a possível diminuição da expressão de RAGE pode estar 

associada ao excesso de sua produção na condição inflamatória e a regulação negativa 

devido à interação com ligantes.  

A proteína HMGB-1 sérica foi detectada em níveis similares entre os grupos 

analisados. O aumento da expressão do HMGB-1 é relatado em doenças autoimunes 

como a artrite reumatoide, em particular no tecido sinovial onde a inflamação é 

predominante. No entanto assim como no LP, os níveis séricos de HMGB-1 na artrite 

reumatóide mostram ser baixos (85) em relação ao Lupus eritematoso sistêmico (LES) e 

o possível aumento sérico da proteína HMGB-1 pode estar associado ao padrão de células 

inflamatórias e apoptóticas encontradas na circulação periférica no LES (86). Além disso, 

a proteína HMGB-1 pode complexar com outras moléculas imunoativas (87); (88), que 

pode inteferir na sua mensuração, assim a determinação do HMGB-1 livre ou em forma 

de complexo pode ser um parâmetro importante a ser considerado. 
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Os resultados referentes as células NK CD56
dim

 ativadas via TLR4 e o processo 

de desgranulação foram similares entre os grupos analisados. Os dados na população de 

células NK CD56
bright

 mostram um aumento na desgranulação nos pacientes com LP, 

quando induzidos por S100A8. É possível que este subtipo de células NK seja recrutado 

aos sítios de lesão cutânea, considerando que são as células CD56
bright

 as predominantes 

nos sítios inflamatórios de LP cutâneo (17). Uma vez presente no sítio inflamatório e em 

contato direto o DAMP (S100A8), esta subpopulação de célula NK pode mostrar maior 

susceptibilidade a este fator na desgranulação, ao contrário das células NK CD56
dim

. Se 

as células NK que migram à pele, adquirem o perfil NK CD56
bright

, a partir de 

NKCD56
dim

, sob a influência de fatores do microambiente, ainda não está determinado. 

A ativação via TLR4 e produção de mediadores pró-inflamatórios como TNF, IL-

1β foram similares entre os grupos analisados em subpopulações de células NK. Os dados 

da freqüência das células NK CD56
dim

  secretoras de TNF nos pacientes com LP 

estimulados com PMA,  evidencia que a produção de TNF é induzida pela ativação da via 

PKC, não dependendo da interação via TLR4,  e indução da via NFkB. 

Em relação aos receptores ativadores e inibidores de células NK, nossos dados 

destacam o efeito modulador do S100A8 na expressão receptor inibidor NKG2A nas 

células CD56
dim

. No estado basal CMNs de indivíduos com LP mostram uma maior 

expressão do receptor NKG2A nas células NK CD56
dim

, quando estimuladas com 

S100A8 a expressão do receptor inibidor é similar entre os grupos analisados. Além 

disso, a indução com LPS ou S100A8 não foi capaz de interferir na expressão do receptor 

ativador NKG2D nas NK CD56
dim

. A ação de outro receptor ativador NKG2C parece não 

ter relação com a indução por agonistas TLR4.  

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

clássica de MHC de classe I capaz de se associar a outro membro da família MRP 
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(MRP7). A ligação HLA-E-MRP7 junto ao receptor NKG2A é capaz de inibir a lise 

mediada por células NK (89).  O S100A8 como membro da mesma família de proteínas 

poderia também ser um potencial ligante de HLA-E e exercer influência sobre as células 

NK CD56
dim  

impedindo sua ação lítica.  A participação do NKG2D na resposta de em 

células NK foi mostrado em modelo experimental que está associado com ativação 

induzida pela proteína S100A8/A9 via receptor RAGE, no entanto, a resposta das células 

NK só é eficaz quando ocorre o contato célula-célula tumoral (90). 

A análise da expressão 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 níveis no câncer e um nível menor no LPO, o receptor NKG2D mostra-se com 

uma alta expressão nas duas doenças em relação a biópsias na região oral de controles 

saudáveis. Isto indica uma forte participação do receptor NKG2D, no infiltrado de células 

inflamatórias das lesões. No LP, evidenciamos elevados níveis basais de NKG2D nas 

células NK CD56
dim

, isto indica uma possível participação extracutânea deste subtipo de 

células NK independente do local da lesão. 

As células NK CD56
bright 

 isoladas de lesões de pele de indivíduos com LP 

cutâneo, mostram elevada expressão de do receptor NKG2A, sendo que 50-60% são 

NKG2D+ (17). O nosso dados mostram que em células NK CD56
bright 

circulantes, não há 

diferença na expressão do receptor NKG2D em relação ao NKG2A. É possível que a 

freqüência similar de NKG2A e NKG2D em células NK CD56
bright  

de ambos os grupos 

reforce a ideia que os níveis de sMICB solúveis são similares entre os grupos. No 

entanto, as células NK CD56
dim 

de indivíduos com LP mostram estar ativadas devido a 

presença de outros fatores.  

Em resumo, os nossos dados evidenciam que na lesão cutânea no LP um possível 

fator desencadeador da resposta inflamatória será capaz de aumentar a produção de 
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S100A8 de queratinócitos. A proteína secretada na circulação pode ativar células com 

potencial citotóxico, como as células TCD8+ e células NK a participarem da reposta pro-

inflamatória no sítio da lesão. As células TEM, uma vez ativadas pelo S100A8 atuam na 

resposta citotóxica e na produção de TNF e IL-1β enquanto as células NK CD56bright 

mostram um potencial desgranulador. A célula NK CD56dim mantém o seu perfil 

ativador e expressão de do receptor NKG2D e regula negativamente a expressão do 

receptor NKG2A na presença da S100A8. O perfil de resposta celular pode ainda ser 

intensificado na doença com a presença do LPS, carreado pelo doente por exemplo 

quando ocorre o prurido cutâneo. Nesse contexto, as células que participam do infiltrado 

na derme passam a expressar uma quantidade maior de receptores que ativam a 

inflamação e a via NFκB como TLR-4 e RAGE e o processo inflamatório pode 

prevalecer com o aumento de outro DAMP, a proteína HMGB-1 (Figura 16). 
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Figura 16. Representação esquemática do perfil inflamatório mediado por DAMPs, 

receptores pro-inflamatórios e células TCD8+ e NK no LP 

 

Contudo, os nossos resultados destacam o papel da S100A8 como um importante 

DAMP que regula a atividade citotóxica nas lesões de pele, como também em sítios 

extra-cutâneos, como no sangue periférico nos LP pacientes. Além disso, outro DAMP,   

como a molécula HMGB-1 poderia atuar sinergicamente amplificando a resposta 

inflamatória na doença. Estes dados sugerem que S100A8 pode ser utilizado 

estrategicamente como imunomodulador de respostas citotóxicas, seja vacinais ou anti-

tumorais. 
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6. Conclusão 
_______________________________________________ 
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- Os DAMPs S100A8 e HMGB-1 circulantes e nas lesões cutênas de indivíduos com LP, 

assim como a maior expressão dos receptores TLR-4 e RAGE na derme mostra a 

importância de possíveis biomarcadores na doença. 

 

-A elevação sérica da proteína S100A8 na doença é um importante indicativo para 

progressão da resposta inflamatória/citotóxica em indivíduos com LP e da ativação de 

células tanto do sistema imune inato quanto adaptativo. 
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ANEXO 1 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO-HCFMUSP 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

__________________________________________________________________ 

DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSÁVEL LEGAL 

1. NOME: .:............................................................................. ........................................................... 

DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº : ........................................ SEXO :    .M □   F  □ 

DATA NASCIMENTO: ......../......../......  

ENDEREÇO ............................................................................ Nº ........................ APTO: .................. 

BAIRRO:  .................................................................... CIDADE  ........................................................ 

CEP:.........................................  TELEFONE: DDD (............) ............................................................. 

2.RESPONSÁVEL LEGAL ..................................................................................................................... 

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) ......................................................................... 

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....................................SEXO:  M □   F □   

DATA NASCIMENTO.: ....../......./...... 

ENDEREÇO: .......................................................................................... Nº ................... APTO: ......................... 

BAIRRO: ............................................................................. CIDADE: .................................................................. 

CEP: .............................................. TELEFONE: DDD (............)........................................................................... 
_________________________________________________________________________________________ 

DADOS SOBRE A PESQUISA 

1. TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA “Análise do perfil fenotípico e funcional das células 

Natural killer e 

linfócitos T CD8+ no Líquen plano”. 

 

PESQUISADOR: Maria Notomi Sato 

CARGO/FUNÇÃO: Professor Doutor                   INSCRIÇÃO CONSELHO REGIONAL Nº 1690 

UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Dermatologia  

 

 

3. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA: 

     RISCO MÍNIMO X  RISCO MÉDIO □ 

 RISCO BAIXO □  RISCO MAIOR □ 

  

4.DURAÇÃO DA PESQUISA : 3 anos e 12 meses.  



74 

 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO-HCFMUSP 

1 – Desenho do estudo e objetivo(s): O estudo tem como objetivo estudar e entender 

melhor a sua doença de pele (Líquen Plano). O Líquen plano é uma doença inflamatória 

crônica da pele e das mucosas. Essas informações estão sendo fornecidas para sua 

participação voluntária neste estudo, que visa analisar a defesa pelas células brancas 

do sangue periférico em pacientes com Líquen plano.  

2 – Descrição dos procedimentos que serão realizados: com seus propósitos e 

identificação dos que forem experimentais e não rotineiros: serão realizados exames 

laboratoriais, não rotineiros, para estudar os fatores de defesa do organismo mediados 

pelas células brancas do sangue e em tecido de pele. Os exames serão feitos no 

próprio Hospital das Clínicas sem nenhum custo para o paciente, que pode aproveitar o 

dia das consultas para realizar a coleta de das amostras de sangue ou biópsia de pele. 

Os pacientes continuarão a ser acompanhados como sempre no ambulatório da 

dermatologia. Se houver a necessidade de mais algum exame, você poderá ser ainda 

convocado via telefone ou carta para vir a uma consulta, mesmo antes do seu retorno e 

terá todos os esclarecimentos e assistência que precisar. Todos os pacientes terão 

acesso aos resultados de seus exames no momento em que quiserem e com as 

explicações necessárias para seu entendimento. 

O paciente pode em qualquer momento não concordar em fazer os exames que serão 

pedidos. 

3 – Relação dos procedimentos rotineiros e como são realizados: será realizada 

coleta 50 mL (dez colheres de sopa) de sangue, por punção periférica da veia do 

antebraço. Para coleta da amostra de pele os pacientes receberão anestesia local, e 

serão obtidas biópsias de pele da lesão (3mm de diâmetrto). As amostras serão 

enviadas para o laboratório para serem analisadas; 

4 – Descrição dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 

2 e 3: 

A picada da agulha pode levar a um leve desconforto que passará em poucos minutos. 

Um dia após pode se sentir em torno da picada uma mancha roxa que desaparece em 

poucos dias sem maiores problemas; em alguns pacientes será realizada a biopsia na 

pele sob anestesia local. Durante o procedimento da biópsia, você poderá sentir dor 

mínima no momento da aplicação da anestesia, parecida com uma picada de formiga. 

No local da biopsia, pode ocorrer uma pequena cicatriz. 
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 5 – Benefícios para o participante: Não há benefício direto para o participante, pois 

se trata de estudo que visa analisar as células brancas do sangue periférico quanto à 

capacidade de inflamação em pacientes com Líquen plano.  

6 – Relação de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos 

quais o paciente pode optar: Você não é obrigado a realizar estes procedimentos 

específicos se não quiser, o que não implica que sofrerá alguma penalidade. Mesmo 

que não concorde em participar do estudo, terá todos os benefícios de atendimento e 

de informações sobre novas descobertas com relação à doença. 

7 – Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos 

profissionais responsáveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dúvidas. O 

principal investigador é a Dra. Maria Notomi Sato que pode ser encontrado no endereço 

Instituto de Medicina Tropical, Prédio II, Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar 500. 

Telefone(s) 3061-7499/3061-7457. Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre 

a ética da pesquisa, entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) – Rua 

Ovídio Pires de Campos, 225 – 5º andar – tel.: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20. FAX: 

3069-6442 ramal 26 – E-mail: cappesq@hcnet.usp.br  

8 – É garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e 

deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento 

na Instituição;  

9 – Direito de confidencialidade: As informações obtidas serão analisadas em 

conjunto com outros pacientes, não sendo divulgada a identificação 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 compensações: não há despesas pessoais para o participante em 

qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também não há compensação 

financeira relacionada à sua participação.  

12 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente 

para esta pesquisa;  

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou 

que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Análise do perfil fenotípico e funcional 

das células Natural killer e linfócitos T CD8+ no Líquen plano”.  

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

nesse estudo. Ficaram claros para mim quais são os propósitos 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 

participação é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento 

hospitalar quando necessário. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e 

poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, 

sem penalidades ou prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa ter 

adquirido, ou no meu atendimento neste Serviço. 

------------------------------------------------------------------------ 

Assinatura do paciente/representante legal Data         /       /        

-------------------------------------------------------------------------  

Assinatura da testemunha Data         /       /        

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

(Somente para o responsável do projeto) 

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

 

-------------------------------------------------------------------------  

Assinatura do responsável pelo estudo Data         /       /        
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ANEXO 2 
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ANEXO 3 
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ANEXO 4 
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ANEXO 5 
 

                               Tabela 2. Sorologia para vírus dos indivíduos com LP  

 

 

 

 

 

 

 

LP=Líquen plano, CMV=Citomegalovírus, VHA= Vírus da Hepatite A, VHB= Vírus da 

Hepatite B, VHC= Vírus da Hepatite C, HSV 1/2= Herpes simples vírus tipo 1 e 2, VEB= 

Vírus Epstein-Baar. 

 

 

 

 

 

 

 

Sorologias LP 

(n) % 

CMV 12 66 

  VHA 10 55 

VHB 0 0 

VHC 2 11 

HSV 1/2 6 33 

VEB 9 50 
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