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Título: S100A9 induz a cronificação da inflamação psoriasiforme pelo 
aumento da imunidade do tipo 3 dependente de IL-23 
 

RESUMO 
 
A psoríase (Ps) é a doença inflamatória crônica da pele mais prevalente, afetando 
aproximadamente 2-3% da população mundial. A etiologia da psoríase envolve tanto 
suscetibilidade genética quanto fatores ambientais. A doença é caracterizada pelo 
aumento da espessura da epiderme devido à ativação e proliferação acentuada de 
queratinócitos. O ‘crosstalk’ desregulado entre fatores liberados pelos queratinócitos e 
células imunes na pele é considerado o gatilho inicial do circuito IL-23/IL-17 que medeia 
a inflamação cutânea na psoríase. No entanto, os exatos mecanismos responsáveis 
pelo desenvolvimento e cronificação da doença ainda permanecem pouco 
compreendidos. Desta maneira, nosso estudo teve como objetivo inicial identificar novos 
alvos com potencial impacto na patogênese da psoríase. Para isto, reanalisamos 
diferentes bancos de dados públicos de pacientes com psoríase e através de análises 
in silico conseguimos identificar o perfil transcricional da pele destes pacientes. 
Identificamos a via de peptídeos antimicrobianos dominantemente aumentada, sendo 
enriquecida por diversos genes, com destaque para os genes da família S100A, 
incluindo S100A7, S100A8, S100A9 e S100A12. Entre todos os alvos identificados da 
família S100A, S100A9 tem sido um dos mais correlacionados com a atividade da 
doença em pacientes com psoríase, no entanto, seu exato mecanismo na doença ainda 
permanece pouco compreendido. Neste sentido, nosso estudo teve como principal 
objetivo investigar a função e mecanismos pelo qual S100A9 modula a resposta 
inflamatória cutânea na psoríase. A partir de amostras de pele e sangue de pacientes 
com psoríase, notamos um aumento da  expressão de S100A9 na lesão cutânea e no 
plasma destes pacientes, comparando com pele e sangue controles saudáveis. O 
aumento da expressão gênica e proteica de S100A9 também foi observado na pele 
murina em modelo psoriasiforme induzido por IMQ. Funcionalmente, demonstramos que 
a ausência genética ou bloqueio farmacológico de S100A9 atenua a resposta 
inflamatória cutânea em modelo psoriasiforme induzido por IMQ. Complementar a estes 
dados, a injeção intradérmica de S100A9 induz um ativo processo inflamatório na pele, 
com semelhanças, pelo menos em parte, às observadas na psoríase. Através de 
análises de scRNAseq, identificamos os queratinócitos interfoliculares sendo a principal 
fonte de S100A9 na pele lesionada de pacientes com psoríase. Suportando estes 
achados, através de ensaios de transferência de medula óssea, demonstramos que 
S100A9 derivada de células não hematopoiéticas medeia a resposta inflamatória no 
modelo psoriasiforme induzido por IMQ. Através de citometria de fluxo espectral de alto 
parâmetro demonstramos que S100A9 exacerba a resposta inflamatória cutânea 
através do aumento da imunidade do tipo 3. Além disso, S100A9 induz a produção de 
IL-23, ativação e reprogramação metabólica de células dendríticas via TLR4 in vitro. 
Adicionalmente, identificamos que os efeitos psoriasiformes mediados por S100A9 
dependem de IL-23 em diferentes modelos experimentais de psoríase. Tomado em 
conjunto, demonstramos que S100A9 exacerba a inflamação psoriasiforme através da 
indução da imunidade do tipo 3 dependente de IL-23. Ademais, demonstramos que o 
eixo inflamatório cutâneo IL-23/IL-17 induz a expressão de S100A9 em queratinócitos 
na psoríase. Conjuntamente, nossos dados revelam um circuito autorregulador entre 
S100A9 e IL-23/Imunidade do tipo 3, essencial para a cronificação da inflamação 
psoriasiforme.  
 
Palavras-chave: Pele, inflamação, queratinócitos, S100A9, eixo IL-23/IL-17, 
cronificação.  
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Title: S100A9 drives the chronification of psoriasiform inflammation by 
inducing IL-23-dependent type 3 immunity 
 

 
ABSTRACT 

 
Psoriasis (Ps) is the most prevalent chronic inflammatory skin disease, affecting 
approximately 2-3% of the world's population. The etiology of psoriasis involves both 
genetic susceptibility and environmental factors. The disease is characterized by 
increased thickness of the epidermis due to marked activation and proliferation of 
keratinocytes. Dysregulated crosstalk between factors released by keratinocytes and 
immune cells in the skin is thought to be the initial trigger of the IL-23/IL-17 circuit that 
mediates cutaneous inflammation in psoriasis. However, the exact mechanisms 
responsible for the development and chronicity of the disease remain poorly understood. 
Thus, our study initially aimed to identify new targets with potential impact on the 
pathogenesis of psoriasis. For this, we reanalyzed different public databases of patients 
with psoriasis and through in silico analyzes we were able to identify the transcriptional 
profile of the skin of these patients. We identified the dominantly enhanced antimicrobial 
peptide pathway, which is enriched by several genes, with emphasis on the genes of the 
S100A family, including S100A7, S100A8, S100A9 and S100A12. Among all identified 
targets of the S100A family, S100A9 has been one of the most correlated with disease 
activity in patients with psoriasis, however, its exact mechanism in the disease remains 
poorly understood. In this sense, our study aimed to investigate the function and 
mechanisms by which S100A9 modulates the cutaneous inflammatory response in 
psoriasis. From skin and blood samples from patients with psoriasis, we noticed an 
increase in the expression of S100A9 in the skin lesion and in the plasma of these 
patients, compared to healthy control skin and blood. Increased S100A9 gene and 
protein expression was also observed in murine skin in an IMQ-induced psoriasiform 
model. Functionally, we demonstrate that genetic absence or pharmacological blockade 
of S100A9 attenuates the cutaneous inflammatory response in an IMQ-induced 
psoriasiform model. Complementing these data, the intradermal injection of S100A9 
induces an active inflammatory process in the skin, with similarities, at least in part, to 
those observed in psoriasis. Through scRNAseq analyses, we identified interfollicular 
keratinocytes as the main source of S100A9 in the injured skin of patients with psoriasis. 
Supporting these findings, through bone marrow transfer assays, we demonstrate that 
non-hematopoietic cell-derived S100A9 mediates the inflammatory response in the IMQ-
induced psoriasiform model. Through high-parameter spectral flow cytometry we 
demonstrated that S100A9 exacerbates the cutaneous inflammatory response by 
enhancing type 3 immunity. Furthermore, S100A9 induces IL-23 production, activation 
and metabolic reprogramming of dendritic cells via TLR4 in vitro. Additionally, we 
identified that S100A9-mediated psoriasiform effects depend on IL-23 in different 
experimental models of psoriasis. Taken together, we demonstrate that S100A9 
exacerbates psoriasiform inflammation through induction of IL-23-dependent type 3 
immunity. Furthermore, we demonstrate that the cutaneous inflammatory axis IL-23/IL-
17 induces S100A9 expression in keratinocytes in psoriasis. Taken together, our data 
reveal an autoregulatory circuit between S100A9 and IL-23/type 3 immunity, essential 
for the chronification of psoriasiform inflammation. 
 
Keywords: Skin, inflammation, keratinocytes, S100A9, IL-23/IL-17 axis, chronification. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. A anatomia imunológica da pele 

 A pele é o maior órgão do corpo humano e a principal barreira física 

entre o corpo e meio ambiente. O tecido cutâneo é um dos principais 

componentes da imunidade inata, sendo a primeira linha de defesa contra 

patógenos, lesões físicas e químicas (NESTLE et al., 2009). A pele pode ser 

estruturalmente dividida em diferentes camadas, também conhecidas como 

epiderme, derme e hipoderme (KABASHIMA et al., 2018). A estrutura da pele 

reflete a complexidade de suas funções como barreira protetora, tendo uma 

composição robusta de células do sistema imune, que estão organizadas de 

forma estratégica ao longo do tecido cutâneo (KABASHIMA et al., 2018).   

 A camada mais externa ou superficial da pele, conhecida como 

epiderme, é formada por células epiteliais estratificadas que estão conectadas 

diretamente com a derme. Aproximadamente 90% da epiderme é constituída de 

queratinócitos que são as células responsáveis pela formação do epitélio 

estratificado pavimentoso (KABASHIMA et al., 2018). Nesta camada, incluem o 

estrato basal, o estrato espinhoso, o estrato granuloso e a camada mais externa, 

o estrato córneo, que é responsável pela função de barreira vital da pele. Além 

dos queratinócitos, a epiderme é constituída de células do sistema imune, como 

as células de Langerhans (LCs), que são um subconjunto exclusivo de células 

apresentadoras de antígenos profissionais (APCs), e residem entre os 

queratinócitos. Além das LCs, dois subconjuntos de linfócitos T podem ser 

encontrados na epiderme: os linfócitos T γδ do subtipo Vγ5 e linfócitos T CD8 

residentes de memória (KABASHIMA et al., 2018; NESTLE et al., 2009) (Figura 

1).  
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 A epiderme e a derme estão fixadas em uma camada composta por 

tecido adiposo, conhecida como hipoderme. Na derme, existe uma diversidade 

grande de células, como os fibroblastos, células endoteliais e células do sistema 

imune, inlcuindo as células dendríticas (DCs) dermais, DCs plasmocitóides,  

macrófagos, mastócitos, linfócitos T γδ do subtipo Vγ4 e Vγ6 e células linfóides 

inatas (ILCs) (KABASHIMA et al., 2018; NESTLE et al., 2009). Em condições 

homeostáticas, quantidades reduzidas de neutrófilos, monócitos e linfócitos T 

TCRαβ circulam pela derme, no entanto em resposta a estímulos inflamatórios, 

células imunes se acumulam rapidamente nesta camada. Anatomicamente, a 

derme é caracterizada por abundante matriz extracelular (MEC), composta por 

fibras de colágeno e elastina que preenchem os espaços extracelulares. A MEC 

fornece um arcabouço estrutural favorável à migração de células do sistema 

imune. Os vasos sanguíneos e linfáticos são distribuídos estrategicamente ao 

longo da MEC (KABASHIMA et al., 2018; NESTLE et al., 2009). 

 As células do sistema imune desempenham um papel importante na 

homeostasia cutânea, através do controle de infecções e no controle da resposta 

inflamatória. No entanto, a inflamação persistente da pele pode culminar na 

ativação desordenada do epitélio, podendo ser o gatilho para o surgimento de 

doenças inflamatórias, a exemplo da psoríase (HARRISON et al., 2019; 

KABASHIMA et al., 2018).  
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Figura 1: Estrutura e composição imunológica cutânea. A estrutura da pele reflete a 
complexidade de suas funções como barreira protetora, na manutenção da temperatura corporal, 
na coleta de informações sensoriais do ambiente e tendo um papel ativo do sistema imunológico. 
A epiderme contém o estrato basal, o estrato espinhoso, o estrato granuloso e a camada mais 
externa, o estrato córneo, que é responsável pela função de barreira vital da pele. Células 
especializadas na epiderme incluem melanócitos, que produzem pigmento (melanina), e células 
de Langerhans. Raros linfócitos T, principalmente linfócitos TCD8 citotóxicos podem ser 
encontrados no estrato basal e no estrato espinhoso. A derme é composta por colágeno, tecido 
elástico e fibras reticulares. Ela contém muitas células especializadas, como subconjuntos de 
células dendríticas (DC), incluindo DCs demais e DCs plasmocitóides (pDCs) e subconjuntos de 
linfócitos T, incluindo T CD4, dos tipos TH1, TH2 e TH17, além de linfócitos T γδ e linfócits T 
natural killers (NKT). Além disso, macrófagos, mastócitos e fibroblastos estão presentes. Vaos 
sanguíneos e linfáticos também estão presentes em toda a derme. Adaptado de O. Nestle, et al. 
2009.   
 

 

 

1.2. Aspectos gerais e distribuição global da Psoríase 

 A psoríase é uma doença crônica, imunomediada, não transmissível, 

desfigurante e incapacitante, para a qual não há cura, e com grande impacto 

negativo sobre a qualidade de vida dos pacientes (MROWIETZ; STEINZ; 

GERDES, 2014). A psoríase afeta aproximadamente 2-3% da população em 

todo o mundo. A doença é caracterizada pelo aumento da espessura cutânea 



Introdução  Silva de Melo, B.M. 
 

26 
 

decorrente da ativação acentuada de queratinócitos e células do sistema imune 

que infiltram a derme e epiderme (FRANK NESTLE; KAPLAN; BARKER, 2009; 

GREB et al., 2016; GRIFFITHS et al., 2021a). Além da pele, a psoríase também 

pode afetar unhas e articulações (GRIFFITHS et al., 2021a; MEASE, 2017; 

OLIVIERI et al., 2014), sendo a artrite psoriásica uma das mais frequentes 

comorbidades associadas a doença, chegando a afetar 1% da população 

mundial (ZACHARIAE et al., 2002).  

 A psoríase possui diferentes formas de manifestações clínicas, 

incluindo a psoríase em placas ou psoríase vulgar, psoríase gutata, psoríase 

inversa, psoríase pustulosa generalizada, psoríase pustulosa palmoplantar e 

psoríase eirtrodérmica (GRIFFITHS et al., 2021a) (Figura 2). A psoríase vulgar 

é a forma mais prevalente da doença e mais de uma destas manifestações 

clínicas podem ocorrer no mesmo indivíduo (GRIFFITHS et al., 2021a). Sinais e 

sintomas compartilhados pelos diferentes fenótipos podem incluir pápulas, 

placas vermelhas, descamação, coceira, queimação e dor. A extensão do 

acometimento da pele é variável e a maioria dos tipos de psoríase tem uma 

evolução cíclica, estando ativa por algumas semanas ou meses, e depois 

diminuindo por algum tempo ou até mesmo entrando em  remissão por um 

período (FRANK NESTLE; KAPLAN; BARKER, 2009, [s.d.]; GREB et al., 2016; 

GRIFFITHS et al., 2021a).  
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Figura 2: Apresentações clínicas e subtipos de psoríase. (A) Psoríase em placas rosas são 
observadas na pele branca. (B) Na pele negra, as placas são acizentadas. (C) A simetria das 
placas é característica. (D) Psoríase gutata. (E) Psoríase eritrodérmica. (F) Psoríase pustulosa 
generalizada. (G) Psoríase pustulosa palmoplantar. (H) Psoríase inversa com ausência de 
escamas. (I) Depressões nas unhas e onicólise. (J) Artrite psoriática com dactilite e alterações 
ungueais. Adaptado de Griffiths et al, 2021.  

  

 A psoríase afeta mais de 125 milhões de adultos e crianças em todo o 

mundo (GREB et al., 2016). A doença afeta igualmente homens e mulheres, com 

idade média de início aos 33 anos (PARISI et al., 2013). A idade de início pode 
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ser afetada por fatores genéticos e ambientais (GRIFFITHS et al., 2021a). 

Apesar de poder se manifestar em qualquer idade, estão documentadas duas 

fases etárias do aparecimento da doença, reforçando o que é conhecido como 

distribuição bimodal. A primeira fase dá-se em torno de 18-39 e a segunda fase 

em torno de 50-69 anos (GREB et al., 2016; GRIFFITHS et al., 2021b; PARISI 

et al., 2013).  

 A prevalência da psoríase é conhecida em apenas 19% dos países em 

todo o mundo e está distribuída de forma desigual entre regiões geográficas, 

ocorrendo mais comumente em indivíduos brancos (Figura 3). A prevalência 

geral da doença varia de 0,1% no leste da Ásia para 1,5% na Europa Ocidental, 

e é mais alto nos países de alta renda. A prevalência e a incidência são menor 

em crianças do que em adultos (PARISI et al., 2013; TOLLEFSON et al., 2010). 

No Brasil, a psoríase afeta em torno de 3 milhões de pessoas, com prevalência 

duas vezes maior em indivíduos da região Sul comparado à região Norte do país 

(DI MEGLIO; NESTLE, 2017; ROMITI et al., 2017). 

 

Figura 3: Prevalência global da psoríase. Uma revisão sistemática de estudos internacionais 
de base populacional demonstrou uma prevalência global de psoríase em adultos variando de 
2,7% nos Estados Unidos a 8,5% na Noruega. As taxas de prevalência mais baixas foram 
observadas em índios latino-americanos, nativos americanos e em países africanos e asiáticos, 
enquanto as taxas mais altas foram relatadas na Europa. Mesmo na Ásia, a prevalência variou 
de 0,3% em Hong Kong, Sendai (Japão) e cinco grandes cidades da China continental a 2,4% 
nas Filipinas. Adaptado de Greb et al, 2016.  



Introdução  Silva de Melo, B.M. 
 

29 
 

1.3. Psoríase, uma doença além do que se vê 

 A psoríase vem sendo comumente associada à outras doenças não 

dermatológicas, conhecidas como comorbidades, e desta maneira a doença 

atualmente é considerada uma patologia inflamatória sistêmica (GERDES; 

MROWIETZ, 2012; MALLBRIS et al., 2004). Uma das comorbidades mais 

importantes relacionadas à psoríase é a obesidade (ARMSTRONG; 

HARSKAMP; ARMSTRONG, 2012; PALLER et al., 2013). A síndrome 

metabólica foi identificada como uma das condições associadas mais 

importantes por conta de um desenvolvimetno subsequente ou paralelo de 

aterosclerose, que é um fator de risco para complicações como infarto do 

miocárdio e acidente vascular cerebral (AVC) (ARMSTRONG; HARSKAMP; 

ARMSTRONG, 2013; MROWIETZ; ELDER; BARKER, 2006). Já foi 

demonstrado que pacientes com psoríase têm uma expectativa de vida reduzida 

de até 5 anos, devido às complicações cardiovasculares (ARMSTRONG; 

HARSKAMP; ARMSTRONG, 2013).  

 A psoríase causa um grande ônus físico, emocional e social 

(ARMSTRONG; HARSKAMP; ARMSTRONG, 2013; GERDES; MROWIETZ, 

2012; MALLBRIS et al., 2004; MROWIETZ; ELDER; BARKER, 2006). Em geral, 

a qualidade de vida dos pacientes é significativamente comprometida 

(ABUABARA et al., 2010; ARMSTRONG; HARSKAMP; ARMSTRONG, 2012; 

KURD et al., 2010; PALLER et al., 2013). Desfiguração, incapacidade e perda 

acentuada da produtividade são desafios comuns para as pessoas com 

psoríase. Nesta direção, já foi comprovado que a depressão e transtornos de 

ansiedade também estão associados à doença (KIMBALL et al., 2012; KURD et 

al., 2010).  
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 A comorbidade mais prevalente associada à psoríase é a atritite 

psoríásica, que pode causar danos nas articulaões destes pacientes 

(GRIFFITHS et al., 2021a; MROWIETZ; STEINZ; GERDES, 2014). Na maioria 

dos pacientes com psoríase que também desenvolvem Artrite psoriásica, o início 

da artrite ocorre aproximadamente 10 anos após o início de sua doença de pele. 

No entanto, 15% dos pacientes podem desenvolver artrite antes do 

aparecimento das manifestações cutâneas da psoríase. Não há correlação direta 

entre a gravidade das manifestações articulares e cutâneas (ELKAYAM et al., 

2000; GLADMAN et al., 2005; RAHMAN, 2011).  

 A Figura 4 tenta ilustrar a complexidade da psoríase, ilustrando desde 

os fatores que podem desencadear, até as principais consequências e desafios 

de viver com a doença.  

 

Figura 4. Visão  global das condições associadas à Psoríase. As esferas da doença da 
psoríase. CVD, doença cardiovascular; QoL, qualidade de vida; BoD, carga de doença. Adaptado 
de Mrowietz et al. 2014.  



Introdução  Silva de Melo, B.M. 
 

31 
 

1.4. Etiologia da Psoríase 

 A etiologia da psoríase é complexa e envolve fatores genéticos e 

ambientais (GRIFFITHS et al., 2021a).  Esta correlação entre fatores genéticos 

e psoríase foi incialmente identificada através de estudos epidemiológicos 

envolvendo gêmeos e famílias.  A herdabilidade é o principal fator de risco para 

o desenvolvimento da psoríase, sendo o risco duas a três vezes maior em 

gêmeos monozigóticos em comparação com gêmeos dizigóticos (SUN et al., 

2010; TSOI et al., 2017; ZHANG et al., 2014). Estudos de associação do genoma 

têm sido úteis na identificação de lócus de suscetibilidades de alto risco para o 

desenvolvimento da psoríase, com mais de 80 lócus explicando cerca de 30% 

da herdabilidade da doença. O perfil genético da psoríase é dominado pela 

variação no lócus de suscetibilidade à psoríase 1 (HLA-C; anteriormente 

conhecido como PSORS1), que compreende genes do complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC), que codificam os antígenos leucocitários humanos 

(HLAs). A presença de alguns padrões genéticos, em especial o HLAC*06:02 é 

considerado atualmente o principal fator de risco genético para o 

desenvolvimento da psoríase (NAIR et al., 2006; OKADA et al., 2014; ZHANG et 

al., 2014). A herança de pelo menos um alelo aumenta o risco de psoríase em 

quatro a cinco vezes (SUN et al., 2010; TSOI et al., 2017; ZHANG et al., 2014). 

A presença de outros padrões genéticos como o HLA-B13, HLA-B17, HLA-B37, 

HLA-Bw16, HLA-Bw57 e HLA-DR7 também aumenta o risco de desenvolvimento 

da psoríase (OKADA et al., 2014). Além do MHC, outros 17 lócus de 

suscetibilidade foram identificados e incluem mutações em regiões de 

suscetibilidade à psoríase 2 (PSORS2) na região 17q24-q25, abrangendo o gene 

que codifica a proteína 14 contendo o domínio de recrutamento de caspase 



Introdução  Silva de Melo, B.M. 
 

32 
 

(CARD14), PSORS4 no complexo de diferenciação da epiderme, PSORS7 no 

cromossomo 1p, abrangendo o lócus do receptor de IL-23 (IL23R) e PSORS6 no 

cromossomo 19p13 abrangendo o lócus das tirosinas quinases (CAPON et al., 

1999; KARASON et al., 2005; LEE et al., 2000; SAGOO et al., 2004; VEAL et al., 

2001).  

 A psoríase pode ser desencadeada em indivíduos geneticamente 

predispostos através de diferentes estímulos ambientais, como o estresse, 

infecções (particularmente estreptocócica), consumo de álcool, tabagismo, 

exposição a drogas como o lítio, antimaláricos e anti-inflamatórios não 

esteroides, e, em alguns casos, luz solar.  Ganho de peso e obesidade são 

fatores de risco e gatilhos, bem como um possível consequência de viver com 

psoríase (GRIFFITHS; BARKER, 2007; KUMAR et al., 2013). 

 

1.5. Patogênese da Psoríase 

 Até o início dos anos 90, acreditava-se que a patogênese da psoríase 

se resumia ao processo de ativação e proliferação de queratinócitos. 

Atualmente, no entanto, sabemos que o sistema imunológico tem um papel 

central no desenvolvimento e manutenção da doença (BOEHNCKE; SCHÖN, 

2015; FRANK NESTLE; KAPLAN; BARKER, 2009; GREB et al., 2016; 

GRIFFITHS et al., 2021a).  

 O ‘crosstalk’ desregulado entre queratinócitos e células do sistema 

imune na pele é considerado o principal mecanismo desencadeador da psoríase. 

Evidências pré-clínicas demonstram que a liberação de mediadores derivados 

de queratinócitos, incluindo peptídeos antimicrobianos, tem um papel central no 

início da patogênese da psoríase, principalmente por meio da ativação de DCs 
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e subsequente ativação de linfócitos T (BOEHNCKE; SCHÖN, 2015; FRANK 

NESTLE; KAPLAN; BARKER, 2009; GREB et al., 2016; GRIFFITHS et al., 

2021a). Lande e colaboradores (2007) demonstraram que a catelicidina LL-37, 

liberada por queratinócitos ativados, forma um complexo com o DNA próprio. 

Este complexo é reconhecido por células dendríticas plasmocitóides (pDCs) via 

TLR9, que passa a produzir interferon alfa (IFN-α) (LANDE et al., 2007). O IFN-

α associado a citocinas secretadas pelos queratinócitos como IL-1β, IL-6 e TNF-

α ativam diretamente as DCs na derme. A ativação de DCs culmina na produção 

de IL-12 e IL-23, e subsequente ativação de linfócitos T naive em linfócitos Th1 

e Th17 nos linfondos drenantes da pele, respectivamente. Os linfócitos T γδ 

residentes na derme podem ser diretamente ativados na pele e assim iniciar a 

cascata inflamatória. Os linfócitos T ativados produzem citocinas como a IL-17A, 

IL-22, IFN-γ e TNF- α que ativam diretamente os queratinócitos, induzindo assim 

a produção de citocinas e quimiocinas adicionais, como TNF-α e CXCL-1, que 

são cruciais para o recrutamento de neutrófilos e adicionais linfócitos T, que 

amplificam ainda mais a cascata inflamatória na psoríase (BOEHNCKE; 

SCHÖN, 2015; GRIFFITHS et al., 2021b; PANTELYUSHIN et al., 2012; SCHÖN; 

ERPENBECK, 2018) (Figura 5).  
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Figura 5: Mecanismo simplificado da imunopatogênese da psoríase. Vários agentes 
estressores podem ativar DCs diretamente por meio de receptores de reconhecimento de padrão 
(PRRs) ou indiretamente por estresse de queratinócitos (liberação de IL-1, TNF-α e IL-36). DCs 
sensíveis ao estresse podem produzir IL-23, que ativa linfócitos T γδ e ILCs para produzir IL-17 
e IL-22, representando um evento precoce na psoríase que é mediado pela resposta imune inata. 
Além disso, Linfócitos Th1 e Th17 são ativados nos linfonodos drenantes da pele, e através de 
um gradiente de quimicocinas, essas células retornam à pele, produzindo assim citocinas como 
o IFN-γ e IL-17a, respectivamente, que ativam diretamente os queratinócitos e amplificam a 
resposta inflamatória na psoríase. Adaptado de Becher, B. et al, 2012.  
 

 A fisiopatologia da psoríase é complexa e envolve diferentes células e 

moléculas, no entanto, tem crescido o número de evidências na literatura 

demonstrando que a doença é mediada principalmente por células que ativam o 

circuito imunológico cutâneo IL-23/IL-17. Agentes terapêuticos direcionados 

especificamente para o eixo IL-23/IL-17 tem demonstrado eficácia clínica 

dramática no tratamento de pacientes com psoríase moderada a grave 

(GHORESCHI et al., 2021).  
 

1.6. Psoríase e imunidade do tipo 3 

O sistema imunológico adaptou suas funções efetoras para responder a 

diferentes espécies de microrganismos e desta maneira garantir a manutenção 

da homeostasia do hospedeiro (EBERL; PRADEU, 2018). Didadicamente, as 
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células do sistema imune podem ser agrupadas em diferentes tipos de resposta 

imune, baseado nas principais funções efetoras e células/tecidos alvos (TUZLAK 

et al., 2021). Estas respostas foram mais recentemente caracterizadas como 

imunidade do tipo 1, 2 ou 3 (Figura 6) (ANNUNZIATO; ROMAGNANI; 

ROMAGNANI, 2015; TUZLAK et al., 2021). As respostas imunes do tipo 1 

também conhecida como imunidade celular, são àquelas direcionadas a 

patógenos intracelulares, e desta maneira depende comumente da interação 

entre Linfócitos Th1 e células mielóides como os macrófagos, células dendríticas 

e monócitos. Já a imunidade do tipo 2 está comumente associada a resposta 

contra organismos multicelulares que não podem ser facilmente fagocitados, 

tendo como ponte de interação central os mediadores secretados pelos 

Linfócitos Th2 e os mastócitos, eosinófilos, basófilos e linfócitos B, como células 

alvo. Já a imunidade do tipo 3 são definidas como reações específicas dos 

tecidos de barreira a distúrbios extracelulares(ANNUNZIATO; ROMAGNANI; 

ROMAGNANI, 2015; TUZLAK et al., 2021). 

 Diferentemente da imunidade do tipo 1 e 2, as repostas imunes do tipo 

3 são menos direcionadas a células imunes efetoras, e ativam diretamente 

células não imunes, como o epitélio intestinal e cutâneo (ANNUNZIATO; 

ROMAGNANI; ROMAGNANI, 2015; TUZLAK et al., 2021). Os receptores para 

as citocinas IL-17 e IL-22 são expressos em todo este compartimento estromal. 

Em condições de homeostase, já foi demonstrado que os linfócitos T produtores 

de IL-17 são essenciais para a manutenção da função de barreira do epitélio 

intestinal (MALOY; KULLBERG, 2008). No entanto, em condições de ativação 

exacerbada e desordenada do sistema imune, com aumento da produção de IL-

17 e IL-22, essas barreiras epiteliais podem sofrer uma quebra de tolerância e 
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iniciar uma inflamação local, culminando no surgimento de doenças 

inflamatórias, como acontece na psoríase (GREB et al., 2016; GRIFFITHS et al., 

2021a) (Figura 6). A ativação do eixo IL-23/IL-17 como mecanismo central da 

patogênese da psoríase engaja a ativação subsequente de queratinócitos, que 

por sua vez liberam mediadores inflamatórios como citocinas, quimiocinas, 

peptídeos antimicrobianos e alarminas que amplificam e sustentam a resposta 

inflamatória na psoríase  (EHRCHEN et al., 2009a; GONG et al., 2019; GREB et 

al., 2016; JIN et al., 2014). 
 

 
Figura 6: Modelo orbital representando didaticamente os diferentes tipos de resposta 
imune. As respostas do tipo 1 têm como alvo os fagócitos mononucleares, incluindo macrófagos 
e monócitos. As células responsivas da imunidade tipo 2 são predominantemente mastócitos, 
eosinófilos e basófilos, bem como células B (particularmente nos centros germinativos). A 
imunidade do tipo 3 envolve células predominantemente não imunes, como células epiteliais 
através de tecidos de barreira. Adaptado de Tuzlak, et al. 2021. 
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1.7. Proteínas S100: estrutura, função e inflamação   

O sistema imune inato reconhece moléculas "não próprias" derivadas de 

patógenos, conhecidas como padrões moleculares associados a patógenos 

(PAMPs), via receptores de reconhecimento de padrão (PRRs) (LI; WU, 2021). 

Além disso, já é bem estabelecido que moléculas endógenas derivadas de 

células do hospedeiro, denominadas padrões moleculares associados a danos 

(DAMPs) ou alarminas podem ser reconhecidas pelo sistema imune (GONG et 

al., 2019). Os DAMPs são moléculas cuja liberação se dá por mecanismos de 

estresse, lesão ou morte celular (GONG et al., 2019). Além de atuar regulando 

a homeostase, através da regeneração e reparo tecidual (GONG et al., 2019), 

os DAMPs também podem exacerbar a reposta inflamatória, através da ativação 

direta de células do sistema imune (GONG et al., 2019). Dentre as principais 

alarminas descritas estão o HMGB1, ácido úrico, catelicidinas, defensinas, 

anexinas, IL-1α e as proteínas da família S100 (AUSTERMANN; ZENKER; 

ROTH, 2017; JIN et al., 2014).  

A família das proteínas S100 representa o maior subgrupo de proteínas 

com domínio EF-hand ligante de cálcio em vertebrados (FRITZ; HEIZMANN, 

2006; KILBY; VAN ELDIK; ROBERTS, 1996; MCCLINTOCK; SHAW, 2003). As 

proteínas S100 são moléculas de baixo peso molecular, tendo cada domínio 

cerca de 10-12kDa e contendo dois motivos estruturais hélice-alça-hélice, EF-

hand, ligados por uma região de dobradiça flexível (Figura 7) (DONATO, 1999). 

Além do Ca2+, estas proteínas podem se ligar a outros íons metálicos como o 

Zn2+ e Cu2+ (DROHAT et al., 1996; KILBY; VAN ELDIK; ROBERTS, 1996). A 

interação das proteínas S100A aos íons metálicos pode induzir mudança na 
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conformação, no estado de oligomerização e na função destas proteínas (FRITZ; 

HEIZMANN, 2006; DONATO, 1999).  

                       EF-hand                                  EF-hand 

 
 
 
 
 
 
Figura 7: Estrutura das proteínas S100. Representação esquemática da estrutura 
secundária de uma proteína da família S100. L1 e L2 representam as alças ligantes de íons 
entre as regiões N e C terminal. H - Região ‘hinge’ ou de dobradiça. H I, II, III e IV - Hélice I, II, 
III e IV. Adaptado de Donato, R. 2001.  
  

Atualmente, vinte e quatro proteínas da família S100 estão descritas. O 

nome destas proteínas se deve ao fato destas serem 100% solúveis em sulfato 

de amônio em pH neutro (KURPET; CHWATKO, 2022). Estas proteínas são 

expressas de maneira específica pelas células e tecidos e estão envolvidas em 

múltiplas funções intracelulares e extracelulares (CHEN et al., 2014; ECKERT et 

al., 2004; KURPET; CHWATKO, 2022; ZIMMER et al., 1995). Com base em seus 

papéis em processos biológicos, as proteínas S100 podem ser subdivididas em 

três subgrupos principais: proteínas que possuem apenas funções intracelulares 

(por exemplo, S100A1), proteínas com efeitos intracelulares e extracelulares (por 

exemplo, S100B) e proteínas S100 exercendo principalmente funções 

extracelulares (por exemplo, S100A15) (et al., 2014; ECKERT et al., 2004; 

KURPET; CHWATKO, 2022; ZIMMER et al., 1995).  

As principais funções intracelulares que as proteínas S100A estão 

envolvidas incluem: modular a concentração intracelular de cálcio, regulação 

enzimática, modulação do metabolismo celular, interação com receptores 

intracelulares, regulação transcricional e regulação da fosforilação de proteínas 

(DONATO, 1999; GOYETTE; GECZY, 2011; ZIMMER et al., 1995). Quando 
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Secretadas para o espaço extracelular, as proteínas S100A atuam de forma 

parácrina ou autócrina via ativação de receptores de superfície celular, 

regulando o crescimento, proliferação, diferenciação e apoptose celular 

(GOYETTE; GECZY, 2011; ZIMMER et al., 1995). Vários trabalhos já 

demonstraram que as proteínas da família S100A podem atuar como DAMPs ou 

alarminas e ativar células do sistema imune via RAGE e TLR4 (GONG et al., 

2019; KOVAČIĆ et al., 2018; SEN CHAUDHURI et al., 2022; SILVA et al., 2020; 

WEBER; ZIMMER, 2010). A liberação destas proteínas em condição de ativação 

e dano tecidual tem correlacionado a famíia das proteínas S100 em difrentes 

doenças inflamatórias como a artrite, doenças cardiovasculares e metabólicas, 

neoplasias e psoríase (GOYETTE; GECZY, 2011; HEIZMANN, 2019; 

WILSMANN-THEIS et al., 2016).  

 
1.8. Aspectos gerais e papel inflamatório da proteína S100A9  

Através de uma análise in silico de um conjunto de dados transcriptômicos 

da pele de pacientes com psoríase, identificamos quatro genes da família S100A, 

incluindo S100A7, S100A8, S100A9 e S10012, entre os principais genes 

diferencialmente expressos na pele lesionada de pacientes com psoríase (Figura 

9 e 10). Entre todos estes genes, a expressão de S100A9 tem sido 

correlacionada com a atividade da doença em pacientes com psoríase (BENOIT 

et al., 2006a; SCHONTHALER et al., 2013; WILSMANN-THEIS et al., 2016a), no 

entanto seu exato mecanismo na doença permanece pouco compreendido.  

 A proteína S100A9, também conhecida como MRP-14 ou calgranulina 

B é um membro da família S100A, codificada pelo gene S100A9 em humanos. 

Assim como outros genes da família S100A, o gene que codifica a expressão de 

S100A9 está localizado no cromossomo 1q21 em humanos. A proteína S100A9 
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apresenta baixo peso molecular, com aproximadamente 14kDa (ECKERT et al., 

2004; KURPET; CHWATKO, 2022; MITCHELL et al., 2008) e pode ser 

encontrada na forma de homodímero ou heterodímero complexada com 

S100A8, ou até mesmo na forma de heterotetrâmero (PRUENSTER et al., 2016; 

VOGL; GHARIBYAN; MOROZOVA-ROCHE, 2012) (Figura 8). A ligação de 

cálcio e do zinco a esta proteína desencadeia alterações conformacionais, que 

modulam sua atividade funcional (HUNTER; CHAZIN, 1998; ZREIQAT et al., 

2010) (Figura 8). Um estudo recente demonstrou que os efeitos inflamatórios de 

S100A9 são mediados pela dimerização desta proteína com S100A8, enquanto 

que a tetramerização estaria mais associada como um mecanismo de regulação 

negativa de seus efeitos inflamatórios (VOGL et al., 2018).  

 

Figura 8: Estrutura das proteínas S100A8 e S100A9. (A) homodímero de S100A8; 
subunidades individuais são mostradas em roxo e azul escuro; (B) homodímero S100A9; as 
subunidades são mostradas em azul marinho e amarelo; (C) heterodímeros S100A8/A9 
mostrados em duas projeções rotacionadas em 180°; (D) S100A8/A9 heterotetrâmero também 
chamado de calprotectina e (E) S100A8/A9 dodecâmero montado a partir de 3 calprotectinas; 
(F) Esboço esquemático dos arranjos de S100A8 e S100A9 na calprotectina. As subunidades 
são apresentadas em cores individuais como em (A) e (B). Os íons Ca2+ ligados são mostrados 
por esferas ou quadrados verdes, respectivamente. Adaptado de Vogl, T. et al, 2012.  

 A expressão e localização física de S100A9 varia de acordo com o tipo 

de célula e seu estado de ativação (CHENG et al., 2008; MITCHELL et al., 2008; 

SCHONTHALER et al., 2013; VOGL; GHARIBYAN; MOROZOVA-ROCHE, 
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2012). S100A9 pode ser expressa em células mielóides, nos tecidos de barreira 

e em células tumorais (CHRISTMANN et al., 2021). S100A9 é expressa 

constitutivamente em neutrófilos e monócitos (DE FILIPPO et al., 2014; 

MITCHELL et al., 2008; RAMMES et al., 1997; SILVA et al., 2020). Em células 

não imunes, como os queratinócitos, já foi descrito que a expressão de S100A9 

é induzida em condições de estresse ou ativação (ABTIN et al., 2010; BENOIT 

et al., 2006c; SCHONTHALER et al., 2013).  

 Muito trabalhos têm demonstrado o papel inflamatório de S100A9 em 

diferentes contextos. Erchen e colaboradores demonstraram que S100A9 murino 

tem um papel quimiotático para macrófagos peritoneais e alveolares. Além disso 

S100A9 humano demonstrou efeito em atrair neutrófilos (EHRCHEN et al., 

2009a). Foi demonstrado também que S100A9 induz a produção de TNF-α, IL-

1β e IL-6 em macrófagos via ativação de NF-kB (SUNAHORI et al., 2006). 

S100A9 também estimula a produção de IL-8 em células epiteliais (KANG; 

HWANG; CHUNG, 2015). Apesar de ser expressa constitutivamente no espaço 

intracelular em algumas células, as proteínas S100A9 apresentam funções 

predominantemente extracelulares, atuando assim como DAMPs ou alarminas 

(JIN et al., 2014; TSAI et al., 2014). Mecanisticamente, alguns trabalhos tem 

demonstrado que os efeitos extracelulares de S100A9 são mediados através dos 

receptores TLR4 e RAGE (EHRCHEN et al., 2009b; KOVAČIĆ et al., 2018; 

LOSER et al., 2010; SILVA et al., 2020; VOGL et al., 2018). 

 A expressão aumentada de S100A9 já foi correlacionada positivamente 

em diferentes doenças inflamatórias, a exemplo da vasculite  (PEPPER et al., 

2013), artrite reumatóide (FOELL; ROTH, 2004), artrite psoriásica (FOELL; 

ROTH, 2004) e psoríase (BENOIT et al., 2006b; SCHONTHALER et al., 2013). 
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No contexto da psoríase, níveis séricos de S100A9 tem sido correlacionados 

com a atividade da doença em pacientes (BENOIT et al., 2006c). Um dos poucos 

estudos que explorou o papel da proteína S100A9 na psoríase, demonstrou que 

o heterodímero S100A8/A9 migra para o núcleo e regula a expressão de C3 nos 

queratinócitos, promovendo a proliferação destas células e posteriormente 

inflamação da pele (SCHONTHALER et al., 2013). No entanto, um trabalho 

recente demonstrou que a ausência genética de S100A9 não afeta a maturação 

e o perfil inflamatório de queratinócitos, in vitro (CHRISTMANN et al., 2021). A 

maioria destes trabalhos negligenciou os possíveis efeitos de S100A9 como uma 

alarmina, e assim seus possíveis efeitos como moduladora da resposta imune 

da pele no curso inflamatório da psoríase.  

 Elucidar os mecanismos pelo qual S100A9 modula a resposta 

inflamatória na psoríase, além de contribuir para o entendimento do mecanismo 

fisiopatológico da psoríase, possibilitaria apontar novos caminhos para o 

desenvolvimento de ferramentas terapêuticas ou de diagnósticos mais eficientes 

para melhorar a qualidade de vida dos pacientes acometidos pela doença.  
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2. HIPÓTESE 

Dado o exposto, a hipótese deste trabalho é de que a proteína S100A9 medeia 

um papel pró-inflamatório na pele, exacerbando assim a inflamação cutânea na 

psoríase.  
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3. OBJETIVOS 
 
3.1. OBJETIVO GERAL 

Avaliar o papel da S100A9 na patogênese da psoríase. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

3.2.a. Determinar o perfil transcricional da pele de pacientes com psoríase; 

3.2.b. Avaliar a expressão da S100A9 na lesão cutânea e no plasma de 

pacientes com psoríase; 

3.2.c. Caracterizar a expressão da S1009 em modelo psoriasiforme induzido por 

IMQ; 

3.2.d. Avaliar o papel da S100A9 em modelo psoriasiforme induzido por IMQ; 

3.2.e. Investigar o efeito direto de S100A9 na inflamação cutânea; 

3.2.f. Determinar a principal fonte da S100A9 na psoríase; 

3.2.g. Avaliar os mecanismos pelo qual S100A9 modula a inflamação cutânea 

em modelo psoriasiforme induzido por IMQ; 

3.2.h. Avaliar a função, metabolismo e mecanismos da S100A9 em células 

dendríticas in vitro; 

3.2.i. Determinar os sinais necessários para a expressão da S100A9. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Pacientes 

Amostras de sangue foram coletadas de 5 doadores saudáveis e 22 pacientes 

com psoríase vulgar com lesões de psoríase ativas envolvendo uma área de 

superfície corporal (BSA) superior a 10% e/ou índice de área e gravidade da 

psoríase (PASI) superior a 10, critérios para psoríase moderada-grave. Esses 

pacientes estavam em uso de tratamento tópico (corticosteroides e/ou 

calcipotriol) ou não estavam em uso de nenhum tratamento sistêmico. Esses 

foram os critérios de inclusão/exclusão. As amostras de pele humana foram 

obtidas de12 pacientes com psoríase vulgar, com a coleta da pele através de um 

punch de 2 mm, de regiões lesionadas ou não lesionadas dos mesmos 

pacientes. Essas amostras foram coletadas pelos médicos dermatologistas 

habilitados para este procedimento.  Todas as amostras foram utilizadas para 

análises de proteínas por Western Blot, ELISA ou cortes congelados para 

Imunofluorescência. As aquisições das amostras, incluindo as biópsias de pele 

e amostras de sangue, foram previamente aprovadas pelo Comitê de Ética do 

Hospital das Clínicas de Ribeirão Preto (65644117.1.0000.5440). O 

consentimento informado foi obtido para todos os procedimentos. 

 

4.2. Animais 

Camundongos KRT14Cre-Il17aind/+ (background C57BL/6) foram gerados 

através do cruzamento de camundongos Il17aind/ind com camundongos 

KRT14Cre, conforme descrito anteriormente (Croxford et al., 2014). O alelo IL-

17aind permite a supreexpressão condicional de IL-17a e proteína fluorescente 

verde (GFP) aumentada após reocmbinação mediada por Cre.  Esses animais 
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foram utilizados através da colaboração com o Prof. Dr. Ari Waisman. Todos os 

animais foram alojados de acordo com as diretrizes da “Central Animal Facility 

do University Medical Center”, Mainz, Alemanha. Camundongos C57BL/6  

selvagens (WT) foram adquiridos de Charles River. As cepas de camundongos 

Il23a-/- e Il17ra-/- foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Bernhard Ryffel do 

“Centre National de la Recherche Scientifique”, Orleans, França. Camundongos 

S100a9-/- (Manitz et al. 2003) foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Johannes 

Roth e Thomas Vogl, da Universidade de Munster, Alemanha. Todos os 

camundongos foram criados e alojados em condições específicas livres de 

patógenos (SPF) no Centro de criação de camundongos especiais da Faculdade 

de Medicina de Ribeirão Preto, da Universidade de São Paulo. Todos os 

experimentos foram realizados com camundongos machos ou fêmeas de 8 a 10 

semanas de idade de acordo com as diretrizes do comitê de ética animal da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. Todos 

os experimentos foram realziados em concordância com o comitê de Ética para 

animais de experimentação (077/2019).  

 

4.3. Modelos psoriasiformes  

Imiquimod 5% (IMQ) foi aplicado topicamente diariamente na pele do dorso (70 

mg) ou da orelha (20 mg) de camundongos de 8-10 semanas de idade pela 

duração indicada nas legendas das figuras. Para a pele do dorso, os 

camundongos foram previamente depilados com barbeador e, posteriormente, 

creme depilatório ‘veet’ para remover o pelo residual. Após 2 dias, o creme 

contendo IMQ foi aplicado na orelha ou na pele do dorso. S100A9 recombinante 

(500 ng/orelha) ou PBS foram injetados intradermicamente diariamente pela 
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duração indicada nas legendas das figuras. As injeções foram realizadas usando 

uma seringa de insulina em um volume total de 10-15 µl/orelha. Os 

camundongos KRT14Cre-Il17aind/+ desenvolveram uma grave inflamação da 

pele 8 semanas após o nascimento (Croxford et al., 2014), sendo imediatamente 

sacrificados logo após começarem a perder peso. 

 

4.4. Tratamento farmacológico com paquinimode  

O composto Paquinimod (PAQ) foi gentilmente cedido pela Active Biotech AB 

(Suécia) sob um Contrato de Transferência de Material. Os camundongos foram 

tratados com ABR 215757 após a aplicação tópica de Aldara. O composto 

ABR215757, também conhecido como PAQ, é um ‘scavenger’ de S100A9 e 

assim bloqueia seus efeitos (Björk et al., 2009). Os camundongos receberam 

tratamento com PAQ por gavagem oral (10 mg/kg) diariamente, antes do 

primeiro e  até o último dia da aplicação tópica de IMQ. 

 
4.5. Geração de camundongos quiméricos 

Camundongos de 10 semanas foram utilizados com recipientes. Camundongos 

recipientes WT e S100a9−/− foram primeiramente irradiados letalmente com um 

irradiador de fonte de césio 137 (Mark I modelo 25) a 7 Gy, e subsequentemente 

transplantados com 5x106 de células da medula óssea oriundas de 

camundongos WT,  S100a9−/− ou GFP totais. Após o transplante de medula 

óssea, os camundongos foram tratados com o antibiótico cloridrato de 

ciprofloxacina diluído em água potável (10 mg/ml, EMS) por 15 dias 

consecutivos. Os camundongos transplantados receptores foram submetidos a 

inflamação semelhante à psoríase induzida por IMQ 8 semanas após a  
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reconstituição da medula óssea e analisados conforme as descrições acima. 

Células da medula óssea da medula óssea de camundongos GFP foram 

transferidas para camundongos WT irradiados como controle do experimento. 

 

4.6. Análises in silico 

Dados brutos de conjuntos de dados de microarrays foram baixados do Gene 

Expression Omnibus (GEO) (Edgar et al. 2002). Os efeitos de lote foram 

detectados usando dados de varredura como substitutos de lote e depois 

removidos usando o pacote sva. A normalização foi realizada usando o algoritmo 

Robust Multi Array do pacote affy bioconductor. A ambiguidade entre as sondas 

correspondentes ao mesmo gene foi removida selecionando sondas com a maior 

média de expressão entre as amostras. O controle de qualidade das amostras 

de microarrays foi realizado usando o pacote arrayQualityMetrics (Kauffmann et 

al. 2009). Um teste t moderado, conforme implementado no pacote Limma, foi 

usado para detectar genes diferencialmente expressos entre amostras de pele 

lesionada e não lesionada de pacientes com psoríase (Ritchie et al. 2015). A 

detecção de genes diferencialmente expressos foi realizada usando o pacote 

Limma (Ritchie et al., 2015) e estão representados no gráfico do ‘meta-volcano’ 

dos bancos de dados GSE13355, GSE14905, GSE53552, GSE6710 e 

GSE30999. A expressão de S100A9 desses diferentes bancos de dados foi 

quantificada e representada no GraphPad prisma 9 (GraphPad Software) após 

normalização. Um subconjunto de genes normalizados (KRT14, KRT17, LCN2, 

IL23A) foi então correlacionado com o gene S100A9 usando o valor p e o 

coeficiente de correlação (r) com o teste não paramétrico de correlação de 

Spearman do banco de dados GSE133355. Reanalisamos dados  
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transcriptômicos de célula única do conjunto de dados público GSE150672 

(Hughes et al. 2020) para avaliar a expressão de S100A9 em diferentes subtipos 

de células da pele de psoríase humana usando o pipeline Seurat (Butler et al. 

2018). Os valores da expressão de S100A9 oriundos dos bancos de dados 

GSE53552 e GSE117239 após normalização. As análises de perfil transcricional 

do banco de dados GSE117239 também foi realizada diretamente na plataforma 

“Gene expression omnibus” através da ferramenta “GEO2R” disponível no 

próprio site.  

 

4.7. Processamento de tecidos para citometria de fluxo 

A pele do dorso e da orelha foi coletada e digerida conforme descrito 

anteriormente (Zwicky et al. 2021). A pele foi cortada em pequenos pedaços e 

digerida em RPMI, 5% suplementado com colagenase de Clostridium 

histolyticum (1mg/ml) e desoxirribonuclease (DNase) I (100 μg/ml; ambos Sigma-

Aldrich) em 37°C durante 1,5 horas. Após a digestão, aspiramos o conteúdo de 

pele digerida, com uma seringa e agulha de calibre 18. Os linfonodos foram 

cortados em pedaços pequenos e digeridos em RPMI, Hepes 10 mM 

suplementado com colagenase IV (0,2 mg/ml) e DNase I (100 μg/ml) a 37°C por 

40 min. Após a digestão do tecido, usando uma seringa com uma agulha de 

calibre 18, as células foram filtradas em um filtro de células de 100 μm e lavadas 

em PBS. 

 

4.8. Citometria de fluxo 

Para marcação de superfície, as suspensões de células foram incubadas com 

anticorpos em PBS a 4°C por 30 min. Para coloração de citocinas intracelulares, 
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as células foram estimuladas em meio de cultura com PMA (50 ng/ml; Sigma-

Aldrich) e ionomicina (500 ng/ml; Sigma-Aldrich) por 4 h na presença de 

monensina (GolgiStop 1,5 µg/ml; BD Biosciences) a 37°C em uma câmara de 

CO2 umidificada a 5%. Após a marcação da superfície, as células foram fixadas 

e permeabilizadas com 100 μl de solução BD Cytofix/Cytoperm a 4°C por 20 min. 

Em seguida, as células foram lavadas e marcadas intracelularmente a 4°C em 

tampão de permeabilização durante a noite. A marcação foi realizada a 4°C 

durante a noite em tampão de permeabilização. As amostras foram adquiridas 

em FACS verse (BD Biosciences) e Cytek Aurora 5L (Cytek), e os dados foram 

analisados usando o software FlowJo X (Tree Star). 

 

4.9. Extração de RNA e PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) 

O RNA total de toda a pele foi isolado usando o RNeasy Kit de acordo com as 

instruções do fabricante (Qiagen). O cDNA de primeira fita foi sintetizado a partir 

de 500 µg de mRNA usando o kit de transcrição reversa de cDNA de alta 

capacidade (4368814, Thermo Fisher Scientific). A PCR quantitativa em tempo 

real foi realizada usando O Master mix Power Syber Green (Thermo Fisher 

Scientific), primers conforme descrito na Tabela de Recursos Chave e o sistema 

Stepone Real-Time PCR. Os dados foram normalizados para valores de Gapdh 

ou Actb, e utilizamos o método ∆∆Ct para as análises. Os primers utilizados 

foram:  

Actb 
Sense: CATCTTCTTGTGCAGTGCCA 
Antisense: CGGCCAAATCCGTTCAC 
Gapdh  
Sense: CATCTTCTTGTGCAGTGCCA 
Antisense: CGGCCAAATCCGTTCAC 
S100a8  
Sense: AAATCACCATGCCCTCTACAAG 
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Antisense:CCACTTTTATCACCATCGCAA 
S100a9  
Sense: CAGCATAACCACCATCATCG 
Antisense: GTCCTGGTTTGTGTCCAGGT 
Lcn2  
Sense: CCCCATCTCTGCTCACTGTC 
Antisense: TTTTTCTGGACCGCATTG 
Il36γ  
Sense: ATGGACACCCTACTTTGCTG;  
Antisense: TGTCCGGGTGTGGTAAAACA); 
Il23a  
Sense: CACCTCCCTACTAGGACTCAGC 
Antisense:CTGCCACTGCTGACTAGAAC 
Il12b  
Sense: CACCTCCCTACTAGGACTCAGC 
Antisense: CTGCCACTGCTGACTAGAAC 
Il17a 
Sense: GCTCCAGAAGGCCCTCAG 
Antisense: CTTTCCCTCCGCATTGACA 
Il22  
Sense: CAGCTCCTGTCACATCAGCGGT 
Antisense: AGGTCCAGTTCCCCAATCGCCT 
S100A9 
Sense: CAGCATAACCACCATCATCG 
Antisense: GTCCTGGTTTGTGTCCAGGT 
KRT14 
Sense: CAGCTCCTGTCACATCAGCGGT 
Antisense: GTCCTGGTTTGTGTCCAGGT 
 
 
4.10. Western blot 

Toda a pele da psoríase humana ou pele do dorso pós IMQ foi coletada e 

homogeneizada em Tampão RIPA (Sigma Aldrich) com coquetel contendo 

inibidor de protease e fosfatase (Cell Signaling). A concentração de proteína foi 

determinada pelo ensaio de proteína BCA (Sigma Aldrich). Para separação por 

eletroforese, 10 µg de proteína total foram adicionadas em géis de SDS-

poliacrilamida de acordo com protocolos padrão (SDS-PAGE) e depois 

transferidos para membrana de nitrocelulose (Bio-rad). As membranas foram 

incubadas a 4ºC com tampão de bloqueio, leite a 5% (Cell Signalling) em solução 

tamponada com Tris e Tween-20 a 0,1% (TBS-T) por 1 h em temperatura 
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ambiente e, em seguida, as membranas foram incubadas em solução de BSA a 

5% com 0,1 % Tween-20 contendo anticorpo monoclonal anti-S100A9 (goat) 

(1:1000, R&D) overnight. As membranas foram subsequentemente lavadas em 

TBS-T e incubadas durante 2 h com o anticorpo secundário conjugado com HRP 

apropriado (diluição 1:3.000; Sigma-Aldrich). As membranas foram reveladas 

com um sistema ECL (GE Healthcare) e, em seguida, o sinal de 

quimioluminescência foi registrado no Sistema ChemiDoc XRS (Bio-Rad 

Laboratories), seguindo as recomendações do fabricante. GAPDH e β-actina 

(Cell Signalling) foram usados como controle de normalização. Os dados foram 

analisados com o software Image Lab (Bio-Rad Laboratories). 

 

4.11. Microscopia intravital 

Foi realizada injeção intradérmica de S100A9 ou PBS na orelha de 

camundongos LysmGfp, no volume máximo de 15ul em cada orelha.  Após as 

injeções, as orelhas desses animais foram adquiridas por 2 horas seguidas, 

através do sistema Leica MMC e analisada no software Image J.  

 

4.12. Histologia 

Logo após a coleta, a pele da orelha ou do dorso foram fixadas em 

paraformaldeído a 4% (PFA) a 4°C por 24 h e, em seguida, embebidas em 

parafina para coloração de hematoxilina e eosina (H&E). A espessura da pele foi 

medida histologicamente de forma cega. Os dados representam a média de três 

medidas em áreas selecionadas aleatoriamente. A aquisição das imagens foi 

realizada em microscópio Leica MMC e analisada no software Image J. Para 

coloração de imunofluorescência, pele humana e de camundongo foram 
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coletadas previamente em PBS, depois fixadas em PFA 4% a 4°C por 24 h, 

lavadas em PBS e crioprotegidas em solução de sacarose 30% por 72 h. Os 

tecidos foram então incorporados no composto OCT (Tissue-Tek; Sakura 

Finetek) e congelados em gelo seco. Os cortes de pele foram cortadas por 

criostato (Leica) em cortes transversais de 10-15 µm de espessura montadas em 

lâminas de vidro. As amostras foram então incubadas com a solução de trabalho 

(PBS-BSA 1%, 0,05% de Tween) a 4°C por 30 min. Posteriormente, os cortes 

foram incubados com anticorpos primários contra KRT14 (Abcam), KRT17 

(Abcam) ou S100A9 (R&D) diluídos na solução de trabalho a 4°C durante a noite. 

Os cortes foram lavados pelo menos cinco vezes com TBS-T por 5 min antes de 

incubar com anticorpos secundários e 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) diluído 

na solução de trabalho a 4°C por 30 min. Os cortes foram lavados pelo menos 

cinco vezes com TBS-T e, em seguida, o meio de montagem foi adicionado. A 

aquisição das imagens foi realizada em microscópio LSM 780 (Carl Zeiss). 

4.13. Geração de células dendríticas derivadas da medula óssea (BMDCs) 

As células da medula óssea foram isoladas de camundongos WT com 6-10 

semanas de idade e cultivadas na presença de 20 ng/ml de fator estimulador de 

colônia de granulócitos-macrófagos (GM-CSF) em um meio completo contendo 

RPMI-1640 (Corning), meio com 10% de soro fetal bovino (FCS), 2% de L-

glutamina (Gibco), 100 U/ml de penicilina-estreptomicina (Wisent). Após 7 dias, 

os BMDCs foram coletados, semeados a 1 milhão de células/ml e estimulados 

com recombinante S100A9 (1 ug/ml). Marcadores de ativação e produção de 

citocinas foram avaliados por citometria de fluxo de alta dimensão e ELISA, 

respectivamente. 
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4.14. ELISA 

Os níveis de citocinas ou proteínas em sobrenadantes de células, amostras de 

tecido e plasma foram avaliados por ELISA de acordo com os protocolos do 

fabricante do kit DuoSet ELISA (R&D Systems). 

 

4.15 Quantificação de lactato 

A produção de lactato foi medida no sobrenadante da cultura celular usando um 

kit de ensaio colorimétrico (Quibasa-Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil), 

seguindo as recomendações do fabricante.  

 

4.16. Ensaio de Seahorse 

A ECAR e OCR foi avaliada com um analisador de fluxo extracelular Seahorse 

Bioscience XF-96 (Seahorse bioscience) de acordo com as instruções do 

fabricante. As células dendríticas foram tratadas previamente, durante 6 horas 

com diferentes concentrações de S100A9. Após isso, foi adcionado meio sem 

glicose e a ECAR e OCR foi avaliada confirme as drogas glicose, rotenona/ 

antimicina a e 2-DG foram sendo adicionadas.  

 
4.17. Teste de estresse mitocondrial 

Após 24 horas de estímulo na presença de S100A9 (1ug/ml), células dendríticas 

foram coletadas e marcadas com diferentes sondas, “mitotracker green”, que 

avalia massa mitocondrial, e “mitotracker red”, que avalia potencial de 

membrana. As amostras foram adquiridas no FACS Verse e analisadas no 

FlowJo.  
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4.18. Cultura de queratinócitos (células HaCaT) in vitro 

A linhagem celular de queratinócitos humanos (HaCaT) foi expandida e mantida 

em meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's (DMEM - Thermo Fisher 

Scientific) suplementado com 10% de soro fetal bovino, glicose (4,5 g/l), 

penicilina (100 U/ml), L- glutamina (2 mM) e gentamicina (0,2 mg/ml) a 37°C e 

5% de CO2. As células HaCaT foram estimuladas com IL-17A (100 ng/ml - 

sistemas R&D) em uma placa de 24 poços por 24 horas. 

 

4.19. Análises de citometria de fluxo de alta dimensão 

Os dados foram pré-processados usando FlowJo. A estratégia de gate foi 

realizada para incluir células CD45+ únicas e vivas. Após a compensação, os 

dados foram exportados do FlowJo (Tree stars) e importados para o R studio. 

Os dados foram transformados usando uma função hiperbólica inversa e 

normalizados. A redução de dimensionalidade e visualização por UMAP 

(Mcinnes et al. 2020) e algoritmo FlowSOM (Van Gassen et al. 2015) foi usado 

para clusterização automática, combinando as informações no heatmap com 

valores de expressão mediana e o UMAP com valores de expressão sobrepostos 

(Butler et al. 2018). 

 

4.20. Quantificação e análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism 8 

(GraphPad Software) e R studio. As comparações para dois grupos foram 

calculadas usando testes t de Student bicaudais não pareados, e comparações 

múltiplas por ANOVA de uma via ou ANOVA de duas vias com pós teste de 

Bonferroni. As correlações foram analisadas com testes de correlação de 
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Spearman não paramétricos bicaudais. Valores de P abaixo de 0,05 foram 

considerados significativos (*P<0,05). Detalhes estatísticos para cada 

experimento podem ser encontrados nas legendas das figuras correspondentes. 
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5. RESULTADOS  

5.1. A via de peptídeos antimicrobianos representa a assinatura gênica 

dominante na pele de pacientes com psoríase   

 Apesar dos recentes avanços no entendimento da patogênese da 

psoríase (GRIFFITHS et al., 2021a), bem como a recente inclusão de terapias 

farmacológicas mais eficazes para o tratamento da doença (GHORESCHI et al., 

2021), os mecanismos moleculares responsáveis pelo desenvolvimento e 

manutenção da doença ainda permanecem pouco compreendidos. Neste 

sentido, nosso estudo teve como objetivo inicial identificar novos alvos com 

potencial participação na patogênese da psoríase. Desta forma, reanalisamos 

diferentes bancos de dados públicos, oriundos de diferentes estudos de 

pacientes com psoríase, e através de uma análise sistemática e não enviesada, 

conseguimos avaliar as principais alterações transcricionais entre pele não 

lesionada e lesionada de pacientes com psoríase, representadas no gráfico 

circular (Figura 9). Vias relacionadas com o metabolismo de ácidos graxos, 

moléculas associadas a fibras elásticas e doenças associadas a 

glicosaminoglicanos estão reguladas negativamente (Figura 9). Por outro lado, 

vias relacionadas ao processamento de antígenos via MHC de classe I, 

sinalização de interferon, sinalização de TCR, sinalização de receptor Toll-like 

(TLR), sensores citosólicos associados a patógenos e formação do envelope 

corneificado estão reguladas positivamente. Todas estas vias são enriquecidas 

por diferentes genes, que estão conectados às vias através das linhas coloridas, 

representado no gráfico circular (Figura 9). De forma interessante, a via de 

peptídeos antimicrobianos está dominantemente regulada positivamente, sendo 

esta enriquecida por diversos genes, tais como PI3, LCN2, LTF, RNASE7, 
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PRSS3, PGLYRP4, PRSS2, LYZ, PGLYRP3, GNLY, S100A7, S100A8, S100A9 

e S100A12 (Figura 9).  

 
 
Figura 9. A via de peptídeos antimicrobianos é dominantemente up regulada na pele de 
pacientes com psoríase. Gráfico circular representa o número de genes diferencialmente 
expressos (DEGs) entre pele lesionada e não lesionada de pacientes com psoríase em cinco 
bancos de dados diferentes (GSE13355, GSE14905, GSE53552, GSE6710 e GSE30999). 
Representação circular de DEGs e análise de enriquecimento do conjunto de genes para pele 
psoriática lesionada e não lesionada. Os valores individuais de log2 [fold change] (normalizados 
na linha de base) foram usados como classificações em uma única amostra de análise de 
enriquecimento do conjunto de genes para identificar vias consistentemente enriquecidas entre 
os indivíduos. Linhas coloridas conectam genes e vias.  
 
 
 

5.2. Genes da família S100A estão entre os principais regulados 

positivamente na pele de pacientes com psoríase  

 O blobograma apresenta a lista com os quinze principais genes que 

enriquecem a via de peptídeos antimicrobianos (Figura 10a), com destaque para 

os genes da família S100A, incluindo S100A7, S100A8, S100A9 e S100A12 

(Figura 10a). Corroborando com esses dados, através de uma meta-análise do 

perfil transcricional entre pele lesionada e não lesionada de pacientes com 
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psoríase, dos mesmos bancos de dados analisados anteriormente, identificamos 

diversos genes diferencialmente expressos (down e up regulados), estando os 

genes S100A7, S100A8, S100A9, e S100A12 entre os principais genes 

regulados positivamente, em vermelho, anotados no “meta-volcano plot” (Figura 

10b). 

 
 
Figura 10. S100A7, S100A8, S100A9 e S100A12 estão entre os principais genes 
diferencialmente expressos na pele de pacientes com psoríase vulgar. (a) Blobograma 
representa os quinze genes mais regulados positivamente na via de peptídeos antimicrobianos 
entre pele lesionada e não lesionada de pacientes com psoríase do conjunto de dados 
GSE13355. (b) Meta-volcano da expressão gênica (Fold change log2 versus valor de p ajustado 
de -log10) de diferentes bancos de dados de psoríase humana (GSE13355, GSE14905, 
GSE53552, GSE6710 e GSE30999). S100A7, S100A8, S100A9 e S100A12 são anotados.  
 
 
 

5.3. A expressão de S100A9 é induzida na lesão cutânea e no plasma de 

pacientes com psoríase vulgar 

 

 Ao identificar a assinatura gênica dominante na pele de pacientes com 

psoríase, buscamos validar muitos destes achados em amostras de pacientes 

com psoríase vulgar. Inicialmente, estabelecemos uma colaboração com a 

Divisão de Dermatologia do Hospital de Clínicas de Ribeirão Preto, FMRP-USP, 

onde foi possível coletar amostras de pele e sangue oriundas de pacientes com 
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psoríase vulgar (PSO) e doadores saudáveis (DS) (Figura 11a). Corroborando 

as análises in silico prévias, observamos um aumento significante da expressão 

de S100A9 na pele lesionada em comparação com a pele não lesionada do 

mesmo paciente com psoríase vulgar (Figura 11b). Seguindo esta direção, 

através de um método mais sensível, conseguimos quantificar o aumento da 

expressão de S100A9 na pele lesionada de pacientes com psoríase vulgar, 

comparando com pele não lesionada dos mesmos pacientes ou pele de 

indivíduos saudáveis (Figura 11c). Dando suporte a estes achados, 

identificamos nos mesmos bancos de dados públicos descritos anteriormente o 

aumento da expressão gênica de S100A9 na pele lesionada de pacientes com 

psoríase (Figura 11e). Notavelmente, não encontramos diferença significante 

nos níveis de S100A9 entre pele não lesionada e pele de indivíduos saudáveis, 

o que demonstra que a expressão de S100A9 está confinada à regiões 

lesionadas com resposta inflamatória ativa (Figura 11c). Também notamos 

quantidades aumentadas de S100A9 no plasma de pacientes com psoríase em 

relação a doadores saudáveis, demonstrando que essa proteína está sendo 

liberada sistemicamente durante o curso inflamatório da psoríase (Figura 11e). 

Todos estes dados sugerem uma participação da proteína S100A9 na 

patogênese da psoríase.  
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Figura 11. A expressão de S100A9 é induzida na lesão cutânea e no plasma de pacientes 
com psoríase vulgar. (a) Amostras de pele (n=12) e de sangue (n=22) foram coletadas de 
pacientes com psoríase vulgar. Amostras de pele, oriundas de regiões lesionadas (L) e não 
lesionadas (NL) foram coletadas com o uso de um punch, 4mm. Pele (n=7) e sangue (n=5) de 
indivíduos saudáveis foram coletados como controle. (b) Western blot da expressão de S100A9 
no lisado total de pele lesionada ou não lesionada de um paciente com psoríase vulgar. (c) 
Expressão de S100A9 no lisado de pele lesionada (n=12) e não lesionada (n=12) de pacientes 
com psoríase vulgar e pele saudável (PS) (n=7), quantificado por ELISA. (d) Níveis plasmáticos 
de S100A9 oriundos de doadores saudáveis (DS) (n=5) e pacientes com psoríase vulgar (PSO) 
(n=22) dosados por ELISA. (e) Os gráficos em barra representam a expressão de S100A9 entre 
indivíduos saudáveis, pele lesionada e não lesionada de pacientes com psoríase, de cinco bases 
de dados de psoríase humana (GSE13355, 14905, 30999, 53552 e 6710). A significância 
estatística foi avaliada pelo teste t de Student não pareado em c, d e e. P<0,05 (*) foi considerado 
estatisticamente significante.   
 

 
5.4. A expressão de S100A9 é induzida e assim exacerba a inflamação 

cutânea em modelo psoriasiforme  

 Para explorar o papel de S100A9 na patogênese da psoríase, utilizamos 

o modelo de inflamação psoriasiforme induzido por imiquimode 5% (IMQ), 

agonista de TLR7/8 (VAN DER FITS et al., 2009a). O modelo consiste na 

aplicação tópica de IMQ diretamente na pele de camundongos previamente 

depilados. Esse modelo mimetiza muitas características observadas na psoríase 
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em humanos, como hiperproliferação de queratinócitos, aumento de infiltrado 

inflamatório na derme e resposta inflamatória dependente do eixo IL-23/IL17a 

(VAN DER FITS et al., 2009b).  A princípio, utilizamos o modelo para avaliar a 

expressão de S100A9. A ilustração do modelo e análises realizadas estão 

ilustradas (Figura 12a). Após aplicação tópica de IMQ, notamos o aumento da 

espessura da pele, dia após dia, comparado ao grupo sem tratamento cutâneo 

com IMQ (Figura 12b). Além disso, observamos um aumento do infiltrado 

inflamatório na derme, aumento da espessura da epiderme, com proliferação 

massiva de queratinócitos, avaliados por coloração com hematoxilina e eosina 

(H&E) (Figura 12c). Assim como observado em pacientes com psoríase, há um 

aumento da expressão gênica de S100a9 na pele após aplicação de tópica de 

IMQ. Também constatamos o aumento da expressão de outros genes 

associados com ativação e proliferação de queratinócitos, tais como S100a8, 

Krt17 e Lcn2 (Figura 12d). Combinando diferentes técnicas, observamos que a 

expressão proteica de S100A9 é massivamente aumentada na pele, mas não no 

plasma, de camundongos WT após aplicação tópica de IMQ (Figura 12e-g).  

 



Resultados  Silva de Melo, B.M. 
 

67 
 

 

Figura 12. A expressão de S100A9 é induzida na pele em modelo psoriasiforme. 
Camundongos WT (C57BL/6) previamente depilados foram tratados topicamente com IMQ 5% 
diariamente antes das análises. Camundongos WT não tratados foram utilizados como controle. 
(a) Ilustração esquemática do modelo psoriasiforme e das análises realizadas. (b) Cinética da 
alteração da inflamação (delta) na pele do dorso, medida com um paquímetro. (c) Imagens 
representativas de cortes de pele do dorso coradas por H&E adquiridas com objetiva de 20x. 
Barras de escala, 100 µm. (d) Níveis de expressão relativa de RNAm de S100a9, S100a8, Krt17 
e Lcn2 normalizados pelo Gapdh, nos lisados de pele total de camundongos WT, avaliado por 
qPCR. (e) Western blot da expressão de S100A9 nos lisados de pele inteira de camundongos 
WT pós IMQ. Adaptado de Silva de Melo, Bruno Marcel. Alarmina S100A9: um mediador crítico 
no desenvolvimento da psoríase. 2017. Dissertação (Mestrado) – Universidade de São Paulo, 
Ribeirão Preto. (f) Quantificação da expressão proteica de S100A9 por ELISA na pele e no (g) 
plasma 3 e 6 dias após aplicação tópica de IMQ. Os gráficos representam a média ± SEM de 
dados obtidos de 2-3 experimentos independentes. A análise estatística foi realizada por ANOVA 
de duas vias com o teste de comparação múltipla de bonferroni em b e ANOVA de uma via com 
o teste de comparação múltipla de bonferroni em d, f e g. P<0,05 (*) foi considerado 
estatisticamente significante.  
 

 Para investigar o papel funcional de S100A9 no curso inflamatório do 

modelo psoriasiforme induzido por IMQ, utilizamos camundongos geneticamente 

deficientes para S100A9 (S100a9−/−) e camundongos WT tratados com 



Resultados  Silva de Melo, B.M. 
 

68 
 

paquinimod (PAQ) (Figura 13a), um agente farmacológico que bloqueia as 

ações biológicas de S100A9 (Björk et al. . 2009).  Em comparação com os 

camundongos WT, tanto os camundongos tratados com PAQ quanto os 

S100a9−/− apresentaram um processo inflamatório atenuado, com redução da 

inflamação macroscópica (Figura 13b), bem como diminuição da espessura da 

pele do dorso (Figura 13c), após a aplicação tópica de IMQ (Figura 13e-f). 

Nesta mesma linha, a inibição farmacológica ou ablação genética de S100A9 

também diminuiu a espessura da epiderme, avaliada por coloração de H&E 

(Figura 13d). Além disso, também observamos uma redução da expressão de 

vários genes classicamente associados à ativação de queratinócitos e 

inflamação nesse modelo psoriasiforme, como Krt17, Lcn2 e Il36γ (Figura 13e). 

Examinados em conjunto, estes dados demonstram que S100A9 é 

abundantemente expressa na pele murina e desempenha um papel crítico na 

manutenção da inflamação de pele induzida por IMQ.  

 
Figura 13. S100A9 exacerba a inflamação cutânea em modelo psoriasiforme. Camundongos 
WT (C57BL/6), S100a9-/- e WT tratados com PAQ (WT-PAQ) foram tratados topicamente com 
IMQ diariamente antes das análises. Camundongos WT não tratados foram utilizados como 
controles. (a) Ilustração esquemática dos grupos e das análises realizadas. (b) Imagem 
microscópica 4 dias após aplicação tópica de IMQ. (c) Cinética da alteração da espessura (delta) 
na pele do dorso, medida com um paquímetro. (d) Imagens representativas de cortes de pele do 
dorso coradas por H&E, adquiridas com obejtiva de 20x. Barras de escala, 100 µm. (e) Níveis de 
expressão relativa de RNAm de Krt17, Lcn2 e Il36γ, normalizados pelo Gapdh, nos lisados de 
pele inteira de camundongos WT, avaliado por qPCR. Os gráficos representam a média ± SEM 
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de dados obtidos de 2-3 experimentos independentes. A análise estatística foi realizada por 
ANOVA de duas vias com o teste de comparação múltipla de bonferroni em c e ANOVA de uma 
via com o teste de comparação múltipla de bonferroni em e. P<0,05 (*) foi considerado 
estatisticamente significante. 
 
 

5.5. S100A9 per se induz inflamação psoriasiforme 
 

 Dada a evidência do efeito pró-inflamatório de S100A9, levantamos a 

hipótese de que S100A9 per se poderia induzir diretamente alterações 

psoriasiformes na pele. Para isto, combinamos diversas abordagens para avaliar 

os efeitos de S100A9 na resposta inflamatória cutânea. Utilizamos inicialmente 

um modelo de injeção intradermal de S100A9 na orelha (500 ng), em 

camundongos Lysm-GFP (Figura 14a) e avaliamos os efeitos agudamente. 

Após injeção intradérmica de S100A9, supreendentemente, podemos notar uma 

transmigração rápida e massiva de células Lysm-GFP para o tecido durante duas 

horas após injeção de S100A9 intradermal, em comparação com os 

camundongos que receberam somente injeção de PBS (Figura 14b), 

demonstrando assim que S100A9 induz um processo inflamatório ativo na pele 

agudamente.   

 

Figura 14. S100A9 induz o acúmulo massivo de células Lysm+ na pele agudamente. (a e b) 
PBS ou S100A9 (500 ng/orelha) foram injetados intradermicamente na orelhas (10-15 ul) de 
camundongos Lysm-GFP e avaliadas durante duas horas por microscopia intravital. (a) 
Ilustração esquemática da estratégia do experimento. (b) Foto juntando todos os tempos, durante 
2 horas após injeção intradérmica de S100A9 ou PBS na orelha, avaliada por microscopia 
intravital.  
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 Neste contexto, para avaliar os efeitos de S100A9 na resposta 

inflamatória cutânea em períodos mais tardios, estabelecemos um modelo de 

injeção diária de S100A9 intradermal por quatro dias consecutivos. Assim, 

avaliamos a espessura, aspectos histopatológicos e a resposta celular na pele e 

linfonodos drenantes da pele, por citometria de fluxo de alta dimensão (Figura 

15a). Nodatamente, a injeção intradermal de S100A9 induz o aumento da 

espessura da orelha (Figura 15b), bem como o acúmulo de células inflamatórias 

na derme, e aumento significante da espessura da epiderme, comparado ao 

grupo que recebeu apenas PBS (Figura 15c).   
 

 

Figura 15. A injeção intradermal de S100A9 induz inflamação na pele semelhante à 
psoríase. (a e b) PBS ou S100A9 (500 ng/orelha) foram injetados intradermal na orelhas (10-15 
ul) de camundongos WT durante 4 dias. (a) Ilustração esquemática da estratégia do experimento. 
(b) Cinética da alteração da espessura (delta) na pele do dorso, medida com um paquímetro. (c) 
Imagens representativas de cortes de pele da orelha coradas com H&E adquiridas com objetiva 
de 20x. Barras de escala, 100 µm. O gráfico representa a média ± SEM de dados obtidos de 3 
experimentos independentes. A análise estatística foi realizada por ANOVA de duas vias com o 
teste de comparação múltipla de bonferroni em b. P<0,05 (*) foi considerado estatisticamente 
significante.   
  

 Para melhor caracterizar o perfil da resposta inflamatória após injeção 

intradermal de S100A9, utilizamos citometria de fluxo de alta dimensão, que nos 

permitiu compreender de maneira integrada e não enviesada o papel de S100A9 

na pele e linfonodos drenantes da pele. Quatro dias após injeções intradermais 

de S100A9 ou PBS, através de mapeamento de célula única, aplicando a 

redução de dimensionalidade usando UMAP (Projeção e aproximação de 

manifold uniforme) (Mcinnes et al. 2020), em conjunto com o agrupamento 
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FlowSOM (Van Gassen et al. 2015), identificamos dentro do compartimento 

CD45+ treze clusters de células na pele (Figura 16a-b) e nove clusters nos 

linfonodos drenantes da pele (Figura 16a-b), entre células mielóides e linfóides, 

que foram distinguidos pela expressão mediana dos marcadores representados 

no heatmap e UMAP com as sobreposições (Figura 16a-b). 

 
 
Figura 16. A injeção intradermal de S100A9 induz o aumento cutâneo de linfócitos T CD4, 
T CD8, linfócitos NK e monócitos. Disposição de populações de células imunes CD45+ de 
orelhas de camundongos WT após 4 dias de injeção intradermal de PBS ou S100A9 
(500ng/orelha), avaliado por citometria de fluxo de alta dimensão. (a) UMAP com agrupamento 
FlowSOM sobreposto e heatmap correspondente, demonstrando o nível de expressão do 
marcador relativo entre as populações de células identificadas. (b) Valores da mediana da 
expressão dos marcadores sobrepostos, apresentados no UMAP. (c) Números de células CD45+ 
avaliadas por citometria de fluxo de alta dimensão. O gráfico representa a média ± SEM de dados 
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obtidos de 2 experimentos independentes. A significância estatística foi avaliada pelo teste t de 
Student não pareado em c. P<0,05 (*) foi considerado estatisticamente significante.   

  

 Curiosamente, notamos o aumento no número total de linfócitos T CD4, 

T CD8 , linfócitos NK, monócitos Ly6Chigh e Ly6Clow na pele, quatro dias após 

injeções intradermais de S100A9, em comparação com os animais que 

receberam apenas injeção de PBS (Figura 16c). Também verificamos o 

aumento de ILCs e células dendríticas nos linfonodos drenantes da pele (Figura 

17). Em conjunto, nossos dados reforçam o papel inflamatório de S100A9 na 

inflamação de pele e demonstra que S100A9 per se é suficiente para induzir um 

processo inflamatório ativo, além do acúmulo de células inflamatórias na derme 

e aumento da espessura da epiderme, que tem semelhanças histopatológicas 

próximas da psoríase.  
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Figura 17. A injeção intradérmica de S100A9 induz o acúmulo de ILCs e células dendríticas 
nos linfonodos drenantes da pele. Disposição de populações de células imunes CD45+ dos 
linfonodos drenantes da pele de camundongos WT após 4 dias de injeção intradermal de PBS 
ou S100A9 (500ng/orelha), avaliado por citometria de fluxo de alta dimensão. (a) UMAP com 
agrupamento FlowSOM sobreposto e heatmap correspondente demonstrando o nível de 
expressão do marcador relativo entre as populações de células identificadas. (b) Valores de 
expressão mediana dos marcadores sobrepostos apresentados no UMAP. (c) Números de 
células CD45+ avaliadas por citometria de fluxo de alta dimensão. O gráfico representa a média 
± SEM de dados obtidos de 2 experimentos independentes. A significância estatística foi avaliada 
pelo teste t de Student não pareado em c. P<0,05 (*) foi considerado estatisticamente 
significante.  
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 Inicialmente, utilizamos a análise de algoritmo guiada para identificar o 

maior número de clusters possíveis na pele e linfonodos, de uma maneira 

integrada e desenviesada, porém, não foi possível separar algumas populações 

através desta estratégia, devido a limitação dos marcadores que foram utilizados 

no painel mostrado. Para superar isto, utilizamos a estratégia de gate manual 

que nos possibilitou identificar e quantificar o número absoluto de algumas 

populações, a exemplo dos linfócitos T γδ dos tipos 5 e 6 na pele, que não 

puderam ser segregados no UMAP, mas que foi possível segregar através de 

estratégia de gate manual (Figura 18a). Todas as contagens de número absoluto 

de pele e linfonodo mostradas ao longo dessa tese foram realizadas através de 

gate manual (Figura 18a-b).  

 

Figura 18. Estratégia de gate para as análises no UMAP e citometria de fluxo. (a) Estratégia 
de gate representativas para células CD45+ vivas na pele. (b) Estratégias de gate representativas 



Resultados  Silva de Melo, B.M. 
 

75 
 

para células CD45+ vivas nos linfonodos drenantes da pele. Todas as análises foram realizadas 
através do software Flowjo X.  
 
 

5.6. Queratinócitos são a principal fonte de S100A9 na psoríase  

 Levando em consideração os dados prévios do aumento da expressão 

de S100A9 na pele lesionada de pacientes com psoríase, utilizamos diferentes 

abordagens para investigar quais células seriam a principal fonte de S100A9 na 

psoríase humana. Através de análises de imunofluorescência, corroborando os 

dados anteriores, que demonstram que a expressão de S100A9 está confinada 

apenas na lesão cutânea, em comparação com a pele não lesionada do mesmo 

paciente com psoríase, observamos o aumento da expressão de S100A9 em 

células inflamatórias que infiltram a derme na pele lesionada de pacientes com 

psoríase, porém a expressão massiva de S100A9 é observada principalmente 

na epiderme, onde é co-expressa com queratina 14 (KRT14), um marcador 

clássico de ativação de queratinócitos (Figura 19a).  Seguindo esta linha, a 

análise de um conjunto de dados transcriptômicos de pele de pacientes com 

psoríase (NAIR et al., 2009) revelou uma correlação positiva entre a expressão 

de S100A9 e genes associados à ativação e proliferação de queratinócitos, como 

KRT17, KRT14 e LCN2 na pele lesionada, em comparação com pele não 

lesionada e pele saudável (Figura 19b). Para melhor identificar a fonte celular 

de S100A9 na psoríase, reanalisamos dados de sequenciamento de RNAm de 

células únicas (scRNA-seq) oriundos de pele lesionada de pacientes com 

psoríase vulgar (HUGHES et al., 2020), que nos permitiu identificar diferentes 

compartimentos celulares na pele lesionada de pacientes com psoríase (Figura 

19c). Suportando os dados descritos anteriormente, descobrimos que os 

queratinócitos de todas as camadas da pele (basal, espinhosa e granular) 

representam o tipo de célula que predominantemente expressa S100A9 na pele 
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lesionada de pacientes com psoríase (Figura 19d). Uma baixa frequência da 

expressão de S100A9 foi detectada em células mielóides, fibroblastos, células 

endoteliais linfáticas, linfócitos T, células endoteliais venulares, mastócitos, 

células musculares lisas vasculares (VSMCs) e melanócitos (Figura 19d).   

 

 

Figura 19. Queratinócitos são a principal fonte de S100A9 na pele lesionada de pacientes 
com psoríase. (a) Imagens de imunofluorescência com marcação para KRT17 (verde), S100A9 
(vermelho) e DAPI (azul) de pele lesionada e não lesionada de paciente com psoríase foram 
adquiridas com microscópio confocal multifoton LSM 800 (Carl Zeiss Microscopy) e analisadas 
utilizando o software Fiji do imageJ. Barra de escala, 100 µm. (b) Correlação entre S100A9 e 
KRT17, KRT14, e LCN2 em pele de indivíduos saudáveis e pele lesionada e não lesionada de 
pacientes com psoríase oriundas do banco de dados publico GSE13355. (c) Análise de 
scRNAseq representando diferentes compartimentos de células da pele lesionada de psoríase 
humana oriundas do bando de dado GSE150672. Gráfico UMAP apresentando todos os clusters 
identificados na pele lesionada de psoríase humana. (d) Expressão e quantificação de S100A9 
entre todos os clusters que foram identificados. O valor de P e o coeficiente de correlação (r) 
foram obtidos por meio do teste não paramétrico de correlação de postos de Spearman em b.  
 

 Assim como na pele humana, percebemos uma menor expressão de 

S100A9 em células que infiltram a derme, mas uma expressão predominante de 

S100A9 confinada à epiderme e co-expressa com KRT17 na pele de 

camundongos após aplicação tópica de IMQ (Figura 20a). Para avaliar a fonte 

de S100A9 responsável pelos efeitos pró-inflamatórios observados no modelo 
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psoriasiforme, decidimos produzir animais quiméricos entre camundongos WT e 

S100a9-/-. Transferimos células da medula óssea isoladas de camundongos WT 

ou S100a9-/- para camundongos WT ou S100a9-/- irradiados letalmente, e 

induzimos inflamação psoriasiforme nos camundongos quiméricos 8 semanas 

após o transplante de medula (Figura 20b). Camundongos quiméricos S100a9-

/- recipientes apresentaram uma redução da resposta inflamatória psoriasiforme, 

independente dos genótipos das células da medula óssea do doador (Figura 

20c). Em conjunto, nossos dados demonstram que os queratinócitos são a fonte 

predominante de S100A9 na pele de pacientes com psoríase e na pele murina 

em modelo psoriasiforme induzido por IMQ, e que S100A9 derivado de células 

não hematopoiéticas agrava a inflamação de pele neste modelo de psoríase 

experimental.  

 
 
Figura 20. S100A9 derivado de células não hematopoiéticas agrava a inflamação cutânea 
em modelo psoriasiforme. Camundongos WT receberam tratamento com IMQ durante 6 dias 
consecutivos. Camundongos não tratados foram utilizados como controle. (a) Imagens de 
imunofluorescência com marcação para KRT17 (verde), S100A9 (vermelho) e DAPI (azul) foram 
adquiridas com microscópio confocal multifoton LSM 800 (Carl Zeiss Microscopy) e analisadas 
utilizando o software Fiji do imageJ, na pele de camundongos após aplicação tópica de IMQ.  
Barra de escala, 50 µm. (b) Detalhamento esquemático da geração de camundongos quiméricos. 
Camundongos WT ou S100a9-/- de 10 semanas foram irradiados e em seguida reconstituídos 
com medula óssea oriundas de camundongos WT ou S100a9-/-. Após 2 meses, esses 
camundongos foram submetidos ao protocolo de psoriasiforme induzido por IMQ. (c) Imagens 
representativas de cortes histológicos de pele de camundongos quiméricos após aplicação tópica 
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de IMQ da orelha, corados com H&E e adquiridos com a objetiva de 20x. Barras de escala, 100 
µm.  

 

 Para avaliar a eficiência do transplante de células dos animais quiméricos 

produzidos, realizamos a transferência de células da medula óssea de 

camundongos GFP totais para camundongos WT previamente irradiados sob as 

mesmas condições mencionadas anteriormente. O repovoamento das células foi 

avaliado em diferentes órgãos por citometria de fluxo (Figura 21a). Dois meses 

após o transplante, as células GFP repopulam diferentes compartimentos dos 

camundongos WT transplantados, entre eles a medula óssea (MO), baço e 

sangue (Figura 21b), demonstrando que a geração dos animais quiméricos foi 

eficiente. A estratégia de gate para avaliar as células GFP transplantadas nos 

diferentes órgãos de animais é mostrada (Figura 21c).  

 

Figura 21. Células GFP transplantadas repopulam diferentes compartimentos em 
camundongos WT irradiados. (a) Detalhamento esquemático da reconstituição de células da 
medula óssea GFP nos camundongos WT irradiados. (b) Análise da frequência de células GFP 
na medula óssea, baço e sangue periférico, dois meses após o transplante em animais WT 
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irradiados, analisados por citometria de fluxo. (c) Estratégia de gate para avaliar as células GFP 
nos camundongos WT irradiados/transplantados. 

 

5.7. S100A9 induz a cronificação da inflamação psoriasiforme através do 

aumento cutâneo da imunidade do tipo 3 

Logo em seguida, procuramos identificar o(s) mecanismo(s) 

responsável(is) pelos efeitos pró-inflamatórios de S100A9 no modelo 

psoriasiforme induzido por IMQ. Para isto, primeiramente analisamos a 

expressão de citocinas centrais para o desenvolvimento e manutenção da 

psoríase no modelo, como IL-17A e IL-22 (GRIFFITHS et al., 2021a), na 

ausência ou bloqueio farmacológico de S100A9. Interessantemente, notamos 

que a ausência genética ou bloqueio farmacológico de S100A9 limita a 

expressão de Il17a e Il22 na pele, em comparação com o grupo WT após 

aplicação tópica de IMQ (Figura 22a). Estes dados nos levaram a investigar 

quais populações produtoras de IL-17A e IL-22 poderiam estar sendo afetadas 

por S100A9. Para ter uma visão panorâmica da resposta inflamatória da pele, 

utilizamos citometria de fluxo espectral de alto parâmetro, e assim analisamos 

as principais alterações na resposta imune celular cutânea no modelo 

psoriasiforme induzido por IMQ após o bloqueio farmacológico de S100A9. A 

análise guiada por algoritmo identificou doze clusters de células na pele (Figura 

22b-c) dentro do compartimento hematopoiético, entre células linfóides e 

mielóides, que foram distinguidas pela expressão mediana dos respectivos 

marcadores representados no heatmap e no UMAP com as sobreposições 

(Figura 22b-c). Em concordância à redução da inflamação psoriasiforme em 

camundongos tratados farmacologicamente com PAQ, detectamos uma redução 

substancial no número total de monócitos Ly6Chigh e mastócitos na pele (Figura 

22d). Além disso, notavelmente, podemos observar que entre todo o 
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compartimento linfóide produtor de IL-17A e IL-22, os linfócitos T Vγ4 são a única 

população afetada, com redução significante do número total, após bloqueio 

farmacológico com PAQ (Figura 22d) .  

 

Figura 22. S100A9 sustenta o acúmulo de linfócitos T Vγ4, monócitos e mastócitos na pele 
em modelo psoriasiforme. (a-d) Camundongos WT, S100a9-/- e WT-PAQ receberam 
tratamento tópico com IMQ antes das análises. Camundongos não tratados com IMQ foram 
utilizados como controles. (a) Níveis de expressão relativa de RNAm de Il22 e Il17a, 
normalizados pelo Gapdh, nos lisados de pele inteira de camundongos WT, S100a9-/- e WT-PAQ 
avaliado por qPCR. (b) Disposição de populações de células imunes CD45+ na orelha de 
camundongos WT e WT-PAQ 5 dias após aplicação tópica de IMQ, analisado por citometria de 
fluxo de alta dimensão. UMAP com agrupamento FlowSOM sobreposto e heatmap 
correspondente demonstrando o nível de expressão do marcador relativo entre as populações 
de células identificadas. (c) Valores da mediana da expressão dos marcadores sobrepostos, 
apresentados no UMAP. (d) Números de células CD45+ avaliadas por citometria de fluxo. Os 
gráficos representam a média ± SEM de dados obtidos de 2 experimentos independentes. A 
análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via com o teste de comparação múltipla de 
bonferroni em a e d. P<0,05 (*) foi considerado estatisticamente significante. 
 

Além da resposta inflamatória cutânea, buscamos compreender de que 

forma S100A9 poderia modular a resposta inflamatória nos linfonodos drenantes 
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da pele após aplicação tópica de IMQ na pele. Através de análise guiada por 

algoritmo, identificamos oito clusters de células nos linfonodos drenantes da pele 

dentro do compartimento hematopoiético (Figura 23a), entre células linfóides e 

mielóides, que foram distinguidos pela expressão mediana dos respectivos 

marcadores representados no heatmap e no UMAP com as sobreposições 

(Figura 23a-b). Suportando os dados descritos anteriormente, observamos que 

o tratamento farmacológico com PAQ reduziu o número total de linfócitos T Vγ4, 

em comparação com os camundongos WT que receberam IMQ (Figura 22c).   

 

Figura 23. S100A9 induz o acúmulo de linfócitos T Vγ4 nos linfonodos drenantes da pele 
em modelo psoriasiforme. (a-c) Camundongos WT e WT-PAQ receberam tratamento tópico 
com IMQ antes das análises. Camundongos não tratados com IMQ foram utilizados como 
controles. (a) Disposição de populações de células imunes CD45+ nos linfonodos drenantes da 
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pele de camundongos WT e WT-PAQ 5 dias após aplicação tópica de IMQ, analisado por 
citometria de fluxo de alta dimensão. UMAP com agrupamento FlowSOM sobreposto e heatmap 
correspondente demonstrando o nível de expressão do marcador relativo entre as populações 
de células identificadas. (b) Valores da mediana da expressão dos marcadores sobrepostos, 
apresentados no UMAP. (c) Números de células CD45+ avaliadas por citometria de fluxo de alta 
dimensão. Os gráficos representam a média ± SEM de dados obtidos de 2 experimentos 
independentes. A análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via com o teste de 
comparação múltipla de bonferroni em c. P<0,05 (*) foi considerado estatisticamente significante. 
 

Já é bem descrito que os linfócitos T γδ são células centrais na 

patogênese da psoríase, tanto em humanos (CAI et al., 2011a; SUTTON et al., 

2009), quanto no modelo psoriasiforme induzido por IMQ (CAI et al., 2011b). 

Camundongos TCRγδ-/- são protegidos em modelo psoriasiorme induzido por 

IMQ (CAI et al., 2011b). Os linfócitos T γδ podem ser subdivididos em três 

subtipos na pele, os linfócitos T Vγ4, 5 ou 6 (PANTELYUSHIN et al., 2012; XU 

et al., 2021), sendo os linfócitos T Vγ4 conhecidos como a fonte primária de IL-

17A na inflamação psoriasiforme (CAI et al., 2011b). Baseado nos nossos dados, 

demonstrando que S100A9 induz o acúmulo de linfócitos T Vγ4 na pele e nos 

linfonodos drenantes da pele, decidimos investigar se além do número absoluto, 

estas células poderiam ter sua função afetada por S100A9. Interessantemente, 

podemos perceber que a ausência genética ou bloqueio farmacológico de 

S100A9 limita em frequência e número absoluto de linfócitos T γδ produtores de 

IL-17a, nos linfonodos drenantes da pele, em comparação com o camundongos 

WT, após protocolo psoriasiforme induzido por IMQ (Figura 24a-b). A estratégia 

de gate também é mostrada (Figura 24c). Desta maneira, nossos dados até 

agora revelam algo completamente inesperado, demonstrando um papel de 

S100A9 em um compartimento celular crítico no desenvolvimento e manutenção 

da inflamação psoriasiforme, os linfócitos T γδ.  
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Figura 24. S100A9 sustenta a produção de IL-17a em linfócitos T γδ nos linfonodos 
drenantes da pele em modelo psoriasiforme induzido por IMQ.  (a-c) Camundongos WT, 
S100a9-/- e WT-PAQ receberam tratamento tópico com IMQ durante 6 dias, antes das análises. 
Camundongos não tratados com IMQ foram utilizados como controles. (a) Análise da frequência 
de linfócitos T γδ produtores de IL-17a nos linfonodos drenantes da pele, avaliado por citometria 
de fluxo, também representado no gráfico de barra. (b) Número total de linfócitos T γδ produtores 
de IL-17a nos linfonodos drenantes da pele. Os gráficos representam a média ± SEM de dados 
obtidos de 3 experimentos independentes. A análise estatística foi realizada por ANOVA de uma 
via com teste de comparação múltipla de bonferroni em a e b. P<0,05 (*) foi considerado 
estatisticamente significante. 
 
 

5.8. S100A9 induz produção de IL-23, ativação e reprogramação metabólica 

de células dendríticas via TLR4 in vitro  

 Já é bem descrito que a ativação e produção de IL-17A por linfócitos T 

γδ pode se dar independente da ativação do TCR, dependente de IL-23, por 

exemplo (CAI et al., 2011b; PANTELYUSHIN et al., 2012). As células dendríticas 

são a fonte primária de IL-23, e desempenham um papel central no modelo 

psoriasiforme induzido por IMQ e na psoríase em humanos (VAN DER FITS et 

al., 2009a). Neste sentido, nos perguntamos se S100A9 poderia ter um papel 

direto nestas células. Assim, geramos células dendríticas derivadas da medula 

óssea (BMDCs) de camundongos WT e as estimulamos com S100A9, S100A8, 

que forma um heterodímero com S100A9 (VOGL et al., 2018) ou LPS, usado 

como controle positivo do experimento (Figura 25a). Notadamente, observamos 

que o estímulo com S100A9 ou LPS induziu o aumento da expressão gênica de 
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Il23a e Il12b, subunidade p40 compartilhada pela IL-23 e IL-12, em comparação 

com as células sem estímulo (Figura 25b). Além disso, S100A9, S1008 e LPS 

induziram uma produção robusta de IL-23 no sobrenadante de BMDCs (Figura 

25c). Através de uma análise multiparamétrica, avaliamos o perfil fenotípico de 

diferentes populações geradas em cultura com GM-CSF (Figura 25d). As células 

produzidas em cultura apresentam perfis e marcadores de superfície diferentes, 

conforme representado através da estratégia de gate (Figura 25d), também já 

descritos previamente (XU et al., 2021). Através desta análise, foi possível 

avaliar o papel de S100A9 diretamente na subpopulação com um perfil fenotípico 

mais próximo de células dendríticas. Embasando os dados prévios, S100A9 foi 

capaz de induzir a expressão diferencial de distintos marcadores em BMDCs, 

com aumento da expressão de CD80  e CD40, moléculas clássicas de ativação, 

além do aumento de CD103, CD11c e CD301b, representados no “radar plot” e 

quantificados pela mediana de expressão (Figura 25e-f). Deste modo, indo ao 

encontro de nossa hipótese inicial, nossos dados demonstram que S100A9 tem 

um efeito direto em células dendríticas, induzindo maior expressão e produção 

de IL-23, e maior ativação destas células, avaliada por diferentes marcadores.  
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Figura 25. S100A9 induz a expressão de IL-23 e ativação de células dendríticas in vitro. 
Células da medula óssea foram coletadas e estimuladas em cultura com GM-CSF (20ng/ml) 
durante 7 dias. (a) Ilustração esquemática da cultura de BMDCs in vitro e as análises que foram 
realizadas. (b) Níveis de expressão relativa de RNAm de Il12b e Il23a, normalizados por Actb, 
em BMDCs, oriundas de camundongos WT, 6 horas após estímulo com LPS (100ng/ml) ou 
S100A9 (1ug/ml), avaliado por qPCR. (c) Produção de IL-23 por BMDCs 24 horas após estímulo 
com S100A8 (1ug/ml), S100A9 (1ug/ml) ou LPS (100ng/ml), avaliado por ELISA. (d) Estratégia 
de gate representativas para as BMDCs in vitro. (e) O gráfico de radar representa a mediana da 
expressão dos marcadores de superfície das BMDCs 24 horas após estímulo com S100A9 
(1µg/ml), comparado ao meio, avaliado por citometria de fluxo de alta dimensão. (e) 
Quantificação da intensidade mediana de fluorescência dos marcadores utilizados em BMDCs 
após estímulo com S100A9 (1ug/ml). Os gráficos representam a média ± SEM de dados obtidos 
de 2-3 experimentos independentes. A análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via 
com o teste de comparação múltipla de bonferroni em b e c, e teste t de Student não pareado 
em f. P<0,05 (*) foi considerado estatisticamente significante. 
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O uso de proteínas recombinantes requer um cuidado quanto a pureza, 

para garantir que o efeito avaliado é da proteína em si e não por conta de algum 

contaminante durante o seu processo de produção, haja vista que muitas dessas 

proteínas são produzidas em bactérias. Desta forma, decidimos excluir qualquer 

viés de contaminação e avaliar se o efeito observado em células dendríticas seria 

de fato dependente de S100A9. Para isto, utilizamos uma proteína que neutraliza 

S100A9, a MEG-14, que é expressa no esôfago do Schistosoma mansoni, e já 

foi descrita como um possível mecanismo de escape do parasita aos efeitos 

inflamatórios de S100A9 (ORCIA et al., 2017). Após protocolo de diferenciação 

de BMDCs, estas células foram estimuladas com S100A9, na presença de MEG-

14 ou não (Figura 26a). Podemos observar que apesar de apresentar um efeito 

imunogênico e induzir a produção de citocinas em BMDCs, a MEG-14 freia a 

produção de IL-23 e TNF-α na presença de S100A9 em BMDCs, demonstrando 

assim que os eventos observados até agora são do efeito biológico de S100A9.  

 

Figura 26. MEG-14 neutraliza o efeito de S100A9 em células dendríticas in vitro. Células 
derivadas da medula óssea de camundongos WT foram diferenciadas em BMDCs na presença 
de GM-CSF durante 7 dias (20ng/ml), e posteriormente estimuladas com S100A9 (1ug/ml) e/ou 
MEG-14 (200ug/ml). (a) Ilustração esquemática da cultura de BMDCs in vitro e as análises que 
foram realizadas. (b) Produção de IL-23 e TNF-α por BMDCs 24 horas após estímulo com 
S100A9 e/ou MEG (200ug/ml), avaliado por ELISA. Os gráficos representam a média ± SEM de 
dados obtidos de 2 experimentos independentes. A análise estatística foi realizada por ANOVA 
de uma via com o teste de comparação múltipla de bonferroni em b. P<0,05 (*) foi considerado 
estatisticamente significante. 
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Já é bem descrito que em condições de ativação, células podem 

reprogramar seu metabolismo, e utilizar mais a glicólise aeróbica, evento que 

ficou conhecido como efeito Warburg  (KOPPENOL; BOUNDS; DANG, 2011; 

PALSSON-MCDERMOTT; O’NEILL, 2013). Trabalhos já publicados 

demonstraram que células tumorais ou células do sistema imune reprogramam 

seu metabolismo quando ativadas, o que resulta no aumento da expressão de 

genes glicolíticos, bem como no aumento do consumo de glicose (KOPPENOL; 

BOUNDS; DANG, 2011; PALSSON-MCDERMOTT; O’NEILL, 2013). Nesta 

direção, em dados prévios do nosso grupo, observamos que o bloqueio da 

captação de glicose, in vivo, reduz a inflamação psoriasiforme induzida por IMQ 

(dados não mostrados). Através de análises in sílico, notamos uma correlação 

positiva entre S100A9 e genes pró-glicolíticos como HIF1A, LDHA e SLCA1 na 

pele lesionada de pacientes com psoríase (dados não mostrados). Levando em 

consideração os efeitos pró-inflamatórios de S100A9, in vivo e in vitro, e sua 

correlação positiva com genes pró-glicólise, decidimos investigar quais seriam 

as repercussões metabólicas desta molécula em células dendríticas. Utilizamos 

diferentes estratégias para avaliar o perfil metabólico de células dendríticas na 

presença de S100A9 (Figura 27a). S100A9 induziu maior produção de lactato 

em BMDCs, comparado com o meio. O LPS foi utilizado como controle do 

experimento (Figura 27b). Além disso, através do seahorse, conseguimos 

avaliar a cinética da Taxa de Acidificação Extracelular (ECAR) e Taxa de 

Consumo de oxigênio (OCR), para avaliar a Glicólise e Fosforilação Oxidativa 

em células dendríticas. Inicialmente, podemos observar que existe uma taxa 

basal de acidificação do meio, que aumenta substancialmente na presença de 

glicose (Figura 27c). No entanto, este aumento foi considerável e mais 
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significante, quando essas células foram previamente estimuladas com S100A9 

na maior concentração (Figura 27c). Na presença de rotenona e antimicina a, 

que são inibidores da cadeia respiratória, há um aumento ainda maior da ECAR, 

mas sem diferença entre os grupos previamente estimulados. Essa ECAR cai a 

níveis basais, em todos os grupos, quando o fluxo glicolítico é interrompido após 

adição do análogo da glicose, o 2-DG (Figura 27c). 

 

Figura 27. S100A9 induz aumento da glicólise aeróbica em células dendríticas in vitro. 
Células derivadas da medula óssea de camundongos WT foram diferenciadas em BMDCs na 
presença de GM-CSF (20 ng/ml) durante 7 dias, e posteriormente estimuladas com S100A9 ou 
LPS. (a) Ilustração esquemática da cultura de BMDCs in vitro e as análises que foram realizadas. 
(b) Produção de lactato em BMDCs após 24 horas de estímulo com S100A9 (1ug/ml) ou LPS 
(100ng/ml). (c) Após 6 horas de estímulo com S100A9 (0,1 ou 1ug/ml), essas células foram 
colocadas em meio sem glicose e a ECAR foi avaliada por 80 minutos, na presença de glicose, 
roteno/antimicina a ou 2-DG, através do seahorse, A análise estatística foi realizada por ANOVA 
de uma via com o teste de comparação múltipla de bonferroni em b e c. P<0,05 (*) foi considerado 
estatisticamente significante. 
 

No mesmo ensaio, também foi possível avaliar a taxa de consumo de 

oxigênio dessas células. Conforme podemos constatar na figura 28, a taxa basal 

de consumo de oxigênio das células previamente estimuladas com S100A9 na 

maior concentração está significantemente mais baixa em relação a todos os 

outros grupos (Figura 28a). Este mesmo fenótipo se mantém quando a glicose 

é adicionada, até o momento em que a rotenona/antimicina a são adicionados, 

onde há uma redução e equiparação do consumo de oxigênio entre todos os 

grupos. Os níveis da OCR continuam equiparados entre todos os grupos e 
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chegam a níveis mais baixos quando o fluxo glicolítico é interrompido, após 

adição do análogo da glicose, o 2-DG (Figura 28a). Tanto a produção de lactato 

(Figura 27b), quanto aumento da ECAR (Figura 27c) e Redução do consumo 

de oxigênio, indicador de redução da fosforilação oxidativa (Figura 28a), na 

presença de S100A9, indicam uma reprogramação metabólica de BMDCs, com 

aumento da glicólise aeróbica e redução da fosforilação oxidativa. Para 

investigar se a redução da taxa de consumo de oxigênio na presença de S100A9 

estaria relacionada com alguma perda de função da mitocôndria, inicialmente 

utilizamos duas sondas de forma combinada, uma que avaliou massa 

mitocondrial total (MitoTracker green) e outra que avaliou potencial de 

membrana (MitotrackerRed) em células dendríticas. A população 

MitoTrackerGreen+ MitoTrackerRed-, onde foi feita a gate (Figura 28b), denota 

uma população mitocondrial que perdeu potencial de membrana, ou apresenta 

mitocôndria disfuncional (Figura 28b). Sendo assim, S100A9 induz redução do 

consumo de oxigênio e disfunção mitocondrial em células dendríticas, in vitro.   

 
Figura 28. S100A9 induz redução do consumo de oxigênio e disfunção mitocondrial em 
células dendríticas in vitro. Células derivadas da medula óssea de camundongos WT foram 
diferenciadas em BMDCs na presença de GM-CSF (20 ng/ml) durante 7 dias, e posteriormente 
estimuladas com S100A9 ou LPS. (a) Após 6 horas de estímulo com S100A9 (0,1 ou 1ug/ml), 
essas células foram colocadas em meio sem glicose e a OCR foi avaliada por 80 minutos, na 
presença de glicose, roteno/antimicina a ou 2-DG, através do seahorse. (b) Após 24 horas de 
estímulo na presença de S100A9 (1ug/ml), essas células foram coletadas e marcadas com 
diferentes sondas, “mitotracker green” e “mitotracker red”, e analisadas por citometria de fluxo. A 
análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via com o teste de comparação múltipla de 
bonferroni em a e b. P<0,05 (*) foi considerado estatisticamente significante. 
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Alguns trabalhos têm demonstrado que S100A9 atua como uma 

alarmina/DAMP através de TLR4 (KOVAČIĆ et al., 2018; SILVA et al., 2020). 

Para investigar os possíveis mecanismos pelo qual S100A9 induz a ativação e 

reprogramação metabólica em células dendríticas, diferenciamos BMDCs de 

camundongos WT e Tlr4-/- e comparamos alguns parâmetros na presença de 

S100A9 ou LPS (Figura 29a). No primeiro momento testamos três 

concentrações diferentes de S100A9, e podemos observar que todas as 

concentrações utilizadas induziram a produção de IL-23 em BMDCs (Figura 

29b). Desta maneira, escolhemos a concentração de S100A9 que induziu a 

maior produção de IL-23 em células dendríticas de camundongos WT, para 

assim comparar com BMDCs oriundas de camundongos Tlr4-/-. Curiosamente, 

observamos que a produção de IL-23 por BMDCs foi totalmente dependente de 

TLR4 (Figura 29c). O LPS, um clássico agonista de TLR4 foi utilizado como 

controle do experimento. Além disso, por citometria de fluxo, avaliamos a 

intensidade mediana de fluorescência de CD86, um marcador de ativação de 

células dendríticas, e podemos observar que assim como a produção de IL-23, 

a expressão de CD86 é totalmente dependente de TLR4 (Figura 29d-e). Desta 

forma, podemos concluir que S100A9 induz produção de IL-23 e ativação de 

BMDCs via TLR4 (Figura 29f).  
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Figura 29. S100A9 induz ativação de células dendríticas via TLR4 in vitro. Células da medula 
óssea de camundongos WT ou Tlr4-/- foram diferenciadas na presença de GM-CSF (20ng/ml) 
durante 7 dias. (a) Ilustração esquemática da cultura de BMDCs in vitro e as análises que foram 
realizadas. (b) Produção de IL-23 por BMDCs WT 24 horas após estímulo com S100A9 (0,1, 1 e 
10ug/ml). (d) Produção de IL-23 por BMDCs WT ou Tlr4-/- 24 horas após estímulo com S100A9 
(1ug/ml) ou LPS (100ng/ml). (d-e) Histograma representativo e  quantificação da intensidade 
mediana de fluorescência de CD86 em BMDCs WT ou Tlr4-/- após estímulo com S100A9 
(1ug/ml). (f) Representação esquemática do efeito de S100A9 em induzir produção de IL-23, 
ativar e reprogramar o metabolismo de BMDCs via TLR4. A análise estatística foi realizada por 
ANOVA de uma via com o teste de comparação múltipla de bonferroni em b, c e e. P<0,05 (*) foi 
considerado estatisticamente significante. 

 

5.9. S100A9 induz inflamação psoriasiforme dependente de IL-23 

Para investigar se os efeitos de S100A9 dependem de IL-23 na inflamação 

psoriasiforme, in vivo, utilizamos diferentes estratégias (Figura 30a e d). 

Inicialmente avaliamos o curso de expressão de Il23a durante todos os dias no 

modelo psoriasiforme induzido por IMQ. A expressão de RNAm de Il23a atinge 

o pico dois dias após aplicação tópica de IMQ (Figura 30b). Desta maneira, 

utilizamos camundongos S100a9-/- e WT-PAQ para avaliar a expressão de Il23a 

na pele (Figura 30a). De acordo com nossa hipótese e os dados previamente 
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descritos, a ausência genética ou bloqueio farmacológico de S100A9 prejudica 

a expressão de Il23a na pele, comparado aos camundongos WT, dois dias após 

aplicação tópica de IMQ (Figura 30c). Para avaliar o efeito de S100A9 

dependente de IL-23 em outro modelo psoriasiforme, injetamos S100A9 

intradermal nas orelhas de camundongos WT ou Il23a-/- e podemos observar que 

a inflamação psoriasiforme mediada por S100A9 é atenuada em camundongos 

Il23a-/-, avaliada diariamente pela espessura da pele e por parâmetros 

histológicos, como espessura da derme e epiderme (Figura 30e-f). Além disso, 

encontramos uma correlação positiva entre a expressão gênica de S100A9 e 

IL23A na pele lesionada de pacientes com psoríase, oriunda de um banco de 

dados público GSE133555 (Figura 30g-h). Sendo assim, nossos resultados 

demonstram que S100A9 induz produção de IL-23, ativação e reprogramação 

metabólica de células dendríticas via TLR4, in vitro, além de induzir inflamação 

psoriasiforme de forma dependente de IL-23. Estes dados revelam um papel até 

agora não descrito de S100A9, sustentando a inflamação psoriasiforme através 

do aumento da imunidade do tipo 3 dependente de IL-23.  



Resultados  Silva de Melo, B.M. 
 

93 
 

 
 
Figura 30. A inflamação psoriasiforme induzida por S100A9 depende de IL-23. (a) 
Camundongos WT, S100a9-/- e WT-PAQ receberam tratamento tópico com IMQ antes das 
análises. Camundongos não tratados com IMQ foram utilizados como controles. (b) Níveis de 
expressão relativa de RNAm de Il23a normalizado pelo Gapdh, nos lisados de pele inteira de 
camundongos WT, avaliado por qPCR. (c) Níveis de expressão relativa de RNAm de Il23a 
normalizado pelo Gapdh, nos lisados de pele inteira de camundongos WT, S100a9-/- e WT-PAQ, 
avaliado por qPCR. (d) Injeção de S100A9 (500 ng/orelha) intradermal na orelha (10-15 ul) de 
camundongos WT ou Il23a-/- por 3 dias. (e) Cinética da alteração da espessura (delta) da pele 
do dorso, medida com um paquímetro. (f) Imagens representativas de cortes de pele da orelha 
coradas com H&E, adquiridas com objetiva de 20x. Barras de escala, 100 µm. (g) Ilustração 
esquemática da análise de correlação oriunda do banco de dados GSE13355. (h) Correlação 
entre S100A9 e IL23A na pele de indivíduos saudáveis e pele lesionada e não lesionada de 
pacientes com psoríase oriundas do banco de dados GSE13355. Os gráficos representam a 
média ± SEM de dados obtidos de 2-3 experimentos independentes. A análise estatística foi 
realizada por ANOVA de uma via com o teste de comparação múltipla de bonferroni em b e c, e 
ANOVA de duas vias com o teste de comparação múltipla e pós-teste de Bonferroni em e. O 
valor de P e o coeficiente de correlação (r) foram obtidos por meio do teste não paramétrico de 
correlação de postos de Spearman em h. P<0,05 (*) foi considerado estatisticamente significante.  
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5.10 O eixo cutâneo IL-23/IL-17 induz a expressão de S100A9 na psoríase  

 Nossos dados anteriores revelaram que os queratinócitos são a fonte 

primária de S100A9 na psoríase e no modelo psoriasiforme induzido por IMQ. 

No entanto, permanece desconhecido como a expressão de S100A9 é induzida. 

A IL-17a é um mediador crucial para a hiperativação e proliferação de 

queratinócitos na psoríase (MARTIN et al., 2013). Desta forma, fomos avaliar se 

IL-17a poderia induzir diretamente a expressão de S100A9. Para tanto, 

estimulamos uma linhagem celular de queratinócitos humanos imortalizados 

(HaCaT) com IL-17a (Figura 31a). De fato, podemos observar que IL-17a induziu 

o aumento da expressão gênica e proteica de S100A9 em células HaCaT 

(Figura 31b-c). KRT14 e KRT17 foram utilizados como controle para avaliar a 

ativação dos queratinócitos (Figura 31b-c).   

 
Figura 31. IL-17A induz expressão de S100A9 em queratinócitos humanos imortalizados. 
(a) Queratinócitos imortalizados de linhagem humana (HACAT) foram estimulados por 24 horas 
com IL-17a. (b) A expressão gênica de KRT14 e S100A9 avaliada por qPCR, normalizados por 
ACTB. (c) Células HaCaT foram estimuladas por 24 horas com IL-17a e avaliada a expressão 
de DAPI (Azul), KRT17 (verde) e S100A9 (vermelho) por microscopia confocal. Escala 100 µm. 
Os gráficos representam a média ± SEM de dados obtidos de 2 experimentos independentes. A 
significância estatística foi avaliada pelo teste t de Student não pareado em b. P<0,05 (*) foi 
considerado estatisticamente significante.  

 
Para avaliar o efeito da IL-17a em induzir a expressão de S100A9, in vivo, 

utilizamos um modelo de camundongo transgênico, onde os queratinócitos 

passam a produzir IL-17a através do cruzamento de camundongos K14Cre com 

camundongos Il17aInd/+, gerando assim camundongos K14-Il17aInd/+ (Figura 32a) 

(CROXFORD et al., 2014). Oito semanas após o nascimento, estes 
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camundongos desenvolvem uma inflamação sistêmica, com perda abrupta de 

peso (Figura 32b-c) e um processo inflamatório aberrante na pele, com aumento 

da espessura do dorso e da orelha  (Figura 32c-d). Indo ao encontro dos dados 

in vitro, a expressão específico-cutânea de IL-17a induz o aumento da expressão 

de S100A9 na pele em modelo psoriasiforme espontâneo (Figura 31d).  

 
Figura 32. A produção cutânea de IL-17a induz a expressão de S100A9 em modelo 
psoriasiforme. (a) Ilustração esquemática para a geração de camundongos K14Cre/IL17ind/+. (b) 
Foto macroscópica de camundongos IL17aind/+ e K14Cre/IL17aind/+ de oito semanas de idade. (c) 
Peso corporal e espessura da pele da orelha e do dorso de camundongos IL17ind/+ e 
K14Cre/IL17ind/+ oito semanas após o nascimento. (d) Imagens de microscopia confocal para 
S100A9 e DAPI, representativas do dorso de camundongos IL17ind/+ e K14Cre/IL17ind/+ oito 
semanas após o nascimento. Barras de escala. Os gráficos representam a média ± SEM de 
dados obtidos de 2 experimentos independentes. A significância estatística foi avaliada pelo teste 
t de Student não pareado em b. P<0,05 (*) foi considerado estatisticamente significante.  
 

Seguindo a mesma linha, a ablação genética dessa via revoga 

completamente a expressão gênica e proteica de S100A9 em comparação com 

camundongos WT (Figura 33a-b). Para transpor nossos dados em 

camundongos para humanos, reanalisamos um conjunto de dados 

transcriptômicos disponíveis publicamente (GSE53552) de pele lesionada de 

pacientes com psoríase vulgar, antes e após o tratamento farmacológico com o 

anticorpo monoclonal anti-IL17RA (brodalumabe) (SALINGER et al., 2014). Seis 

semanas após o tratamento, a expressão de S100A9 foi completamente abolida 

na pele destes pacientes (Figura 33c). Neste mesmo estudo, o placebo foi 

utilizado por uma parte dos pacientes com psoríase e não reduziu a expressão 

de S100A9 na pele destes pacientes (Figura 33c).   
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Figura 33. O eixo IL-23/IL-17 induz a expressão de S100A9 na psoríase. Camundongos WT, 
Il17ra-/- e Il23a-/- foram tratados topicamente com IMQ por 6 dias antes das análises. 
Camundongos WT não tratados foram utilizados como controles. (a) Níveis de expressão relativa 
de RNAm de S100a9, normalizado pelo Gapdh, nos lisados de pele inteira de camundongos WT, 
Il17ra-/- e Il23a-/-, avaliado por qPCR. (b) Western blot da expressão de S100A9 nos lisados de 
pele inteira de camundongos WT, Il17ra-/- e Il23a-/-, após 6 dias de aplicação tópica de IMQ. (c) 
Expressão de S100A9 na pele de pacientes com psoríase, antes e após tratamento com 
brodalumabe, oriundas do banco de dados GSE53552. (d) Análise do perfil transcricional da pele 
lesionada com ou sem tratamento com ustequinumabe (UTK) na psoríase humana, oriunda do 
banco de dados GSE117239, representada pelo UMAP identificado com os diferentes grupos. 
(e) Expressão gênica de S100A9 na pele não lesionada e na pele lesionada com ou sem 
tratamento com UTK na psoríase humana, oriunda do banco de dados GSE117239. (f) 
Correlação entre a expressão de S100A9 e o PASI na pele antes e depois uma ou doze semanas 
de tratamento com UTK na psoríase humana, oriunda do banco de dados GSE117239. Os 
gráficos representam a média ± SEM de dados obtidos de 2 experimentos independentes. A 
análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via com o teste de comparação múltipla de 
bonferroni em a e e, teste t de Student não pareado em c. O valor de p e o coeficiente de 
correlação (r) foram obtidos por meio do teste não paramétrico de correlação de postos de 
Spearman em f. P<0,05 (*) foi considerado estatisticamente significante.  
 
 

Uma vez que o eixo de IL-17a é induzido de forma dependente de IL-23 

em modelo psoriasiforme e na psoríase humana (CAI et al., 2011a; 

PANTELYUSHIN et al., 2012; VAN DER FITS et al., 2009a), nos questionamos 
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se IL-23 também estaria regulando a expressão de S100A9 na pele. 

Interessantemente, a ausência genética de Il23a−/− impede a expressão cutânea 

de S100A9 em níveis gênicos e proteicos após aplicação tópica de IMQ (Figura 

33a-b). Para avaliar o papel da IL-23 na indução da expressão de S100A9 em 

humanos, reavaliamos um conjunto de dados transcritptômicos disponível 

publicamente (GSE117239) de pele lesionada de pacientes com psoríase vulgar 

antes e após o tratamento farmacológico com o anticorpo monoclonal anti-p40, 

o ustequinumabe (UTK), que tem como alvo a IL-12 e IL-23 (BRODMERKEL et 

al., 2019). Este estudo realizou uma análise retrospectiva dos pacientes, e desta 

forma conseguimos segregar as diferentes condições no UMAP de acordo com 

o perfil de expressão diferencial da pele destes pacientes, levando em 

consideração o tratamento e tempo deste. Curiosamente, constatamos que a 

pele não lesionada está clusterizada espacialmente separada da pele lesionada, 

conforme esperado (Figura 33d). Ainda, observamos que essa clusterização 

entre pele lesionada e não lesionada com os outros grupos varia de acordo com 

o tempo de tratamento com o UTK (Figura 33d). Enquanto a pele lesionada está 

mais próxima transcricionalmente da pele lesionada após uma semana de 

tratamento com UTK, a pele não lesionada tem um perfil transcricional mais 

próximo da pele de pacientes respondedores ao UTK, após doze semanas de 

tratamento (Figura 33d). Consistente com estas análises, observamos que a 

expressão de S100A9 na pele é totalmente dependente da sinalização de IL-23, 

pelo menos tardiamente (doze semanas) após o tratamento com UTK (Figura 

33e). Além disso, interessantemente, os níveis reduzidos de S100A9 foram 

positivamente correlacionados com a responsividade ao UTK avaliada pelo PASI 

na pele de pacientes com psoríase (Figura 33f). Desta forma, podemos afirmar 



Resultados  Silva de Melo, B.M. 
 

98 
 

que existe uma correlação negativa entre eficácia do tratamento com UTK e 

PASI ou expressão de S100A9 na pele lesionada de pacientes com psoríase 

(Figura 33e-f). Dado o exposto, nossos dados demonstram que S100A9 é 

induzida cutaneamente, de forma dependente do eixo IL-23/IL-17 em modelo 

psoriasiforme e na pele lesionada de pacientes com psoríase.  

Em síntese, nosso estudo conseguiu explorar a função e os mecanismos 

pelo qual S100A9 medeia a inflamação em diferentes modelos psoriasiformes. 

Já é sabido que após aplicação tópica de IMQ, há um aumento da expressão do 

eixo IL-23/IL-17. Nosso estudo demonstrou que a expressão de S100A9 

depende primeiramente da expressão deste eixo. Uma vez que S100A9 é 

induzida, esta participa ativamente da cronificação da inflamação psoriasiforme, 

induzindo o aumento da resposta inflamatória cutânea através do aumento da 

imunidade do tipo 3 de forma dependente de IL-23 (Figura 34).  

Figura 34. S100A9 medeia a cronificação da inflamação psoriasiforme através do aumento 
de IL-23/imunidade do tipo3. Após aplicação tópica de IMQ, há um aumento da ativação de 
células dendríticas e Linfócitos T, com aumento do eixo IL-23/IL17, respectivamente. A indução 
desse eixo induz a expressão de S100A9. S100A9 amplifica a resposta inflamatória na pele, 
através do aumento cutâneo de IL-23/Imunidade do tipo 3, bem como o aumento de Linfócitos T 
Vγ4, monócitos e mastócitos, induzindo assim a cronificação da inflamação psoriasiforme.  
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6. DISCUSSÃO 

 Apesar da importância global da psoríase, uma doença que afeta entre 

2-3% da população mundial, os mecanismos moleculares relacionados com o      

desenvolvimento e cronificação desta doença ainda permanecem pouco 

compreendidos. Sendo assim, a ideia inicial deste estudo foi identificar alvos 

potencialmente relevantes na patogênese da psoríase. Para isto, reanalisamos 

de forma integrada diferentes bancos de dados públicos de pacientes com 

psoríase, e dessa forma identificamos o perfil transcricional comparando pele 

lesionada e não lesionada desses pacientes. A via de peptídeos antimicrobianos 

foi encontrada dominantemente aumentada, sendo enriquecida por diferentes 

genes, com destaque para os genes da família S100A, que também aparecem 

entre os principais genes diferencialmente na pele destes pacientes. Entre todos 

os genes identificados desta família, S100A9 tem sido utilizado como um 

marcador de atividade de doença na psoríase (BENOIT et al., 2006c). 

Combinando citometria espectral de alto parâmetro, scRNAseq, geração de 

animais quiméricos e adicionais ferramentas in vivo e in vitro, demonstramos 

neste trabalho que S100A9 exacerba a inflamação psoriasiforme, pelo aumento 

cutâneo da imunidade do tipo 3 dependente de IL-23. Além disso, demonstramos 

que a expressão de S100A9 depende do eixo cutâneo IL-23/IL-17 na psoríase. 

Em conjunto, nossos achados estabelecem um novo mecanismo pelo qual 

S100A9 medeia a cronicidade cutânea da inflamação psoriasiforme. 

 Evidências pré-clínicas demonstram que a liberação de fatores 

derivados de queratinócitos, incluindo peptídeos antimicrobianos, tem um papel 

central na patogênese da psoríase (GILLIET; LANDE, 2008; LANDE et al., 2007, 

2015). Interessantemente, nossas análises in silico apontam a via de peptídeos 
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antimicrobianos como a principal via regulada positivamente na lesão cutânea 

de pacientes com psoríase, sendo enriquecida por diversos genes, com 

destaque para os membros da família S100A, incluindo S100A7, S100A8, 

S100A9 e S100A12. As proteínas da família S100A são expressas de maneira 

específica em células e tecidos e estão envolvidas em múltiplas funções 

intracelulares e extracelulares (AUSTERMANN; ZENKER; ROTH, 2017; 

BRESNICK, 2018; ECKERT et al., 2004).  Vinte e quatro proteínas S100A são 

conhecidas, das quais S100A7, S100A8, S100A9 e S100A12 podem atuar como 

padrões moleculares associados a danos (DAMPs) ou alarminas, e seus níveis 

de expressão são aumentados na pele lesionada e no soro de pacientes com 

psoríase (BENOIT et al., 2006c; WILSMANN‐THEIS et al., 2016). Um dos poucos 

estudos que explorou o papel desta família na patogênese da psoríase, 

demonstrou que o heterodímero S100A8/A9 migra para o núcleo e regula a 

expressão de C3 pelos queratinócitos, promovendo a proliferação dessas células 

e, posteriormente, inflamação da pele (SCHONTHALER et al., 2013). No 

entanto, um estudo recente demonstrou que a ablação genética de S100A9 não 

afeta diretamente a maturação e o padrão de resposta inflamatória dos 

queratinócitos (CHRISTMANN et al., 2021). Reunindo todas estas evidências, 

nosso estudo teve como objetivo central explorar a lacuna existente entre os 

efeitos extracelulares de S100A9 na resposta inflamatória cutânea no curso da 

psoríase.  

 O aumento da expressão cutânea de S100A9 em pacientes com 

psoríase, especificamente na epiderme (ABTIN et al., 2010; ECKERT et al., 

2004), vai ao encontro das nossas análises de scRNAseq, na qual identificamos 

os queratinócitos interfoliculares como a fonte predominante de S100A9 na 
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doença em humanos. Estudos já demonstraram que moléculas derivadas de 

queratinócitos na psoríase, como os peptídeos antimicrobianos, podem ativar 

diretamente células imunes residentes, e desta forma iniciar ou amplificar a 

resposta inflamatória cutânea (LANDE et al., 2007). A catelicidina LL37, um 

peptídeo antimicrobiano derivado de queratinócitos ativados, forma um 

complexo com DNA/RNA próprio e desta forma ativa células dendríticas 

plasmocitóides dermais via TLR9, iniciando a cascata inflamatória cutânea IL-

23/IL-17 na psoríase (LANDE et al., 2007, 2015). Seguindo esta linha, nosso 

trabalho demonstrou que a inflamação psoriasiforme induzida por S100A9 

depende de IL-23 in vivo, e através de experimentos in vitro, demonstramos que 

S100A9 induz a produção de IL-23, ativação e reprogramação metabólica de 

células dendríticas.  

 Alguns estudos prévios demonstraram que S100A9 medeia seus efeitos 

via receptores RAGE e TLR4 (KOVAČIĆ et al., 2018; SILVA et al., 2020; TSAI et 

al., 2014). Mecanisticamente, pelo menos in vitro, demonstramos que os efeitos 

de S100A9 em células dendríticas foram totalmente dependentes de TLR4. 

Entretanto, a ausência genética total de Tlr4 em modelo psoriasiforme induzido 

por IMQ agrava ainda mais a inflamação de pele (dados não mostrados). Estes 

resultados se cruzam com um trabalho que mostra outro receptor ‘toll’, o TLR2, 

sendo importante como mecanismo regulador na inflamação psoriasiforme 

induzida por IMQ (NAKAO et al., 2020). Para avaliar o efeito específico da 

sinalização S100A9/TLR4 em células dendríticas, produzimos camundongos 

deficientes para TLR4 nestas células através de recombinação Cre-Lox. No 

entanto, não observamos diferenças nos sinais inflamatórios comparado ao 

grupo controle. Embora nosso estudo tenha conseguido aprofundar do ponto de 



Discussão  Silva de Melo, B.M. 
 

103 
 

vista fisiopatológico e na função de S100A9 na resposta inflamatória cutânea em 

diferentes modelos psoriasiformes, os mecanismos pelo qual S100A9 medeia 

seus efeitos in vivo na pele precisam ser melhor explorados.   

 Nossos dados demonstram que S100A9 induz inflamação psoriasiforme 

pelo aumento da imunidade do tipo 3 na pele. Estes resultados estão de acordo 

com dados prévios da literatura, onde camundongos transgênicos expressando 

abundante mS100a7a15 nos queratinócitos basais apresentaram resposta 

imune Th17 exacerbada quando desafiados por estímulos exógenos  (WOLF et 

al., 2010). Além disso, foi previamente demonstrado que as proteínas S100 

induzem a ativação de monócitos e, posteriormente, a resposta imune Th17 na 

patogênese da doença do enxerto contra o hospedeiro (HANDGRETINGER et 

al., 2014). Ademais, foi demonstrado que S100A9 é necessário para induzir 

autorreatividade em células T CD8 (LOSER et al., 2010). Tomados em conjunto, 

estes dados sugerem uma participação não apenas de S100A9, mas de outras 

proteínas da família S100A na indução da resposta imune do tipo 3, em 

diferentes modelos de inflamação.  

 Níveis séricos de S100A9 têm sido correlacionados com a atividade da 

doença na psoríase(BENOIT et al., 2006c; WILSMANN-THEIS et al., 2016b). 

Nosso estudo também encontrou níveis plasmáticos aumentados de S100A9 em 

pacientes com psoríase, entretanto, esses níveis são comparativamente 

inferiores aos observados na lesão cutânea. Além do mais, identificamos o 

aumento de S100A9 apenas na pele, e não no plasma, em modelo psoriasiforme 

induzido por IMQ. Estes dados sugerem uma participação local de S100A9 na 

inflamação cutânea. Apesar disto, os níveis circulantes de S100A9 poderiam ser 

utilizados de forma estratégica nestes pacientes. Analisando a dinâmica da 
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expressão de S100A9, identificamos neste estudo que a expressão cutânea de 

S100A9 é totalmente dependente do eixo cutâneo IL-23/IL-17, tanto em 

humanos quanto em modelo psoriasiforme. Este eixo é alvo das mais recentes 

terapias farmacológicas usadas no tratamento da psoríase (GHORESCHI et al., 

2021). Portanto, os níveis de S100A9 poderiam ser utilizados como potencial 

biomarcador para avaliar a responsividade de diferentes tratamentos 

farmacológicos contra o eixo IL-23/IL-17 em pacientes com psoríase.  

 Dado o exposto, nossos resultados combinados de amostras clínicas e 

murinas demonstram um mecanismo ainda não descrito de S100A9, conectando 

esta proteína com o eixo imune cutâneo IL-23/IL-17, através de um circuito 

autorregulador que amplifica e sustenta a cronificação da psoríase. Devido ao 

seu papel notável no agravamento da resposta inflamatória cutânea, além de um 

potencial biomarcador para avaliar responsividade de diferentes tratamentos 

farmacológicos, S100A9 também poderia ser um alvo futuro para o 

desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas para o tratamento de 

pacientes com poríase.  

A psoríase precisa ser vista como uma condição inflamatória que vai além 

das lesões dermatológicas ou articulares. Neste sentido, a terapia farmacológica 

adequada garante que os indivíduos tenham uma melhor qualidade de vida e 

corram menos riscos decorrentes de outras comorbidades. Estudos que 

busquem esclarecer os mecanismos da doença são de extrema relevância, não 

apenas para melhorar o entendimento patológico da psoríase, mas para buscar 

possíveis novos alvos que auxiliem tanto na terapêutica ou no diagnóstico da 

doença.  
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7. CONCLUSÃO 

Neste trabalho identificamos o perfil da assinatura gênica na pele de 

pacientes com psoríase, com destaque para a proteína S100A9. Combinando 

amostras clínicas de pacientes e diferentes modelos pré-clínicos de psoríase, 

identificamos o aumento da expressão de S100A9 principalmente na lesão 

cutânea. Em diferentes modelos experimentais de psoríase, demonstramos que 

S100A9 exacerba a inflamação cutânea. Em humanos, demonstramos que os 

queratinócitos são a principal fonte de S100A9. Através de ensaios de 

transferência de medula óssea, demonstramos que células não hematopoiéticas 

produtoras de S100A9 são as principais responsáveis pelos efeitos inflamatórios 

observados no modelo experimental induzido por IMQ. Mecanisticamente, 

nossos dados demonstram que S100A9 exacerba a resposta inflamatória da 

pele através do aumento da imunidade do tipo 3 dependente de IL-23. Além 

disso, demonstramos que a expressão de S100A9 depende do circuito cutâneo 

IL-23/IL-17. Conjuntamente, nossos achados estabelecem um novo mecanismo 

pelo qual S100A9 medeia a cronicidade cutânea da inflamação psoriasiforme.  
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9. ANEXOS 

9.1. Anexo 1: Prêmios recebidos durante o Doutorado 

2022  Menção honrosa de apresentação científica - IV Workshop on inflammation 

and VII INFLAMMA, Brazilian Society of Inflammation.  

2022 Menção honrosa de pôster científico - categoria Doutorado - XLVI 

Congresso da Sociedade Brasileira de Imunologia - SBI (IMMUNO 2022). 

2021 Melhor apresentação oral de Doutorado - XIV Workshop de Imunologia - 

IBA FMRP USP. 

2021 Bolsa de estágio de Pesquisa FAPESP no exterior (Universidade de 

Zurique, Zurique, Suíça) - Jan 2021/Jan 2022. 

2018 Melhor apresentação oral de Doutorado - XIII Workshop de Imunologia - 

IBA FMRP USP. 

2018 Prêmio Thereza Kipnis (1º lugar) - Apresentação Oral - XLIII Congresso da 

Sociedade Brasileira de Imunologia - SBI (IMMUNO 2018). 

2018 Menção Honrosa - "Prêmio Vânia Bonato" - Apresentação Oral - XI Curso 

de Inverno de Imunologia, IBA - FMRP USP - (Aula Ministrada: "A interação entre 

microbiota e o sistema imunológico"). 

2017 Prêmio José Ribeiro do Valle 2017 (3º lugar) - Apresentação Oral - 49º 

Congresso  Brasileiro de Farmacologia e Terapêutica Experimental - SBFTE. 
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9.2. Anexo 2: Artigos publicados/ aceitos/ em revisão durante o doutorado 

Silva de Melo, Bruno Marcel; Veras, Flavio.; Zwicky, Pascale, Lima, Diógenes; Ingelfinger, Florian; 
Varela, Timna; Prado, Douglas; Schärli, Stefanie; Publio, Gabriel; Hiroki, Carlos; Melo, Paulo; Saraiva, 
André; Norbiato, Thainá; Lima, Leonardo; Ryffel, Bernhard; Vogl, Thomas; Roth, Johannes; Waisman, 
Ari; Nakaya, Helder; Souza, Cacilda; Cunha, Fernando; Cunha, Thiago; Becher, Burkhard; Alves-
Filho, José Carlos. S100A9 drives the chronification of psoriasiform inflammation by inducing 
IL-23/type-3 immunity. Accepted on Journal of Investigative Dermatology. 2023.  

Tobias Wertheimer*; Pascale Zwicky*; Lukas Rindlisbacher; Bruno Melo; Florian Ingelfinger; Claudia 
Haftmann; Marijne Vermeer; Aakriti Sethi; Stefanie Schärli; Andreas Muschaweckh; Gildas 
Lepennetier; Mohamed Oukka; Colin Sparano; Nicolas Nunez; André Fonseca da Silva; Sinduya 
Krishnarajah; Anna Huber; Thomas Korn; Sonia Tugues; Burkhard Becher. Tumor-associated 
macrophages promotes an effector Treg program through the local production of IL-23. Under 
review. 2022.  

Flávio Veras*; Gabriel Publio*; Bruno Melo; Douglas Prado; Thainá Norbiato; Nerry Cecilio; Carlos 
Hiroki; Luis Damasceno; Rebecca Jung; Diogenes Lima; Marcia Alves; Gabriel Vieira; Lucas Tavares; 
Susanne Karbach; Helder Nakaya; Thiago M. Cunha; Cacilda S. Souza; Fernando Cunha; Katiuchia 
Sales; Ari Waisman; José Alves-Filho. Pyruvate kinase M2 mediates IL-17 signaling in 
keratinocytes driving psoriatic skin inflammation. Cell Reports, v. 41, p. 111897, 2022. 
 
Fernanda Crunfli; Victor Carregari; Flavio Veras; Pedro Vendramini; Aline Valença; André Antunes; 
Caroline Teles; Giuliana Zuccoli; Guilherme Oliveira; Lícia Costa; Verônica Cereda; Ana Codo; Pierina 
Parise; Daniel Teixeira; Gabriela Souza; Stéfanie Muraro; Silva de Melo, Bruno Marcel; Glaucia 
Almeida; Mayara Firmino; et al. Morphological, cellular, and molecular basis of brain infection in 
COVID-19 patients. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 
America, v. 119, p. 1-12, 2022. 
 
Zwicky, Pascale; Ingelfinger, Florian; Silva de Melo, Bruno Marcel; Ruchti, Fiorella; Schärli, Stefanie; 
Puertas, Nicole; Lutz, Mirjam; Phan, Truong San; Kündig, Thomas M.; Levesque, Mitchell p.; Maul, 
Julia-tatjana; Schlapbach, Christoph; Leibundgut-landmann, Salomé; Mundt, Sarah; Becher, 
Burkhard. IL-12 regulates type 3 immunity through interfollicular keratinocytes in psoriasiform 
inflammation. Science Immunology, v. 6, p. 1-14, 2021. 
 
Alves-filho, José Carlos; Silva de Melo, Bruno Marcel; Ryffel, Bernhard. MMP-9 Mediates Cross-
Talk between Neutrophils and Endothelial Cells in Psoriasis. Journal of Investigative Dermatology, 
v. 141, p. 716-718, 2021. 
 
Santiago-Carvalho, Igor; Almeida-santos, Gislane de; Bomfim, Caio César Barbosa; Souza, Paula 
Carolina de; Silva, Juan Carlo Santos E; Silva de Melo, Bruno Marcel; Amaral, Eduardo Pinheiro; 
Cione, Marcos Vinícios Pinheiro; Lasunskaia, Elena; Hirata, Mario Hiroyuki; Alves-Filho, José Carlos 
Farias; Nakaya, Helder Imoto; Alvarez, José Maria; Dimpério Lima, Maria Regina. P2x7 Receptor 
Signaling Blockade Reduces Lung Inflammation and Necrosis During Severe Experimental 
Tuberculosis. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, v. 11, p. 1, 2021.  
 
Silva, Cássia R.*; Silva de Melo, Bruno Marcel*; Silva, Jaqueline R.; Lope, Alexandre H.; Pereira, 
Janaina A.; Cecilio, Nerry T.; Berlink, Jonilson; Souza, Giovani G.; Lucas, Guilherme; Vogl, Thomas; 
Cunha, Fernando Q.; Alves-Filho, José C.; Cunha, Thiago M. S100A9 plays a pivotal role in a mouse 
model of herpetic neuralgia via TLR4/TNF pathway. Brain Behavior and Immunity, v. 85, p. 1-94, 
2020. 
 
Rodrigues, Tamara Silva; Alvarez, Annie Rocio Piñeros; Gembre, Ana Flávia; Forni, Maria Fernanda 
Pereira de Araújo de; Silva de Melo, Bruno Marcel; Alves-Filho, José Carlos Farias; Câmara, Niels 
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9.3. Anexo 3: Aprovação da CEUA 
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9.4. Anexo 4: Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 
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