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RESUMO

Base tedrica: A esclerose sistémica (ES) é uma doenca autoimune progressiva e caracterizada
por vasculopatia e fibrose, que pode ser subclassificada em subtipo cutaneo difuso e cutaneo
limitado. Sua apresentagdo clinica é altamente heterogénea, com acometimento da pele e
orgdos internos em variado grau de gravidade e extensdo e apresenta a maior taxa de
letalidade entre as doencas do tecido conjuntivo. Embora a ativacdo do sistema imune tenha
sido reconhecida h& muito tempo, os mecanismos responsaveis pelo inicio da autoimunidade e
0 papel dos mondcitos e macrdfagos nas vias efetoras imunes da patogénese da ES
permanecem pouco compreendidos.

Objetivo: avaliar subpopulacbes de mondcitos (classicos, intermediarios e néo-classicos)
circulantes no sangue de pacientes com ES e possivel associagdo destas subpopula¢Ges com
manifestacdes da doenca.

Meétodos: cinquenta pacientes consecutivos preenchendo os critérios de classificacdo ACR /
EULAR de 2013 para ES foram incluidos em estudo transversal. Subpopulacdes de mondcitos
foram identificadas com base na expressao de CD64, CD14 e CD16, avaliadas por citometria
de fluxo, e correlacionadas com as caracteristicas clinicas dos pacientes; ainda, foram
estudadas as expressdes de HLA-DR, CD163, CD169 e CD206, nos monadcitos. Trinta e oito
individuos saudaveis pareados por idade e sexo foram recrutados como grupo controle.
Resultados: Os pacientes com ES tiveram um aumento no nimero de mondcitos do sangue
periférico circulantes em comparacdo com individuos saudaveis. Contagens absolutas de
subpopulacdes CD16+ de mondcitos (intermediarios e ndo-classicos) foram maiores em
pacientes com ES. Ndo houve associacdo entre subpopula¢bes de mondcitos e qualquer
manifestacdo clinica avaliada. Pacientes com ES difusa apresentaram maior expressdo de
CD169.

Conclusdo: pacientes com ES apresentam maior contagem de todas as subpopulacfes de
mondcitos, em relagdo ao grupo controle, com perfil fenotipico ativado. N&o houve
associagdo entre subpopulacbes de monaocitos e as manifestagdes fibrdticas avaliadas. CD169
se demonstrou mais representativo na ES difusa, sendo um marcador promissor para

diferenciar os subtipos da doenca.

Palavras chave: esclerose sistémica, mondcitos/macrofagos, marcadores celulares, citometria

de fluxo, patogénese.



ABSTRACT

Background: Systemic sclerosis (SSc) is a progressive autoimmune disease characterized by
vasculopathy and fibrosis which can be subclassified into diffuse cutaneous (dSSc) and
limited cutaneous (ISSc) subtypes. The clinical presentation is highly heterogeneous, with
involvement of the skin and internal organs in varying degrees of severity and extent and has
the highest rate of lethality among connective tissue diseases. Although activation of the
immune system has long been recognized, the mechanisms responsible for the onset of
autoimmunity and the role of monocytes and macrophages in the immune effector pathways
of ES pathogenesis remain poorly understood.

Objective: evaluate circulating blood monocyte subpopulations (classical, intermediate and
non-classical) and their possible association with disease manifestations.

Methods: fifty consecutive patients fulfilling the 2013 ACR/EULAR classification criteria
for SSc were included in a cross-sectional study. subpopulations of monocytes were identified
based on the expression of CD64, CD14 and CD16, evaluated by flow cytometry, correlated
with the clinical characteristics of the patients; furthermore, the expression of HLA-DR,
CD163, CD169 and CD206 in the monocytes was studied. Monocyte subpopulations were
identified based on their CD14 and CD16 surface expression, evaluated with flow cytometry,
and were correlated with patients' clinical characteristics. Thirty-eight age- and sex-matched
healthy individuals were recruited as a control group.

Results: SSc patients had an increased number of circulating peripheral blood monocytes
compared to healthy subjects. Absolute counts of CD16+ (intermediary and non-classical)
monocyte subpopulations were higher in SSc patients. 1ISSc subjects showed greater forced
vital capacity than dSSc patients. There was no association between monocyte subpopulations
and any clinical manifestation.

Conclusion: we identified higher counts of all monocyte subpopulations in SSc patients, with
an activated phenotypic profile as compared to control group. There was no association
between monocyte subpopulations and major fibrotic manifestations. CD169 was shown to be
more representative in diffuse ES, being a promising marker for differentiating subtypes of

the disease.

Key words: systemic sclerosis, monocytes / macrophages, cell markers, flow cytometry,

pathogenesis.
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1. INTRODUCAO

A esclerose sisttmica (ES) é uma doenca autoimune do tecido conjuntivo
caracterizada pela presenca de autoanticorpos, inflamacao, vasculopatia e fibrose progressiva
da pele e de orgdos internos, apresentando manifestacfes clinicas heterogéneas. (1-3) A
etiologia complexa envolve interacdo de fatores genéticos e ambientais, (4) como em muitas
outras doengas autoimunes, as mulheres sdo mais acometidas em relagdo 0s homens
(proporcéo de 4:1) e a etnia desempenha um papel critico nas manifestaces da doenca. (5) Os
mecanismos que desencadeiam ou perpetuam o fenotipo da doenca ainda ndo foram
totalmente elucidados. Sendo assim, ndo ha tratamento especifico para a doenca e esta se
associa a alta morbidade e mortalidade. (6) Uma das hipoteses sugeridas € a de que fatores
pré-inflamatorios e/ou pro-fibroticos sejam produzidos ou ativados por células do sistema
imune inato, principalmente mondcitos e macrofagos. (7)

Os mondcitos sdo uma heterogénea populacdo de células sanguineas mononucleares
que migram para os tecidos dando origem aos macréfagos. (8) Estes, por sua vez, sdo
mediadores chave da imunidade adaptativa e humoral e contribuem para remodelacdo
tecidual. Determinadas condi¢cGes ambientais levam os macréfagos a sofrerem ativagdo
classica ou alternativa, que definird um perfil pr6 ou anti-inflamatorio. (9) A hipétese de que
mondcitos e macréfagos estdo envolvidos na patogénese da ES esta relatada em antigos
estudos histopatoldgicos que mostraram predominancia de macréfagos em infiltrados
intersticiais e perivasculares de pessoas com a doenca, (10) e mais recentemente por estudos
com avaliacdo de expressdo celular, que permitem diferenciar e caracterizar células, que
apontaram proporcdo elevada de mondcitos e macrofagos anti-inflamatérios no sangue
periférico de pacientes comparados a individuos saudaveis. (11) Reforcam esta hipotese as
evidéncias de que, em pacientes com ES, 0os mondcitos circulantes possam estar presentes em
distintas subpopulacdes, com funcdes diferentes, e que possam ser fontes para macréfagos
diferenciados. (12)

Os monocitos podem ser classificados em subpopulagfes conforme a expressdo e
intensidade de alguns marcadores de superficie celular, como CD14 e CD16. Estas
subpopulacdes foram definidas como monocitos cléssicos, intermediarios e mondcitos nao-
classicos. (13) As subpopulagdes de mondcitos expressam alguns genes que lhes conferem
diferencas fenotipicas e funcionais, como diferencas quanto a expressdo de receptores para
antigenos, quimiocinas e citocinas. (14) Ndo h& um consenso em relagcdo as citocinas

produzidas preferencialmente por cada subpopulacdo de mondcitos.
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Os macrofagos podem ser classificados conforme sua maturacdo e/ou via de ativacao.
Alguns autores se referem aos macréfagos como células M1 e M2, (15, 16) associados aos
fendtipos de ativacédo cléssico e alternativo, baseados na nomenclatura Th1/Th2 utilizada para
classificar os linfécitos T helper. (17) O predominio de citocinas como IL-12, IL-18 e IFN-y
em um microambiente leva a diferenciacdo de células Th1l que secretam TNF-a, IL-2 e IFN-y,
promovendo ativacdo do padrdo M1 que expressa receptores opsoninicos e esta associado
com destruicdo tecidual e inflamacdo, sendo responsével pela producdo de citocinas
inflamatdrias, além do aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS - reactive
oxygen species) e nitrogénio. (18) Em contrapartida, o predominio de I1L-10, IL-4 e IL-13
promove a geracdo de linfocitos Th2 e ativagdo de macrofagos pela via alternativa que
apresentam maior expressdo de receptores CD163 “scavenger” para hemoglobina e estdo
envolvidos na fagocitose, reparo tecidual e exercem papel imunorregulador. (19-23) Portanto,
macrofagos M2 diminuem o processo inflamatério através da producdo de fatores anti-
inflamatorios, 1L-10, TGF-p e estimulam a expressao de receptores de manose (MRC-1,
mannose receptor-1 ou CD206). (18, 24) Ainda, o HLA-DR é um receptor de membrana que
pode ser usado para avaliar ativacdo e maturacdo em mondcitos/macréfagos. (25)

Embora a ativacdo do sistema imune tenha sido reconhecida ha muito tempo, 0s
mecanismos responsaveis pelo inicio da autoimunidade e o papel das vias efetoras imunes na
patogénese da ES permanecem incompletamente compreendidos. A avaliagcdo dos receptores
de superficie auxilia no reconhecimento e diferenciacdo celular, principalmente quando
relacionados a distintas funcdes de atuacdo. Evidéncias em humanos e murinos sugerem que 0
aumento de mondcitos possa ser um indicador de véarias doencas inflamatorias e que estas
células podem se diferenciar em subgrupos inflamatérios ou anti-inflamatdrios. Portanto,
evidenciar receptores diferenciados em células de pacientes com ES, envolvidos em
mecanismos que modulam inflamacdo e fibrose mediada por mondcitos circulantes e
macrofagos, pode proporcionar oportunidades terapéuticas para tratar a ES nos estagios mais
iniciais da doenca. Neste estudo, buscamos caracterizar as subpopulacdes de mondcitos e
diferentes expressdes quanto a receptores de funcdo e ativacdo, em pacientes com ES

atendidos em um hospital pablico do Sul do Brasil.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Objetivo da reviséo

Esta revisdo tem intencdo de reunir os dados disponiveis sobre os principais
marcadores envolvidos na caracterizacdo e ativacdo de mondcitos e macréfagos na ES,
analisados por citometria de fluxo, com énfase em seu papel na patogénese. H& fortes
evidéncias de que estas células contribuem para a progressdo e talvez o inicio da ES. A luz

desta evidéncia, esta revisdo examina o papel dos mondcitos e macrofagos na ES.

Descobertas Recentes

A maioria dos autores relatam haver monocitose em pacientes com ES. Estudos
recentes demonstram haver subpopulacdes de mondcitos que, possivelmente, permeiam 0s
tecidos em macrofagos diferenciados, levando a inflamacéo localizada e, por fim, a inducéo
de fibrose. Atualmente, ndo existe terapia efetiva, embora avancos nas pesquisas com
transplante autélogo de células-tronco tem demonstrado resultados promissores. A exploragdo
da perturbacdo inata do sistema imunoldgico se faz necessaria na busca de tratamentos mais

especificos para esta doenca tdo complexa.

Esta revisdo da literatura esta focada nos principais marcadores envolvidos na
caracterizacdo e ativacdo de mondcitos e macrofagos na ES, analisados por citometria de
fluxo, com énfase em seu papel na patogénese. Ha fortes evidéncias de que estas células
contribuem para a progressdo e talvez o inicio da ES. A luz desta evidéncia, esta reviso
examina o papel dos mondcitos e macrofagos na ES.

A revisdo sistematica da literatura foi conduzida nas bases de dados eletronicas
PubMed, BIREME e Scielo para artigos publicados até 07 de novembro de 2018, usando
termos de pesquisa predefinidos para “monocytes”, “macrophages”, “Systemic Sclerosis”,
“Scleroderma, Localized”, “Scleroderma, Diffuse” e “Flow cytometry” e suas combinagdes
ou tradugdes. (Anexo 10.5). A busca foi restringida & trabalhos cujo idioma fosse inglés,

espanhol, italiano ou portugués. Na figura 1 estdo esquematizadas as estratégias de busca.
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| Palavras Chave
1. Systemic Sclerosis
2. Monocytes
3. Macrophages
4. Flow cytometry

|

Bireme Pubmed Scielo
1+2+3: 35 1+2+3: 716 artigos 1+2+3: 15
1+2+3+4: 19 1+2+3+4:; 112 artigos 1+2+3+4: 03

Avaliacdo de titulo e resumo

. ! .

| 20 artigos || 167 artigos || 10 artigos |

| . |

\ Systemic Sclerosis + Monocytes + Macrophages + Flow cytometry: 197 artigos \

Avaliacéo do texto integral e redagéo da
revisao bibliografica

| 23 artigos |

Figura 1. Modelo esquematico da estratégia da busca.

Ultima atualizacio em 07 de dezembro de 2018.

Fonte: elaborado pela autora (2018).

A incluséo dos artigos para a esta revisao da literatura foi restringida ao uso da técnica
de citometria de fluxo para andlise de marcadores celulares em mondcitos macrofagos
(estudos compilados no item 2.4. Estudos avaliando marcadores de mondcitos/macréfagos na

esclerose sistémica).

2.2. ESCLEROSE SISTEMICA
2.2.1. DEFINICAO E EPIDEMIOLOGIA

A ES, ou esclerodermia, é uma doenca inflamatoria cronica do tecido conjuntivo, de
etiologia pouco conhecida que resulta em manifesta¢Ges clinicas multifacetadas com elevada
morbidade e mortalidade. E caracterizada por fibrose e dano microvascular em diferentes
graus, afetando 6rgéos e tecidos, apresentando diversas manifestacdes clinicas e laboratoriais,

com curso clinico e prognostico variaveis. (26) Diversos 6rgdos podem ser acometidos, com
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destaque para a pele, pulmao, coracdo, rins e trato gastrointestinal (TGI), sendo sua expressao
fenotipica amplamente heterogénea e seu prognéstico determinado pelo acometimento
visceral predominante. (27, 28) A ES pode ser dividida em dois subgrupos de pacientes de
acordo com o acometimento cutdneo. Na forma limitada, a esclerodermia ocorre distal a
cotovelos e joelhos e em face. Na forma difusa, ocorre acometimento de tronco concomitante.
(29)

E uma doenca considerada rara, apresentando baixa prevaléncia e incidéncia. A
prevaléncia é bastante varidvel, apresentando 1 a 5 casos por 1.000 habitantes nos Estados
Unidos, enquanto que no Reino Unido e no Japdo apresenta, respectivamente, 31 e 38 casos
por milhdo de habitantes. Quanto a incidéncia, apresenta taxas que variam em 3,8 a 13,9
novos casos por milhdo de habitantes ao ano, em sua maioria mulheres entre 30 e 45 anos.
(30) Negros desenvolvem a doenca mais precocemente com predominio da forma cutanea
difusa e pior prognostico. (31) Estudos americanos sugerem que familiares de 1° grau
apresentam um risco relativo ao redor de 13 para acometimento da doenca, sugerindo que
historico familiar seja um importante fator de risco para a doenca. (32) Apesar de nao
existirem dados brasileiros, estima-se uma incidéncia de 12 casos por milhdo de habitantes e

prevaléncia de 105 casos por milhdo de habitantes. (33)

2.2.2. ETIOLOGIA E FISIOPATOLOGIA

Ainda que a etiologia e a patogénese da ES permanecam obscuras, existem evidéncias
de envolvimento genéticos, exposicdo a drogas, fatores ambientais e ocupacionais, como
solventes organicos e infeccdes virais, aliados a defeitos nos processos de tolerancia central e
periférica, como devido a reducdo e/ou funcao de células reguladoras, entre outros fatores que
contribuem para o desencadeamento da doenca e surgimento dos sintomas. (34-37)

A etiologia da ES envolve anormalidades vasculares e imunologicas, que convergem
para processos fibroticos em vasos, tecidos e oOrgdos. A figura 2 apresenta de forma
esquematica caracteristicas da fisiologia e patogenia que s&o observadas na doenga, como:
deposicdo excessiva de coldgeno e outras macromoléculas na pele e 6rgdo (como nos
pulmdes, rins, trato gastrointestinal); lesdes vasculares; e alteracbes da imunidade humoral e

celular decorrente da autoimunidade. (36)
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Figura 2. Esquema do processo fisiopatoldgico que envolvem a ES.

Legenda. FRy: Fendmeno de Raynaud; HAP: hipertensdo de arterial pulmonar; TGI: trato gastrointestinal;
ANA: anticorpo anti-nuclear; ACA: anti-centrdmero; Anti-RNAP 3: anti-RNA polimerase IlI; anti-SCL-
70: anti-topoisomerase 1; Anti-RNP: anti- fracdo nuclear de ribonucleoproteinas; PM-Scl: anticorpo anti-
polimiosite escleroderma.

Fonte: elaborado pela autora (2018).

A principal caracteristica na ES ¢é a fibrose. O processo fibrotico ocorre devido a
inflamacdo persistente e em resposta a uma injaria vascular idiopatica, (38) processo que ativa
o sistema imunoldgico inato e adaptativo. A excessiva ativacao endotelial leva a um aumento
de expressdo de moléculas de adesdo e de citocinas e quimiocinas, além de ativacdo
plaquetaria e da producdo de mediadores vasoconstritores e pro-tromboticos, gerando
instabilidade vascular e lesdo tecidual por isquemia-reperfusao. (36)

Em resposta a este processo, muitos subtipos celulares inflamatérios sdo recrutados,
principalmente: células T helper do tipo 2 (Th2), as quais secretam grandes quantidades de
IL-4, IL-5 e IL-13; células B produtoras de autoanticorpos e IL-6; e mondcitos/macréfagos
produtores de TGF-p (Transforming Growth Factor-p). (36)

Para resolucdo da inflamagdo e promocdo da cicatrizagdo, é ativado um fendtipo de

macrofagos anti-inflamatorios. Durante a lesdo aguda do tecido, monocitos séo recrutados da
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circulacdo para o local da inflamacdo, passando a denominacdo de macrofagos. Quando o
reparo epitelial ndo consegue eliminar a resposta de lesdo, os mecanismos de reparo séo
ativados e o0s monadcitos/macrofagos passam a apresentar um fenotipo anti-inflamatdrio,
iniciando a fase de resolucéo e reparo tecidual. (39) Os fibroblastos se tornam ativados pelos
mediadores anti-inflamatérios e pro-fibréticos, com atuacdo comportamental semelhante a de
macrofagos, se diferenciam em miofibroblastos e passam a produzir grandes quantidades de
ROS) e demasiadas quantidades de moléculas da matriz extracelular (MEC), sendo o
colageno a mais importante, resultando em fibrose da pele e 6rgaos internos. (40, 41)
Uma melhor compreensdo a respeito das interacfes dessas ceélulas imunologicas e
processos envolvidos poderéd clarificar a patogénese da doenca e, possivelmente, levar a
melhores opgdes de tratamento para pacientes com ES.

2.2.3. MANIFESTACOES CLINICAS E DIAGNOSTICO

As manifestacBes clinicas, a evolucdo da doenca e a sobrevida desses pacientes sao
amplamente varidveis e, em geral, relacionadas ao subtipo de doenca e a presenca de
diferentes autoanticorpos. O diagnostico é feito através de achados clinicos; porém pode levar
meses ou anos para ser definido, isso porque, as alteracfes esclerodermiformes aparecem
tardiamente e o quadro inicial geralmente s6 se apresenta com isquemia-reperfusdo que é
notada como fendmeno de Raynaud (FRy), dores ou edema articular, o que torna a sua
diferenciacdo de outras doencas inflamatérias difusas altamente complexa. A ativacdo do
sistema imune celular e humoral participa de forma ativa nestes processos. Os principais
sintomas na ES séo calcinose, FRy, dismotilidade do es6fago, esclerodactilia e telangiectasias.
Diversos 6rgdos podem ser acometidos, com destaque para a pele, pulmédo, coracdo, rins e
TGI, sendo sua expressdo fenotipica heterogénea e seu prognostico determinado
predominantemente pelo acometimento visceral. (27, 42, 43)

Com a finalidade de homogeneizar a definicdo de caso para incluséo de pacientes em
pesquisas clinicas, bem como para guiar o diagndstico desta doenca e auxiliar na predicéo do
prognostico da doenca, foram desenvolvidos critérios de classificacdo para a ES. O American
College of Rheumatology (ACR), em 1980, estabeleceu os critérios preliminares de
classificacdo para ES. (44) (ANEXO 10.2). Posteriormente, LeRoy e Medsger, em 2001,
incorporaram dados obtidos a partir da capiloroscopia (CPU) e pesquisa de autoanticorpos

especificos para o diagnostico precoce de ES. (45) Em 2013, a European League Against
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Rheumatism (EULAR) e o grupo EULAR Scleroderma Trial and Research (EUSTAR)
publicaram os novos critérios de classificacdo para ES (46) mais sensiveis (91% vs. 75%) e
especificos (92% vs. 72%) que os critérios do ACR de 1980. Em um escore com pontuacao
méaxima de 19 pontos, o caso € classificado como ES se preencher 9 pontos ou mais de acordo
com os critérios. Na tabela 1 estdo apresentados os critérios de classificacdo utilizados

atualmente.

Tabela 1. Critérios de classificacdo para Esclerose ACR/Eular de 2013.
Critérios de classificacdo ACR/EULAR 2013

Espessamento cutaneo proximal as 9
metacarpofalangeanas (critério suficiente)
Espessamento cutaneo dos dedos (apenas o maior 2
escore): 4
Puffy fingers

Esclerodactilia (distal as MCF e proximal as IFP —
sobre a falange proximal)
Lesdes nas pontas dos dedos (apenas 0 maior escore):
Ulceras digitais
Pitting scar
Telangiectasia
Capilaroscopia anormal
Hipertensao arterial pulmonar OU doenca intersticial
pulmonar
Fendmeno de Raynaud
Autoanticorpos associados a ES: 3
Anti-centrdmero OU Antitopoisomerase | (anti-Scl70)
OU anti-RNA polimerase 11
Pacientes com pontuagdo > 9 sdo classificadas como apresentando Esclerose Sistémica definitiva.
MCF: metacarpofalangeana; IFP: interfalangeana proximal.
Fonte: Adaptado de VAN DEN HOOGEN e col (2013).
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A presenca de espessamento cutaneo proximal as articulagdes metacarpofalangeanas
soma nove pontos e é considerada suficiente para o diagnéstico. Ainda, esse critério considera
também o tipo de acometimento cutaneo, tipo de lesdes nas pontas dos dedos, telangiectasias,
FRy, anormalidades na CPU, hipertensdo de artéria pulmonar (HAP) ou doenca intersticial
pulmonar (DIP) e autoanticorpos especificos para ES. (26)

O diagnostico é essencialmente clinico, sendo feito a partir da historia e do exame
fisico, podendo ser complementado por alguns exames tais como pesquisa de fator
antinuclear, raio-x (RX) ou tomografia computadorizada (TC) do tdérax, espirometria,
ecocardiograma, difusdo de mondxido de oxigénio (DLCO), capacidade vital forcada (CVF) e
0 escore de Rodnan modificado (tabela 2).



22

Tabela 2. Principais medidas de desfecho utilizadas em estudos e na pratica assistencial

de esclerose sistémica. Critérios de classificacao para Esclerose ACR/Eular de 2013.

Comentario

Fendmeno Manifestacéo Medida de
fisiopatologico clinica desfecho
FIBROSE Esclerodermia Escore de Rodnan
modificado
Pneumonite e Radiografia de
fibrose torax
pulmonar
Tomografia

computadorizada

de térax

Capacidade vital

forcada

Difusdo com
monoxido de

carbono

Escore validado e amplamente utilizado
em estudos clinicos gque avalia por meio
de palpacdo 17 areas do corpo, variando
de 0 a 51, sendo valores maiores
associados a maior espessamento e
aderéncia da pele.

Exame acessivel que pode demonstrar
alteragdes especificas, sendo
particularmente Util nos casos com maior
comprometimento tecidual. Apesar de
menor radiacdo do que a tomografia
computadorizada, perde em acurécia
diagnostica.

Exame com boa sensibilidade e
especificidade diagnostica de
pneumonite com maior exposicdo a
radiacdo, especialmente com tomégrafos
mais antigos. Também é particularmente
atil na avaliagdo de complicacdes
pulmonares, tais como bronquiectasias e
neoplasias.

Exame validado e amplamente utilizado
em pesquisa e pratica assistencial para a
identificacdo precoce e 0
acompanhamento de alteracoes
funcionais de DIP.

Exame validado e amplamente utilizado
em pesquisa e pratica assistencial para a
identificacdo precoce e 0
acompanhamento de alteracdes

funcionais de DIP, podendo se alterar
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também na HAP.

VASCULOPATIA HAP Ecocardiograma Exame utilizado na rotina assistencial
com medida da para diagnéstico e monitoramento de
PSAP HAP. Apresenta algumas limitacGes de

acuracia, principalmente associadas ao
operador e a outras condicBes clinicas
que possam interferir nas medidas de

fluxos e press@es intracardiacas.

Acrteriopatia Fendmeno de Alteragdes  perfusionais  isquémicas
periférica Raynaud, Ulceras  transitérias ou persistentes que possam
digitais, causar lesdo tecidual em vasos, pele e
capilaroscopia anexos fazem parte do acompanhamento
periungueal clinico e de pesquisa, podendo se

associar a pior qualidade de vida e

menor sobrevida.

DIP: doenca intersticial pulmonar; HAP: hipertensdo de artéria pulmonar; PSAP: pressdo sistélica em
artéria pulmonar.

Fonte: autora (2018).

O envolvimento visceral da ES ¢é fator que define o progndstico da doenca no paciente.
As manifestacGes cardiacas podem ser primarias, quando ha fibrose do musculo cardiaco
levando a arritmias cardiacas, ou secundarias, quando sdo resultado do envolvimento
pulmonar e/ou do rim. (47) As complicagdes pulmonares sdo a causa mais comum de morte
na ES, sendo o envolvimento pulmonar gerado por inflamagdo e fibrose do intersticio
pulmonar (DIP), pneumonite, ou por hipertensdo arterial pulmonar (HAP). (3, 27, 48)

O segundo sistema mais acometido pela ES é o TGI, perdendo em frequéncia apenas
para a pele. A dismotilidade esofagiana ocorre em 75-90% dos pacientes com ES. (27, 28)
Esta disfuncdo motora leva a doenca de refluxo gastresofagico que pode apresentar
manifestagdes clinicas de pirose, regurgitacdo e disfagia, levando a estenose e esdfago de
Barrett com potencial risco para desencadeamento de cancer do esdfago. Ainda, pacientes
com disfungdo do TGI podem apresentar constipacéo e dificuldade de evacuagdo, bem como
diarreia e incontinéncia fecal. (27)

As manifestacfes cutdneas sdo apresentadas com endurecimento progressivo da pele e
aderéncia aos planos profundos, consiste na manifestagdo mais caracteristica da doenca,

presente em mais de 90% dos pacientes. (49) A extensdo do comprometimento cutaneo pode
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ser quantificada através do escore modificado de Rodnan e tem sido considerada um marcador

de gravidade da doenca e preditor independente de mortalidade. (50)

2.2.4. PROGNOSTICO E TRATAMENTO

Nos ultimos anos houve um aumento progressivo da sobrevida dos pacientes,
principalmente pelo diagnostico ocorrer mais precocemente. Contudo, permanecem altas as
taxas de morbimortalidade, sendo considerada a mais grave das doencas do tecido conjuntivo.
(30) O risco de morte em pacientes com ES € 3,5 vezes maior, quando comparado ao risco
esperado para individuos do mesmo sexo e idade. (6)

Em linhas gerais, o tratamento é feito de acordo com a manifestacédo clinica, podendo
incluir imunossupressores, inibidores de bomba de préton, vasodilatadores e anti-
hipertensivos. As manifestacdes renais da ES, que eram a principal causa de morte na doenca,
hoje tém melhor progndstico devido ao uso rotineiro dos inibidores da enzima conversora de
angiotensina, visto que o marco da manifestacdo renal € a crise hipertensiva com faléncia
renal aguda, quadro conhecido como crise renal esclerodérmica. (47)

Atualmente, ndo existe tratamento modificador do curso de doenca, sendo a escolha do
medicamento realizada de forma individualizada, considerando-se riscos e beneficios de cada
intervencdo. Considerando-se a rede de agentes que participam da fisiopatologia da ES,
intervencdes pontuais no sistema imune ndo tém apresentado efeitos consistentes. Mais
recentemente, evidéncias tém surgido sobre os transplantes autélogos de células-tronco com
resultados promissores. (51-54)

Estudos tém se voltado para o desenvolvimento de terapias antifibrdticas efetivas,
porém, até 0 momento, ndo ha nenhum farmaco aprovado para esse fim no tratamento da ES.
Diante dos avangos na elucidacdo da fisiopatologia da ES, esforgos tém sido empreendidos

para o desenvolvimento de farmacos com potencial modificador do curso da doenca.

2.3. MONOCITOS/MACROFAGOS

Os mondcitos sdo células da imunidade inata, tendo funcdo de profissionais
apresentadoras de antigenos (APCs), que apresentam uma enorme plasticidade e habilidade de

adaptacdo a diversos sinais do microambiente e, assim, desempenham diferentes funcdes
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como manutencdo do equilibrio homeostatico, defesa contra agentes infecciosos, tumores,
inflamac&o, ativacdo de linfocitos T e reparo tecidual. (55, 56) Sdo células mieloides,
produzidas na medula 6ssea, que permanecem poucos dias circulantes no sangue e que se
diferenciam em macrofagos ao migrarem para os tecidos, ou podem se diferenciar em células
dendriticas (DCs — dendritic cells). Tem sido proposto que as DCs circulantes, em humanos
(CD1c+, CD141+), ndo sao onipotentes, podendo representar formas precursoras que venham
a sofrer diferenciagéo final e especializacgdo in situ. (57)

Mondcitos e macrdfagos apresentam em sua superficie celular expressdo de CD64,
que € uma glicoproteina de membrana que intermedia a endocitose, a fagocitose, a toxicidade
celular anticorpo-dependente, a liberacdo de citocinas e a geracdo de superoxido. Este
marcador €é utilizado em estratégias de citometria de fluxo para delimitar regiées de mondcitos
para caracterizacdo celular quanto subpopulactes destas e expressdes anormais de receptores.
Pela heterogeneidade de fungédo, os mondcitos culminam no desenvolvimento e diferenciacao
em subpopulacgdes pela distinta expressao de receptores de membrana celular. Seus fenétipos
encontrados em modelo murino e nos humanos diferem em resposta aos fatores presentes
durante a inflamacdo ou infec¢do. A subpopulacdo de mondcitos “classicos” (humanos:
CD14++ e CD16- / murino: CD11b+, CD62L+ e Ly6C++), representa cerca de 85% dos
mondcitos circulantes no sangue periférico, estes produzem citocinas pré-inflamatorias e,
quando recrutados para os tecidos, atuam como macrdfagos inflamatérios (M1). Ja os
monaocitos de patrulha, que sdo ativados para reparo tecidual, produzem citocinas anti-
inflamatdrias e mediadores pro-fibroticos, representam uma populacdo menor e em diferentes
niveis de expressdo de CD14/ Ly6C demonstrando um alto grau de plasticidade e uma
diferenciacdo em duas subpopulagdes: monoécitos “ndo-classicos” (humanos: CD14+,
CD16++ / murino: CD11b+, CD62L-, Ly6Cl-) e “intermediarios” (humanos: CD14+, CD16+
/ murino: CD11b+, CD62L+, Ly6Cl+). (13, 58, 59) Estas subpopulacdes de mondcitos
parecem estar associadas a uma ativacdo de macrdéfagos M2, entretanto esta diferenciagdo ndo
esta bem esclarecida.

As subpopulacdes de mondcitos expressam alguns genes que lhes conferem diferencas
fenotipicas e funcionais, como diferencas quanto a expressdo de receptores para antigenos,
quimiocinas e citocinas. Ndo ha um consenso em relagdo as citocinas produzidas

preferencialmente por cada subpopulacdo de monacitos.
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2.3.1. ATIVACAO DE MONOCITOS / MACROFAGOS

Os macréfagos estdo assumindo um papel cada vez mais proeminente na patogénese
da ES, apresentando genes associados fortemente como biomarcadores de doencas da pele e
dos pulmdes. (60) Durante a lesdo aguda do tecido, ocorre ativacdo e diferenciacdo de
mondcitos circulantes e recrutamento para o local de lesdo, onde atuam como macréfagos em
prol do combate & inflamacdo e/ou infeccdo e promogdo do reparo tecidual. Os macrofagos
podem ser classificados conforme sua maturacdo e via de ativacdo. A nomenclatura atual de
macrofagos € complexa e as vezes leva a confusdo devido a versatilidade celular e
plasticidade funcional mediada por sinais de microambiente. Nesta revisdo, apresentamos
uma visdo geral dos dois principais subconjuntos de macréfagos, denominados de acordo com
estimulos que induzem sua polarizacédo e o perfil de citocinas que eles fornecem. (15, 16)

A divisdo representativa de macrofagos como células M1 e M2, estd associada ao
fendtipo de ativacdo classico e alternativo, baseados na nomenclatura Th1/Th2 (17) (Figura
3). Atualmente, sabe-se que existem outros perfis de macréfagos, como uma populacdo de
macrofagos reguladores que possuem fungdes distintas, porém, sua diferenciacdo ndo esta

bem definida.
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Figura 3. Esquema de ativacdo e diferenciacdo das subpopulagdes de

mondcitos/macréfagos.
Legenda= CCR2: chemokine receptor type 2- receptores de quimiocina tipo 2; DC: células dentriticas; IL:
Interleucina; INF: Interferon; ROS: espécies reativas de oxigénio.

Fonte: elaborado pela autora (2018).

Os mondcitos classicos sdo rapidamente recrutados do sangue para locais de infeccao
e lesBes, onde exibem consideravel plasticidade funcional. O predominio de citocinas como
IL-1, IL-18, IFN-y e quimiocina CCR2+ neste microambiente, leva a diferenciacdo de células
Thl que secretam TNF-a, IL-2 e IFN-y, promovendo ativa¢do do padrdao M1 que expressa
receptores opsoninicos (CD14, CD32, CD64) e esta associado com destruicdo tecidual e
inflamacdo, sendo responsavel pela producédo de citocinas inflamatorias, além do aumento da
producdo de ROS e de espécies reativas de nitrogénio. (18)

Em contrapartida, o predominio de IL-10, IL-4 e IL-13 promove a geracdo de
linfécitos Th2 e ativacdo de macrofagos pela via alternativa, mondcitos ndo-classicos. Ha
indicios de que esta subpopulacdo de mondcitos atue como guardifes da vasculatura,

patrulhando a integridade das células endoteliais com apresentacdo de maior expressdo de
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receptores CD163 “scavenger”, envolvidos na fagocitose, reparo tecidual e exercendo papel
imunorregulador. (19-23) Portanto, macréfagos M2 diminuem o processo inflamatério através
da producdo de fatores anti-inflamatorios, IL-10, TGF-f e estimulam a expressdo de
receptores de manose (MRC1 ou CD206). (18, 24)

As principais atuacdes celulares da via alternativa sdo a ativacdo da endocitose, a
inibicdo da producdo de Oxido nitrico e a indugdo da remodelacdo de tecidos e fibrose.
Embora a arginase seja um marcador conhecido da via alternativa de ativacdo em ratos, ndo €
regulada por IL-4/IL-13 em mondcitos humanos, enquanto que a expressdo de MRC1 é
altamente induzida pela IL-4/IL-13 e assim, 0 MRC1 pode ser pensado como um marcador de
ativacgdo alternativa de mondcitos/macréfagos em seres humanos. (15, 61, 62)

Estudos in vitro com diferenciacdo de macrofagos, verificaram que presenga GM-CSF
(granulocyte—macrophage colony-stimulating fator - fator estimulante de colonias de
granulécitos-macrofagos) induz uma ativacdo de macréfagos M1, enquanto que presenca de
M-CSF (macrophage colony-stimulating factor - fator estimulante de coldnias de macréfagos)
induz a ativagdo de M2. (22, 63)

Ha fortes evidéncias de que os mondcitos do sangue periférico sdo os progenitores da
maior fracdo de macrofagos teciduais. Entretanto, € importante notar que ha macréfagos
residentes em tecidos que ndo séo derivados de mondcitos. Estes macrdofagos residentes foram
identificados em varios tecidos, incluindo cérebro, baco e pulmdo. (64) Todavia a
autorrenovacao, proliferacdo, origem e mecanismos de substituicdo destas células ndo estdo
totalmente elucidados. (64, 65)

Ndo se sabe se 0s mondcitos expressando CD16+ também contribuem para as
populacGes de macr6fagos no estado estacionario (sem presenca de inflamacgdo/infeccéo).
Embora relatos precoces indicassem que mondcitos ndo-classicos se diferenciam em
macrofagos alveolares em homeostase, (66) pesquisas mais recentes indicam que macréfagos
alveolares sdo de fato derivados de mondcitos com uma contribuicdo minima de mondcitos
circulantes no sangue. (67) Portanto, ainda € uma questdo em aberto a proliferacdo e origem

dos macréfagos periféricos bem como a participacdo dos monocitos neste processo.

2.4. ESTUDOS AVALIANDO MARCADORES DE MONOCITOS/MACROFAGOS
NA ESCLEROSE SISTEMICA
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Esta revisdo contempla os estudos que realizaram avaliagdo de mondcitos/macréfagos
em pacientes com ES, pela técnica de citometria de fluxo (CF) (tabela 3). A CF, técnica
utilizada ha cerca de 20 anos, é uma forma de analise especifica de marcadores celulares
(separador celular ativado por fluorescéncia - FACS). Inicialmente, com analise concomitante
de dois ou quatro marcadores, hoje, é possivel a distincdo celular com uso de até 16
marcadores. Anterior a introducdo da CF, os pesquisadores, utilizando ferramentas mais
rudimentares, como ensaios enzimaticos e marcadores celulares inespecificos, conseguiram
mostrar que os mondcitos circulantes estavam fortemente ativados em pacientes com ES. (68-
70)

A ES apresenta intrinseca relacdo de autoimunidade, lesdo vascular, inflamacéo e
fibrose tecidual. Sendo que a inflamacdo na ES parece ser mediada, principalmente, pelos
monacitos circulantes ativados que infiltram os tecidos, (71) onde podem se diferenciar em
macrofagos. (10) Os macrofagos tém sido relatados como principais responsaveis pela fibrose
tecidual, sendo fontes potencialmente importantes para producdo de citocinas indutoras de
fibroblastos que causam excessivo acumulo de MEC e, consequente, fibrose tecidual.
Apoiando assim, um possivel papel dessas células na patogénese da doenca.

Usando CF de duas cores, em um estudo piloto realizado com pequena populacao de
pacientes com esclerose limitada e controles, Russo e col. (2006) ndo encontraram diferenca
significativa na analise de expressdo de moléculas de superficie para mondcitos circulantes.
(72) Este estudo apresenta metodologia bastante limitada e pouca informacdo sobre a forma
de analise.

York et al. (2007), avaliando sangue periférico e bidpsia de pele, demonstraram
aumento de expressao de Siglec-1 (CD169) em mondcitos e macroéfagos no sangue e no
tecido, ainda, este aumento pode estar sendo induzido por IFN tipo | e certos TLRs (toll-like
receptors). Estes achados sugerem que os IFNs do tipo | sdo reguladores importantes da
expressdo do gene Siglec-1 em polimorfonucleares de pacientes com ES e podem
desempenhar um papel chave na ativacdo de mondcitos nesta doenca. Muito embora o
aumento de expressdo de Siglecl pelos mondcitos na forma difusa da ES néo se correlacionou
com a fibrose de pele avaliada pelo escore de Rodnan modificado. (73) As funcdes bioldgicas
do CD169 nos macrofagos e monacitos ainda ndo estdo bem elucidadas. Ha indicios de que a
expressdao de CD169+ nos macrdéfagos nao esteja relacionada com a funcdo de fagocitose
destas células, mas com uma possivel regulacdo da ativagdo do sistema imunologico. (74) A

expressao de CD169 em mondcitos foi previamente identificada em pacientes com HIV onde
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essa subpopulacdo de mondcitos apresentou altos niveis de CD169, MCP-1 (monocyte

chemoattractant protein 1) e receptor de quimiocina. (75)

Tabela 3. Estudos que avaliaram marcadores em monadcitos/macrofagos por citometria

de fluxo.

Autor

Ballerie et al

Trombetta et

al.

Soldano et al.

Lescoat et al.

Carvalheiro
etal.
Lescoat et al.

Rademacher
et al.

Mokuda et al.

Lopez-Cacho
et al.

Gunther et al.

Binai et al.

Christmann
etal.
Tourkina et
al.
Higashi-
Kuwata et al.
Mathai et al.

Ano

2018

2018

2018

2018

2018

2017

2016

2015

2014

2014

2012

2011

2011

2010

2010

ES/
Controles
(n)

21 ES
31C
55 ES
27C

58 ES
27C

5 L-ES
5C

40 ES
20C

48 ES
23C
10 ES
11C

14 ES
9C
49 ES
49C

18 ES
14C

14 ES
8C
51 ES
10C
13 ES
26 C
41 ES
16 C
12 ES
27C

Mondécitos/macrofagos
analisados*

Sangue (cultura celular)

Sangue periférico.

Sangue periférico

Sangue periférico (cultura
celular)

Lavado broncoalveolar
Sangue (cultura celular)

Sangue periférico

Sangue (cultura celular)

Sangue (cultura celular)

Sangue periférico

Sangue (cultura celular)

Sangue (cultura celular)
Sangue (cultura celular)

Sangue periférico e cultura
celular

Sangue periférico e cultura
celular

Sangue (cultura celular)

Marcadores celular estudados

CD36, CD91, CD44, integrina {5,
SR-A1, SR-B1.

CD14 e CDA45 para identificar
monocitos.

CD66b usado para excluir
neutrofilos.

M1 (CD80, CD86, TLR2 e TLR4)
M2 (CD204, CD163 e CD206)
CD14, CD45, CD66b.

M2- CD204, CD163, CD206.
M1- CD80, CD86, TLR4, TLR2.
CD163, CD169, CD204, CD64 e
CD36

CD14, CD3, CD19, CD56, HLA-
DR, CD33.

CXCLS8- IL-8, CXCL10-MIP-10,
CCL4- MIP-1, IL-6.

CD16 (em populagdo de
mondcitos).

Expressdo de CD14, ATRe ETR
em células mononucleares.
Concentracdo de CCL18 em
sobrenadantes de células
mononucleares p6s estimulacéo por
IgG de pacientes ES e de controles.
CD45, CD14, CD1a, survivina, Ki-
67, 7-AAD, FOXP3.

CD3, CD56, CD4, CD8, CD19,
CD25.

(Mondcitos considerados
CD3negD4+).

Selecdo de monécitos com uso de
kit commercial de isolamento
cellular.

Anélise de ATR e ETR.

CD14, CD11c, HLA-DR

CD14, CD206, IL-13.
CD14, CD34, CD11b, CD45.
CD68, CD14, CD163, CD204.

CD45, CD14, CD34, CD68,
CD163.
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York et al. 2006 29 ES Sangue (cultura celular) CD14, CD169.

11C
Russo et al. 2006 8 L-ES Sangue periférico CD14, CD45; CD18, CD62L,
8C CD11a, CD11b; TGF-BRII, M-CSF

R; FcyRI, FcyRII; CD34.
Carullietal. 2005 39 ES Sangue (cultura celular) CCR2, CXCR2, e CCR5.
12C
C: controles saudaveis; ES: esclerose sistémica; L-ES: esclerose sistémica forma cutaneo limitada; ATR:
receptor de angiotensina Il (angiotensin Il type receptor); ETR: receptor de endotelina | (endothelin | type
receptor);
* Sangue (cultura celular): se refere a analises realizadas em cultura de monécitos isolados do sangue periférico.
Fonte: elaborado pela autora (2018).

Higashi-Kuwata et al. (2010), utilizaram painel mais abrangente de marcadores e
avaliaram amostras de pele e sangue de pacientes com ES. Observaram que no sangue
periférico havia uma populacdo significativamente maior de células CD14+ em comparacao
com doadores saudaveis e que esta diferenca nao era vista entre os subtipos da doenca. Ainda,
verificaram que as células CD14+ com coexpressdo de CD163+, estavam em maior ndmero.
Na pele e regides perivasculares, observaram um ndmero maior de células positivas para
CD68 (marcador pan-macrofago), CD163 e CD204. (11) A expressdo de CD163 e CD204 ¢
associada com a diferenciacdo de macréfagos M2 ativados. (15) O subconjunto
CD14+CD163+CD204+ de mondcitos parece ser caracteristico da ES sendo uma fonte dos
macrofagos CD163+ e CD204+ encontrados na pele. Vale ressaltar que as amostras de sangue
e tecido foram de pacientes e controles diferentes.

Estudos com outras metodologias, também demonstraram haver uma maior expressao
de (CD163 soluvel) sCD163 no soro de pacientes com ES e que pacientes com fibrose
pulmonar apresentaram niveis ainda maiores de sCD163 do que aqueles sem fibrose
pulmonar. (76) Entretanto, nem todos os estudos encontraram associacdes entre a quantidade
de CD163 e parametros clinicos ou laboratoriais da doenca. (77) Curiosamente, foi realizada
cultura de células e as dosagens de concentra¢fes de sCD163 em sobrenadante de cultura de
células foram significativamente maiores em pacientes com ES que sofreram posterior
progressdo da doenga, em comparagdo com pacientes com ES com o curso da doenga estavel
ao longo de um periodo de acompanhamento. Fato este que levou os pesquisadores a
concluséo de que a producdo de CD163 in vitro poderia servir como um novo biomarcador de
progressdo da doenca. (77) Corroborando com este achado, outro estudo demonstrou que
CD163 estéa correlacionado com fibrose de pele, avaliada pelo escore de Rodnan. (78)

Com base na hipétese de que os mondcitos circulantes sdo fonte para os macréfagos
teciduais pro-fibroticos, Mathai et al. (2010) avaliaram sangue de pacientes com DIP onde

observaram que 0s mondcitos CD14+ expressam niveis mais altos de CD163 em comparacgéo
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aos controles, o que confere a estas células uma atividade pro-fibrotica semelhante aos
macrofagos tipo M2 e que a concentracdo de células produtoras de colageno (considerado
como fibrocitos CD34+ CD14+, diferenciadas a partir de mondcitos) também estava
aumentada nestes pacientes com ES-DIP. Em busca de mais subsidios para esta hipotese,
realizaram cultura destas células com estimulacao por LPS (lipopolysaccharide) e verificaram
um aumento ainda maior da expressdo de CD163 em células CD14+ destes pacientes. (79)

Além da DIP, os mondcitos e macrofagos parecem estar associados a outras
complicagBes como a HAP. Chistmann et al. (2011) demonstraram que mondcitos/macrofagos
CD14+ apresentavam forte expressdo dos genes CCR1 (C-C motif chemokine receptor 1) e
JAK2 em pacientes com ES-HAP comparados aos controles e que a expressdo de CD206,
considerado um marcador de ativacdo alternativa de mondcitos/macréfagos M2, estd
correlacionada com pressdo arterial pulmonar e mortalidade na ES, com maior expressdao em
ES limitada e ES- HAP e que estes pacientes apresentam maior concentracdo de IL-13 no
plasma. (80) CCR1 é um receptor de quimiocina alvo de citocinas Th2 liberadas por
macrofagos sobre a estimulacdo de IL-13 ou IL-4 e essencial na mediacdo da inflamacéo
induzida por IL-13; (81) JAK2 é uma proteina sinalizadora intracelular também ativada por
IL-13. Os marcadores M2 encontrados neste grupo de pacientes podem ser reflexo de ativacao
Th2 no sangue, apresentando aumento de secrecdo de mediadores pro-fibréticos e anti-
inflamatorios, (80) como visto por Rademacher et al. (2016) através do aumento de secrecdo
da citocina CCL18 por mondcitos associados a fibrose pulmonar e pacientes com alto escore
cutaneo de Rodnan modificado; (50) reforcando argumentos de que 0s mondcitos poderiam
desempenhar um papel chave na patogénese de distlrbios autoimunes. Estes achados de
mondacitos com perfil M2 podem ser considerados uma assinatura de mondcitos em pacientes
com ES, principalmente com acometimento pulmonar, demonstrado pela expressao de CD14,
CD68, CD204 e Siglec-1. (11, 73, 79, 80)

Mokuda et al. (2015) revelaram que os mondcitos (CD45+ CD14+) de pacientes com
ES apresentavam niveis maiores de anticorpo anti-survivina do que os individuos saudaveis.
(82) A survivina é um membro da familia de proteinas inibidoras da apoptose e que
desempenha um papel crucial na divisao celular e apoptose, é especialmente expressa durante
0 desenvolvimento embrionario normal e tem atraido a atencdo como um potencial alvo para
a terapia do cancer. (83) Este estudo comparou expressao de marcadores de células do sangue
e de tecido e sugeriu que a infiltracdo dermica por células survivina+ e com expressdo de
CD1a+ pode corresponder a células dendriticas derivadas de mondcitos do sangue periférico,

podendo a survivina ser uma molécula envolvida na patogénese da ES. (82)
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O CD14 é principalmente expresso por monoécitos e macrofagos, embora tambem
possa ser encontrado em niveis e quantidades de expressao mais baixos em células dendriticas
e fibroblastos (células ndo mieloides encontradas nos tecidos). (79, 80, 84) Binai et al. (2012)
observaram in vitro que monaocitos de pacientes com ES podem apresentar um potencial de
diferenciacdo em células semelhantes a miofibroblastos, inclusive com diminuicdo de
expressdao de CD14+, quando estimulados por GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor), endotelina (Endothelin-1) e IL-4. Viram que estas células passaram a
apresentar niveis mais elevados de HLA-DR e CD11c, além de uma progressiva perda de
expressdo de CD14. (84) Entretanto, este estudo ndo avaliou a expressdo de outros
marcadores, como por exemplo o CD16, que mostra que o processo de diferenciacdo de
mondcitos em miofibroblastos nas condigdes testadas ndo estd completo e que esta elucidacéo
pode requerer outras estimulacGes ou até mesmo diferenciacdo in vivo que ajudariam a
distinguir com mais clareza as células envolvidas na fibrose.

Os mondcitos podem ser separados em subpopulagdes conforme a expressao de alguns
marcadores de superficie celular, conforme a presenca e intensidade de expressdo, por
exemplo de CD14 e CD16. Lescoat et al. (2017), foram o primeiro grupo a diferenciar
subpopulacdes de mondcitos em pacientes com ES conforme expressdao de CD14 e CD16 e
associar estes achados com manifestacGes clinicas da doenca. A contagem absoluta da
subpopulacdo CD16+ foi correlacionada com a severidade da fibrose tecidual, avaliada pelo
escore de Rodnan, e também foi associada a fibrose pulmonar, avaliada pela capacidade
pulmonar total e com a capacidade de difusdo pulmonar de monoxido de carbono. (8)
Sugerindo que, o0 aumento do nimero de monécitos CD16+ no sangue de pacientes com ES
poderia estar relacionado com o acimulo de macréfagos M2 nos tecidos, responsaveis pela
fibrose.

Em um complexo estudo, Soldano et al. (2018), utilizaram uma ampla gama de
marcadores de superficie para diferenciar perfil M1 e M2 de mondcitos/macréfagos
circulantes. O estudo demonstrou ndo haver diferenca de percentual de células M1 entre
pacientes e individuos saudaveis. (85) O mesmo grupo (Trombeta, 2018) demonstrou que,
pacientes com ES, apresentam um aumento de mondcitos circulantes com um perfil misto de
M1/M2, e expressao variada de marcadores de ambos os grupos (CD204+ CD163+ CD206+
TLR4+ CD80+ CD86+ e CD14+ CD206+ CD163+ CD204+ TLR4+ CD80+ CD86+). Este
aumento de M1/M2 foi associado com acometimentos pulmonares, como doenca intersticial
pulmonar e maior pressdo arterial pulmonar sistélica, além de uma associa¢do com anticorpo

anti-topoisomerase, um conhecido marcador preditor de envolvimento pulmonar. (86)
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Semelhante expressao mista foi vista por Lescoat et al. (2018), que demonstraram um
fendtipo misto de expressdo celular M1/M2 para 0os mondcitos/macrofagos circulantes em
pacientes com ES. Ainda, confirmaram que o uso de M-CSF in vitro auxilia para diferenciar
macrofagos derivados de mondcitos semelhantes aos macrofagos alveolares em suas
desordens fibroticas, de perfil M2. (63) O mesmo grupo, em outro estudo, observou defeitos
na eferocitose de macréfagos derivados de mondcitos, em pacientes com ES, sendo uma
forma de participagdo da patogénese da autoimunidade e fibrose via aumento da liberagdo de
antigeno com subsequente formacéo de imuno complexos. Sendo mais um fator que contribui
para confirmacéo da participacdo dos mondcitos/macréfagos na patogénese da ES. (87)

Atualmente, é bem aceito que os mondcitos representam uma populacdo de células
heterogéneas no sangue, onde é possivel distinguir subconjuntos de mondcitos classicos e
ndo-classicos. (13) A heterogeneidade dos mondcitos do sangue e suas fungdes descritas
anteriormente sugerem que cada subpopulacdo poderia desempenhar um papel diferente
durante a homeostase e nas condi¢fes de doenca. Entretanto, muitos dos estudos afirmam
relacdo direta de monocitose e aumento de fibrose pulmonar e/ou presenca de doenca
pulmonar. (8, 80, 85, 86, 88)

Ha fortes evidéncias de que os mondcitos do sangue periférico sdo 0s progenitores da
maior fracdo de macrofagos teciduais. Entretanto, é importante notar que ha macr6fagos
residentes em tecidos que ndo sdo derivados de mondcitos, e sua autorrenovacao, proliferacéo,
origem e mecanismos de substituicdo ndo foram totalmente elucidados. (64, 65)
Recentemente, Davies e colaboradores em uma extensa analise, relataram a coexisténcia de
macrofagos de origem dependente e independente de mondcitos no sangue e em Varios
tecidos, incluindo cérebro, baco e pulmao, e definiram os fenétipos e funcdes celulares desses
macrofagos residentes no tecido. (64) Como a populacdo de macrofagos residentes é
autorrenovavel, ainda é uma questdo em aberto a proliferacdo de macrofagos periféricos.

Sabe-se que mondcitos do sangue sdo heterogéneos em termos de sua expressao de
moléculas-chave, receptores de quimiocinas e moléculas de adesdo celular, que determinam
exatamente como eles vao responder a estimulos quando recrutados para os tecidos. Ainda
carece de esclarecimento a extensdo em que 0s subgrupos de mondcitos podem ser
subdivididos, considerando suas fungdes efetoras, os destinos e estimulos teciduais.

Esta revisdo sistematica evidenciou que ha uma dificuldade consensual em caracterizar
as células estudadas pois, os diferentes grupos utilizam nomenclaturas e marcadores celulares

distintos. N&o ha estudos disponiveis que comparam diferentes subpopula¢fes de mondcitos,
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ndo ha estudos que compararam marcadores de mondcitos precursores de macrofagos

circulantes com macréfagos de pele e de infiltrado pulmonar, por exemplo.
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3. MARCO TEORICO

SUSCETIBILIDADE
GENETICA + FATORES
AMBIENTAIS

INFLAMACAO
AUTOIMUNIDADE

LESAO
VASCULAR

Figura 4. Esquema representativo de marco teérico.

Fonte: elaborado pela autora (2018).

Os mecanismos responsaveis pelo inicio da autoimunidade e o papel das vias efetoras
imunes na patogénese da esclerose sistémica permanecem incompletamente compreendidos.
A etiologia complexa envolve interacdo de fatores genéticos, ambientais e étnicos,
desempenhando papel critico nas manifestacdes da doenca. Os mecanismos que desencadeiam
ou perpetuam o fenotipo da doenca ainda ndao foram totalmente elucidados, ha hipbtese de
envolvimento de distdrbios da imunidade influenciando no desencadeamento. Acredita-se que
fatores pro-inflamatérios e/ou profibréticos sejam produzidos ou ativados por células do
sistema imune inato, principalmente mondcitos e macréfagos. Portanto, evidenciar receptores
diferenciados em células de pacientes com ES, envolvidos em mecanismos que modulam
inflamacdo e fibrose mediada por mondcitos circulantes e macrofagos, pode proporcionar

oportunidades terapéuticas para tratar a ES nos estagios mais iniciais da doenca.
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4. JUSTIFICATIVA

ES é uma doenca autoimune sisttémica que causa grande perda funcional e de
qualidade de vida com aumento de mortalidade. Sua fisiopatologia inclui diversos agentes que
participam de forma inter-relacionada. O diagnostico carece de biomarcadores e ndo ha
tratamento que tenha efeito modificador do curso de doenca. Neste cenario, tem-se buscado
maior compreensdo sobre a fisiopatologia da doenca, com perspectivas para o diagnostico
precoce e tratamento mais efetivo e personalizado, com o uso de terapias especificas para
alvos moleculares e avaliacdo de biomarcadores preditivos.

Os monacitos e macréfagos passaram a ser alvo de estudos mais recentes devido a sua
plasticidade e participacdo em processos fibroticos, sendo descritos como divididos em
subpopulacdes que apresentam perfil de atuacdo diferenciado. Portanto, hd necessidade de
clarificacdo quanto a diferenciacdo de subpopulacdes de mondcitos que atuam como
macrofagos nos tecidos e a participacdo destas células na ES. Apesar de relatos de que
pacientes com ES apresentam aumento de mondcitos circulantes, a distingdo de qual
subpopulacdo desta célula estd atuante na doenca € primordial. A identificacdo das
subpopulacdes de mondcitos/macréfagos pode vir a auxiliar no diagnostico precoce, no
desenvolvimento de novas moléculas terapéuticas alvo-especificas e ser indicativo
prognostico para pacientes com ES, bem como ter utilidade na avaliacdo da eficacia do

tratamento.
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5. OBJETIVOS
5.1. OBJETIVOS GERAIS
Estudar marcadores de mondcitos/macréfagos no sangue periférico de pacientes com

esclerose sistémica.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Diferenciar os mondcitos/macrofagos em trés subpopulagdes conforme a expressdo de CD14
e CD16.

- Estudar a expressdo dos biomarcadores HLA-DR, CD206 (Mannose receptor-1 ou MRC1),
CD163, CD169 (Sialoadhesin-9) nas subpopula¢es de mondcitos/macréfagos.

- Avaliar possiveis associacdes entre as subpopulacdes de mondcitos/macrofagos estudados e

as variaveis clinicas da ES.
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ABSTRACT

Background: systemic sclerosis (SSc) is a chronic autoimmune disease characterized by
vasculopathy and fibrosis, which can be subclassified into diffuse cutaneous (dSSc) and
limited cutaneous (ISSc) subtypes. Previous studies suggest that an increase in monocytes can
be a hallmark of various inflammatory diseases, including SSc. Our aim was to evaluate
circulating blood monocyte subpopulations (classical, intermediate and non-classical) and
their possible association with disease manifestations.

Methods: fifty consecutive patients fulfilling the 2013 ACR/EULAR classification criteria
for SSc were included in a cross-sectional study. Monocyte subpopulations were identified
based on their CD14 and CD16 surface expression, evaluated with flow cytometry, and were
correlated with patients' clinical characteristics. Thirty-eight age- and sex-matched healthy
individuals were recruited as a control group.

Results: SSc patients had an increased number of circulating peripheral blood monocytes
compared to healthy subjects. Absolute counts of CD16+ (intermediary and non-classical)
monocyte subpopulations were higher in SSc patients. 1ISSc subjects showed greater forced
vital capacity than dSSc patients. There was no association between monocyte subpopulations
and any clinical manifestation.

Conclusion: we identified higher counts of all monocyte subpopulations in SSc patients, with
an activated phenotypic profile as compared to control group. There was no association
between monocyte subpopulations and major fibrotic manifestations. CD169 appears to be

more representative marker for dSSc subtype.

Key-words: systemic sclerosis; monocytes; monocyte subpopulations.
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INTRODUCTION

Systemic sclerosis (SSc) is a chronic inflammatory systemic disease, mainly characterized by
expansion of the secondary extracellular matrix due to an exaggerated protein production,
especially collagen. Collagen is deposited as a result of the abnormal interaction between
endothelial cells, mononuclear cells (lymphocytes and monocytes) and fibroblasts. Monocytes
express several receptors, which monitor and detect environmental changes. Those cells
present great plasticity and heterogeneity and have the ability to modify their functional
phenotype in response to stimulation. (1) There seems to be a relationship between the
monocytes/macrophages activation and migration, (2, 3) and SSc pathogenesis. (4)

Evidences from human and murine studies suggest that an increase in monocytes can be an
indicator of various inflammatory diseases and that these cells could differentiate into
inflammatory or anti-inflammatory subgroups. (5) For almost two decades studies have
shown the presence of two subsets of cells: classical and non-classical monocytes. Classical
monocytes, characterized by expression of CD14++CD16-, represent about 80% of all
monocytes and have phagocytic function, with production of reactive oxygen species and
secretion of pro- and anti-inflammatory cytokines in response to agonist stimulation of toll-
like receptor-4 (TLR-4). (6) The non-classical monocytes, which express CD16+, have a
higher activity in response to viruses and produce proinflammatory cytokines through TLR-8
and TLR-9, (7, 8) resembling "resident" tissue macrophages with higher MHC 1l expression.
(9) The differences between these monocyte subsets have been made clear, with distinct
phenotypes and different functions, such as defense against pathogens, homeostasis and tissue
repair. (10-12)

In recent years, a third group of monocytes has been proposed, dividing the CD16+
population into non-classical and intermediate monocytes (respectively, CD14+/-CD16++ and
CD14+CD16+). (8, 11, 12) These CD16+ monocytes appear to be related to alternative
activated M2 macrophages, and their activation pathway showed that they are associated with
T helper (Th) 2 response. (5, 13) Evaluation of mannose receptor-1 (MRC1 or CD206) and
CD163 (macrophage scavenger receptors) that are typical of M2 macrophage activation
pathway, showed an association of these markers with tissue repair and fibrosis, (14) and in
SSc patients those markers are associated with high pulmonary artery pressure and increased
mortality. (15) Other marker that may play a key role in the monocyte activation present in
SSc is CD169 (Sialic acid-binding Ig-like lectine | or Siglec-1), also known as sialoadhesin,

which has been shown to have a higher expression in a subset of SSc patients monocytes. (16)
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Monocytes of SSc patients have a greater expression of these molecules, that are even higher
in patients with tissue disease and pulmonary artery hypertension.
Peripheral blood monocytes heterogeneity still lacks a clear comprehension of its role in SSc
pathophysiology and clinical manifestations. The aim of our study was to characterize the
three monocytes subpopulations of SSc patients, analyze the expression of CD163, CD169,
CD206 and HLA-DR (function and activation monocytes receptors), and their association

with clinical findings.

MATERIALS AND METHODS

Patients

Fifty consecutive patients fulfilling the 2013 ACR/EULAR classification criteria for SSc (17)
were recruited from the Outpatient Rheumatology Clinic of the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, Brazil. Clinical form of disease was classified as diffuse SSc (dSSc) or limited SSc
(ISSc) according to the revised classification of LeROY. (18, 19) Patients receiving
imunnosuppressive drugs for SSc at the time of inclusion were carefully evaluated since those
medications can influence monocytes counts and function. (11) Only patients that received
cyclophosphamide treatment at least six months prior to the interview were included.
Medications under use were obtained from medical records and confirmed during medical
appointments. Disease duration was defined as the time interval since the onset of Raynaud's
phenomenon or skin symptoms (whichever came first). Severity of skin involvement was
assessed using the modified Rodnan skin score. (20) Laboratory test results including
serology, presence of autoantibodies and pulmonary function tests such as assessment of lung
diffusion capacity for carbon monoxide (DLCO) and forced vital capacity (FVC) performed
in the period of three months before or after the peripheral blood sample collection were
obtained in medical records. Patients with scleroderma in overlap syndrome with other

connective tissue disease and infectious diseases (HIV, hepatitis C or B) were excluded.

Controls

Thirty-eight subjects age- and sex-matched to the SSc patients, with no previous history of
autoimmune or hematological diseases and a normal complete blood cell (CBC) count
(hemoglobin >11.0 g/dl; white blood cells >4x10%mm? and <12x10%mm?; and platelets
>150x10%/mm?3) were recruited from a local blood donation center and at a Primary Health

Care Service unit. The criteria for inclusion were the same as those used in blood donation,
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including the absence of autoimmune diseases, current infections, cancer and

immunosuppressive drug treatment.

Study design

This was a monocentric cross-sectional study carried out from October, 2016, to May, 2017.

Flow cytometry protocol

Peripheral blood samples were collected in EDTA coated tubes from SSc and healthy control
(HC) patients. CBC was performed in a Sysmex XE-2100™ (Sysmex, Kobe, JPN)
hematological counter and the total amount of peripheral blood monocytes was determined.
Flow cytometry immunophenotyping (FCI) to identify and characterize monocyte
subpopulations was performed less than 4 hours after blood sampling. About 1,000,000 cells
were placed into polystyrene tubes and were subjected to surface staining by incubation with
titrated amounts of fluorochrome-conjugated monoclonal antibodies (MoAbs) against CD14
APC-H7 (clone M@P9), CD64 BV421 (clone 10.1), CD16 BV510 (clone 3G8), HLA-DR
PERCP-Cy5.5 (clone G46-6), CD206 APC (clone 19.2), CD169 BB515 (clone 7-239) and
CD163 PE (clone GHI/61) for 30 minutes at room temperature and protected from light. All
MoAbs were purchased from BD Biosciences (San Diego, USA). Red blood cells were lysed
by incubation with 2 ml of lysing buffer (BD Biosciences) for 10 minutes. Samples were
washed and resuspended in phosphate buffered saline (PBS). At least 30,000 gated monocytes
were acquired in an 8-color BD FACSCanto™ Il flow cytometer (BD Biosciences) using
FACSDiva™ software (BD Biosciences). Flow cytometer technical parameters (voltage,
spectral overlap compensation) were automatically set with BD Cytometer Setup and
Tracking Beads (BD Biosciences). Daily internal quality control (QC) was performed with
IMMUNO-TROL Cells (BD Biosciences).

Phenotypic analysis of monocyte subpopulations

Figure 1 shows the gating strategy used. Initially, doublets were excluded and total nucleated
cells were selected based on FSC (forward scatter) versus SSC (side scatter) distribution.
Monocytes were gated based on cell size and complexity, as well as CD64++ expression, and
were plotted in a CD14 versus CD16 graph in order to characterize all three monocyte
subpopulations:  classical monocytes (CD14++CD16-), intermediate  monocytes
(CD14++CD16+) and non-classical monocytes (CD14+/-CD16++). Fluorescence-minus-one

(FMO) methodology was used to differentiate autoflourescent events from events with low
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concentrations of cell surface markers (21) (Figure 1). All values obtained in this analysis
were considered FMO limit and all values of fluorescence above the limit were considered as
true positive. Percentage of expression and mean fluorescence intensity (MFI) of any given
marker within the defined monocyte subpopulation were recorded. All FCI data were
analyzed using Kaluza Analysis Software (Beckman Coulter Life Sciences, Indianapolis,

USA) by two experienced operators concomitantly.
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Figure 1. Identification of monocyte subpopulations. Plot A- Cells were gated based on FSC (forward scatter)
versus SSC (side scatter) distribution and doublets were excluded. Plot B- Monocytes were gated based on cell
size and complexity, as well as CD64++ expression. Plot C- Monocytes subpopulations were plotted in a CD14
versus CD16 expression in a representative healthy control.

Statistical analysis

The sample size was calculated based on the literature. (14, 22) It was necessary 46
participants to estimate a correlation between laboratory and clinical variables studied, with
coefficient equal to 0.3, considering a power of 80% and a significance of 5%. The higher the
correlation coefficient, the smaller the number of observations (or samples) needed to
determine the association between the variables. We used the Winpepi program for this
estimate.

Variables distribution was analyzed by Shapiro-Wilk's test and continuous variables were
compared by Student’s T or Mann—Whitney's U test, whereas proportions were compared by

Pearson's chi-square or Fisher's exact test. ANOVA or Kruskall-Wallis, with a Tukey or Dunn
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correction test was used for multiple comparisons. Pearson or Spearman correlation test was
used to evaluate association between variables. The statistical significance level adopted was
5% (p<0.05). Data analysis was carried out with SPSS version 21.0® (IBM, Chicago, USA)
and Prisma8 software (Graphpad Inc. San Diego, USA).

RESULTS

Patients and controls characteristics

Demographic data and clinical characteristics of SSc and HC subjects are shown in Table 1.
SSc patients mean age was 57.2 years and 94% were female. Limited form of disease was
present in 72% of SSc patients. Median Rodnan skin score was 5 (2.0-8.0) in ISSc patients
and 11 (3.8-16.8) in the dSSc patients (p=0.007). Pulmonary function also differed among
disease subgroups when comparing forced vital capacity (FVC% predicted) results: ISSc
subjects had higher mean values when compared to dSSc patients (83.8+17.4% versus
67.5+18.2%, p=0.005).

Table 1. Demographic, clinical, and laboratory features of SSc patients and controls.

SSc patients Controls
n=50 (%) n=38 (%)
Female gender 47 (94.0) 36 (94.7)2
Age (years) 57.2+12.8 55.2 +11.4°
European-derived 40 (80) 24 (68.6)
Smoking status
Never 25 (50) 23 (65.7)
Previous 21 (42) 30 (29.7)
Current 4 (8) 2 (5.7)
Disease duration (years) 15 (7-21)
Diffuse cutaneous involvement 14 (28.0)
Modified Rodnan skin core 6 (2.8-10.3)
Previous scleroderma renal crisis 4 (8.0)
Gastrointestinal symptoms
Heartburn 25 (50.0)
Dysphagia 26 (52.0)
Diarrhea / constipation 21 (42.0)
DLCOc (% predicted) 70.1+£16.3
Reduced DLCOc (<80% predicted) (n=33) 52.9 £12.6)
FVC (% predicted) 79.2+18.9
Reduced FVC (<80% of predicted) (n=22) 61.4+12,5
PASP 31.7+144
Pulmonary hypertension (PASP >40 mmHg) 5 (10)

Autoantibodies

ANA 39/50 (78.0)
Anti-Scl-70 4144 (9.1)
RF 35/50 (75.0)
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Medications
Prednisolone <20mg/day 6 (12)
Mycophenolate mofetil 4 (8)
Previous methotrexate administration 10 (20)
Previous rituximab administration 2(4)
Previous cyclophosphamide administration 12 (24)

Data are shown as mean (xstandard deviation), median (interquartile ranges) or number (n).

@ Mann-Whitney, p=1.000; P t-student, p=0.448.

Abbreviations: SSc: systemic sclerosis; ANA: anti-nuclear antibodies; Anti-dsDNA: anti-double-
stranded DNA,; Anti-Scl70: antitopoisomerase |; RF: rheumatoid factor; DLCOc: diffusion
capacity of carbon monoxide corrected for hemoglobin; FVC: forced vital capacity; PASP:
pulmonary arterial systolic pressure on Doppler echocardiography.

Circulating monocyte subpopulations

Results of monocytes evaluation are show in Figure 2. SSc patients had higher absolute and
relative number of circulating monocytes when compared to HC (459.6 (322.9-550.3)/mm3
vs. 273.9 (179.3-352.2)/mm3, p<0.001), this difference remained significant when comparing
ISSc or dSSc patients with HC independently. Among monocyte subpopulations, SSc patients
had higher absolute counts of all subpopulations (classical, intermediate and non-classical)
when compared to HC (classical monocytes 346.2 (260.9-450.8)/mm3 vs. 209.8 (146.1-
287.1)/mms3, p<0.001; intermediate monocytes 38.2 (24.6-47.1)/mm3 vs. 25.4 (12.6-
41.2)/mm3, p=0.005; non-classical monocytes 41.2 (20.8-58.3)/mm? vs. 28.3 (11.5-46.1)/mm?,
p=0.006). Regarding disease subtype, ISSc patients presented increased absolute values of all
monocyte subpopulations when compared to HC (classical monocytes 363.2 (262.9-
451.8)/mm?3 versus 209.8 (146.1-287.1)/mm3, p<0.001; intermediate monocytes 38.5 (24.7 -
47.5)/mm? versus 25.4 (12.6-41.2)/mms3, p=0.009; non-classical monocytes 42.5 (20.8-
69.0)/mm3 versus 28.3 (11.5-46.1)/mm3, p=0.005). While in dSSc patients, only classical
monocytes had increased absolute counts compared to HC (209.8 (146.1-287.1)/mm3 vs 326.5
(231.2-461.9)/mmé3, p=0.003). There was no difference in monocytes absolute or relative

values between ISSc and dSSc subgroups.

Circulating CD16+ monocyte subpopulations

When analyzing intermediate and non-classical monocytes as a single group of CD16+
monocytes, we identified a higher absolute count of this subpopulation in SSc patients
compared to HC (79.9 (53.4-103.5)/mm3 vs. 55.9 (26.8-85.8)/mm?, p=0.003) (Fig.2 E).
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Figure 2. Monocyte subpopulations according to the membrane expression of CD14 and CD16 in
systemic sclerosis (SSc) patients, healthy controls (HC), in SSc patients limited (ISSc) and diffuse
(dSSc). Monocytes absolute value (/mm3) is increased in (SSc) patients compared to HC (A). The
absolute count of all monocyte subpopulations - classical (B), intermediate (C) and non-classical
(D) - is increased in SSc compared to HC. When analyzing intermediate and non-classical
monocytes as a single group of CD16+ monocytes, their absolute value is increased in SSc
compared to HC (E). Kruskal-Wallis test adjusted by Dunn’s test for multiple comparisons.
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Monocyte subpopulations and clinical manifestations
Absolute counts of monocyte subpopulations, did not correlate with severity of cutaneous
fibrosis assessed by the modified Rodnan skin score, pulmonary involvement assessed by

DLCOCc/VA, FVC and pulmonary artery systolic pressure, or disease duration when evaluated
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of patients or in ISSc and dSSc subtypes (Figure 3) (Supplemental tables 1
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The CD16+ monocyte

subpopulation to SSc patients (n = 50) and in the sub-group of patients presenting a ISSc (n = 36)
and dSSc (n = 14) was tested for association with cutaneous fibrosis assessed by the modified
Rodnan skin score (MRSS) (A), pulmonary involvement assessed by DLCOc/VA (B) and FVC
(C). Tthe time of disease that was not associated with the CD16 + values was also evaluated (E).

R = Spearman correlation coefficient test. DLCO diffusion capacity for carbon monoxide; FVC
forced vital capacity.

Expression of surface receptors in monocyte subpopulations
Results of surface expression of HLA-DR, CD206, CD169 and CD163 receptors are shown in

figure 4 (Supplemental 3). There were different expression patterns among the evaluated

monocyte subpopulations. HLA-DR, an activation marker, was consistently expressed in all

monocytes from SSc and HC. HLA-DR intensity of expression was higher in all monocyte

subsets from 1SSc and dSSc patients when compared to control. CD206 expression varied

among the monocyte subsets, the percentage of expression was higher in classical and

intermediate monocytes of SSc patients when compared to HC and its MFI expression was

lower in SSc as compared to HC. When analyzing SSc subgroups, percentage of CD206, the

mannose receptor-1, expression was higher only in classical monocytes of ISSc patients
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compared to HC and in intermediate monocytes of ISSc and dSSc compared to HC; whereas

MFI of CD206 expression was lower in both ISSc and dSSc classical monocytes when

compared to HC (data not shown). CD163, macrophage scavenger receptor, was more

expressed in classical (percentage and MFI) and intermediate (percentage) monocytes of SSc

patients as compared to HC. In subgroup analysis, a difference in CD163 expression was

demonstrated in classical monocytes of ISSc subjects compared to the control group. CD169

receptor had a higher percentage of expression in SSc versus HC. When evaluating SSc

subtypes, classical and intermediate monocytes from dSSc patients had higher MFI (data not

shown) and percentage of CD169 expression than ISSc and HC, whereas non-classical

monocytes of dSSc patients had higher percentage of this marker expression.
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Figure 4. Expression of percentual and Mean fluorescence intensity in monocyte subpopulations.
Surface receptors under study on monocyte subpopulations of systemic sclerosis patients divided
by disease subtype in ISSc and dSSc compared with healthy controls (HC). ANOVA with Tukey
correction for symmetric distribution and Kruskal-Wallis with Dunn correction for asymmetric
distribution. MFI: mean fluorescence intensity. SSc: systemic sclerosis; HC: healthy controls;
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ISSc: systemic sclerosis limited; dSSc: systemic sclerosis diffuse. *p<0.05; **p<0.01;
***n<0.001.

Further analyses (supplemental table 3) were performed for comparison of the markers MFI
of expression among the different monocyte subpopulations. Except for CD163 expression,
the monocyte subpopulations exhibited distinct expression patterns when compared to one

another, which was similar among patients subgroups.

DISCUSSION

In our study, monocytes percentage and absolute count were significantly increased in SSc
patients as compared to healthy subjects, regardless of disease subtype. Monocytosis in SSc
patients has been reported in previous studies. (5, 22) Assessment of CD14 and CD16
receptors expression allowed the identification of all three monocyte subpopulations, as
already described for healthy individuals and some disease states. (11, 23-25) However, our
study describes these subpopulations in SSc patients, using specific markers CD14 and CD16
for such distinction according to positivity and MFI of expression.

We identified an increase in all monocyte subpopulations in SSc patients when compared to
HC, and this increase was even more significant in patients with ISSc. Interestingly, 1SSc
patients showed an increase of all three monocyte subpopulations relative to controls, whereas
in dSSc patients that increase was at expense of classical monocytes, indicating that in this
form of disease the CD16+ monocyte subpopulations does not increase. Recent studies in SSc
patients have shown an increase in CD16+ monocytes in the peripheral blood of these
patients, however, these studies did not distinguish between intermediate and non-classical
subpopulations. (5, 22)

Previous studies have shown a significant correlation of the absolute CD16+ monocyte
subpopulation count and severity of skin fibrosis and pulmonary fibrosis. (5, 26) In our study,
we found a significant increase in absolute values of the three monocyte subpopulations
(classical, intermediate, non-classical) in SSc patients compared to controls. However, we did
not find correlations between monocyte subpopulations and the clinical manifestations
evaluated. This difference may be related with intermediate and non-classical monocyte
subpopulations grouped into CD16+ monocyte. There is a strong proximity between those
two monocyte subpopulations, (11) suggesting a direct developmental relationship between
them, where gain of CD16 expression and decrease in CD14 expression may be indicative of
maturation (27) and inflammatory activation for these cells to be recruited to the periphery,

where they begin to act in localized inflammatory processes. (5)
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In addition, there are resident tissue macrophages originated from the yolk sac or from fetal
liver progenitors (28), that have long tissue life and self-renewing ability by in situ
proliferation, even in the absence of recruitment from circulating monocytes. (29-31) The role
of these macrophages in tissues during inflammation is still unclear and further research is
needed on the role of circulating monocytes for their activation and proliferation, especially in
inflammation models.
A similar subdivision of monocyte subpopulations is observed in mice, based on high
expression of Ly6C in classical monocytes (Ly6C+) and its absence in non-classical
monocytes (Ly6C-). (32) Previous studies suggest that, in mice, non-classical monocytes
(Ly6C-, CD16+ in humans) originate M2 macrophages in inflammatory processes and tissue
injury, (8, 33) inducing repair and activation of fibroblasts. (34, 35) Also, in inflammation
models, there is an increase in the number of circulating classical monocytes (Ly6C+) and
these cells are recruited to inflammation sites. (36) However, this relationship of circulating
monocytes activation and infiltration of these cells into tissues is not well understood. Caution
and more consistent information are required for data on animal models to be extrapolated
into humans, since there are phenotypic and functional differences between macrophages and
monocytes among species. (37) Furthermore, no experimental model of SSc has ever been
able to represent the full spectrum of the complex pathophysiology seen in the human disease.
The CD16+ monocyte subset appears to be a source for M2 macrophages, cells that tend to
have less phagocytic activity, superior cytokine production capacity, and higher antigen
presentation ability, related to increased HLA-DR expression. (38) HLA-DR is a cell
activation marker, so it is consistent to find a greater expression intensity of this marker in
patients with autoimmune diseases when compared to normal subjects. We found an increase
in HLA-DR MFI expression in all monocyte subpopulations of SSc patients compared to HC.
MFI of HLA-DR expression in CD16+ monocyte subpopulations (intermediate and non-
classical) was significantly higher than that of CD16- classical monocytes, indicating a greater
activation of CD16+ antigen-presenting cells, which is expected in an autoimmune state.
Other molecules, such as capture receptor CD163 and CD206 were also associated with M2
macrophages and could be involved into further differentiation processes. A previous study
comparing the expression of monocyte and macrophage markers in peripheral blood and skin
biopsy specimens showed higher percentages of circulating cells expressing CD204, CD163
and CD14, furthermore these findings were correlated with skin involvement. (22)
Additionally, circulating CD14+ monocytes/macrophages with CD206 coexpression have

been shown to be associated with pulmonary artery hypertension. (14) It has also been shown
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that macrophages derived from circulating monocytes have coexpression of CD206, CD163
and CD169, and that the expression of these markers is significantly higher in patients with
pulmonary interstitial disease. (3) In our study, a higher percentage of classical and
intermediate monocytes with CD206 expression was identified in SSc patients compared to
HC, which demonstrates a greater amount of M2-like cells in this subgroup. Using a flow
cytometry approach for assessing surface markers from circulating monocytes/macrophages,
Soldano et al. (2018) demonstrated that SSc patients have higher expression of the M2 related
markers CD14, CD206, CD163 and CD204; or that there is a coexpression of M1 and M2
surface markers in those cells; (39) providing evidence of plasticity in the markers expression
of circulating monocyte/macrophage and that monocytes can evolve to exhibit features that
are shared by more than one macrophage population.

Most studies concluded that SSc macrophages have an M2 activation profile based on the
expression of CD163 and/or CD206. This evaluation format has limited in vivo application
since macrophage activation is induced by exposure to cytokines secreted locally. (1) To
support this fact, a study carried out a genomic approach using a consensus cluster to compare
biopsies of different tissues, including mononuclear cells of the skin, lung and peripheral
blood, and the authors described the concept of the immuno-fibrotic axis, (1) reinforcing the
fundamental role of macrophages in the pathogenesis of SSc.

Previous studies have suggested that CD169 (Siglec-1) may be a phagocyte activity marker in
inflammatory disorders. CD169 is a marker for highly pathogenic phagocytes in multiple
sclerosis and increased expression of Siglec-1 on peripheral blood monocytes and its role in
mononuclear cell reactivity to autoantigen has been shown in rheumatoid arthritis. (40, 41).
CD169 expression in renal macrophages has been correlated with proteinuria and tissue
damage in glomerulonephritis, however the marker expression in peripheral blood cells was
not assessed. (42) CD169 expression has also been associated with involvement in the
immune system regulation. (43) Biological functions of CD169 in macrophages and
monocytes have yet to be elucidated. In our study, there was an increased expression of
CD169 in classical monocytes from SSc patients compared to controls, and CD169 expression
was higher in all monocyte subpopulations of dSSc patients compared to ISSc and controls, in
contrast to that reported by York et al. (2007). (16) This finding could represent a greater
disease activity in this subgroup of patients.

Our data corroborate the results obtained by Lescoat et al. (2017) and Trombetta et al. (2018)
concerning the increased amount of circulating monocytes with CD16+ monocytes as the

main representative of SSc patients. (5, 44) Nevertheless, it differs regarding the correlations
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with clinical manifestations. The fact that we did not find a correlation of monocyte subsets
with clinical manifestations reinforces the hypothesis of cellular modulation and activation in
loco, since the different tissues are able to direct the inflammatory response in order to
exacerbate inflammation with pro-inflammatory mediators or into resolution and repair. (45)
Hence, findings of monocyte/macrophage activation in the bloodstream may not be observed
at the tissue level, specifically, in internal organs affected by SSc.

As to the use of medications, no association of these with subpopulations of monocytes was
found. There were no differences between patients monocyte subpopulations regarding
corticosteroids use (n=6). Patients included in the study used low doses (less than 20 mg per
day), similar finding to literature. (5)

Our study has some limitations. First of all, the patient population appears to be relatively
small. However, there were many restrictions for patient inclusion in order to minimize
treatment interference and disease overlap. Evaluation of exclusively circulating cells is also a
limitation. There is a need for simultaneous assessment of circulating cells and tissue biopsies
to better understand the participation of macrophages derived from circulating monocytes in
tissue fibrosis.

As reported by Stifano and Christmann (2016) in the review "Macrophage involvement in
systemic sclerosis: do we need more evidence?", (46) we have evidence that monocytes and
macrophages actually participate in SSc pathogenesis and that there are slight differences
between tissues. (1) Nevertheless, we need better strategies to analyze these cells and studies
assessing different tissues and peripheral blood to determine whether these macrophages are

derived from circulating monocytes or other cells.

CONCLUSION

In conclusion, our results showed that SSc patients have increased absolute counts of all three
monocyte subpopulations and that there is no difference among monocyte subpopulations
between ISSc and dSSc disease subtypes. Monocytes from SSc patients presented a more
activated phenotypic profile which was suggestive of M2 cells, with higher expression of
CD206. Opposing to previous reports, we did not find an association between monocyte
subpopulations and major fibrotic manifestations.

The intermediate and non-classical monocyte subpopulations of SSc patients have increase
expression of HLA-DR, reflecting the activation state of these cells. CD169 appears to be
more representative marker for dSSc subtype, however, more studies are necessary to confirm

that this is a good marker for differentiation of disease subtype.
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Supplemental table 1. Spearman correlation coefficient values.

Groups Monocyte Subpopulation DLCOc/V CVF PSAP Rodna Disease
A n duration
SSc Classical -0,153 -0,115 0,198 0,101 -0,152
Intermediate 0,144 -0,058 0,121 0,127 -0,038
Non-Classicals -0,037 0,217 -0,063 0,093 -0,034
CD16+ 0,025 0,115 0,022 0,085 -0,037
ISSc Classical -0,086 -0,134 0,089 0,113 -0,084
Intermediate 0,147 -0,029 0,191 0,278 -0,025
Non-Classicals -0,008 0,199 -0,252 0,149 -0,085
CD16+ 0,048 0,145 -0,092 0,189 -0,077
dsSc Classical -0,196 -0,253 0,178 0,141 -0,339
Intermediate 0,238 -0,266 0,105 -0,053 -0,035
Non-Classicals -0,056 0,174 0,237 0,104 -0,170
CD16+ 0,119 -0,187 0,150  -0,057 -0,086

SSc: systemic sclerosis; HC: healthy controls; ISSc: systemic sclerosis limited; dSSc: systemic
sclerosis diffuse. p>0.05 for all correlations.

Supplemental table 2. Analysis of the absolute counts of CD16+ monocytes in relation to the time
of disease separated by tercil.

Monocytes
CD16+ <9 years 9 - 16 years >16 years p* global
subpopulations
(/mm3)
SSc 86,8 (63,9-120,5) 62,1 (2,6-84,2 90,1 (54,7-104,4) 0,197
dSSc 86,8 (63,9-112,6) 54,9 (42,2-77,3) 90,1 (89,1-91,2) 0,100
ISSc 87,5 (55,4-134,7) 64,5 (44,6-99,1) 92,3 (51,2-111,2) 0,680

*Spearman correlation test. SSc: systemic sclerosis; HC: healthy controls; ISSc: systemic sclerosis
limited; dSSc: systemic sclerosis diffuse. p>0.05 for all correlations.



Supplemental table 3. Comparison of the MFI markers among the monocyte subpopulations.

Groups Receptors Classical Monocytes  Intermediate Monocytes Non-Classical p
Monocytes
HLA-DR (MFI) 9,665 + 2,831? 42,260 * 13,630° 14,819 + 4,523° <0.001
SSc CD206 (MFI) 2,940 + 277.6" 2,772 + 208.3° 3,799 + 675° <0.001
CD169 (MFI) 1,961 (1,670-3,154)° 1,862 (1,370-2,758)® 1,527 (1,075-2,377)? <0.001
CD163 (MFI)  803.5+185.4 780.6 + 202.4 743.1 + 269.6 0.250
HLA-DR (MFI) 7,651 + 3,348? 29,035 + 10,972° 11,311 + 4,039° <0.001
HC CD206 (MFI) 3,329 + 835.3? 3,162 + 1,266* 3,926 + 791° 0.004
CD169 (MFI) 1,731 (1,570-2,265)° 1,635 (1,318-2,080)* 1,338 (1,045-1,719)? <0.001
CD163 (MFI)  706.1 + 235.2 745.0 + 282.3 737.4+345.1 0.104
HLA-DR (MFI) 9,935+ 2,891 43,014 £ 14,484°¢ 15,020 + 4,823 <0.001
ISSc CD206 (MFI) 2,936 + 299.3° 2,751+ 186.4% 3,804 £ 672.3° <0.001
CD169 (MFI) 1,777 (1,533-2,287)° 1,606 (1,320-1,987)? 1,413 (1,071-2,180)* 0.001
CD163 (MFI) 825.2+201.1 798.2 £ 226.6 749 +258.9 0.307
HLA-DR (MFI) 8,971 £ 2,643* 40,322 +11,393° 14,301 + 3,751° <0.001
dSSc CD206 (MFI) 2,951 + 2212 2,826 + 256.6% 3,787 £ 707.2° 0.001
CD169 (MFI) 3,379 (2,105-6,501)° 2,684 (2,217-6,816)° 1,635 (1,166-4,271)* 0.004
CD163 (MFI) 747 +126.7 735.1+114.6 727.3 £304.9 0.798

SSc: systemic sclerosis; HC: healthy controls; ISSc: systemic sclerosis limited; dSSc: systemic sclerosis diffuse.
Superscript letters in the same line represent statistically significant differences (p<0.05).
abe | etras iguais ndo diferem pelo teste de Bonferroni (paramétrico) ou Dunn (ndo-paramétrico) a 5% de significancia
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo demonstraram que 0s pacientes com ES apresentam um
aumento significativo de mondcitos. Sendo que todas as subpopulacdes de mondcitos
estudadas apresentaram quantificagdes maiores nos pacientes, mas, entre os subtipos da
doenca, limitada e difusa, ndo apresentaram diferenca.

Os mondcitos de pacientes com ES apresentaram perfil fenotipico mais ativado e
sugestivo de células M2, com maior expressdo de CD206. O desequilibrio nas caracteristicas
fenotipicas dos mondcitos e a ativagdo de macréfagos tém sido considerados essenciais para o
desenvolvimento de desordens inflamatdrias, caracterizadas principalmente pelo
envolvimento cutaneo e pulmonar. CD169 se demonstrou mais representativo na ES difusa,
sendo um marcador promissor para diferenciar os subtipos da doenca.

Apesar dos pacientes apresentarem maior quantidade de mondcitos, ndo houve
associacdo entre as subpopulacGes de mondcitos e as varidveis clinicas avaliadas. O fato de
ndo termos encontrado correlacdo com manifestacdes clinicas reforca a hipdtese da
modulagéo e ativagdo celular in loco, uma vez que os diferentes tecidos séo capazes de
direcionar a resposta inflamatdria de forma a exacerbar inflamacdo com mediadores pro-
inflamatdrios ou entdo direcionar para resolucdo e reparo. Assim, achados de ativacdo de
monaocitos/macréfagos na corrente sanguinea, podem néo ser observados no nivel tecidual, ou

seja, em 6rgdos internos afetados pela ES.



65
9. PERSPECTIVAS FUTURAS

De fato, ha um forte interesse atual em elucidar a contribuicdo das células imunes
inatas aos processos patogénicos. Para isso, se faz necessaria a clarificacdo das relagdes entre
o fendtipo das células circulantes e das celulas observadas nos tecidos periféricos. Diante
disso, o préximo passo serd estudar marcadores celulares de subpopulagdes de mondcitos do
sangue periférico em comparagcdo com achados de tecidos (principalmente pele e pulmao).

N&o ha& consenso sobre a questdo dos mondcitos circulantes pré-fibréticos
apresentarem ativacdo mista M1/M2. O grupo pretende reavaliar as aquisicGes de citometria
modificando a estratégia de analise tendo em vista publicagdes mais recentes que forneceram
achados para a possivel existéncia de um fenotipo de ativagdo mista M1/M2 (Lescoat et al., e
Trombetta et al., 2018). Ha possibilidade de uma estratégia de andlise partindo da expressdo
de CD206, por ser um marcador mais conhecido em mondcitos/macréfagos. Dessa forma, a
diferenciacdo de subpopula¢des ndo mais partird da expressédo de CD14 e CD16.

O CD169 parece ser um marcador de forma cutaneo-difusa. Estudos com coorte maior
de pacientes se fazem necessarios para afirmarmos se este marcador poderia ser usado para
diferenciacdo de subtipo da doenca.

E necessario estudos com avaliagdo mais minuciosa das propriedades de ativaco de
macrofagos derivados de mondcitos circulantes, distingdo quanto a marcadores de funcdes
pré-inflamatorios, pro-fibroticos e em uma possivel distingdo aos macréfagos teciduais
residentes. Essa abordagem funcional mais ampla podera auxiliar na identificacdo de novos
alvos terapéuticos para o tratamento da ES e de outras doencas inflamatorias ou fibréticas.

Concomitante a este estudo dos mondcitos, foram desenvolvidos outros projetos de
pesquisa avaliando citocinas do perfil Thl e Th2, distincdo de percentuais e absolutos das
subpopulacdes de linfocitos T, B e células NK, no mesmo grupo de paciente. (Anexo 10.6)
Com os resultados destes estudos pretendemos contribuir para o direcionamento de novos

projetos de pesquisa.



10. ANEXOS
10.1 CARTA DE APROVACAO

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMISSAO CIENTIFICA

A Comisséo Cientffica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre analisou o projeto:

Projeto: 140697
Data da Versiio do Projeto:  27/10/2015

Pesquisadores:

RICARDD MACHADO XAVIER

RAFAEL MENDONGA DA SILVA CHAKR
ANA PAULA ALEGRETT!

Titulo: Estudo de marcadores de mondcitos/macréfagos em pacientes com Esclerose
Sistémica.

Este projeto fol APROVADO em seus aspectos éticos, metodolégicos, logisticos e financeiros para
ser realizado no Hosplial de Clinicas de Porto Alegre.
Esta aprovagfo estéd baseada nos pareceres dos respectivos Comités de Etica e do Servigo de Gestéio

em Pesquisa,

- Os pesquisadores vinculados ao projeto néo participaram de qualquer etapa do processo de avaligfio
de seus projetos.

- O pesquisador devera apresentar relatérios semestrais de acompanhamento e relatério final ao Grupo
de Pesquisa e Pds-Graduagio (GPPG)

Alegre, 12 de novembro de 2015.

Coordenador/CEP/HCPA
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10.2 QUESTIONARIO DE AVALIACAO SISTEMICA

AVALIACAO SISTEMICA
Data: / / Hora da coleta: Prontuario:
Nome do paciente:
Endereco:
Cidade: Telefone: f
Data de nascimento: f f Idade:
Género: () Masculino () Feminino
Estado civil: () Solteiro () Casado () Viavo
Raca (auto-atribuigdo): () Negra ( )Branca ( )Pardo Qutra:
Profissao:
Costuma expor-se ao sol: { JNunca ( )<20min ( )=20min
Com gual frequéncia: ( JNunca ( )Diaria ( )2-3x na semana ( Y1X na semana
Usa protetor solar? { JNunca ( )Sempre  ( )As vezes
Hipertensao Arterial Sistémica ( IN&ao { )Sim
Crise renal esclerodermica previa ( )Nao { )Sim
Diabetes: ( IJN&o { )Sim
Fuma: ( JNunca ( )Sim atual ( )Sim prévio ( YPassivo
Por quanto tempao: Cigarros/dia: Se parou, quando:

Perda de pesorecente ( JNao ( )Sim  quantos kg/itempo:
Tem alguéem na familia com esclerose sistémica, lupus, artrite reumatoide, espondiloartrite?

Se sim, quem e qual doencga?

Faz uso de algum tipo de vitamina ( )N&o ( )Sim  Qual:

Subtipo da doenga (atual)

{ )1- Difusa ( )2- Limitada ( )3- Sem Esclerodermia

Inicio do fendmeno de Raynaud (FRy): (més/ana)

Inicio do primeiro sintoma excluindo-se o FRy: (gual/més/ano)
Data do diagnostico de Esclerose Sistémica: (més/ana)

Pesquisa de envolvimento Cutaneo/Sistémico (ultimo més):

( ) Tosse ( ) Dor toracica ( ) Pirose ( ) Disfagia ( ) Diarreia/constipacé&o

Dispneia - NYHA:
1 = Assintomético, sem limitagtes.
2 = Dispnéia leve, mas limitacSes em atividades rofineiras.
3 = Limitag&o para atividades menores que as habituais, confortaveis apenas em repouso.

4 = Grave limitag&o, dispnéia mesmo em repouso.
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Tamua 3

e pE anvioae po ESCSG
Ttea Bare | Perguntar <> Suas manifestagdes de pele pioraram no tltimo més? |
Escore de Rocdnan modificade (mRSS » 14) 10 = — - =
Cilpidece 05 Inchui ilceras digitais ativas até gangrena digital
Delta-pele® 20
Necrose digital 05 Perguntar - Suas nunifestagdes de fluxo sanguineo [extremsdades]
Delta-vascular® 05 mudaram no ultuno més?
Artrite 05
DLCO < 80% 05 Perguntar => Suas manifestacdes de coragio e pulmio nmdaram
Delta-cotacao-pulmio® 20 10 Ultimo més?
VHS > 30 mm na primeira hora 15
Hipocomplerventenemia 10
Indice total de atividade d= dosnca 10,0 Atividade => Indice masor que 3

£5c%5 = Lurcpesn Sciernderna Study Groep; DLLOS Didesio de Monexido de Carbom;

VIS 2 Yelocifade de Hemossedmentacao.

‘Mamnmmmm-@nntuonmm

** Pasa definigho das varivels veja a referénda 26

PA (sentado). / mmHg

Peso. kg Altura. cm

Ausculta pulmonar: () Normal () Crepitantes — Se crepitantes, especificar:

(
(
(

) 1/3 superior direito () 1/3 superior esquerdo
) 1/3 médio direito () 1/3 médio esquerdo
) 1/3 inferior direito () 1/3 inferior esquerdo

Rodnan modificado por Clements: 0= normal 1- espessamento leve 2- moderado 3-severo

ESCORE CUTANEO

DIREITA
Quirodactilos 0123
Maos 0123
Antebragos 0123
Bragos 0123
Face 0123
Torax anterior 0123
Abdome 0123
Coxas 0123
Pemas 0123
Dorso dos pés g1 223

ESQUERDA

0123

0123

0123

0123

0123

0123

0123 Total:

( )Ulceras Digitais () Ulceras (que ndo em dedos)

( ) Amputacdes ( ) Calcinose

( ) Reabsorgado de polpas digitais

( ) Pitting scars ( )FRy

Critérios de classificagdo ACR/EULAR 2013

Espessamento cutdneo proximal as metacarpofalangeanas (cniténo suficiente) 9

Puffy fingers

Espessamento cutdneo dos dedos (apenas o maior escore).

Esclerodactilia (distal as MCF e proximal as IFP — sobre a falange proximal) 4

‘o



Lesdes nas pontas dos dedos (apenas o maior escore):
Ulceras digitais

Pitting scar

Telangiectasia

Capilaroscopia anormal

Hipertensao arterial pulmonar QU doenca intersticial pulmonar

Fenémeno de Raynaud

951 I T R 1 L TS B U6

Autoanticorpos associados a ES:
Anti-centrémero QU anti-topoisomerase | (anti-Scl 70) OU anti-RNA

polimerase Il

PONTUACAO TOTAL

Pacientes com pontuacédo = 9 sdo classificadas como apresentando Esclerose Sistémica definitiva.

Critérios do ACR 1980

Critério maior | Esclerodermia proximal as articulagdes metacarpofalangeanas ou

metatarsofalangeanas

Cntério menor | Esclerodactilia
Ulceras ou reabsorcio de polpas digitais

Radiografia com fibrose em bases pulmonares.

Presenca do critério maior ou de, no minimo, 2 dos critérios menores.
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Critérios de LeRoy e Medsger 2001

Evidéncia objetiva de Raynaud + Capilaroscopia com padrdo SD OU  autoanticorpos especificos

(anti-centrémero, anti-Scl 70, anti-RNA polimerase I11)

Relato subjetivo de Raynaud + Capilaroscopia com padrdao SD E autoanticorpos especificos

(anti-centromero, anti-Scl 70, anti-RNA polimerase II1)

OBSERVACOES GERAIS:

Nome do avaliador.



10.3 TERMO DE CONSENTIMENTO - PACIENTES

Termo de Consentimento Informado

Projeto de Pesquisa: Associacdo entre os niveis de vitamina D e niveis séricos de citocinas Thi (IL-12,

INF-y), Th2 (IL-4, IL-6, [L-10), Th17 (IL-17, IL-23), em pacientes com Esclerose Sistémica.

Estamos convidando o Sr (a) a participar de um projeto de pesquisa cujo alvo de estudo sao
biomarcadores em pacientes com Esclerose Sistémica. Por favor, leia este documento com bastante
atencdo antes de assind-lo. Caso haja alguma palavra ou frase que o senhor (a) ndo consiga entender,

converse com o pesquisador para esclarecé-los.

Objetivo do estudo:

O nosso objetivo é estudar se existe associacdo entre os niveis de vitamina D e as citocinas Thl
(IL-12, INF-y), Th2 (IL-4, IL-6, IL-10), e Th17 (IL-17, IL-23) no sangue periférico de pacientes com esclerose
sistémica. Pois, até o momento, sabe-se bastante sobre a participacdo dos linfocitos T (resposta imune
adaptativa), mas ainda muito pouco sobre a expressdo das citocinas Thl (IL-12, INF-y), Th2 (IL-4, IL-6, IL-
10), e Th17 (IL-17, IL-23) e os niveis de vitamina D. Recentemente a complexidade das subpopulagdes
dessas células e seu papel em outras doencas autoimunes inflamatdrias crénicas, como a artrite
reumatoide e o lipus eritematoso sistémico, vem sendo reconhecida. Dessa forma, se tem a
necessidade de estudar de maneira mais aprofundada a expressdo das citocinas na esclerose sistémica e

0s niveis de vitamina D.

Vantagens em participar do estudo:

Ndo podemos assegurar que vocé se beneficie diretamente com o estudo. Entretanto, as
informac8es obtidas neste estudo poderdo contribuir para um maior conhecimento sobre a doenca e

possiveis formas de tratamento.

Procedimentos:

Se vocé aceitar a participacdo, estara autorizando que seja realizada uma coleta de sangue,
além de autorizar o acesso aos dados clinicos registrados no seu prontuario. Vocé tem o direito de ser
mantido atualizado sobre os resultados da pesquisa, e caso seja solicitado, serdo fornecidas todas as

informac&es que vocé quiser saber.

Riscos:

Os possiveis desconfortos sdo aqueles associados com o procedimento de coleta de sangue,
como: dor, hematoma ou outro desconforto no local da coleta. Raramente desmaio ou infecgbes no

local da puncdo podem ocorrer.

Ressarcimento
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N3o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela participacdo no estudo e o participante ndo

tera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.
Participacdo voluntaria/Desisténcia do estudo

Sua participacdo neste estudo é totalmente voluntaria, ou seja, vocé somente participa se
quiser. A ndo participacdo no estudo ou desisténcia apds ingressar no estudo ndo implicard em
nenhuma alteracdo no acompanhamento médico. Apds assinar o termo de consentimento, vocé tera
total liberdade de retira-lo a qualquer momento e deixar se participar do estudo se assim o desejar, sem

quaisquer prejuizos a continuidade do tratamento e acompanhamento na Instituicao.
Confidencialidade dos dados:

Os pesquisadores se comprometem em manter a confidencialidade dos dados de identificacdo
pessoal dos participantes e os resultados serdo divulgados de maneira agrupada, sem a identificacdo dos

individuos que participaram do estudo.
Contato em Caso de Duvida

Em qualquer etapa do estudo vocé poderéd contatar o pesquisador responsavel pela pesquisa
para esclarecimento de alguma divida. O pesquisador responsavel € o Dr. Ricardo Machado Xavier, que
pode ser encontrado no Servico de Reumatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre ou no telefone:
(51) 3359-8340. Em caso de duvidas ou preocupacoes quanto aos seus direitos como participante deste
estudo, vocé poderd entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP), situado no segundo
andar do HCPA, sala 2227 na Rua Ramiro Barcelos, 2350, Bairro Santa Cecilia, ou através do telefone:

(51) 3359-7640, das 8h as 17h, de segunda a sexta.

Este documento serd emitido em duas vias. Uma via ficard com o pesquisador e outra com o

participante.

Nome do participante:

Assinatura:

Nome do pesquisador:

Assinatura:

Local e data:
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10.4 STROBE STATEMENT
Item . Page
No Recommendation No

Title and abstract 1 (a) Indicate the study’s design with a commonly used term in the title 43
or the abstract
(b) Provide in the abstract an informative and balanced summary of 44
what was done and what was found

Introduction

Background/rationale 2 Explain the scientific background and rationale for the investigation 45
being reported

Objectives 3 State specific objectives, including any prespecified hypotheses 46

Methods

Study design 4 Present key elements of study design early in the paper 47

Setting 5 Describe the setting, locations, and relevant dates, including periods of 46
recruitment, exposure, follow-up, and data collection

Participants 6 (a) Give the eligibility criteria, and the sources and methods of 46
selection of participants

Variables 7 Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential 46-
confounders, and effect modifiers. Give diagnostic criteria, if 47
applicable

Data 8* For each variable of interest, give sources of data and details of 46

sources/measurement methods of assessment (measurement). Describe comparability of
assessment methods if there is more than one group

Bias 9 Describe any efforts to address potential sources of bias NA

Study size 10 Explain how the study size was arrived at NA

Quantitative variables 11 Explain how quantitative variables were handled in the analyses. If 47-
applicable, describe which groupings were chosen and why 48

Statistical methods 12 (a) Describe all statistical methods, including those used to control for ~ 48-
confounding 49
(b) Describe any methods used to examine subgroups and interactions ~ NA
(c) Explain how missing data were addressed NA
(d) If applicable, describe analytical methods taking account of NA
sampling strategy
(e) Describe any sensitivity analyses NA

Results

Participants 13*  (a) Report numbers of individuals at each stage of study—eg numbers  49-
potentially eligible, examined for eligibility, confirmed eligible, 50

included in the study, completing follow-up, and analysed
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(b) Give reasons for non-participation at each stage NA
(c) Consider use of a flow diagram NA
Descriptive data 14* (&) Give characteristics of study participants (eg demographic, 49
clinical, social) and information on exposures and potential
confounders
(b) Indicate number of participants with missing data for each variable NA
of interest
Outcome data 15*  Report numbers of outcome events or summary measures 50
Main results 16  (a) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder-adjusted ~ NA
estimates and their precision (eg, 95% confidence interval). Make
clear which confounders were adjusted for and why they were
included
(b) Report category boundaries when continuous variables were NA
categorized
(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk into NA
absolute risk for a meaningful time period
Other analyses 17 Report other analyses done—eg analyses of subgroups and NA
interactions, and sensitivity analyses
Discussion
Key results 18 Summarise key results with reference to study objectives 54
Limitations 19 Discuss limitations of the study, taking into account sources of 57
potential bias or imprecision. Discuss both direction and magnitude of
any potential bias
Interpretation 20  Give a cautious overall interpretation of results considering objectives, 55-
limitations, multiplicity of analyses, results from similar studies, and 57
other relevant evidence
Generalisability 21 Discuss the generalisability (external validity) of the study results 55-
56
Other information
Funding 22 Give the source of funding and the role of the funders for the present 58

study and, if applicable, for the original study on which the present

article is based

*Give information separately for exposed and unexposed groups.

N/A: not applicable.

Note: An Explanation and Elaboration article discusses each checklist item and gives methodological
background and published examples of transparent reporting. The STROBE checklist is best used in conjunction
with this article (freely available on the Web sites of PLoS Medicine at http://www.plosmedicine.org/, Annals of
Internal Medicine at http://www.annals.org/, and Epidemiology at http://www.epidem.com/). Information on the
STROBE Initiative is available at www.strobe-statement.org.
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10.5 TERMOS UTILIZADOS PARA SELECAO DE ARTIGOS DA REVISAO
SISTEMATICA

("Scleroderma, Systemic”[Mesh] OR "Scleroderma, Systemic” OR "SSc" OR "Systemic
Sclerosis” OR "Sclerosis, Systemic" OR "Systemic Scleroderma” OR "Scleroderma,
Diffuse”[Mesh] OR "Scleroderma, Diffuse” OR "Scleroderma, Progressive™ OR "Progressive
Scleroderma” OR "Diffuse Cutaneous Systemic Sclerosis” OR "Sudden Onset Scleroderma”
OR "Scleroderma, Sudden Onset” OR "Sclerodermas, Sudden Onset" OR "Sudden Onset
Sclerodermas” OR "Diffuse Systemic Sclerosis” OR "Diffuse Systemic Scleroses” OR
"Scleroses, Diffuse Systemic” OR "Sclerosis, Diffuse Systemic” OR "Systemic Scleroses,
Diffuse” OR "Systemic Sclerosis, Diffuse” OR "Diffuse Scleroderma” OR "Sclerosis,
Progressive Systemic” OR "Progressive Systemic Sclerosis” OR "Systemic Sclerosis,
Progressive” OR "Scleroderma, Limited"[Mesh] OR "Scleroderma, Limited" OR "Limited
Scleroderma” OR "Limited Systemic Scleroderma™ OR "Limited Systemic Sclerodermas” OR
"Scleroderma, Limited Systemic” OR "Sclerodermas, Limited Systemic" OR "Systemic
Scleroderma, Limited® OR "Systemic Sclerodermas, Limited® OR "CREST
Syndrome”[Mesh] OR "CREST Syndrome™ OR "CREST Syndromes"™ OR "Syndrome,
CREST" OR "Calcinosis, Raynaud's phenomenon, Esophageal dismotility, Sclerodactyly,
Telangiectasia Syndrome” OR "CRST Syndrome™ OR "CRST Syndromes” OR "Syndrome,
CRST" OR "Calcinosis-Raynaud Phenomenon-Sclerodactyly-Telangiectasia™ OR "Calcinosis
Raynaud Phenomenon Sclerodactyly Telangiectasia® OR "Phenomenon-Sclerodactyly-
Telangiectasia, Calcinosis-Raynaud™)

AND

("Monocytes"[Mesh] OR "Monocyte” OR "Monocytes” OR "Macrophages"[Mesh] OR
"Macrophage” OR "Macrophages” OR "Bone Marrow-Derived Macrophages” OR "Bone
Marrow Derived Macrophages" OR "Bone Marrow-Derived Macrophage" OR "Macrophage,
Bone Marrow-Derived" OR "Macrophages, Bone Marrow-Derived" OR "Monocyte-Derived
Macrophages" OR "Monocyte Derived Macrophages" OR "Macrophage™ OR "Macrophages,
Monocyte-Derived” OR "Macrophage, Monocyte-Derived” OR "Macrophages, Monocyte
Derived" OR "Monocyte-Derived Macrophage" OR “monocyte subpopulations” OR “Cell,
Monocyte-Macrophage Precursor” OR “Cells, Monocyte-Macrophage Precursor” OR
“Monocyte Macrophage Precursor Cells” OR “Monocyte-Macrophage Precursor Cell” OR
“Precursor Cell, Monocyte-Macrophage” OR “Precursor Cells, Monocyte-Macrophage” OR
“monocyte subset” OR “monocyte subpopulation” OR “monocyte classical” OR
“CD14++CD16-“ OR “monocyte intermediate” OR “CD14+CDI16+” OR “monocyte
nonclassical” OR “CD14+CD16++”)

AND

("Flow Cytometry"[Mesh] OR "Flow Cytometry" OR “Microfluorometry, Flow” OR “Flow
Microfluorometries” OR “Flow Microfluorometry” OR “Microfluorometries, Flow” OR
“Flow Microfluorimetry” OR “Microfluorimetry, Flow” OR “Cytofluorometry, Flow” OR
“Cytofluorometries, Flow” OR “Flow Cytofluorometries” OR “Flow Cytofluorometry” OR
“Cytometry, Flow” OR “Cytometries, Flow” OR “Flow Cytometries” OR “Fluorescence-
Activated Cell Sorting” OR “Cell Sorting, Fluorescence-Activated” OR “Cell Sortings,
Fluorescence-Activated” OR “Fluorescence Activated Cell Sorting” OR “Fluorescence-
Activated Cell Sortings” OR “Sorting, Fluorescence-Activated Cell” OR “Sortings,
Fluorescence-Activated Cell”)
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10.6 FLUXOGRAMA DE ESTUDOS

Este trabalho de doutorado possou alguns estudos que foram realizados concomitantes a este,
com andlises realizadas no mesmo grupo de pacientes e controles.

Subpopulagdes de
mondcitos/macrafagos

Vitamina D e perfil de
Citocinas Th1/Th2*

Subpopulagdes de
linfocitosT, B E NK

* Artigos submetidos: -“Dualities of the vitamin D in systemic sclerosis: a systematic
literature review”.; Advances in Rheumatology.

-"Vitamin D and cytokine profiles in patients with systemic sclerosis®; Clinical
Rheumatology.



