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RESUMO 

O lúpus eritematoso cutâneo (LEC) é classificado em agudo, subagudo, crônico e 
túmido. A sequência de eventos que deflagram a autoimunidade é pouco entendida. 

Neste trabalho foram estudados os aspectos histológicos, de imunofluorescência 
direta (IFD) e imuno-histoquímicos no LEC discoide (subtipo mais comum da forma crônica), 
subagudo e túmido, relacionando-os com a presença ou não de lúpus eritematoso sistêmico 
(LES) concomitante, visando compreender melhor a imunopatogênese destes subtipos e suas 
diferenças clínico-histopatológicas. 

Amostras cutâneas com LEC (discoide=21; subagudo=17; túmido=21) foram 
analisadas às colorações convencionais e imuno-histoquímicas (CD4, CD8, CD25, CD56, 
granzima A, granzima B, granulisina, perforina, FOXP3, ICAM-1, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-17, 
IL-18 e TNF-α), com o auxílio do programa Image J®. Os achados clínicos e de IFD foram 
obtidos dos prontuários. A densidade de células CD8+ foi menor que a das CD4+ em todos os 
espécimes, e menor no grupo subagudo em relação aos outros dois grupos, bem como nas 
amostras de pacientes com LEC e LES  associado (LEC+/LES+). A densidade de células 
CD8+ era maior que a das células CD56+ em todos os grupos estudados. Nos três subtipos, as 
células inflamatórias expressavam granzima A e B, perforina e granulisina e a densidade não 
era diferente entre eles. Apenas no grupo túmido houve associação positiva entre o número 
das células marcadas pelos diferentes grânulos e também entre este e a densidade de células 
CD8+, sugerindo que o fenômeno citotóxico mediado por grânulos, neste grupo, seja 
promovido por linfócitos CD8+. Como o LEC túmido não cursa com dermatite de 
interface/apoptose, provavelmente, neste subtipo, os grânulos atuem de outra forma, como 
sustentando a inflamação. 

O número de células CD25+ e FOXP3+ foi inferior a 10% nos três subtipos de 
LEC, sinalizando para um distúrbio imunorregulatório periférico. A maior diversidade na 
imunomarcação das citocinas ocorreu no subtipo subagudo. A imunoexpressão de IL-10 e IL-
6 foi semelhante entre os subtipos. No LEC subagudo, a expressão dérmica da IL-1β, IL-18 e 
TNF-α foi maior; a da IL-17 foi maior na epiderme e menor no interstício dérmico. 
Outrossim, as amostras de LEC+/LES+ apresentaram maior expressão de IL-1β nos 
ceratinócitos, maior número de células inflamatórias ICAM-1+ e menor expressão de IL-17 
no interstício, quando comparadas às de pacientes sem LES. 

À IFD, nos três subtipos, encontraram-se depósitos granulares, na zona da 
membrana basal, de IgG, predominantemente, seguindo-se de IgM, C’3, IgA e C1q, inclusive 
nos espécimes de LEC túmido com resultado positivo. Nas amostras de LEC subagudo, o C’3 
foi o mais frequente.  

Estes resultados acrescentam informação sobre a patogênese do LEC túmido, 
entidade ainda pouco estudada. A semelhança na imunoexpressão dos biomarcadores, nas 
amostras de LEC subagudo e LEC+/LES+, aponta para uma modificação do microambiente 
inflamatório quando há acometimento sistêmico. Adicionalmente, o conjunto dos achados 
destaca a forma subaguda pela biomarcação distinta da discoide e da túmida, e enfatiza a 
semelhança destes dois subtipos, no que concerne à expressão dos imunomarcadores desta 
pesquisa. O estudo continuado sobre mecanismos imunopatogênicos nos subtipos de LEC 
poderá acrescentar elementos às diferenças que os caracteriza, otimizando o tratamento. 

 
Palavras-chave: Imuno-histoquímica, Lúpus Eritematoso Cutâneo, Citocinas, 

Imunoglobulinas, Imunologia. 
 

 

 



ABSTRACT 

Cutaneous Lupus erythematosus (CLE) is classified in acute, subacute and 
tumidus. The mechanisms for the aberrant immunology response is not still elucidated.  

In this research we studied the histopathological, direct immunofluorescence 
(DIF) and immunohistochemical aspects of discoid CLE (the most common subtype of the 
chronic form of CLE), subacute and tumidus CLE, correlating them with the concurrent 
diagnosis of systemic lupus erythematosus (SLE), in order to comprehend the 
immunopathogenesis of the disease subtypes and the clinical and histopathological 
differences between them. 

Skin specimens with CLE (discoid = 21, subacute =17, tumidus =21) were 
analyzed through conventional and immunohistochemistry staining (CD4, CD8, CD25, 
CD56, granzyme A, granzyme B, granulysin, perforin, FOXP3, ICAM-1, IL-1β, IL-6, IL-10, 
IL-17, IL-18 and TNF-α), using Image J® program analysis. Clinical and DIF data were 
obtained from the medical charts. The density of CD8+ cells were lower than CD4+ cells in 
all skin specimens, and lower in subacute group when compared with the other two groups. 
The same occurred with patients with CLE and SLE (CLE+/SLE+). The density of CD8+ 
cells was higher than CD56+ cells in all the groups studied. The three subtypes of CLE 
expressed granzyme A, B, granulysin and perforin, and the density was not different between 
them. The tumid group showed positive association between the number of cells staining for 
each granule and also between these granules and the density of CD8+ cells, suggesting that 
the granule-mediated cytotoxicity, in this group, is promoted by CD8+ lymphocytes. Because 
CLE tumidus does not present with interface dermatitis/apoptosis, the granules, in this 
subtype, might have other function, like maintaining inflammation.  

The number of CD25+ and FOXP3+ cells was inferior to 10% in the three 
subtypes of CLE, signalizing to a defect in peripheral immunoregulatory mechanisms.  The 
major diversity of cytokine expression occurred with subacute subtype. The 
immunoexpression of IL-10 and IL-6 was similar to the other subtypes. Subacute CLE 
showed more expression of L-1β, IL-18 and TNF-α. IL-17 was more expressed in the 
epidermis and less in the dermal interstitium. CLE+/SLE+ skin specimens showed higher 
expression of IL-1β in the keratinocytes, more density of ICAM-1+ cells and less expression 
of IL-17 in the dermal interstitium, when compared with patients without SLE. The DIF 
findings were, in the 3 subtypes, granular deposits at the basement membrane zone, mostly 
IgG, followed by IgM, C3, IgA and C1q, even in specimens of CLE tumidus with positive 
DIF. In subacute skin specimens, C’3 were the most frequent.  

These results improve the knowledge around CLE tumidus pathogenesis, an entity 
still poorly studied. The similar pattern of biomarkers staining between subacute patients and 
CLE+/SLE+ patients might indicate systemic factors influencing the skin inflammatory 
microenvironment. Additionally, the findings of this study distinguishes the subacute form 
from discoid and tumidus subtypes, and emphasizes the similarities between these two 
entities, concerning to the biomarkers expression found in this study. The continued progress 
in understanding CLE subtypes immunopathogenesis will clarify the reason for different 
aspects of the disease and target the correct treatment. 

 
Keywords: Immunohistochemistry, Cutaneous lupus erythematosus, Cytokines, 

Immunoglobulin, Immunology. 
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1. INTRODUÇÃO 

O lúpus eritematoso (LE) é uma desordem multissistêmica autoimune que varia 

desde lesões cutâneas isoladas a acometimento interno grave e potencialmente fatal. O 

acometimento cutâneo é a segunda manifestação mais frequente da doença após o 

envolvimento articular e pode ser um marcador de acometimento sistêmico.1-4  Porém, por ser 

uma doença de causa multifatorial e poligênica,3 a sequência de eventos responsáveis pela 

deflagração da doença e a preferência pelo acometimento de sítios orgânicos ou lesões 

cutâneas específicas ainda não foi completamente compreendida. 

As lesões cutâneas do LE são espectrais e classificadas em específicas e não 

específicas da doença.1,4 As não específicas estão geralmente associadas ao LE sistêmico, 

como por exemplo livedo reticular, urticária vasculite, úlceras mucosas, telangiectasia 

periungueal e eritema multiforme (também denominado síndrome de Rowell), mas não são 

exclusivas da doença e podem estar presentes em outros tipos de patologia, autoimunes (como 

esclerodermia) ou não (como a farmacodermia).1 As lesões específicas compreendem um 

grupo bem definido de subtipos da doença e são identificadas pelo termo “lúpus eritematoso 

cutâneo” (LEC).1,4 O LEC é classificado em três categorias, de acordo com suas 

características clínicas, duração média das lesões e alterações histopatológicas: LEC agudo, 

LEC subagudo e LEC crônico. Esta classificação, inicialmente proposta por Gilliam e 

Sontheimer1,5, inclui o LEC crônico e o túmido, além das incomuns perniose lúpica e lúpus 

profundo (paniculite lúpica), como subtipos de LEC crônico. Entretanto, ela foi recentemente 

revisada e o LEC túmido vem sendo classificado como uma entidade individualizada e 

também denominada de subtipo intermitente, por apresentar peculiaridades histológicas e 

curso intermitente e de menor morbidade em relação aos demais subtipos4. (Quadro 1) 

A doença é mais comum em mulheres do que em homens e mais frequente na 

quarta década de vida.6 Byazar C et al7, em um estudo recente com 1002 pacientes com LEC, 

encontrou a frequência de 76,6% mulheres e 23,4% de homens, e uma média de idade de 43 

anos. Porém, a média de idade dos pacientes com LEC subagudo foi maior do que a de 

pacientes com LEC agudo ou túmido. 

O acometimento sistêmico pode eventualmente ocorrer em qualquer subtipo de 

LEC,8  e varia de próxima de 100% em pacientes com LEC agudo a menos de 5% no LEC 

discoide.1 Entretanto, quando o paciente de LEC discoide apresenta lesões cutâneas 

generalizadas, o risco de apresentar manifestações sistêmicas é de 20%.9 O LEC túmido, por 

sua vez, geralmente não está associado ao LE sistêmico.1,10 Em média, 10 a 15% dos 
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pacientes com LEC subagudo apresenta sintomatologia orgânica como artrite, porém 

aproximadamente 50% deles preenchem os critérios da American College of Rheumatology 

(ACR)1 para diagnóstico de LE sistêmico.11,12 (Quadro 2) Em 2012, o grupo Systemic Lupus 

International Collaborating Clinics revisou e validou os critérios da ACR13 para aprimorar a 

relevância dos critérios clínicos e incorporar os atuais conhecimentos imunológicos sobre a 

doença sistêmica, o que poderá ter impacto nas estatísticas acerca da coexistência de LE 

sistêmico em pacientes com LE cutâneo. Entretanto, estes novos critérios ainda estão sendo 

avaliados na prática clínica e os critérios da ACR ainda permanecem como referência.14   

 

Quadro 1. Classificação do lúpus eritematoso cutâneo  

Lúpus eritematoso cutâneo agudo 

Forma Localizada 

Forma Generalizada 

Lúpus eritematoso cutâneo subagudo 

Forma anular 

Forma papuloescamosa 

Lúpus eritematoso cutâneo crônico 

Lúpus eritematoso discoide 

Forma localizada 

Forma disseminada 

Lúpus Eritematoso profundo ou paniculite lúpica 

Perniose lúpica 

Lúpus eritematoso cutâneo intermitente 

Lúpus eritematoso túmido 

Modificado de Kuhn A, Landmann A. The classification and diagnosis of cutaneous lupus 

erythematosus. J Autoimmun. 2014;48-49:14–9.  
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Quadro 2. Critérios clínicos para classificação do lúpus eritematoso sistêmico segundo a 

American College of Rheumatology, revisados em 1997. São necessários 4, dos 11 

critérios, para o diagnóstico de lúpus eritematoso sistêmico. 

1. Lesão malar (“rash”): macular ou placar, tendendo a poupar sulcos naso-labiais 

2. Lesão discoide: placas eritematosas com escamas aderentes e rolhas foliculares; 

cicatrizes atróficas em lesões antigas 

3. Fotossensibilidade: exantema cutâneo como reação não usual à exposição solar, de 

acordo com a história clínica do paciente ou observação clínica 

4. Úlceras orais: úlceras orais ou nasofaríngeas, geralmente indolores, observadas pelo 

médico 

5. Artrite não- erosiva: envolvendo duas ou mais articulações periféricas, 

caracterizadas por dor e edema ou derrame articular 

6. Pleurite ou pericardite: História convincente de dor pleurítica, atrito auscultado pelo 

médico ou evidência de derrame pleural ou pericardite (documentado por 

eletrocardiograma, atrito ou evidência de derrame pericárdico)  

7. Comprometimento renal: proteinúria persistente ( acima de 0,5 g/dia ou qualificado 

como 3+ quando quantificação não realizada) ou cilindros urinários (hemácias, 

hemoglobina, granulares, tubulares ou mistos) 

8. Alterações neurológicas: convulsão ou psicose (descartadas outras causas) 

9. Alterações hematológicas: anemia hemolítica com reticulocitose ou leucopenia (menor 

do que 4.000/mm3 em duas ou mais ocasiões), linfopenia (menor que 1.500/mm3 em duas 

ou mais ocasiões) ou plaquetopenia (menor que 100.000/mm3, na ausência de outra causa) 

10. Alterações imunológicas: presença de anticorpo anti-DNA nativo ou anti-Sm ou 

anticorpo antifosfolípide com base em: 

a) níveis anormais de IgG ou IgM anticardiolipina; 

b) teste positivo para anticoagulante lúpico; ou 

c) teste falso-positivo para sífilis por, no mínimo, seis meses, confirmado por prova de 

imobilização de Treponema pallidum ou teste de imunofluorescência indireta para a 

determinação de anticorpos contra o Treponema pallidum 

11. Anticorpos antinucleares: título anormal de anticorpo antinuclear por 

imunofluorescência indireta ou método equivalente, em qualquer tempo, e na ausência de 

drogas associadas a sua indução 



22 

 

1.1 Manifestações clínicas, histopatológicas e de imunofluorescência direta do lúpus 

eritematoso cutâneo  

1.1.1 Lúpus eritematoso cutâneo agudo 

O LEC agudo está associado a doença sistêmica em quase 100% dos casos1 e pode 

preceder em semanas a meses o acometimento orgânico.4 A lesão típica de LEC agudo é o 

eritema (“rash”) malar ou em borboleta (figura 1), que consiste em eritema ou placas malares 

infiltradas com tendência a confluir, simetricamente distribuídas pelo dorso nasal e malares, 

que tendem a ser transitórias e se resolvem muitas vezes com hiperpigmentação temporária, 

porém sem cicatriz.1,4 Os sulcos nasolabiais geralmente são poupados, caracterizando a 

fotossensibilidade intensa destas lesões.1 O LEC agudo também pode se apresentar como 

exantema macular ou papular em áreas fotoexpostas ou de forma generalizada em todo 

tegumento. Neste caso se apresenta também com acometimento de palmas e plantas e cursa 

com eritema do dorso das mãos que poupa apenas as regiões interfalangeanas.1 Em 40-90% 

dos pacientes são detectados autoanticorpos anti-DNA e 10-30% são positivos para anticorpos 

anti-Sm no sangue.15 Os achados histopatológicos geralmente são pouco expressivos e 

apresentam discreta dermatite de interface e infiltrado inflamatório linfo-histiocitário 

entremeado por alguns neutrófilos e depósitos de mucina. Inflamação perianexial é incomum. 
1,15,16 Raramente são coletadas biópsias deste subtipo da doença, uma vez que o aspecto 

clínico costuma ser típico. O exame de imunofluorescência direta (IFD) exibe positividade 

granulosa contínua para imunoglobulinas (IgG, IgM, IgA) e complemento ao longo da junção 

dermo-epidémica das lesões.1  

Alguns estudiosos utilizam o termo banda lúpica para se referir aos depósitos 

granulares contínuos de imunoglobulina e complemento no exame de imunofluorescência 

direta na pele lesional e não lesional de pacientes com LEC e LE sistêmico, enquanto outros 

reservam esta designação apenas em referência a estes achados no exame na pele não 

lesional.4,17,18 Entretanto, trata-se de exame unicamente complementar. Apenas a presença 

desses depósitos não caracteriza o diagnóstico de LE, uma vez que podem estar presente em 

peles com fotodano ou outras doenças inflamatórias. Sua ausência também não invalida o 

diagnóstico da doença.1 Pacientes com LE sistêmico usualmente apresentam IFD positiva na 

pele exposta ao sol e acometida por lesões cutâneas, o que ocorre em 80-90% dos casos, 

sendo que na pele normal fotoexposta  o exame é positivo em 80% dos pacientes. A IFD 

também costuma ser positiva na pele normal não exposta ao sol em 91% dos casos com 
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doença sistêmica em atividade, e 33% dos casos com doença inativa. Na pele acometida por 

LEC de outros subtipos (crônico e subagudo) e sem LE sistêmico concomitante, a IFD, 

quando positiva, ocorre apenas na pele comprometida. 16 

 
 

Figura 1. a) Paciente com LEC agudo e eritema malar, do dorso nasal e da região supralabial, 

poupando o sulco nasogeniano; b) Colo de uma paciente com LEC agudo apresentando lesões 

máculo-papulosas eritematosas confluentes. Créditos: Prof. Dr. Elemir Macedo de Souza- 

acervo da Disciplina de Dermatologia da Unicamp. 

1.1.2 Lúpus eritematoso cutâneo crônico  

O LEC crônico corresponde a um subgrupo da doença de natureza recorrente e 

longa duração das lesões e é constituído pelo LEC discoide, paniculite lúpica e a perniose 

lúpica.  

1.1.2.1 Lúpus eritematoso cutâneo crônico discoide 

 LEC discoide é o subtipo de LEC crônico mais comum.3 Manifesta-se 

tipicamente com pápulas ou placas eritematosas, com escamas aderentes, hiperceratose ou 

atrofia central e tendência a hiperpigmentação das margens.1 É bastante característica a 

hiperceratose folicular. As lesões resultam em cicatriz e hipopigmentação, principalmente 

quando ocorrem no couro cabeludo, onde surgem áreas alopécicas por destruição dos 

folículos pilosos.1,3,4,8 Localizam-se preferencialmente em áreas fotoexpostas, principalmente 

face e região cervical. 
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A distinção entre LEC discoide localizado, com lesões apenas acima da região 

cervical e o LEC discoide generalizado apresenta implicações prognósticas, pelo maior risco 

dos pacientes com quadro generalizado em desenvolver LE sistêmico.1  

O LEC discoide clássico tipicamente envolve a face (fronte, supercílios, região 

nasal, lábios e orelhas, incluindo o conduto auditivo), colo, pescoço e faces extensoras dos 

membros superiores, mas também pode eventualmente surgir em áreas não expostas como a 

região inguinal e palmo-plantar. Alguns pacientes podem apresentar lesões na mesma 

distribuição em “asa de borboleta” do LEC agudo, porém as placas induradas e a 

hiperceratose presentes na lesão discoide permitem diferenciá-la daquele subtipo. (figura 2) 

Mucosas, principalmente a oral, também podem ser acometidas.1,8 

Existem também variantes do LEC discoide. O LEC hipertrófico ou verrucoso, 

por exemplo, consiste em lesões discoides com hiperceratose bastante proeminente, resultado 

de proliferação epitelial exagerada.1,8,16 As lesões podem ser semelhantes a carcinomas 

espinocelulares ou ceratoacantomas, porém a evolução para neoplasia epitelial em lesões de 

LEC hipertrófico é rara.19 Outro subtipo raro, denominado LEC hipertrófico e profundo, se 

manifesta como placas eritêmato-violáceas, com escamas aderentes, porém atrofia central 

bastante pronunciada, com bordas induradas.1 Também podem ocorrer lesões lineares, 

seguindo as linhas de Blaschko, o que também pode ocorrer em outros subtipos, como LEC 

subagudo ou túmido.1,8,20 Autoanticorpos nucleares séricos são encontrados em 10-30% dos 

casos.12,21   

A histopatologia das lesões discoides apresenta diferentes características, 

dependendo do estágio da doença. A lesão ativa é caracterizada por hiperceratose e dilatação 

folicular, formando rolhas de queratina. A epiderme apresenta graus variáveis de atrofia e 

geralmente está retificada, embora possa existir acantose.22,23 A derme papilar é edematosa e 

telangiectasias estão frequentemente presentes.  Há moderado a intenso infiltrado inflamatório 

mononuclear perivascular e perianexial superficial e profundo. A agressão, pelas células 

inflamatórias, da interface dermoepidérmica, associada a degeneração vacuolar da camada 

basal e incontinência pigmentar, caracterizam a dermatite de interface, que acomete tanto a 

epiderme quanto os folículos. Geralmente, nestas lesões, está presente a deposição dérmica de 

mucina e há espessamento da zona da membrana basal e dos vasos.22  É característica a 

visualização, por meio do exame de imunofluorescência direta, o depósito granuloso de 

múltiplos imunorreagentes na junção dermoepidérmica, e algumas vezes ao redor dos vasos. 
1,4,12 (figura 3)  



25 

 

A lesão de lúpus discoide antiga, já em regressão, apresenta hiperceratose 

ortoceratótica, que por vezes é paraceratótica, com rolhas córneas foliculares. O espessamento 

da membrana basal é evidente, porém a degeneração hidrópica da camada basal pode 

apresentar intensidades variáveis. A derme alta, ou eventualmente toda a derme, é substituída 

por fibrose, de modo que o infiltrado inflamatório pode ainda ser visto, porém de forma 

reduzida, e o exame de imunofluorescência direta pode ser negativo.22   

 

 
Figura 2. Paciente com LEC discoide nas regiões malares (a) e orelha (b). Em (c), (d), (e), 

aspectos histopatológicos deste subtipo. Na lesão ativa (c), há epiderme atrófica e retificada, 

hiperceratose e infiltrados linfoides dérmicos perivascular e perianexiais superficiais e 

profundos. Em (d), detalhe de uma rolha córnea folicular, degeneração hidrópica da camada 

basal com espessamento da ZMB e infiltrado inflamatório de interface dermoepidérmica. Já a 

lesão antiga de LEC discoide (e) apresenta menor intensidade do infiltrado inflamatório e 
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fibrose da derme. (HE, 200x). Créditos das imagens clínicas: Prof. Dr. Elemir Macedo de 

Souza- acervo da Disciplina de Dermatologia da Unicamp; demais imagens: fotos 

histopatológicas de amostras do estudo. 

 

 
 

Figura 3. LEC crônico discoide: depósito de IgG (3+ em 3+), na zona da membrana basal da 

epiderme, padrão granuloso contínuo (Imunofluorescência direta, aumento original 200X). 

Este mesmo padrão de depósito também é observado em outros subtipos de LEC. Créditos: 

Acervo do Departamento de Anatomia Patológica/ Unicamp). 

1.1.2.2 Outras variantes de lúpus eritematoso cutâneo crônico 

O lúpus eritematoso profundo é incomum e caracteriza-se por nodulação firme 

subcutânea, que regride ao longo do tempo e leva à  atrofia da derme e subcutâneo. 

Raramente pode ocorrer calcificação ou ulcerações. Afetam a face e região proximal dos 

braços, pescoço, nádegas, coxas e tórax.1,24,25 

A pele pode ser normal na sua superfície, porém pode haver lesões discoides. 

Alguns autores reservam o termo paniculite lúpica quando estas lesões não estão presentes, e 

lúpus profundo para casos que combinam alterações cutâneas sugestivas de LEC discoide e 

paniculite.1 A histopatologia evidencia paniculite lobular e infiltrado inflamatório perivascular 

linfocitários, além de depósitos de mucina na derme inferior, com zonas de necrose de 

adipócitos que vão sendo substituídas por tecido esclerótico. Eventualmente há vasculite de 

pequenos vasos associada. A imunofluorescência não é diagnóstica, porém podem ocorrer 

depósitos granulosos esparsos de imunoglobulina na derme e subcutâneo.1,22,25 

A perniose lúpica também é uma rara manifestação de LEC e caracteriza-se por 

placas e nódulos eritemato-violáceos no dorso das mãos e dedos. A associação com LEC 
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discoide é mais comum, mas pode ocorrer em outros subtipos. É mais frequente no inverno. O 

exame histopatológico evidencia infiltrado linfocitário dérmico superficial e profundo, além 

de depósito de mucina e edema da derme em intensidades variáveis.12,25 

1.1.3 Lúpus eritematoso cutâneo subagudo 

O LEC subagudo é caracterizado por lesões cutâneas recorrentes distribuídas 

simetricamente em áreas fotoexpostas, o que traduz a fotossensibilidade intensa que ocorre 

neste subtipo.1 Dois tipos morfológicos são mais frequentemente vistos: lesões eritematosas 

de configuração anular, com bordas elevadas e clareamento central ou lesões 

pápuloescamosas de aspecto psoriasiforme ou eczematoso. Ambos podem estar presentes em 

um mesmo paciente, porém apresentar um ou outro tipo de lesão cutânea não traz implicações 

prognósticas distintas.1,24,25  Podem resultar em hipopigmentação, mas geralmente não 

resultam em cicatriz evidente.1 Segundo Obermoser et al,1 as lesões, de forma diferente do 

LEC agudo, raramente ocupam a região central da face e ocorrem mais nas laterais, porém, 

assim como o LEC agudo, também poupam as regiões interfalangeanas. O LEC subagudo 

podem ser induzido por drogas, em particular hidroclorotiazida e terbinafina, mas também por 

bloqueadores do canal de cálcio, anti-inflamatórios não-esteroidais, griseofulvina, anti-

histamínicos e uma série de outros medicamentos.1,26 A regressão das lesões pode ou não 

ocorrer após a interrupção do uso da droga.26  Anticorpos anti-núcleo são vistos em 70-80% 

dos pacientes, especialmente anti-Ro/SSA (41-70%) e anti-La/SSB (24-70%)15 e metade dos 

pacientes preenchem critérios para LE sistêmico.1 Entretanto, apenas 10 a 15% dos pacientes 

com doença sistêmica desenvolvem lesões cutâneas de LEC subagudo.1  

Manifestações cutâneas semelhantes a LEC subagudo podem ocorrer em neonatos 

devido à passagem transplacentária  de autoanticorpos anti-Ro/SS-A e/ou anti-La-SS-B, ou, 

mais raramente, anti-U1 RNP, que reagem com antígenos fetais e podem causar, além das 

lesões cutâneas, defeitos na condução cardíaca fetal e no neonato.1 

A histopatologia de lesões de LEC subagudo constitui-se em dermatite de 

interface com exocitose de linfócitos.1,16 O infiltrado inflamatório linfomonocitário, com 

número variável de plasmócitos, perianexial e perivascular, é menos proeminente que no LEC 

discoide e achados como rolhas córneas foliculares e espessamento da zona da membrana 

basal são mínimos ou ausentes. Além disso, não há fibrose dérmica. É característica a 

degeneração hidrópica da camada basal, com apoptose/corpos colóides na parte inferior da 

epiderme e derme superficial. Embora também curse com dermatite liquenoide, o LEC 
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subagudo difere do líquen plano por apresentar deposição de mucina, paraceratose, áreas de 

atrofia da camada espinhosa da epiderme e satelitose de linfócitos ao redor de ceratinócitos 

necróticos.16,23 Quando ocorre afluxo de eosinófilos para a derme e infiltrado também na 

profundidade da derme, deve-se suspeitar de  LEC induzido por drogas.16 De forma 

semelhante aos subtipos agudo e crônico, os achados da IFD incluem deposição granular de 

imunoglobulinas e complemento na junção dérmico-epidérmica. Resultados de IFD negativos 

não excluem o diagnóstico e a positividade na pele normal pode indicar lúpus eritematoso 

sistêmico concomitante.16,27 

 

 

Figura 4. Paciente com LEC subagudo e placas eritematosas policíclicas no dorso e região 

cervical (a); na face, placas eritematosas com descamação fina (b). Estas lesões normalmente 

resultam em hipocromia transitória, sem cicatriz. À histopatologia (c) das lesões observa-se 

atrofia epidérmica e hiperceratose, degeneração vacuolar da camada basal e infiltrado 

mononuclear na interface dermoepidérmica e também nas regiões perivasculares e 

perianexiais superficiais. Discreto depósito dérmico de mucina pode ser observado. (HE, 

200x). Créditos das imagens clínicas: Prof. Dr. Elemir Macedo de Souza- acervo da 
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Disciplina de Dermatologia da Unicamp.; demais imagens: fotos histopatológicas de amostras 

do estudo. 

1.1.4 Lúpus eritematoso cutâneo túmido 

O LEC túmido é incomum e provavelmente subdiagnósticado, uma vez que tem 

natureza intermitente e curso benigno.8,22 As lesões típicas são placas eritematosas infiltradas 

ou edematosas, urticária-símile, de superfície lisa. Predomina em áreas fotoexpostas, como 

face, dorso superior, colo e faces extensoras dos membros superiores, poupando as regiões 

interarticulares e axilas. As bordas das lesões são bem delimitadas e podem coalescer, 

conferindo aspecto arciforme a algumas lesões. Alguns pacientes apresentam lesões cutâneas 

anulares que se assemelham ao LEC subagudo, porém o LEC túmido não cursa com 

descamação. Resolvem-se sem cicatrizes ou discromias.28 As alterações epidérmicas são 

mínimas ou ausentes nos cortes histopatológicos corados em H&E, e o espessamento da zona 

da membrana basal pode não ocorrer.29 Nota-se um denso infiltrado inflamatório 

mononuclear, com número variável de plasmócitos, perivascular e perifolicular,. Deve-se 

salientar a densa deposição de mucina intersticial, tanto na superfície quanto na profundidade 

dérmica, característica deste subtipo.1,29 Mais da metade das amostras mostra IFD negativa; 

quando positiva inclui deposição granular de imunoglobulinas e complemento na junção 

dérmico-epidérmica.30,31 
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Figura 5. Placas eritematosas e infiltradas na região malar de uma paciente com LEC túmido 

(b). A figura (a) ilustra os aspectos histológicos desse subtipo, como a ausência de alterações 

epidérmicas, denso infiltrado linfoide perivascular e perianexial  na derme superficial e 

profunda, além de intensa mucinose dérmica, mais evidentes no detalhe da figura (c). (HE, 

200x) Créditos das imagens clínicas: Prof. Dr. Elemir Macedo de Souza- acervo da Disciplina 

de Dermatologia da Unicamp; demais imagens: fotos histopatológicas de amostras do estudo. 

1.2 Patogênese do lúpus eritematoso cutâneo 

Vários estudos sobre a patogênese do lúpus eritematoso cutâneo vêm sendo 

publicados, principalmente em relação aos fatores responsáveis pela resposta imune aberrante 

e consequente dano tecidual. A patogênese depende de desregulação do sistema imune e uma 

complexa ação de citocinas, quimiocinas e moléculas de adesão.14,15 Entretanto, a deflagração 

do fenômeno autoimune ainda não é completamente compreendida. 

1.2.1 Fatores Genéticos 

O LE é uma doença multifatorial, com complexa participação e interação entre 

fatores genéticos, do ambiente e imunológicos. Alguns genes capazes de predispor ao 

desenvolvimento da doença já foram identificados.  Estes genes medeiam a função de células 

imunes B e T, células apresentadoras de antígenos e processos de sinalização celular que se 
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baseiam na secreção de citocinas, como receptores toll-like (TLR) e fator nuclear kappa beta 

(FN-κβ) além de mudanças genéticas também ligadas à apoptose e depuração celular.32,33 

Polimorfismos genéticos do complexo maior de histocompatibilidade (MHC), como HLA-

DR2, HLA-DR3 e HLA-DRB1 são conhecidos como propensores  ao desenvolvimento de 

LE32. Também foi observada forte associação entre LEC subagudo, anticorpos anti-Ro e os 

fenótipos HLA-B8, DR-3, DRw-52.15,34 No lúpus eritematoso crônico discoide há associações 

genéticas que incluem os haplótipos A1, B8, DR3, B7 e DR2.35 Além disso, há várias regiões 

gênicas, fora das áreas de MHC, que parecem predispor a maior susceptibilidade ao lúpus 

eritematoso sistêmico e cutâneo por codificarem citocinas e seus receptores, moléculas de 

adesão, além de genes que atuam na apoptose. Um exemplo são os polimorfismos próximos 

ao locus gênico de expressão cutânea de IFN-κ, e também polimorfismos de tirosina-quinase 

2 (TYK2) e fator regulador de interferon 5 (IRF5), que tem sido associados ao LEC.32,36 

Também existem deficiências herdadas de complemento que se relacionam ao surgimento de 

lúpus cutâneo, como por exemplo a deficiência de C1q, que leva a lesões lúpus-símile, 

fotoinduzidas, e deficiências de C2 e C4, que predispõem a LEC subagudo.3 Mutações no 

gene TREX-1, que altera a susceptibilidade a morte celular mediada por granzima A, está 

associada a lúpus pérnio familiar.37  

1.2.2 Radiação Ultravioleta 

A relação de causa e efeito entre a luz ultravioleta (UV) e o LEC é clara, e a sua 

capacidade de induzir e exacerbar lesões cutâneas nos diversos subtipos de LEC já foi 

demonstrada em diversos estudos.38 Entretanto, a vasta complexidade da resposta imune na 

pele dificulta prever a cascata de eventos e os efeitos exatos da radiação ultravioleta sobre a 

gênese de diferentes lesões cutâneas. Investigações anteriores definiam apenas a relação do 

espectro da luz UVB (290-320nm) com as formas cutâneas de lúpus eritematoso,39-43 porém 

está demonstrado que a luz UVA também pode contribuir para a indução de lesões 

cutâneas.14,34,44,45 A luz solar pode não somente agravar lesões cutâneas lúpicas, mas também 

exacerbar manifestações clínicas sistêmicas da doença.34 

Embora o exato mecanismo de indução do CLE pela luz UV não seja conhecido, 

acredita-se que a apoptose de queratinócitos, externalização de autoantígenos e ativação da 

cascata de liberação de citocinas promovidas pela irradiação contribuam para o 

desenvolvimento e progressão do LEC. 32,46  A fotoexposição induz liberação vários fatores 

pró-inflamatórios, como IFN-α, TNF-α, IL-1, IL-6, ICAM-1, Hsp 70, Hsp 90, e iNOS.15,34,47-
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49 Este microambiente inflamatório, associado ao dano do DNA celular, resulta na morte de 

ceratinócitos, liberando potenciais autoantígenos que servem como estímulo a células T e B 

autorreativas.32  

Anticorpos contra antígenos nucleoproteicos, Ro/SS-A e algumas vezes La/SS-B, 

estão altamente associados à fotossensibilidade, principalmente no lúpus eritematoso 

sistêmico e no LEC subagudo.1,50  Sabe-se que o antígeno Ro é um regulador negativo da 

produção de citocinas pró-inflamatórias, que incluem TNF-α, IFN-α, IFN-β e IL-12.15 

Estudos em modelos animais demonstraram que defeitos no antígeno RO também levam a 

uma inflamação tissular via IL-23/Th17. A irradiação por UVB também induz a aumento dos 

níveis de CSF-1 (fator estimulador de colônias) tanto séricos quanto na pele, em modelos 

animais. Também há liberação de HMGB1 (high mobility group Box protein 1), uma citocina 

pró-inflamatória liberada por monócitos e macrófagos, que se correlaciona com a expressão 

de IL-1β e TNF.51 

1.2.3 Infecções, drogas, fatores hormonais 

Outros fatores, além da radiação UV, provavelmente estão associados à indução 

do LE. Infecções por citomegalovírus, hepatite C e vírus Epstein- Barr tem sido implicados na 

patogênese da doença e os fenômenos de mimetismo molecular, superantígenos, disseminação 

de epítopos (“epitope spreading”) e alteração na ativação e sobrevivência de células imunes 

atuariam na deflagração do fenômeno autoimune.32 De fato, altos níveis de anticorpos contra 

o vírus do Epstein-Barr se correlaciona com manifestações cutâneas e articulares de lúpus.52 

Infecções bacterianas também poderiam estar implicadas no surgimento da doença, 

estimulando células plasmocitóides a produzir citocinas do tipo IFN e facilitar a produção de 

autoanticorpos.32 Medicamentos também podem estar associados ao surgimento do LE 

sistêmico e cutâneo, como terbinafina, bloqueadores de canal de cálcio e hidroclorotiazida, 

provavelmente por indução de fotossensibilidade. Existem também diversas publicações 

referindo surgimento de LEC durante terapias anti-TNF, embora também existam outras 

publicações referindo melhora de lesões cutâneas lúpicas com esta mesma terapia.14  O 

tabagismo também tem sido incriminado como um agravante das lesões lúpicas.53 Fatores 

hormonais também parecem ser importantes, ilustrados pela maior frequência da doença em 

mulheres na pré-menopausa, e a piora durante a gestação. Acredita que sua participação se dê 

pelos estrogênios, que são capazes de modular a resposta T-helper (Th) para o padrão Th2 e 

aumentar a produção de IFN-α, IL-4, IL-10 e TNF-α.32 
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1.2.4 Apoptose e ativação macrofágica no lúpus eritematoso cutâneo 

Os mecanismos moleculares que atuam no fenômeno apoptótico do LE ainda não 

são completamente compreendidos, porém há evidências de seu papel crucial na patogênese 

da doença. Em um tecido normal, a formação das células apoptóticas se dá pela ativação das 

caspases, promovendo exposição de fosfolipídios de carga negativa na porção exterior da 

membrana celular, seguida da formação de espécies reativas de oxigênio e clivagem do DNA. 

O mecanismo apoptótico pode ocorrer via extrínseca ou intrínseca. A via extrínseca é ativada 

pela ligação dos receptores de morte celular, como CD95/Fas, receptor do fator de necrose 

tumoral 1 (TNF-R1) ou receptores TRAIL. A via intrínseca é iniciada por sensores de dano 

intracelular pró-apoptóticos da família Bcl-2, como BAX, BAD e BIM, que agem na 

membrana mitocondrial e levam à liberação do citocromo para o citosol.14 A etapa final é a 

depuração das células apoptóticas pelos fagócitos, que em situações fisiológicas ocorre em 

poucas horas e sem resposta autoimune direcionada contra autoantígenos provenientes dessas 

células.54 Além disso, a preservação, pelo fenômeno apoptótico normal, da integridade da 

membrana celular até a sua fagocitose impede a liberação de moléculas associadas ao dano 

intracelular (DAMPS) e potenciais autoantígenos, como a HMGB1, proteínas de choque 

térmico, ácido úrico e complexos DNA-histona.14 As células apoptóticas também são 

conhecidas por iniciar respostas de tolerância e imunossupressão nas células dendríticas e nos 

macrófagos ativados. 14,34 Estudos in vitro  demonstraram a secreção de TGF-β e IL-10 pelos 

macrófagos após o encontro com células apoptóticas, e também um estado de baixa expressão 

de moléculas co-estimulatórias e liberação de citocinas inflamatórias pelas células 

dendríticas.14,55,56 Deste modo, além de seu papel como principal removedor primário de 

restos celulares, os macrófagos podem promover tolerância e inibição da produção de 

citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α, pelas células vizinhas. Entretanto, dependendo do 

tipo de célula fagocítica (macrófagos e células dendríticas imaturas versus células dendríticas 

maduras) que interage com a célula apoptótica, há o desenvolvimento de tolerância ou 

autoimunidade.34 

 Há evidências de alterações do mecanismo apoptótico na patogênese do LE 

cutâneo. Já foi demonstrado o aumento do número de ceratinócitos apoptóticos na interface 

dermoepidérmica em lesões de LEC crônico e subagudo.57-60 Alto número de células 

apoptóticas tem sido apontado como gatilho na maturação das células dendríticas locais e na 

promoção de apresentação antigênica a células T MHC de classes I e II.34  
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Acredita-se que um aumento do fenômeno apoptótico, associado a defeitos na 

depuração das células apoptóticas, poderia permitir a quebra da tolerância a auto-antígenos e 

ser responsável pela deflagração do fenômeno autoimune no lúpus.34,14 Acredita-se que a 

externalização de autoantígenos na membrana celular permitiria que autoanticorpos 

circulantes ganhassem acesso a estes autoantígenos.46 Este processo poderia ser desencadeado 

por liberação de citocinas UV-induzidas ou diretamente pela luz UV por meio de fenômenos 

citotóxicos.34 A citotoxicidade inclui vários mecanismos: liberação de perforina, granzimas e 

granulisina pelas células CD8 citotóxicas e Natural Killer (NK), liberação de citocinas (como 

TNF-α e  IL-1), e o gatilho do Fas pelo Fas ligante.34,61. Também foi observado que o 

aumento do número de células apoptóticas na pele lesada de pacientes com a doença 

correlaciona-se com aumento da expressão da proteína p53.58 A proteína p53 é uma proteína 

supressora de neoplasia e é ativada em resposta a dano UV-induzido ao DNA e em resposta às 

citocinas TNF-α e IFN-γ, podendo iniciar a morte celular por apoptose. 34 Além disso, sabe-se 

que o dano ao queratinócito pode promover sua necrose, liberando mediadores pró-

inflamatórios potentes como a citocina HMGB1 por monócitos e macrófagos. Tem sido 

descrita expressão de HMGB1 extracelular em lesões de lúpus cutâneo, com seu pico 48 

horas após a irradiação pelo UVB na pele humana, que se correlaciona à expressão de IL1-β e 

citocinas do tipo TNF. 51 

1.2.5 Citocinas, quimiocinas e moléculas de adesão  

O sistema IFN tem papel importante na patogênese do lúpus. Ele participa da 

ativação e modulação do sistema imune e age na interação entre a imunidade inata e 

adaptativa. Seus efeitos são amplos e inclui diferenciação das células B, na transformação de 

monócitos em células apresentadoras de antígeno, ativação da via Th1 e supressão de células 

T regulatórias. Na pele, ele aumenta o recrutamento de leucócitos por meio de citocinas 

inflamatórias, quimiocinas e moléculas de adesão. 14,62  Estudos recentes estabeleceram 

evidência da participação do sistema IFN, particularmente quimiocinas pró-inflamatórias 

induzidas por ele, no desenvolvimento de lesões cutâneas lúpicas.15 Células dendríticas 

produtoras desta citocina foram encontradas em vários subtipos de lúpus cutâneo, incluindo 

os subtipos discoide, túmido e subagudo.63,64  

A participação da produção local de IFN-α no desencadeamento da doença 

cutânea é sugerida pela presença de proteínas relacionadas a IFN na pele lesada e pela 

expressão prolongada e aumentada das proteínas relacionadas a IFN-I, decorrente da 
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exposição à luz UVB. 51 Além disso, os níveis de IFN-I correlacionam-se com a atividade da 

doença no lúpus sistêmico.65,66 O IFN-I é conhecido por aumentar a capacidade citotóxica dos 

linfócitos circulantes e induzir a produção de quimiocinas pró-inflamatórias como CXCL9 e 

CXCL10. Estas quimiocinas são ligantes para o receptor da quimiocina CXCR3 e causam 

recrutamento autoimune de linfócitos CXCR3+ e células dendríticas na pele. A quimiocina 

CXCL10, liberada nos tecidos-alvo, pode apresentar um mecanismo de recrutamento próprio 

amplificado que, em parte, seria responsável pela inflamação crônica vista no lúpus 

eritematoso cutâneo e por diferenças vistas no padrão epidérmico de expressão de CXCL9 e 

CXCL10. Um estudo encontrou expressão de CXCL 9 e 10, predominantemente na epiderme 

e zona juncional, nos diversos tipos de lúpus cutâneo. Entretanto, o CXCL9 foi observado em 

toda e epiderme e o CXCL 10 em áreas basais com intensa degeneração hidrópica.65 

Diversos trabalhos também têm avaliado a participação do TNF-α nas  

manifestações cutâneas do lúpus. O TNF-α é uma citocina pró-inflamatória produzida  por 

diversas células, inclusive ceratinócitos, com importante papel na regulação do sistema 

imune.62 Além da sua produção pelos ceratinócitos mediante exposição à radiação UV, como 

mencionado anteriormente, existe o conhecimento crescente de que o sistema TNF-α 

hiperativado atua em várias doenças auto-imunes, incluindo o lúpus eritematoso. Entretanto, 

seu papel exato na patogênese do LEC ainda não foi definido.32,62 Níveis séricos elevados 

dessa citocina são encontrados em pacientes com lúpus eritematoso sistêmico e eles se 

correlacionam com a atividade da doença.15  Zampieri et al. observaram que amostras de 

lesões refratárias de LE cutâneo subagudo exibem forte expressão de TNF-α, o que não se 

observa na pele não lesional do mesmo grupo de pacientes ou nos linfomas cutâneos de 

células T.67  A IL-1, citocina pró-inflamatória liberada pelos ceratinócitos após estímulo pela 

luz UV, também age de forma sinérgica à liberação de TNF-α.62 Além disso, o TNF-α 

também se mostra importante na regulação da molécula de adesão intercelular endotelial 

ICAM-1 e da molécula de adesão vascular VCAM-1.51 A propósito, há evidências de que a 

expressão de ICAM-1 seja essencial para o desenvolvimento de lesões cutâneas em geral, já 

que modelos animais não produtores de ICAM-1 não desenvolvem lesões cutâneas.68 

Entretanto, o uso de drogas anti- TNF-α tem sido associado a reações adversas que incluem 

surgimento de lesões cutâneas lúpicas e lúpus eritematoso sistêmico, e a causa para esses 

achados paradoxais ainda não é conhecida.32,62,69 

A IL-6 também vem sendo estudada em relação à sua participação na patogênese 

do LE cutâneo. A IL-6 é uma citocina multifuncional primariamente produzida por monócitos 
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e macrófagos e que estimula a diferenciação de células B e secreção de imunoglobulinas e 

promove diferenciação de células T citotóxicas. Em estudos experimentais, níveis elevados de 

RNAm de IL-6 são detectados na pele irradiada por luz UV, juntamente com IL-1 e TNF-α. 
51,62 IL-10, embora seja principalmente uma citocina anti-inflamatória, também pode 

estimular hiperatividade de células B juntamente com IL-6, e  os níveis de ambos estão 

aumentados no soro de pacientes com LE sistêmico. Os níveis de IL-10 se correlaciona com a 

presença de anticorpos anti-DNA e negativamente com níveis séricos de C3, C4 e 

linfócitos.70,71 

A IL-18 também vem sendo investigada por sua participação no desenvolvimento 

do LE cutâneo. A IL-18 pertence à “superfamília” das IL-1 e medeia o infiltrado celular no 

tecido. Além disso, estimula a expressão de IFN- γ, TNF-α e IL-1, e induz liberação de 

quimiocinas CXCL9, CXCL10, CXCL11, além de estimular a expressão de Fas-L.51,62 A 

expressão de IL-18 é maior em ceratinócitos de pacientes com lúpus cutâneo do que em 

indivíduos normais e se correlaciona com apoptose.72  Sob o estímulo de IL-18, os 

ceratinócitos produzem TNF-α e não expressam IL-12 (uma citocina que protege os 

ceratinócitos da apoptose induzida pela UV).15 

1.2.6 Dano tecidual 

O estímulo ambiental de resposta imune aberrante em indivíduos geneticamente 

predispostos resulta na ativação de células efetoras e acúmulo de células inflamatórias. Estas 

incluem linfócitos B, T, células dendríticas e macrófagos, que danificam o tecido diretamente 

ou indiretamente por meio da produção de citocinas e anticorpos.51 

A produção de anticorpos é uma condição inerente ao LE sistêmico. A quebra de 

tolerância imunológica, tanto central, quanto periférica, resulta em células B e plasmócitos 

autorreativos. As células B são focalmente aumentadas em lesões cutâneas lúpicas, entretanto 

seu papel, assim como de alguns anticorpos específicos relacionados ao LEC, ainda são 

indefinidos.32,73 O LEC subagudo, por exemplo, associa-se com frequência à presença de 

anticorpos anti-Ro/SSA, que são dirigidos ao RNA celular.32 Imunoglobulina IgG1 é uma 

subclasse de IgG encontrada em lesões de LEC subagudo e é conhecida por ativar 

complemento e iniciar a citotoxicidade celular anticorpo-dependente.34 A presença do 

complexo de ataque à membrana, na junção dermoepidérmica de lesões cutâneas de LE, 

sugere uma patogênese também anticorpo-mediada para o dano celular visto no LE cutâneo. 

A presença do complemento (C5b-9) na pele lesional de pacientes com lúpus eritematoso 
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sistêmico, LEC subagudo e LEC crônico sugere que este complexo pode atuar na patogênese 

das lesões.34 

As células T são as predominantes nas lesões de LEC.51 Entretanto, o tipo 

predominante dessas células no infiltrado inflamatório ainda é controverso. Wenzel at al74 

encontrou maior expressão de células T CD8+ citotóxicas em amostras cutâneas de LEC 

discoide do que em amostras de LEC subagudo, porém outros estudos não confirmam.75 A 

autoimunidade, no LE, até os dias atuais, também não é completamente explicada pelo 

paradigma Th1/Th2. As células T helper 17 (Th 17) podem auxiliar na caracterização da 

progressão do fenômeno autoimune nos pacientes acometidos por LE.63 As citocinas mais 

conhecidas que são produzidas nesta forma de reação são a IL-17, IL17-F, IL-22 e IL-21. 

Tanasescu et al76, estudaram a participação dessas citocinas em lesões cutâneas de LE 

sistêmico, LE crônico discoide e LE cutâneo subagudo pela técnica imuno-histoquímica. Os 

autores concluíram que a população de linfócitos Th17 pode estar implicada nas lesões 

cutâneas de pacientes com LE. IL-17 estimula as células T e também aumenta a produção de 

autoanticorpos, citocinas inflamatórias  e quimiocinas.62 

1.2.7 Tolerância imunológica 

Conforme já mencionado anteriormente, a quebra da tolerância imunológica, tanto 

periférica, quanto central, é fundamental no desencadeamento do fenômeno autoimune no LE 

sistêmico.77 Entretanto, sua participação na patogênese do LEC ainda vem sendo estudada e 

permanece incompletamente compreendida. Acredita-se que defeitos nos mecanismos de 

tolerância imunológica periférica podem estar associados ao desenvolvimento de lesões 

cutâneas lúpicas. As células T regulatórias são CD4+CD25+ e assumem papel importante na 

supressão do sistema imune a auto-antígenos.78 O FOXP3 (fator de transcrição forkhead box 

P3) é um fator de transcrição, pertencente a família forkhead, essencial para o 

desenvolvimento e função da maioria das células T regulatórias, sendo que as células T 

CD4+CD25+ expressam altos níveis deste fator.79 Estas células mantém a tolerância 

imunológica pela supressão da atividade de células CD4, CD8, NK, células B e dendríticas.46 

A presença de mutações no gene FOXP3, em murinos, resulta na ausência de linfócitos T 

regulatórios (Treg) CD4+CD25+ e doença autoimune em múltiplos sistemas.78,79 Dessa 

forma, o FOXP3 assume papel importante na regulação da resposta imune pelas células T 

periféricas. A teoria mais provável é de que as células Treg estejam reduzidas em pacientes de 

LE sistêmico, tendo em vista que a maioria dos estudos sobre a expressão das células T 
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regulatórias CD4+CD25+ no lúpus sistêmico encontrou uma expressão diminuída destas 

células neste grupo, em relação a controles normais, embora haja estudos que demonstraram 

aumento da expressão.78 Tem também sido proposto as Treg em pacientes de LE sistêmico 

tenham uma falha em suprimir a produção de citocinas ou que as células T sejam resistentes a 

supressão pelas Treg.77 Ainda são poucos os estudos sobre a participação deste grupo celular 

no LEC, porém há evidências de que ele esteja menos presente nas lesões cutâneas.75,78,80,81 

Especula-se que as células Th17 e T regulatórias regulam-se reciprocamente.82 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivos gerais 

Os objetivos deste trabalho foram: 

a) Estudar, em amostras de pele acometida por LEC discoide, subagudo e túmido, 

os seus aspectos histológicos, de IFD e imuno-histoquímicos, de modo compreender melhor a 

patogênese destes subtipos de LEC e justificar as diferenças clinico-histopatológicas entre 

eles; 

b) Comparar os subtipos de LEC, por meio da técnica imuno-histoquímica, 

quanto à resposta imune: 

-T citotóxica mediada por grânulos 

-inflamatória 

-anti-inflamatória  

c) Avaliar se a presença do diagnóstico concomitante de LE sistêmico (definido 

pelos critérios diagnósticos da ACR11,12),  modifica o microambiente inflamatório e a resposta 

T citotóxica nas lesões de LEC.  

2.2 Objetivos específicos: 

Capítulo I: Caracterizar e comparar a citotoxicidade mediada por grânulos em 

amostras de pele de LEC discoide, subagudo e túmido, por meio da expressão imuno-

histoquímica de CD8, CD56, granzima A, granzima B, granulisina e perforina; 

Capítulo II: Caracterizar e comparar a participação das células T regulatórias e a 

resposta imunológica anti-inflamatória em amostras cutâneas de LEC discoide, subagudo e 

túmido por meio da expressão imuno-histoquímica de CD4, CD8, CD25, FOXP3 e IL-10. 

Capítulo III:  Comparar o perfil de expressão imuno-histoquímica das citocinas 

IL-1β, IL-6, IL-10, IL-17, IL-18, TNF-α e da molécula de adesão ICAM-1 em amostras 

cutâneas de LEC discoide, subagudo e túmido e correlacioná-lo com o exame de 

imunofluorescência direta para imunoglobulinas e complemento nestas amostras, de modo a 

investigar a participação de fatores sistêmicos e inflamatórios locais que justifiquem as 

diferenças clínicas e histológicas observadas entre os subtipos de LEC. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Desenho do estudo, tamanho amostral e variáveis 

O comitê de ética da Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp aprovou a 

metodologia deste estudo, que está de acordo com a declaração de Helsinki de 1975, revisada 

em 1983. 

Trata-se de estudo retrospectivo, em que foi realizado um levantamento de todas 

as biópsias realizadas no Departamento de Anatomia Patológica no período de 1995 a 2012, 

provenientes de pacientes atendidos na rotina dos ambulatórios da Disciplina de Dermatologia 

da FCM/Unicamp, com suspeita de LEC. Foram selecionados mais de 500 laudos de 

pacientes, que tiveram seus respectivos prontuários analisados quanto ao diagnóstico 

confirmado (pelos dados clínicos e histopatológicos) de LEC (discoide, túmido e subagudo), 

resultado positivo para depósito de imunoglobulinas ou complemento na zona da membrana 

basal da epiderme, e dados clínicos e laboratoriais que permitissem identificar a associação ou 

não com LE sistêmico (definida pela presença dos critérios da ACR). Destes, 202 pacientes 

com LEC foram potencialmente elegíveis para o estudo e 114 tiveram suas amostras de tecido 

cutâneo acometido por LEC, incluídas em parafina, recuperadas dos arquivos do  

Departamento de Anatomia Patológica da Faculdade de Ciências Médicas, Unicamp. Ao todo, 

59 pacientes com LEC (LEC discoide =21, LEC subagudo=17, LEC túmido=21) foram 

incluídos no estudo, sendo que, destes pacientes, 20 preenchiam critérios para o diagnóstico 

de LE sistêmico e 39 não preenchiam (70,58% da população estudada de LE subagudo e 

19,04% da de LE discoide e túmido).  

As 59 amostras de pele foram submetidas a cortes adicionais e analisadas 

histologicamente por meio da técnica imuno-histoquímica. Foram avaliadas, por meio de 

dados de prontuário, as variáveis: idade, sexo, cor e resultados da imunofluorescência direta, 

que  foram analisadas em relação a positividade para os conjugados IgA, IgG, IgM, C3 e C1q 

e natureza e tipo do depósito (focal ou difuso, granular ou linear). 

Critérios de inclusão: 

- Diagnóstico confirmado de LEC e um dos seguintes subtipos: discoide, 

subagudo e túmido, de acordo com a literatura vigente1; 

- Amostra de pele estocada em parafina preenchendo os seguintes quesitos: em 

bom estado, em quantidade suficiente para a realização de novos cortes (para as reações 

imuno-histoquímicas), contendo alterações histopatológicas, sob a coloração de H&E, 
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ilustrativas do subtipo de LEC crônico definido à clínica para cada paciente, de acordo com a 

literatura vigente.16,22 

- Resultado positivo de exame de imunofluorescência direta da pele, exceto para o 

LEC túmido, por ser o resultado deste exame frequentemente negativo neste subtipo,  

- Exame de imunofluorescência direta obtido a partir de amostras de pele sempre 

coletadas do mesmo local e na mesma data daquela obtida para exame histológico. 

- Prontuários contendo dados clínicos, laboratoriais e de seguimento completos; 

Critérios de exclusão: 

- Amostras com o resultado inadequado de reações imuno-histoquímicas, mesmo 

após repetição. 

3.2 Técnica imuno-histoquímica 

As amostras de tecido cutâneo incluídas em parafina foram encaminhadas para 

cortes histológicos na espessura de 4 µm adicionais para tratamento pelo método de reação 

imuno-histoquímica convencional com polímeros (Kit Novolink, Laboratórios Novocastra, 

Newcastle-upon-Tyne, Reino Unido) ou pelo método estreptavidina-biotina-peroxidase de 

rábano (LSAB-HRP, código 0609, Dako Cytomation, Glostrup, Dinamarca). Cada anticorpo 

foi, inicialmente, testado com dois métodos de recuperação antigênica e diferentes diluições, 

para otimizar o resultado final de coloração. A visualização de cada complexo foi alcançada 

com o uso do substrato 3,3 diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB, Sigma, Saint Louis. 

Missouri, EUA). Os fragmentos foram contra-corados com a hematoxilina de Mayer. Secções 

de linfonodos, apêndice cecal e amígdala foram tratadas, ao mesmo tempo, com anticorpos 

para os mesmos marcadores (controle positivo) e a omissão do anticorpo primário foi usada, 

nos cortes selecionados, para os controles negativos. Todos os procedimentos foram feitos 

pelo mesmo técnico. Cortes com dobras, rotura, acentuada coloração inespecífica de fundo ou 

imunomarcação de fraca intensidade foram excluídos e a coloração repetida. 

Foram analisadas por meio da técnica imuno-histoquímica:  

1. A resposta T citotóxica por meio da expressão dos seguintes marcadores: CD8, 

CD56, granzima A, granzima B, perforina e granulisina. 

 2. A resposta inflamatória por meio da expressão de moléculas de adesão ICAM-1 

e das citocinas TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-17, IL-18. 

 3. A resposta anti-inflamatória por meio da expressão de CD4, CD25, FOXP3 

(fator de transcrição das células T regulatórias) e IL-10. 
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 O quadro 3 mostra a relação dos anticorpos utilizados nas reações, bem como o 

método de recuperação antigênica e o sistema de detecção utilizado. 

Quadro 3. Anticorpos utilizados nas reações imuno-histoquímicas do estudo. 

Anticorpo 

primário 

Clone Dilui-

ção 

Recuperação 

antigênica 

(vapor – panela 

de pressão) 

Sistema de 

Detecção 

CD4 SP35; Spring Bioscience, 

Pleasanton, California, 

EUA 

1:100 Citrato, 

pH 6.0 

Novolink. 

CD8 M7103, Dako, Glostrup, 

Dinamarca 

1:100 Citrato, 

pH 9.0 

Novolink. 

CD25 4C9; Cell Marque, 

Rocklin, California, EUA 

1:100 Tris-EDTA,  

pH 9.0 

Novolink 

CD56 M7304, Dako, Glostrup, 

Dinamarca 

1:150 Citrato, 

pH 6.0 

 

Novolink. 

FOXP3 PCH 101, eBioscience, 

San Diego, California, 

EUA 

1:200 Tris- EDTA,  

pH 9.0 

Novolink. 

Granzima A GA6; Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, 

Texas, EUA 

1:60 Citrato, 

pH 6.0 

 

Novolink 

Granzima B 11F1; Novocastra, 

Newcastle-upon-Tyne, 

Reino Unido 

1:50 Tris-EDTA, 

pH 9.0 

Novolink 

Granulisina RJT48; Novocastra, 

Newcastle-upon-Tyne, 

Reino Unido 

1:50 Tris-EDTA, 

pH 9.0 

Novolink 

ICAM-1 G5, Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, 

Texas, EUA 

1:8000 Citrato, 

pH 6.0 

Novolink 
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3.3 Análise da imunomarcação de CD8, CD56, granzima A, granzima B, perforina, 

granulisina, ICAM-1, CD4, CD25 e FOXP3 

A quantificação dos biomarcadores CD4, CD8, CD25, CD56, granzima A 

granzima B, perforina,  granulisina, ICAM-1 e FOXP3 no infiltrado dérmico foi feita da 

seguinte forma: foram selecionados randomicamente, por meio das amostras coradas em 

H&E, 3 a 10 campos de maior densidade inflamatória e sem artefatos, examinados em 

aumento de 400x. Esta variação no número de campos selecionados ocorreu pois, em algumas 

amostras, três campos foram suficientes para documentar todas as células inflamatórias 

presentes (como em alguns casos de LEC subagudo, em que a densidade inflamatória costuma 

ser menor e mais superficial). A seguir, estes mesmos campos, para cada seção corada com o 

IL-1β H-153; Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, 

Texas, EUA 

1:40 Tris-EDTA, 

pH 9.0 

LSAB-HRP 

IL-6 MQ2-13A5; Biolegend, 

San Diego, California, 

EUA 

1:500 Citrato, 

pH 6.0 

Novolink 

IL-10 AF-217-NA; R&D 

Systems, Minneapolis, 

Minnesota, EUA 

1:50 Tris-EDTA,  

pH 9.0 

LSAB-HRP 

IL-17 H-132; Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, 

Texas, EUA 

1:50 Tris-EDTA, 

pH 9.0 

Novolink 

IL-18 N-19; Santa Cruz 

Biotechnology, Inc, 

Dallas, Texas, EUA 

1:40 Tris-EDTA, 

pH 9.0 

LSAB-HRP 

Perforina 5B10; Novocastra, 

Newcastle-upon-

Tyne,Reino Unido 

1:30 Tris-EDTA, 

pH 9.0 

Novolink 

TNF- α AF-210-NA; R&D 

Systems, Minneapolis, 

Minnesota, EUA 

1:50 Citrato, 

pH 6.0 

LSAB-HRP. 
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respectivo marcador, foram fotografados e analisados por meio do software Image J® (Java-

based image processing program, Wayne Rasband, NIH, Bethesda, USA), em que todas as 

células, tanto as imunomarcadas, como as negativas, foram contadas. Para cada marcador, a 

razão entre o número de células imunomarcadas sobre o total de células inflamatórias em cada 

imagem foi obtido e a média de valores foi documentada. (Figuras 6 a 9) 

Além disso, também foram contadas as células imunorreativas para CD4, CD25 e 

FOXP3 presentes na espessura da epiderme ou epitélio infundibular. Foram contabilizadas 

apenas aquelas cujos núcleos estavam presentes no plano observado. Os valores foram 

tabulados da seguinte forma: expressão baixa= nenhuma célula até 9 a cada 3 mm lineares; 

expressão alta= 10 ou mais células a cada 3mm lineares. (Figura 9) 

 

 
 

Figura 6. (a) e (b) Imunomarcação citoplasmática e membranosa de CD8 no LEC subagudo e 

LEC túmido, respectivamente, em amostras pertencentes ao estudo; (c) e (d) Imunomarcação 

citoplasmática e membranosa de CD56 na pele acometida por LEC subagudo e LEC  túmido, 

respectivamente. (técnica imuno-histoquímica, anticorpos anti-CD8 e anti-CD56, aumento 

original 400x)  
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Figura 7. Imunomarcação citoplasmática de perforina (a), granulisina (b), granzima B (c) e 

granzima A (d) em amostras de pele do estudo, acometidas por LEC túmido. (técnica imuno-

histoquímica, anticorpos anti-perforina, anti-granulisina, anti-granzima A e B,  aumento 

original 400x) 

 

Figura 8. Imunomarcação citoplasmática e membranosa de ICAM-1 em  amostra de pele do 

estudo, acometida por LEC subagudo (imuno-histoquímica, anticorpo anti-ICAM-1, aumento 

original 400x) 
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Figura 9. Imunomarcação citoplasmática de CD4 nas células inflamatórias da derme e que 

também estão presentes na interface entre a derme e a epiderme (a) ou epitélio anexial (b) e 

migram para outros estratos do epitélio; imunomarcação citoplasmática de CD25 nas células 

inflamatórias da derme que migram para a epiderme (c) e epitélio anexial (d); imunomarcação 

de FOXP3 nos núcleos das células inflamatórias que migram pela epiderme (f) e estão 

também presentes entre as células linfoides na derme (e). (imuno-histoquímica,  anticorpo 

anti- CD4, anti-CD25 e anti-FOXP3, aumento original de 400x). 

3.4 Análise da imunomarcação de  IL-1β, IL-6, IL-10, IL-17, IL-18 e TNF-α  

De forma semelhante à metodologia de análise para os biomarcadores 

anteriormente descritos, para a análise da imunomarcação de IL-1β, IL-6, IL-10, IL-17, IL-18 

e TNF-α, cada amostra do estudo foi examinada na coloração de H&E. Foram então 

selecionados, aleatoriamente, para cada amostra, três campos de maior densidade inflamatória 

e sem artefatos, em aumento de 400x. A seguir, estes mesmos campos, para cada seção corada 
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com o respectivo marcador imuno-histoquímico, foram analisados conforme o método 

empregado por Popovic et. al.83, com as modificações abaixo descritas.  

Por se tratar de trabalho retrospectivo, com tempos variados de fixação e demais 

procedimentos histotécnicos, houve certa dificuldade na avaliação das amostras, pela presença 

de coloração inespecífica (background) e variação na intensidade da coloração. Desta forma, 

para cada biópsia, a análise da intensidade da coloração baseou-se no seguinte procedimento: 

identificou-se, em primeiro lugar, no espécime a ser analisado, a estrutura mais corada, a que 

era atribuído valor “3” de intensidade. Para as demais estruturas, os valores eram relativos ao 

“3” observado. Dada a necessidade de se avaliar a secreção extracelular da interleucina, que 

era estimada girando-se o micrométrico do microscópio óptico, a avaliação se deu 

diretamente no microscópio e não sob análise digital, como no restante dos marcadores. 

(figuras 10 e 11) Para cada biópsia, a análise dos diversos imunomarcadores no microscópio 

foi sempre realizada nos mesmos campos representativos.  

1. A epiderme foi examinada quanto à intensidade de imunomarcação 

(classificada como leve, moderada ou forte) e à porcentagem de imunomarcação 

citoplasmática na sua espessura (<5% = 0, 5 a 25% = 1, 26 a 75% = 2, >75% = 3); 

2. O infiltrado dérmico foi analisado quanto à intensidade da imunomarcação 

(classificada como leve, moderada ou forte), quanto à porcentagem de células imuno-

coradas (<5% = 0, 5 a 25% = 1, 26 a 75% = 2, >75% = 3) e quanto à porcentagem da 

ocupação do espaço extracelular pela citocina secretada, na área entre as células 

inflamatórias (<5% = 0, 5 a 25% = 1, 26 a 75% = 2, >75% = 3). 
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Figura 10. Imunomarcação citoplasmática e intersticial da interleucina IL-1β (a) e IL-18 na 

pele de um paciente com LEC discoide (b) ; de IL-17 na pele de um paciente com LE túmido 

(c) e de IL-10 em uma lesão de LE discoide (d). (técnica imuno-histoquímica, anticorpos anti- 

IL-1β, anti-IL-10, anti-IL-17 e anti-IL-18, aumento original 400x) 

 

 

Figura 11. (a) Imunomarcação de IL-6 nas células inflamatórias da derme e que também são 

vistas na espessura da epiderme;  (b) imunomarcação de IL-6 nas células inflamatórias, 

dendríticas e endoteliais; (c) Imunomarcação de TNF- α na epiderme e dendrócitos dérmicos; 
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(d) imunomarcação de TNF- α no infiltrado inflamatório dérmico (imuno-histoquímica,  

anticorpo anti- IL-6 e anti- TNF-α aumento original de 400x) 

3.5 Análise Estatística 

Os resultados foram tabulados em planilha do Excel® e analisados 

estatisticamente por meio do software SAS 9.0 ®. O teste exato de Fisher ou qui-quadrado foi 

utilizado para avaliar a associação entre variáveis qualitativas. Mann-Whitney e Kruskal-

Wallis- ANOVA ranqueado, seguido de pós-teste de Tukey, foram utilizados para testar 

diferenças entre as médias de variáveis quantitativas entre os grupos estudados. Teste de 

correlação de Spearman foi utilizado para testar associação entre variáveis quantitativas. 

Valores de P menores que 0,05 foram considerados significantes. 
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4. RESULTADOS 

Esta tese de doutorado está estruturada conforme o Formato Alternativo, 

normatizado pela Comissão de Pós-Graduação da Faculdade de Ciências Médicas da 

Universidade Estadual de Campinas/ Unicamp, sob o parecer PG nº 1985/96. 

4.1 Capítulo I 

Fogagnolo L, Soares TCB, Senna CG, Souza EM, Blotta MHSL, Cintra ML. 

Cytotoxic granules in distinct subsets of cutaneous lupus erythematosus. Clin Exp 

Dermatol 2014; 39:835-9  
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4.2 Capítulo 2 

Immunomodulation in cutaneous lupus erythematosus subsets  

(Manuscrito preparado para publicação)  

Leticia Fogagnolo1, Elemir Macedo de Souza2, Maria Heloísa de Souza Lima Blotta3, César 

Galusni Senna1, Cleide Aparecida Moreira Silva4, Maria Leticia Cintra1 

1. Pathology Department. School of Medical Sciences, State University of Campinas 

(UNICAMP). Campinas (SP), Brazil. 

2. Dermatology Department. School of Medical Sciences, State University of Campinas 

(UNICAMP). Campinas (SP), Brazil. 

3. Clinical Pathology Department. School of Medical Sciences, State University of 

Campinas (UNICAMP). Campinas (SP), Brazil. 

4. Statistics division, Research Committee, Medical Sciences School, State University of 

Campinas (UNICAMP). Campinas (SP), Brazil. 

Abstract  

Background: cutaneous lupus erythematosus (CLE) presents a range of clinical and 

histopathological aspects. Regulatory T cells (Tregs) are being implied in the pathogenesis of 

the disease. A reduced number or function of these cells would result in the final process of 

altered lymphocyte activation, cytokine production and release of autoantibodies. There are 

few and controversial reports about Tregs on CLE. 

Objective: we studied, retrospectively, 59 CLE subjects (Subacute CLE=17, Chronic discoid 

CLE=21, CLE tumidus=21) to investigate the potential involvement of immunoregulatory 

mechanisms behind the distinct clinical/ histologic/ prognostic features of each subtype.  

Methods: The skin specimens were immunohistochemically targeted to CD8, CD4, CD25, 

FOXP3 and IL-10 antibodies. 

Results: Twenty patients with CLE fulfilled the criteria for systemic lupus erythematosus 

(CLE+/SLE+) and 39 did not (CLE+/SLE-). CD4+ was significantly higher than CD8+ cells 

density in all groups studied. CD8+ cells density was significantly lower in subacute CLE 

when compared with CLE tumidus. Also CD8+ cells density was significantly lower in 

CLE+/SLE+ than in CLE+/SLE- cases. The three subtypes showed CD25+ and FOXP3+ Tregs 

and IL-10 staining. However, CD25+ and FOXP3+ cells density was below 10% and 
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FOXP3/CD4 ratio low (around 20%) in the three CLE forms. There were no differences on 

CD25, FOXP3 and IL-10 staining results, by comparing CLE+/SLE+ and CLE+/SLE- patients’ 

specimens. However, only in subacute CLE group, was a significant association found 

between IL-10 expression and CD4+ and CD25+ cells density and this subtype presented the 

highest number of CLE+/SLE+ patients.  

Conclusion: Regulatory T cells participate in cutaneous lupus erythematosus (CLE) 

pathogenesis. Low FOXP3/CD4 ratio in CLE lesions points to a loss of Tregs. Systemic 

factors may interfere with immunomodulation in CLE lesions. These results may contribute to 

a better understanding of CLE pathogenesis and thus the development of new therapeutic 

strategies. 

Keywords: cutaneous lupus erythematosus; regulatory cells; FOXP3; interleukin 

Introduction 

Cutaneous lupus erythematosus (CLE) is an autoimmune disease with a range of 

well-defined skin manifestations, classified as acute-, subacute-, chronic- and tumidus 

subtypes, yet with an incompletely understood pathogenesis.1 The loss of tolerance, a 

phenomenon mediated, among other factors, by regulatory T cells (Tregs), is being implied in 

the pathological process of lupus erythematosus, resulting in altered lymphocyte activation, 

cytokine and autoantibody production and tissue damage.2 CD4+ Tregs are the most studied 

subtype of regulatory cells. They constitutively express CD25 (IL-2 receptor alpha- chain) 

and FOXP3 (Forkhead Box P3). CD25 is also expressed in effector T cells and even B cells, 

while FOXP3, an X-chromosome-encoded member of the Forkhead TF family, is essential for 

the development, maintenance and suppressor function of Tregs.3,4 Therefore, FOXP3 is the 

most specific marker of Tregs. The participation of Tregs in lupus erythematosus is not 

completely elucidated. The few published studies are controversial and most relied on cases 

of systemic lupus erythematosus. A reduced number of Tregs was found in the systemic 

disease, 3,5-7 but there are studies suggesting normal number but defective function of these 

cells.8,9 Little is known about the role of these cells in CLE and the differences between CLE 

subtypes regarding the immunoregulatory mechanisms that underlie the disease. 

Materials and Methods 
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The institutional ethics committee approved the methodology. Since this was a 

retrospective study that used skin samples routinely stored at the University Hospital files, 

informed consent was dismissed. 

Fifty-nine subjects entered the study (CLE tumidus =21; subacute CLE=17, 

chronic discoid CLE=21). Inclusion criteria were as follows: 1) complete medical files; 2) 

positive direct immunofluorescence (DIF) tests; discoid and subacute CLE skin paraffin 

embedded specimens should have been obtained from the same place where the DIF biopsies 

had been taken. Since DIF results are often negative in LET, this test was not an inclusion 

criterion for this group; 3) unquestionable diagnosis of the CLE subtype on clinical and 

histological bases [1]. The stored paraffin wax-embedded skin tissue was freshly cut and 

immunohistochemically targeted with the following monoclonal antibodies: CD8 (M7103, 

Dako, Glostrup, Denmark), CD4 (SP35; Bioscience, Pleasanton, USA), CD25 (4C9; Cell 

Marque, Rocklin, USA), FOXP3 (PCH 101, eBioscience, San Diego, CA, USA), IL-10 (AF-

217-NA; R&D Systems, Minneapolis, USA). Labeled Streptavidin-Biotin method (LSAB-

HRP, Dako Cytomation) was used to perform IL-10 staining technique and Polymer-based 

immunohistochemical method (Novolink kit; Novocastra Laboratories) was performed for the 

other immunomarkers. The CD4+, CD8+, CD25+ and FOXP3+ cells density was assessed in 

three to ten full dermal high power fields (HPFs). One observer blindly performed cells’ 

quantification, using Image J software®. The ratio between the immunostained- and total 

number of inflammatory cells per image was calculated, and the average values per specimen 

were recorded. Intraepithelial stained cells were counted and the ratio to the total number of 

examined HPFs was recorded. IL-10 was evaluated all over each specimen, as follows: a) 

staining intensity (mild, moderate or strong); b) relative area of epidermis immunostaining 

within its thickness, c) percentage of immunostained inflammatory cells and d) percentage of 

extracellular staining within inflammatory fields (0 -<5%; 1 = 5-25%, 2 = 26-75%, > 75% = 

3). The statistical package SAS System Software (Cary, NC, USA) was used for data analysis 

(Fisher’s exact test to verify association between qualitative values; Mann-Whitney test and 

Kruskal-Wallis- ANOVA on ranks followed by Tukey post-roc test to evaluate differences 

between quantitative values and Spearman test, for correlation analysis). P-values <0.05 were 

considered significant.  

Results 

The table, figure and graph summarize our results. The groups were similar in 
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relation to age and sex. Of the 59 patients, 20 fulfilled the American College of 

Rheumatology criteria for classification of systemic lupus erythematosus (CLE+/SLE+) and 39 

did not (CLE+/SLE-). Subacute CLE group had significantly more cases with concurrent 

systemic disease. The 3 subtypes showed higher density of CD4+ than CD8+ cells, but the 

CD4/CD8 ratio was significantly higher in subacute CLE when compared with CLE tumidus: 

the CD8+ cells density was lower in that former group. Also CD8+ cells density was lower in 

CLE+/SLE+ than in CLE+/SLE- cases. There was no difference between the groups regarding 

the cells expression of CD25 and FOXP3, but their density was low than 10% in the 3 CLE 

subtypes. FOXP3/CD4 ratio was around 20% in all CLE specimens and CD25+ average 

density was higher than that of Foxp3+. There were no statistical differences between groups 

regarding intraepidermal CD4, FOXP3 and CD25-positive cells. All the skin specimens 

stained for IL-10 and the three CLE subtypes showed a similar pattern of immunomarking. 

CD4, CD25, FOXP3 and IL-10 staining resulted similar in CLE+/SLE+ and CLE+/SLE- 

patients. Only in subacute CLE, was a significant association between IL-10 and CD4+ and 

CD25+ expression found: the higher the CD4+ density, the higher the IL-10 dermal 

expression. However, specimens with the highest CD25+ density presented the lowest IL-10 

immunostaining.  

Discussion 

Lupus erythematosus is a spectral disease that ranges from pure cutaneous to 

systemic and potentially fatal systemic disease. 1 Clinical and histopathological features differ 

among CLE subtypes. Discoid CLE (the most common subtype of chronic CLE) presents 

with erythematous scaly plaques that heal with scarring and dyschromia. On histopathological 

view, there is interface dermatitis with periadnexal lymphocyte infiltrate. Subacute and CLE 

tumidus heal without scarring, but their clinical aspects differ for the edematous and succulent 

nature of the tumidus skin lesion, while subacute subtype presents with flat erythematous 

plaques. The histopathology of these subtypes also differs, since CLE tumidus usually does 

not affect the epidermis, presents a superficial and deep inflammatory infiltrate, and exuberant 

mucin deposits. Subacute subtype, similar to discoid CLE, also presents with interface 

dermatitis, but the dermal inflammatory infiltrate generally is milder and superficial. 1 

Tregs help maintain self-tolerance by suppressing CD4, CD8, NK, dendritic and 

B cells activity. 10,11 They probably are involved in both systemic lupus erythematosus (SLE) 

and CLE pathogenesis. 10 Most Tregs are CD4+CD25+Foxp3+ and most of the studies found 
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reduced numbers in SLE patients’ serum, particularly in active disease 10,12, although it has 

been proposed that Tregs would have defective function in suppressing cytokine synthesis or 

T cells would be resistant to Tregs-induced suppression. 8,9,12 There is a lack of data on the 

number of FOXP3+ cells in normal skin. In a few studies on psoriasis, atopic dermatitis and 

lichen planus [13-15], was more than 20% of FOXP3+ cells among the dermal inflammatory 

cells found, and, in CLE specimens 13,15, a decreased Tregs number. Franz et al 13 studied 15 

cases of CLE, five of each subtype (CLE tumidus, subacute CLE and chronic discoid CLE) 

and found a FOXP3/CD4 ratio around 10% in CLE subtypes and more than 30% in other 

cutaneous inflammatory diseases. The percentage of FOXP3+ in relation to the total of 

inflammatory cells was also less than 10%. We found less than 10% of Foxp3+ cells within 

the dermal infiltrate and a Foxp3/CD4 mean ratio of 20% in CLE.  Solomon et al 15 reported 

similar findings, studying subacute and discoid CLE lesions. Like us, no differences in 

Foxp3+ cells density were found between the groups. Because some of CD25+ cells are 

effector T, their average density was higher than that of Foxp3+ in the three CLE subtypes. 

Just as Wenzel et al, 16 we found lower CD8+ cells density in subacute CLE skin lesions than 

in the other subsets, increasing CD4/CD8 ratio. Aligned to Kuhn et al 17 results, in our series, 

CD4+ predominated over CD8+ cells in all CLE subtypes. However, Gambichler et al 18 

found, in their series, lower density of CD4+ cells in subacute group, compared with the other 

subtypes. 

IL-10 cytokine induces B cell hyperactivity but has also an anti-inflammatory 

function. Lower IL-10 levels in SLE patients’ serum were previously described. 19 In our 

series, IL-10 was consistently immunomarked, with variable staining intensity, stained cells 

density, and extent of extracellular synthesis. It is interesting that the association found 

between IL-10, CD4 and CD25 expression in subacute CLE illustrate the interplay between 

IL-10 and inflammatory/anti-inflammatory responses. The immunomarkers expression was 

similar by comparing CLE+/SLE+ and CLE+/SLE- patients’ specimens. However, only in 

subacute CLE was an association found between IL-10 and CD4+ and CD25+ expression and 

this was the subtype with the highest number of CLE+/SLE+ patients. So, we cannot exclude 

interference of systemic factors on the CLE immunomodulatory mechanisms.    

We consider that the strengths of this study are as follows: the patients’ age and 

sex were relatively uniform, in each group; the diagnoses of the CLE subtypes were 

established on clinical/ pathological/ direct immunofluorescence and follow-up bases; Tregs 
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were directly analyzed within lesion tissue: the immunologic alterations observed in the 

affected tissue is necessary to understand the mechanisms underlying the cutaneous disease, 

since it might be different from those of peripheral blood seen in patients with SLE. Among 

the works so far published on Tregs in CLE, this studied the largest number of patients. Even 

so, due to the use of strict diagnostic criteria, the small sample size for individual CLE 

subtypes may have restricted the variables test power and is a limitation of our work. A better 

statistics on higher number of patients would be beneficial to evaluate any impairment in 

immunomodulation in CLE subtypes. 
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Figure - CD4 (a), CD25 (b), IL-10 (c), and Foxp3 (d) immunostaining in intra-epidermal and 

dermal inflammatory cells [IHC, original magnification x400; subacute CLE (a); discoid CLE 

(b,c); CLE tumidus (d) ].  
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Graph: Immunoexpression of IL-10, CD4 and CD25 in subacute CLE. Percentage of IL-10 

extracellular staining within inflammatory fields and its relation to the mean of CD4+ cells 

counting (a); IL-10 immunostaining intensity in dermal inflammatory cells and its relation to 

the mean of CD4+ cells counting (b); IL-10 immunostaining intensity in epidermis and the 

correspondent mean of dermal CD25+ cells counting (c) and number of CD25+ cells within 

the epidermis or  adnexal structures (d); Percentage of IL-10 immunostained cells in the 

epidermis and its relation to the number of CD25+ cells within the epidermis or  adnexal 

structures (e); IL-10 immunostaining intensity in the dermis and the correspondent number of 

CD25+ cells counting within the epidermis or  adnexal structures (f)  (c,d,e: high, when the 
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median number of immunostained cells was higher than 9 per high-power field; low, when 

less than 10) 

Table 1. Clinical and immunohistochemical scores in cutaneous lupus erythematosus (CLE) 

subtypes  

 Discoid CLE 

(n=21) 

Subacute 

CLE (n=17) 

CLE 

tumidus 

(n=21) 

P-value 

Age in years (Mean ± 

SD) (n) 

42.6 ± 10.7 

(n=21) 

40.2 ± 11.9 

(n=17) 

36.0 ± 11.6 

(n=21) 

0.23 

Gender male/female  3/18 3/14 1/20 0.48 

Criteria for SLE 

(yes/no) 
4/17 12/5* 4/17 0.0008 

CD4 (Mean ± SD) (n) 48.79 ± 15.60 

(n=21) 

51.02 ± 18.03 

(n=17) 

48.69 ± 14.43 

(n=8) 

0.95 

 

CD8 (Mean ± SD) (n) 25.94 ± 8.89 

(n=21) 

18.13 ± 4.93 

(n=17) 

29.55 ± 10.16 

(n=21) 

0.0003* 

Discoid ≠ 

Subacute CLE 

(0.01);  

tumidus ≠ 

Subacute CLE 

(0.0001) 

 

CD4/CD8 (Mean ± SD) 

(n) 

2.2 ± 1.1 

(n=21) 

3.0 ± 1.5 

(n=17) 

1.9 ± 1.1 

(n=21) 

0.0051*  

tumidus ≠ 

Subacute CLE 

(0.005) 

CD25 (Mean ± SD) (n) 15.71 ± 8.56 

(n=21) 

15.92 ± 8.94 

(n=16) 

18.85 ± 9.45 

(n=21) 

0.44 

 

Foxp3 (Mean ± SD) (n) 9.04 ± 5.79 

(n=21) 

9.47 ± 5.19 

(n=16) 

9.42 ± 7.9 

(n=21) 

0.83 

Foxp3/CD4 (Mean ± 

SD) (n) 

0.2 ± 0.1 

(n=21) 

0.2 ± 0.2 

(n=16) 

0.2 ± 0.2 

(n=21) 

0.79 
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IL-10 (epidermal 

immunostaining 

intensity) (n, %) 

   0.82 

Mild  10 (47.6) 6 (35.3) 10 (47.6)  

Moderate 6 (28.6) 5 (29.4) 7 (33.3)  

Strong 5 (23.8) 6 (35.3) 4 (19.0)  

IL-10 (Relative area of 

epidermis 

immunostaining within 

its thickness) (n, %) 

   0.84 

<5% 10 (47.6) 6 (35.3) 10 (47.6)  

5-75% 5 (23.8) 3 (17.6) 4 (19.0)  

>75% 6 (28.6) 8 (47.1) 7 (33.3)  

IL-10 (Intensity of cells 

immunostaining in the 

dermis) 

(n, %)      

   0.65 

No staining  5 (23.8) 5 (29.4) 6 (28.6)  

Mild  6 (28.6) 4 (23.5) 6 (28.6)  

Moderate 8 (38.1) 3 (17.6) 7 (33.3)  

Strong 2 (9.5) 5 (29.4) 2 (9.5)  

IL-10 (Number of 

immunostained cells in 

the dermis) (n, %) 

   0.72 

<5%  8 (38.1) 7 (41.2) 11 (52.4)  

5- 25% 5 (23.8) 4 (23.5) 6 (28.6)  

>25% 8 (38.1) 6 (35.3) 4 (19.0)  

IL-10 (Percentage of 

extracellular staining 

within inflammatory 

fields) (n,%) 

   0.72 

<5%  6 (28.6) 6 (35.3) 7 (33.3)  

5- 25% 4 (19.0) 5 (29.4) 7 (33.3)  
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>25% 11 (52.4) 6 (35.3) 7 (33.3)  

CD4 (epidermal and 

adnexal) (n, % of cases) 

   0.43 

≤ 9 cells 6 (28.6) 6 (35.3) 10 (47.6)  

> 9 cells 15 (71.4) 11 (64.7) 11 (52.4)  

CD25 (epidermal and 

adnexal) (n, % of cases) 

   0.50 

≤ 9 cells 10 (47.6) 11 (64.7) 13 (61.9)  

> 9 cells 11 (51.4) 6 (35.3) 8 (38.1)  

FOXP3 (epidermal and 

adnexal) n, % of cases) 

   0.57 

≤ 9 cells 17 (81.0) 16 (94.1) 18 (85.7)  

> 9 cells 4 (19.0) 1 (5.9) 3 (14.3)  
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Cytokines and immunoglobulin expression in cutaneous lupus erythematosus 
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(Manuscrito preparado para publicação) 
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2. Dermatology Department. School of Medical Sciences, State University of Campinas 

(UNICAMP). Campinas (SP), Brazil. 

3. Clinical Pathology Department. School of Medical Sciences, State University of 

Campinas (UNICAMP). Campinas (SP), Brazil. 

4. Statistics division, Research Committee, Medical Sciences School, State University of 

Campinas (UNICAMP). Campinas (SP), Brazil. 

Abstract 

Pathogenesis of cutaneous lupus erythematosus (CLE) is still not completely 

understood. There is evidence of a complex interplay between cytokines, chemokines and 

adhesion molecules acting in the process of skin injury. Our aim was to characterize the 

participation of cytokines and immunoglobulin in different subtypes of CLE. This 

retrospective study enrolled 59 subjects (subacute CLE=17, discoid CLE=21, CLE 

tumidus=21). Twenty patients with CLE fulfilled American College of Rheumatology criteria 

for systemic lupus erythematosus (CLE+/SLE+) and 39 did not (CLE+/SLE-). The skin 

specimens were immunohistochemically targeted with the following monoclonal antibodies: 

IL-1β, IL-17, IL-18, IL-10, IL-6, TNF-α and ICAM-1. Compared with the other two subtypes, 

subacute CLE patients showed increased immunoexpression of dermal IL-1β, IL-18 and 

TNF-α. The density of IL-17+ epidermal cells was higher, but dermal IL-17 immunostaining 

was lower in the subacute group, compared with discoid and tumidus CLE groups. This was 

also found in CLE+/SLE+ skin specimens, which showed lower dermal expression of IL-17 

than CLE+/SLE- cases. The density of epidermal IL-1β+ cells and ICAM-1+ dermal 

inflammatory cells was higher in CLE+/SLE+ skin specimens compared with CLE+/SLE- 

cases. There was no difference between cutaneous LE groups with regard to 
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immunoexpression of IL-10 and IL-6. Testing for association between the cytokines 

expression in each studied group showed positive association between TNF-α and IL-1β 

immunostaining in discoid and tumidus lesions and also between the expression of IL-10 and 

IL-1β in CLE tumidus and CLE+/SLE- lesions. Although the three groups showed a similar 

pattern of immunoglobulin and complement deposits in the direct immunofluorescence (DIF) 

test, the subacute CLE group showed more statistically significant cases of C3 deposits. A 

positive association was also verified between IgM deposits at the basement membrane zone 

and dermal TNF-α+ cells in CLE+/SLE+ cases. Our findings demonstrate the participation of 

cytokines in the pathogenesis of CLE subtypes. The subacute CLE subtype was the group 

with major significant data and a higher number of cases with systemic disease; tumidus 

lesions showed similar results to discoid lesions. The differences found between CLE patients 

who also have systemic disease compared with those with pure cutaneous disease suggest the 

influence of systemic factors in a skin inflammatory environment.  

Introduction  

Lupus erythematosus (LE) is an autoimmune disease that results from genetic and 

environmental interactions. Clinical variability ranges from mere skin involvement to 

potentially fatal systemic disease.1 Cutaneous lesions are spectral and divided into “LE-

specific” and “LE-nonspecific.” “LE-nonspecific” lesions are usually related, but not 

exclusive, to systemic LE (SLE) (e.g. urticarial vasculitis and mucosal ulcers). LE-specific or 

cutaneous LE (CLE) subsumes a group of well-defined disease subsets. CLE lesions are 

classified as acute-, subacute- and chronic. CLE tumidus, first considered to be a subtype of 

chronic CLE, has been classified as a distinct type of CLE, based on its unique clinical-

pathological profile.2,3,4  

Among the clinical features that distinguish subtypes of CLE is the way the 

lesions evolve: discoid LE, the most common subtype of chronic CLE,3 heals with atrophy 

and scarring,2,5 while subacute- and CLE tumidus do not.1,2,6  

Besides the known clinical differences, histopathology also distinguishes tumidus, 

subacute, and discoid lesions. CLE tumidus shows superficial and deep dermal perivascular 

and periadnexal lymphocyte infiltrates, and usually exuberant deposits of interstitial mucin. 

As a rule, the epidermis and the basement membrane zone (BMZ) are spared. On the other 

hand, in discoid CLE, the epidermis presents thinning of the stratum Malpighi, hydropic 

degeneration of basal cells, dyskeratosis, and thickening of the BMZ, besides less prominent 

mucin deposits. With regard to subacute CLE, dermoepidermal interface involvement 



70 

 

predominates. However, hyperkeratosis and inflammatory infiltrate are less prominent and the 

edema of upper dermis is greater than in discoid lesions. The result of direct 

immunofluorescence (DIF) testing on lesional skin of CLE also differs: normally, in CLE 

tumidus the test result is negative, while discoid CLE and subacute CLE lesions show 

deposits of immunoglobulin and complement along the BMZ.2,5  

The pathogenesis of CLE is a result of a complex interplay between genetic 

predisposition and hormonal and environment stimuli (such as UV radiation or infection) 

acting under a loss of tolerance towards self-antigens by innate and adaptive immune systems. 

This multifactorial nature of the disease is not completely understood, but involves 

keratinocyte apoptosis, activation of T and dendritic cells, cytokine and chemokine release, 

and synthesis of autoantibodies by B cells.7,8 Further studies could help to develop target-

oriented therapeutic strategies for susceptible and affected patients. 

This study aimed to compare cytokine profiles in CLE subtypes and investigate 

the role of systemic factors and local inflammatory environments as a basis for the 

clinical/histopathological differences seen between these subsets. 

Material and Methods 

The institutional ethics committee approved the study methodology, which is in 

accordance with the Helsinki Declaration of 1975, as revised in 1983. Since this was a 

retrospective study that used skin samples routinely stored at the hospital, informed consent 

was not needed. No data was used that could identify the patients.  

Paraffin wax-embedded specimens collected from skin biopsies of patients with 

CLE treated at the State University of Campinas Hospital, Brazil, were retrieved from 

archives at the Department of Pathology, State University of Campinas, Brazil; the 

corresponding clinical and direct DIF data were obtained from the patient medical charts. 202 

patients with lupus erythematosus were potentially eligible for the study and 114 had their 

skin specimens examined. Fifty-nine patients with CLE (discoid CLE=21, subacute CLE=17, 

CLE tumidus=21) were eligible for this study. Inclusion criteria were as follows: 1) medical 

files with complete clinical and laboratorial data and follow up were required; 2) discoid and 

subacute CLE skin paraffin embedded specimens were obtained from the same place where 

the DIF biopsies had been taken (Since DIF results are often negative in CLE tumidus, this 

test was not an inclusion criterion for this group); 3) H&E samples were blindly analyzed to 

support the diagnosis defined by clinical criteria; only patients with unquestionable diagnosis 
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of CLE through published criteria3 were included in the study; 4) only specimens with 

sufficient paraffin embedded material for further cuts, adequate technical conditions or 

presenting histological features that reflected the typical CLE subset established on clinical 

grounds and follow up were included. The results of the DIF analysis were based on data 

collected from the patients’ medical charts and were recorded as granular or linear patterns 

and positive or negative deposits of IgA, IgM, IgG, C3 and C1q at the ZMB.  

Immunohistochemical analysis 

The stored skin specimens were freshly cut and immunohistochemically targeted 

with the following monoclonal antibodies (Table 1): ICAM-1, IL-1β, IL-17, IL-18, IL-10, IL-

6, TNF-α. Visualization of the antigen-antibody complex was achieved using 3.3-

diaminobenzidine tetrahydrochloride substrate (Sigma, St Louis. Missouri, USA). Sections 

were counter-stained with Mayer hematoxylin. Lymph node, cecal appendix and tonsil 

sections stained with antibodies of the same biomarkers were used as a positive control while 

the omission of the primary antibody provided a negative control. The same technician 

performed all procedures. Sections with folds, rupture, strong background staining or weak 

target antigen staining were excluded and the procedures were repeated. A single observer 

performed blind quantification of the cytokines and ICAM-1. Ten randomly selected images 

of the dermal inflammatory infiltrate expressing ICAM-1 in each section were captured under 

a light microscope (x400 magnification) and analyzed using Image J software® (Wayne 

Rasband; NIH, Bethesda, MD, USA). The ratio of the number of immunostained cells to the 

total number of cells per image was calculated, and the average values of this ratio were 

recorded. Cytokine immunohistochemical specimens were also independently analyzed under 

a light microscope at x400 magnification, according to the method used by Popovic et al.,9 

with the following modifications. Since this is a retrospective study with varied technical 

processing, in order to remove the bias of background and staining intensity variations, in 

each section, the skin component presenting higher stain intensity received a value of "3." For 

each biopsy specimen, the analysis of the several immunomarkers studied was always 

performed in the same three representative fields.  

1. The epidermis was examined for staining intensity (classified as mild, moderate 

or strong) and for relative area of cytoplasmic immunostaining within its thickness (<5 = 0%; 

1 = 5-25%, 2 = 26-75%, > 75% = 3).  

2. The dermal infiltrate was analyzed for staining intensity (classified as mild, 

moderate or strong), percentage of immunostained cells (0 = <5%; 1 = 5-25%, 2 = 26-75%,> 
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75% = 3) and percentage of extracellular stained space within inflammatory fields (0 = <5%; 

1 = 5-25%, 2 = 26-75%,> 75% = 3). 

Statistical analysis was performed using Fisher’s exact test or Chi-square to verify 

association between qualitative values. Mann-Whitney and Kruskal-Wallis tests were used to 

evaluate possible association between quantitative values. Missing data were addressed as an 

empty value and were excluded from analysis. P-values<0.05 were considered significant. It 

was not possible to test differences between patients with and without systemic lupus 

erythematosus inside each group of CLE because the study size did not allow multiple 

regression analysis; however, it was possible to additionally test differences between patients 

with any subtype of CLE and systemic disease and patients that did not have systemic lupus 

erythematosus. 

Results   

Tables 2 and 3 display patients’ clinical data and significant cytokines 

immunostaining results. The three groups were similar in relation to age and sex. Of the 59 

patients, 20 patients with CLE fulfilled the American College of Rheumatology criteria for 

classification of systemic lupus erythematosus (CLE+/SLE+) and 39 did not (CLE+/SLE-). 

70.58% of subacute CLE patients were SLE+ and specimens of subacute CLE patients 

presented the highest number of significant results. 

Most cases of discoid CLE, subacute CLE and CLE tumidus had strong intensity 

of IL-1β immunolabelling in the epidermis; at least 25% of the epidermis and dermal 

inflammatory cells were immunostained for IL-1β (Fig1A). The subacute CLE group 

presented a higher percentage of IL-1β+ cells in the dermal inflammatory infiltrate than the 

other two groups (P=0.036) and also a higher number of epidermal cells immunostaining for 

IL-1β, but without significant difference. However, CLE+/ SLE+ patients showed a 

significantly higher number of epidermal cells than immunoexpressed IL-1β, when compared 

with CLE+/SLE- patients (P=0.024).   

TNF-α immunostaining was found in the three subtypes of CLE, but the 

percentage of extracellular stained space within inflammatory fields was higher in the dermal 

interstitium of subacute CLE patients, with the lowest percentage being found in the tumidus 

group (P = 0.012) (Fig1B). Subacute CLE specimens also showed higher IL-17 expression in 

epidermal cells (P= 0.043) and lower expression in the dermal interstitial space (P=0.0092), 

compared with discoid and tumidus subtypes (Fig1C). The same occurred in the dermal 

interstitium of CLE+/SLE+ cases, compared with CLE+/SLE- (P=0.0003). The weakest 
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intensity of IL-17 immunolabeling in the epidermis was found in the discoid group 

(P=0.0041). IL-18 immunostaining was evaluated only in dermal inflammatory cells because 

of weak expression at the other sites of the skin. The density of IL-18+ cells was higher in the 

subacute group than in the other two groups (P=0.0014). 

There was no difference between subacute, discoid and CLE tumidus values with 

regard to immunoexpression of IL-6 and IL-10. Evaluation of IL-6 was only possible in sweat 

glands and dermal inflammatory cells, because of lack of immunostaining on the epidermis 

and dermal interstitium. However, the three CLE subtypes showed IL-6 immunostaining in at 

least 25% of the dermal cells and the extracellular space of the inflammatory dermis. IL-10 

was immunoexpressed in all skin samples, but staining intensity varied from weak to strong in 

both the dermis and epidermis; the density of dermal IL-10+ cells and the immunolabeling at 

the interstitium also had a large variation in the three subtypes.  

The density of ICAM-1+ cells in the dermis was similar in the three CLE 

subtypes, but CLE+/SLE+ cases had a higher number of these cells than CLE+/SLE- skin 

specimens (P=0.0095) (Fig.1D). 

Graph 1 depicts the interrelation between the staining results of studied cytokines. 

We found some IL-1β and TNF-α expression particularities in all groups. In the discoid 

subtype, specimens with mild IL-1β staining intensity in the dermis interstitium also had 

lower density of TNF-α+ inflammatory cells (P=0.0022). In the epidermis of the CLE 

tumidus group, the higher the density of IL-1β+ cells, the higher the epidermal staining 

intensity of TNF-α (P=0.030). In the tumidus group, the higher the IL-1β immunostained 

extracellular area, the higher the IL-10 (P=0.021). Interestingly, skin of CLE+/SLE- patients 

with a higher number of epidermal or dermal cells staining for IL-1β also had stronger 

expression of IL-10 on the epidermis (P=0.043), higher number of cells staining for IL-10 

dermal infiltrate (P=0.025) and stronger dermal staining of this cytokine (P=0.0086). 

Subacute CLE cases with stronger staining intensity of IL-17 in the epidermis and dermis also 

had stronger immunostaining of IL-1β in the dermis (P=0.022 and P=0.028, respectively).  

DIF findings were similar in discoid, subacute and tumidus subtypes. All cases 

showed granular deposits of immunoglobulin and complements at the BMZ, mostly IgG, 

followed by IgM, C3, IgA and C1q, in this order.  (Table 4) However, C3 deposits were more 

frequently found within the subacute group (P=0.015). No significant relationship was found 

between DIF findings and CLE+/SLE+ or CLE+/SLE- patients.  

Few remarkable associations were found between DIF findings and interleukin 
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expression in CLE subtypes. As shown is Graph 2, deposits of IgM in the CLE+/SLE+ group 

were associated with higher density of TNF-α+ cells in the dermis (P=0.017). Also, deposits 

of IgA were associated with stronger staining intensity of TNF-α on the epidermis (P=0.020) 

and dermis (P=0.0054). Conversely, CLE+/SLE- cases expressing C3 at the BMZ had a 

higher percentage of extracellular stained space within inflammatory fields for TNF-α 

(P=0.0055) and mild immunolabeling in the epidermis (P=0.016).  

Discussion 

Lesions of CLE typically arise on sun-exposed sites, but they differ in 

morphology. Annular erythematous lesions or scally plaques that resolve without scarring are 

typical of subacute CLE. The atrophic or hyperkeratotic erythematous plaques with follicular 

plugging that heal with scarring and hyperpigmentation are characteristic of discoid CLE. The 

CLE tumidus can sometimes be misdiagnosed as an early lesion of discoid or subacute CLE, 

but its erythematous plaques have a particular infiltration with a “succulent” appearance. On 

H&E sections, CLE tumidus shows a lymphocytic infiltrate in superficial and deep dermis 

that is surrounded by mucin, sparing the epidermis. This differs from skin specimens of 

discoid CLE, which usually present follicular plugging and liquefactive degeneration of the 

BMZ, besides the chronic dermal inflammatory infiltrate of lymphocytes and histiocytes. 

Subacute CLE may present similar histopathological features of discoid CLE, but hair 

follicles are usually spared and the mononuclear infiltrate is milder and more superficial.2 In 

addition, subacute CLE is more frequently associated with SLE than discoid and tumidus 

subtypes.2,4,6 The exact mechanisms that produce their distinct clinical and histopathological 

features are still unknown. Many reports have highlighted the relevance of cytokines in the 

pathogenesis of LE. The profiles of cytokines synthetized in the inflammatory environment of 

the various subtypes of CLE may be different, depending on their association with SLE. The 

results of this present study showed some differences between the CLE subtypes and the 

possible role of systemic factors in the cytokines expression. 

Ultraviolet (UV) light is a well-known trigger of SLE and CLE, inducing 

keratinocyte apoptosis and a proinflammatory environment, with synthesis of IFN, TNF-α, 

TGF-β, IL-1α/ β, IL-6, IL-8, IL-10 and IL-17. Notably, IL-1 and TNF-α act synergistically 

and are capable of triggering the expression of adhesion molecules and other inflammatory 

cytokines and chemokines, recruitment of leucocytes and consequent tissue inflammation and 

injury.7,8,10-12 TNF-α is involved in B cell activation and also increases the expression of 

nuclear antigens on keratinocytes, with possible inflammatory and immunomodulatory roles 
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in CLE.7 

There are only a few studies about cytokines in CLE, with most of the current 

knowledge coming from the study of the systemic form.9, 13-17 In our study, 

immunoexpression of IL-1β, TNF-α, IL-17 and IL-18 was higher in the subacute- than 

discoid- and CLE tumidus lesions. Zampieri et al.17 found increased levels of TNF-α in 

subacute CLE lesions compared to normal skin. Previous studies have demonstrated that UV 

irradiation increases expression of IL-1β and TNF-α in keratinocytes.7,18,19 Higher IL-1β 

serum levels in patients with SLE were found that correlated with SLE disease activity.20 We 

also found a significant increase of dermal IL-1β and TNF-α expression in subacute CLE 

patients. IL-1β immunoexpression was significantly higher in the keratinocytes in 

CLE+/SLE+ patients than in CLE+/SLE-. In the present study, most patients with subacute 

CLE also had SLE, which may have influenced the results. Conversely, in skin specimens of 

CLE tumidus and discoid CLE patients, the higher the expression of TNF-α, the higher the 

IL-1β. These findings demonstrate that these cytokines participate in all CLE subtypes 

pathogenesis both in the epidermis and dermis. 

IL-17 expression in subacute CLE and CLE+/SLE+ patients was similar, both 

presenting lower staining in interstitial dermis, when compared, respectively, with 

discoid/tumidus and CLE+/SLE- groups. Conversely, IL-17 expression was higher in the 

epidermal cells of subacute CLE as compared with discoid and tumidus CLE cases. IL-17 is a 

pleiotropic cytokine, mainly produced by Th17 cells to enhance the synthesis of 

proinflammatory molecules.21 Its involvement in the pathogenesis of CLE is controversial. 

Some study results demonstrated increased IL-17 synthesis in lesional subacute and discoid 

CLE skin,14 but another work, studying discoid lesions, did not.22 This is the first study 

showing IL-17 expression in the CLE tumidus subset, and the result was similar to what was 

found in the discoid group. 

Our results revealed the participation of IL-18 in CLE pathogenesis, with 

evidence of higher immunoexpression in the dermis of subacute CLE specimens. IL-18 is a 

member of the IL-1 superfamily and helps immune cells to migrate into tissue. There is 

evidence that serum levels of IL-18 correlate with SLE disease activity.7 Wang D et al.23 

found high expression of the IL-18 receptor in keratinocytes in subacute and discoid CLE 

patients. In this study we also found the participation of IL-6 and IL-10, which are cytokines 

capable of inducing B cell hyperactivity. IL-10 is also an anti-inflammatory cytokine, 

important as a negative feedback factor in immunoregulatory responses. Previous publications 
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have shown increased IL-6 and IL-10 levels in SLE patients’ serum, and also keratinocyte-

induced IL-6 synthesis eliciting SLE in a murin model.7,8 Serum immunocomplexes in SLE 

patients were demonstrated to induce IL-10 synthesis.24 We also found strong expression of 

ICAM-1 in all CLE subsets, higher in CLE+/SLE+, compared with CLE+/SLE- patients. This 

might reflect the potential role of systemic factors on CLE affected skin. Finally, significant 

associations observed between immunoglobulin/complement deposits at the BMZ and 

cytokines expression emphasize the multiple pathways and complex mechanisms that 

compose the pathogenesis of CLE.  

Considering the results of this present study, the group showing major 

particularities was subacute CLE, which was most commonly associated with SLE. 

Accordingly, besides the importance of local cytokine synthesis in the pathogenesis of CLE, 

the influence of systemic factors in its development must be emphasized. Additionally, 

tumidus CLE is a subtype that is still poorly studied. We demonstrated that cytokine 

expression in this subtype did not differ significantly from discoid lesions. The inclusion 

criteria set out for this study was rigorous, decreasing our series. Further research with a 

greater number of cases might aid in understanding the role of interleukins in the clinical and 

histopathological manifestations of each CLE subtype and in characterizing the influence of 

systemic factors in CLE pathogenesis.  
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Table 1. Immunohistocheminal technique: antibodies and staining results 

Primary 

Antibody 
Clone Dilution 

Buffer antigen 

retrieval protocol 

(Steamer was 

used) 

Detection System 

ICAM-1 

G5, Santa Cruz 

Biotechnology, Inc, 

Dallas, USA 

1:8000 Citrate, pH 6.0 

Novolink kit. 

Novocastra 

Laboratories 

IL-1β 

H-153; Santa Cruz 

Biotechnology, Inc, 

Dallas, USA 

1:40 Tris-EDTA, pH 9.0 
LSAB-HRP. Dako 

Cytomation 

IL-17 

H-132; Santa Cruz 

Biotechnology, Inc, 

Dallas, USA 

1:50 Tris-EDTA, pH 9.0 

Novolink kit. 

Novocastra 

Laboratories 

IL-18 

N-19; Santa Cruz 

Biotechnology, Inc, 

Dallas, USA 

1:40 Tris-EDTA, pH 9.0 
LSAB-HRP. Dako 

Cytomation 

IL-10 

AF-217-NA; R&D 

Systems, 

Minneapolis, USA 

1:50 Tris-EDTA, pH 9.0 
LSAB-HRP. Dako 

Cytomation 

IL-6 

MQ2-13A5; 

Biolegend, San 

Diego, USA 

1:500 Citrate, pH 6.0 

Novolink kit. 

Novocastra 

Laboratories 

TNF- α 

AF-210-NA; R&D 

Systems, 

Minneapolis, USA 

1:50 Citrate, pH 6.0 
LSAB-HRP. Dako 

Cytomation 
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Table 2. Patient’s clinical data and relevant cytokines immunostaining results. [IL-1β (dermal 

cells): percentage of dermal inflammatory cells immunostained for IL-1β; TNF-α (dermal 

interstitium): percentage of the extracellular space within inflammatory fields immunostained 

for TNF-α; IL-17 (epidermal staining intensity): immunostaining of IL-17 in the epidermis; 

IL-17 (epidermal cells): percentage of epidermal cells immunostained for IL-17; IL-18 

(dermal cells): percentage of dermal inflammatory cells immunostained for IL-18] 

 

 

LED 

(n=21) 

LESA 

(n=17) 

LET 

(n=21) 

P-

value 

Age in years, median (range) 42 (25-65) 40 (18-62) 36 (17-54) 0.23 

Gender male/female 3/18 3/14 1/20 0.48 

Criteria for SLE (yes/no) 4/17 12/5* 4/17 0.0008 

IL-1β (dermal cells) (n, %)    0.036 

5-75% 11 (52.4) 5 (29.4) 15 (71.4)  

>75% 10 (47.6) 12 (70.6)* 6 (28.6)  

TNF-α (dermal interstitium) 

(n, %) 

   0.012 

<5% 1 (4.8) 0 (0.0) 7 (33.3)*  

5-25% 13 (61.9) 7 (41.2) 6 (28.6)  

>25% 7 (33.3) 10 (58.8) 8 (38.1)  

IL-17 (epidermal staining 

intensity) 

   0.0041 

Mild 13(61.9) 2 (11.8) 6 (28.6)  

Moderate or strong 8 (38.1) 15 (88.2) 15 (71.4)  

IL-17 (epidermal cells) (n, %)    0.043 

<5% 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)  

5- 25% 4 (19.0) 0 (0.0) 1 (4.8)  

26-75% 5 (23.8) 1 (5.9) 7 (33.3)  

>75% 12 (57.1) 16 (94.1)* 13 (61.9)  

IL-17 (dermal interstitium) 

(n, %) 

   0.0092 

<5% 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)  

5-25% 7 (33.3) 14 (82.4)* 10 (47.6)  

>25% 14 (66.7) 3 (17.6) 11 (52.4)  
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IL-18 (dermal cells) (n, %)    0.0014 

< 5% 13 (65.0) 3 (18.8) 16 (76.2)  

5- 25% 7 (35.0) 13 (81.3)* 5 (23.8)  

>25% 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)  

 

 

Table 3. Comparison of relevant variables between patients with and without systemic lupus 

erythematosus. [CLE+/ SLE+: Cutaneous lupus erythematosus and coexistent systemic lupus 

erythematosus; CLE+/ SLE-: Cutaneous lupus erythematosus without systemic lupus 

erythematosus; IL-1β (epidermal cells): percentage of epidermal cells immunostained for IL-

1β; IL-17 (dermal interstitium): percentage of the extracellular space within inflammatory 

fields immunostained for IL-17] 

 

 

 

CLE+/ SLE+ 

(n=20) 

CLE+/ SLE- 

(n=39) 
P-value 

ICAM-1 mean (%) ± SD (n) 47.5 ±6.7 (20) 41.8 ± 7.7 (39) 0.0095 

IL-1 (epidermal cells) (n, %)   0.024 

<5% 0 (0.0) 0 (0.0)  

5- 25% 2 (10.0 5 (12.8)  

26-75% 2 (10.0) 16 (41.0)  

>75% 16 (80.0) 18 (46.2)  

IL-17 (dermal interstitium) (n, 

%) 
  0.0003 

<5% 0 (0.0) 0 (0.0)  

5-25% 17 (85.0) 14 (35.9)*  

26-75% 3 (15.0) 25 (64.1)  

>75% 0 (0.0) 0 (0.0)  
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Table 4. Immunoglobulin and C3/C1q pattern of deposits between cases with positive results 

of direct immunofluorescence test 

Direct 

Immunofluorescence 

(n, % of positive cases) 

Discoid CLE 

(n=21) 

Subacute 

CLE (n=17) 

Tumidus 

CLE (n=13) 

P-value 

IgG 18 (85.7) 15 (88.2) 7 (53.8) 0.064 

IgM 12 (57.1) 13 (76.5) 6 (46.2) 0.22 

C3 11 (52.4) 13 (76.5) 3 (23.1) 0.015 

IgA 10 (47.6) 8 (47.1) 3 (23.1) 0.31 

C1q 9 (42.9) 9 (52.9) 3 (23.1) 0.25 
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Graph 1. Association between cytokine expression in CLE skin specimens. [CLE+/SLE+: 

Cutaneous lupus erythematosus and coexistent systemic lupus erythematosus; CLE+/SLE-: 

Cutaneous lupus erythematosus without systemic lupus erythematosus; a) Immunoexpression 

of TNF-α (dermal cells)=percentage of dermal inflammatory cells stained for TNF-α; b) 

Immunoexpression of IL-1β (epidermal cells)=percentage of epidermal cells stained for IL-

1β; c) Immunoexpression of IL-10 (dermal interstitium)=percentage of extracellular stained 

space within inflammatory fields; Immunoexpression of IL-1β (dermal 

interstitium)=percentage of extracellular stained space within inflammatory fields stained for 

IL-1β; d) Immunoexpression of IL-1β (epidermal cells)=percentage of immunostained cells 

for IL-1 β in the epidermis; e) Immunoexpression of IL-10 (dermal cells)=percentage of 

dermal inflammatory cells stained for IL-10; Immunoexpression of IL-1β (dermal 

cells)=percentage of dermal inflammatory cells stained for IL-1β; f) Immunoexpression of IL-

1β (epidermal cells)=percentage of stained epidermal cells for IL1β 
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Graph 2. Association between immunoglobulin and complement at the epidermis basement 

membrane zone and TNF-α immunoexpression. [CLE+/ SLE+: Cutaneous lupus 

erythematosus and coexistent systemic lupus erythematosus; CLE+/SLE-: Cutaneous lupus 

erythematosus without systemic lupus erythematosus a) immunoexpression of TNF-α: 

(dermal cells): percentage of TNF-α stained inflammatory cells, and d) immunoexpression of 

TNF-α (dermal interstitium): percentage of TNF-α stained extracellular space within 

inflammatory fields.  
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Figure 1. Immunohistochemical staining for a) IL-1 β; b) TNF-α; c) IL-17; d) ICAM-1 [IHC, 

original magnification x400; discoid CLE/SLE+ (a); subacute CLE/SLE- (b, d); subacute 

CLE/SLE+ (c)].   
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5. DISCUSSÃO GERAL 

Os resultados encontrados traçam um panorama da resposta imune na pele 

acometida por LEC discoide, subagudo e túmido. É interessante mencionar que este estudo 

acrescenta novas informações a respeito da apoptose nos subtipos de LEC. O fenômeno 

apoptótico já foi demonstrado na patogênese das dermatites liquenoides, especialmente líquen 

plano e doença enxerto versus hospedeiro.84-6 Nos subtipos discoide e subagudo, que cursam 

com dermatite de interface dermoepidérmica, este evento parece ser um fator importante na 

patogênese da doença.62 Entretanto, não havia até então estudos prévios sobre a citotoxicidade 

mediada por grânulos em lesões de LEC túmido, que não apresenta alterações na interface 

dérmico-epidérmica. O presente trabalho demonstrou a presença dos quatro grânulos nas 

amostras deste subtipo, além da correlação positiva entre a expressão dos grânulos e a 

expressão de  CD8, o que pode significar que os grânulos citotóxicos podem assumir outras 

funções além do dano apoptótico direto, como manutenção da inflamação. Por ter um curso 

intermitente e benigno, além apresentar histopatologia distinta dos outros subtipos, o LEC 

túmido  tem sido recentemente classificado como um subtipo único, independente do LEC 

crônico.4 A justificativa para a perda do interesse pela epiderme, a grande quantidade de 

mucina dérmica nas lesões túmidas e o infiltrado inflamatório dérmico em toda sua extensão, 

além da imunofluorescência frequentemente negativa, permanece um desafio ainda não 

elucidado. O subtipo túmido, neste estudo, mostrou expressão dos biomarcadores de certa 

forma semelhante ao LEC discoide, uma vez que não foi encontrada diferença estatística entre 

os dois grupos. O LEC túmido é de ocorrência incomum e ainda é uma entidade pouco 

estudada, em que  não há dados sobre a sua real incidência.87 Embora a literatura não associe 

este subtipo de LEC a manifestações sistêmicas,1,3,5,8,9 , o presente estudo apresentava quatro 

pacientes de LEC túmido com diagnóstico de LE sistêmico, de acordo com os critérios da 

American College of Rheumatology. Este estudo foi realizado em hospital terciário, de modo 

que a maior frequência de pacientes com doenças de alta complexidade na instituição pode ter 

sido um viés em atrair pacientes com lesões túmidas e que também apresentavam doença 

sistêmica. Entretanto, é provável que o LEC túmido seja mais frequente do que o que se 

conhece, uma vez que seu curso é benigno e muitos não devem procurar auxílio médico. De 

toda forma, é interessante ilustrar a riqueza de sinais e sintomas que podem estar vistos em 

um paciente de LE sistêmico, de modo que dermatologistas e patologistas devem ter em 

mente toda a diversidade de diagnósticos possíveis nesta doença.  
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Também é importante mencionar que as células CD56+ foram menos frequentes 

do que as células CD8+ e CD4+ nos 3 subtipos de LEC estudados, sugerindo que o fenômeno 

citotóxico mediado por linfócitos é orquestrado mais por linfócitos T CD8+ do que pelas 

células NK, que normalmente são CD56+.  

O grupo de LEC subagudo foi o que apresentou o maior conjunto de alterações na 

expressão dos biomarcadores nas amostras cutâneas. É interessante que, embora o infiltrado 

inflamatório neste subtipo seja menos denso, apesar de cursar com a dermatite de interface 

que é característica deste subtipo e também apresente menor quantidade de depósitos de 

mucina dérmicos do que em pacientes de LEC túmido,1,16,22, neste grupo foi onde ocorreu a 

maior expressão das citocinas inflamatórias. A expressão de IL-1β e TNF-α foram mais 

intensas no infiltrado inflamatório dérmico de pacientes com LEC subagudo do que nos 

demais subtipos. De fato, Zampieri at al67 encontraram maior expressão de TNF-α em lesões 

subagudas do que na pele normal e é sabido que estes dois marcadores agem de forma 

sinérgica.46 Deve-se ressaltar também que, antes do nosso estudo, não havia análise 

comparativa, na literatura, da expressão de IL-1β nos subtipos de LEC. É interessante que, 

embora IL-1β e TNF-α estivessem mais expressos nas amostras de LEC subagudo, apenas nos 

subtipos discoide e túmido foi encontrada associação positiva entre estes dois marcadores.  

A maior expressão de IL-17 nas células da epiderme de pacientes do grupo 

subagudo e menor no interstício que os outros subtipos também inicia o entendimento da 

participação do padrão Th17 na patogênese do LEC. 94,1% dos pacientes com LEC subagudo 

tiveram mais de 75% de expressão nas células epidérmicas e todos os pacientes apresentaram 

imunomarcação no infiltrado inflamatório, porém 82,4% dos pacientes tiveram menos de 25% 

de expressão no interstício, enquanto mais de 50% dos pacientes de LEC subagudo e túmido 

tiveram mais de 25% de expressão. Existem evidências da sua participação na patogênese das 

lesões cutâneas, demonstradas por estudos prévios que observaram expressão maior deste 

marcador no infiltrado inflamatório dérmico de pacientes com lesões discoides e subagudas, 

comparadas com a pele normal, entretanto sem diferenças entre os subtipos.76,88 

IL-18 é uma citocina pró-inflamatória membro da família IL-1 que também foi 

mais expressa nas células inflamatórias do infiltrado dérmico das amostras do grupo 

subagudo. Existem estudos prévios que identificaram maior expressão de IL-18 no LEC do 

que nos grupos controle,72,89 porém são estudos realizados apenas nos ceratinócitos e são 

estudos realizados em amostras de LEC discoide e subagudo que foram incluídos em um 

único grupo, ou seja, não foram estudados de forma individualizada. A IL-10 e a IL-6, que 
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são interleucinas capazes de induzir hiperatividade de células B, também estavam igualmente 

expressas nas amostras dos três grupos de LEC. É provável que elas atuem na patogênese do 

LE sistêmico, uma vez que trabalhos prévios mostraram aumento dos níveis séricos dessas 

citocinas na doença, além de indução da doença pela produção de IL-6 por ceratinócitos. 62,32 

Entretanto, seu papel no LEC, bem como o modo como o IL-6 poderia produzir as lesões 

cutâneas do LEC ainda é incerto.   

Os resultados semelhantes encontrados entre os grupos discoide e túmido quanto à 

expressão das citocinas são importantes no sentido de não somente caracterizar melhor a 

patogênese do subtipo túmido, mas também compará-lo com outros subtipos de LEC, de 

forma que este estudo inicia uma progressão para a o entendimento da doença.  

O grupo subagudo, além de se mostrar diferente dos outros dois grupos quanto à 

expressão das citocinas inflamatórias, também apresentou algumas semelhanças com 

pacientes LEC+/LES+, como por exemplo a maior expressão de IL-1β. Esta citocina foi mais 

expressa nas células inflamatórias dérmicas dos pacientes de LEC subagudo do que nos 

outros dois subtipos e também mais expressa nas células epidérmicas de pacientes com LEC e 

LE sistêmico associado (LEC+/LES+) do que em pacientes sem LE sistêmico (LEC+/LES-). 

A IL-17 também foi menos expressa no interstício dos pacientes de LEC+/LES+, assim como 

nas amostras de LEC subagudo. Além disso, a densidade de células CD8+ foi menor no 

subtipo subagudo do que nos subtipos discoide e túmido, de modo que a relação CD4/CD8 

observada naquele grupo também foi menor. O mesmo foi encontrado em pacientes 

LEC+/LES+, que também tiveram menor expressão de CD8 do que pacientes com LEC que 

não tinham LE sistêmico (LEC+/LEC-). Entretanto, a maioria dos pacientes com LEC 

subagudo tinham LE sistêmico (70,58%), e a maioria dos pacientes com LEC discoide e 

túmido não tinham doença sistêmica concomitante. Isto pode ter causado um viés na 

semelhança de resultados encontrados entre LEC subagudo e pacientes LEC+/LES+. 

Entretanto, dos 20 pacientes com LEC+/LES-, 12 apresentavam LEC subagudo, ou seja, 

metade desta população. E, mesmo assim, foram vistas semelhanças entre o grupo subagudo e 

o grupo LEC+/LES+. Estas considerações sugerem que, mesmo que a semelhanças entre os 

dois grupos se dê pela maior frequência de LE sistêmico na população subaguda, deve haver 

algum fator circulante, e não local, que diferencie o microambiente inflamatório do grupo 

subagudo em relação ao LEC discoide e túmido. Identificar este fator, e elucidar se esta 

afirmação procede, é um desafio. Um estudo que individualizasse cada subtipo de LEC em 

um grupo com doença sistêmica e outro sem doença sistêmica poderia esclarecer melhor os 
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mecanismos imunopatogênicos de cada subtipo e individualizar fatores responsáveis pelas 

diferenças vistas entre os subtipos. Entretanto, isso somente seria possível em um estudo com 

maior casuística, de modo a haver maior força estatística nos resultados encontrados. 

A expressão de ICAM-1 não foi diferente nas células inflamatórias entre os 

subtipos subagudo, discoide e túmido, embora a expressão deste marcador tenha sido alta em 

todos os grupos estudados. Sabe-se que esta molécula de adesão é essencial para migração de 

leucócitos ao sítio inflamatório e que aumento da sua expressão foi descrita em lesões de LEC 

induzidas experimentalmente pela radiação ultravioleta.90,91 Além disso, Khun e 

colaboradores, em 2002, estudaram pacientes com LEC subagudo, discoide e túmido e, de 

forma semelhante ao nosso estudo, também verificou porcentagem alta de células 

expressando esta molécula nos subtipos de LEC, que foi em torno de 75%. 92 O presente 

estudo identificou em torno de 40% de expressão nas células inflamatórias dos três subtipos. 

Entretanto, pacientes LEC+/LES+ tiveram, de forma estatisticamente significante,  maior 

expressão desta molécula do que pacientes LEC+/LES-, o que pode significar maior estímulo 

à inflamação na pele sob ação de uma doença sistêmica. Estes resultados, analisados em 

conjunto, podem indicar que a microambiente inflamatório da pele pode sofrer alterações 

quando fatores sistêmicos estão presentes, e poderá eventualmente justificar diferenças 

clinico-histopatológicas observadas entre os subtipos.  

Os resultados da IFD foram semelhantes nos três subtipos de LEC estudados, 

inclusive nos pacientes de LEC túmido que tiveram este exame positivo. A IFD também foi  

semelhante entre pacientes LEC+/LES+ e LEC+/LES-. Os pacientes apresentaram, de um 

modo geral, positividade para mais de uma imunoglobulina ou complemento, e foi mais 

frequente para IgG, seguida de IgM, C3, IgA e C1q. Neste estudo C3 foi um depósito mais 

frequente na zona da membrana basal das amostras de LEC subagudo do que de LEC discoide 

e túmido, embora a literatura mencione não haver diferenças em relação ao padrão e o tipo 

dos depósitos  na IFD dos três subtipos. É interessante que, nos testes estatísticos de 

associação, a presença de depósitos de IgM e IgA no exame de IFD ocorreu em casos de 

pacientes LEC+/LES+ com maior imunoexpressão de TNF-a no infiltrado inflamatório 

dérmico, mas não nos pacientes LEC+/LES-. Por outro lado, depósitos de C3 se associaram a 

maior expressão de TNF-a no interstício dérmico e menor expressão epidérmica dessa 

citocina nos pacientes LEC+/LES-. Estes resultados ressaltam a relação entre as citocinas e as 

imunoglobulinas e moléculas do sistema complemento no LEC e ressaltam a rede interligada 

das moléculas do sistema imune atuando na patogênesa da doença.  



90 

 

Também é importante mencionar o estudo que fizemos sobre o mecanismos 

imunorregulatório nos três subtipos de LEC. Sabe-se que, no LE sistêmico, distúrbios na 

tolerância imunológica central e periférica são cruciais para a deflagração do fenômeno 

autoimune.77 Entretanto, são poucos os estudos que analisaram este processo nas lesões 

LEC.75 Embora a caracterização dos fenômenos de tolerância não estejam bem definidos na 

doença cutânea, a presença de autoanticorpos é, frequentemente associada ao LEC, como por 

exemplo o anti-Ro nos pacientes com LEC subagudo. Acredita-se também que outros 

anticorpos podem estar associados ao LEC, como anti-anexina e anti-C1q.1,46,93 Além disso, é 

provável que a citotoxicidade mediada por autoanticorpos seja um dos vários mecanismos 

responsáveis pelo dano tecidual.94 Está estabelecida que a reação imune humoral é 

dependente de células T, e recentemente vem sendo estudada a importância das células T 

regulatórias (Treg) na imunomodulação do LE. Entretanto, a maioria dos resultados 

encontrados provem de estudos com LE sistêmico. Alguns estudos sobre a participação desta 

célula no LEC vem sendo feitos, e não foram encontradas diferenças entre os subtipos, porém 

foi verificada a diminuição do número e função das Treg na pele acometida pela doença.80,91 

As células Treg expressam o fator de transcrição FOXP3, que é crucial para a manutenção e 

função desse tipo celular. A maioria destas células são CD4+ e também expressam CD25. 

Embora nosso estudo não tenha encontrado diferenças entre os subgrupos quanto à expressão 

FOXP3, que é um marcador de célula Treg, a expressão nos três subtipos foi baixa em relação 

ao número de células CD4+, de modo que favorece a teoria de uma menor atuação dessas 

células na doença, cursando assim com um desequilíbrio da tolerância periférica. Nos três 

subgrupos, a média de expressão de células CD25+ foi maior do que a de células FOXP3+. 

Embora CD25 também esteja presente em células T ativadas, isto pode também indicar uma 

perda da função Treg nas células CD25+ FOXP3-. Novos estudos com dupla marcação de 

FOXP3 e CD25 poderão confirmar esta hipótese. Também é interessante mencionar a 

associação encontrada entre IL-10 e células CD25+ no grupo subagudo, o que sugere a 

participação desta interleucina na imunomodulação das lesões cutâneas lúpicas, uma vez que 

a IL-10 executa várias funções, como proliferação e ativação das células B, mas é 

eminentemente anti-inflamatória.46,48 
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6. CONCLUSÃO 

1) A densidade de células CD8+ foi mais baixa em pacientes de LEC subagudo e 

pacientes com LEC e lúpus eritematoso sistêmico concomitante; 

2) Em todas as amostras dos subtipos estudados, a densidade de células CD4+ foi 

maior do que a porcentagem de células CD8+ e CD56+ no infiltrado inflamatório dérmico; 

3) Os grânulos citotóxicos, no lúpus eritematoso cutâneo, são principalmente 

produzidos por células CD8+. Células CD56 + estão presentes em pequeno número nas 

amostras dos subtipos discoide, subagudo e túmido; 

4) Não houve diferença entre os subtipos de LEC em relação à expressão dos 

grânulos citotóxicos. Entretanto, houve correlação positiva entre a imunoexpressão dos 

grânulos e também entre a densidade de células CD8+ e expressão dos grânulos  no grupo 

túmido; 

5) Não foram encontradas diferenças entre a imunomarcação de CD4, CD25 e 

FOXP3 entre os subtipos. Entretanto, a média da densidade de células CD25+ e FOXP3+ foi 

baixa, em relação à densidade de células CD4+ nos 3 grupos estudados.  

6) Pacientes com LEC subagudo apresentaram maior imunomarcação dérmica de IL-

1β, IL-18, TNF-α do que os outros subtipos. Também apresentaram maior expressão de IL-17 

nas células da epiderme e menor expressão no interstício dérmico; 

7) Pacientes com LEC e lúpus eritematoso sistêmico concomitante apresentaram 

maior expressão de IL-1β nas células epidérmicas e maior densidade de células inflamatórias 

ICAM+ no infiltrado inflamatório dérmico.  A expressão de IL-17 foi menor no interstício 

dérmico, quando comparada à de pacientes com LEC e sem lúpus eritematoso sistêmico; 

8) Depósitos de IgM e IgA na imunofluorescência direta se associaram a maior 

imunoexpressão de TNF-α no infiltrado inflamatório dérmico de pacientes com LEC e LE 

sistêmico concomitante; 

9) Depósitos de C3 na imunofluorescência direta se associaram a maior expressão de 

TNF-α no interstício dérmico e menor expressão epidérmica dessa citocina nos pacientes com 

LEC e que não tinham LE sistêmico 

 O conjunto destes resultados sugere a participação da citotoxicidade mediada por 

grânulos, da síntese local de citocinas e de distúrbios da imunorregulação na patogênese do 

lúpus eritematoso cutâneo. Desta forma, ele corrobora a grande complexidade da patogênese 

do LEC, que é arquitetada por uma interação entre diversos mecanismos do sistema imune e 
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envolve fenômenos de citotoxicidade, inflamação mediada por células T, citocinas, 

quimiocinas e moléculas de adesão, além de defeitos no mecanismo imunorregulatório e 

geração de autoanticorpos. Este estudo cria novas perspectivas para o entendimento da doença 

e das razões para diferentes manifestações clinico-histopatológicas no LEC. Alguns desafios 

persistem, como definir a interferência de fatores sistêmicos no microambiente inflamatório 

da pele acometida por LEC e a justificativa para ausência de alterações epidérmicas e mais 

mucinose dérmica nos pacientes com lesões túmidas.  
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8. ANEXOS 

8.1 ANEXO I: Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências 

Médicas/ Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) 
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8.2 ANEXO II: Autorização junto à editora (Copyright) para inclusão do artigo 
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