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RESUMO 

 

Base teórica: A esclerose sistêmica (ES) é uma doença autoimune progressiva e caracterizada 

por vasculopatia e fibrose, que pode ser subclassificada em subtipo cutâneo difuso e cutâneo 

limitado. Sua apresentação clínica é altamente heterogênea, com acometimento da pele e 

órgãos internos em variado grau de gravidade e extensão e apresenta a maior taxa de 

letalidade entre as doenças do tecido conjuntivo. Embora a ativação do sistema imune tenha 

sido reconhecida há muito tempo, os mecanismos responsáveis pelo início da autoimunidade e 

o papel dos monócitos e macrófagos nas vias efetoras imunes da patogênese da ES 

permanecem pouco compreendidos. 

Objetivo: avaliar subpopulações de monócitos (clássicos, intermediários e não-clássicos) 

circulantes no sangue de pacientes com ES e possível associação destas subpopulações com 

manifestações da doença. 

Métodos: cinquenta pacientes consecutivos preenchendo os critérios de classificação ACR / 

EULAR de 2013 para ES foram incluídos em estudo transversal. Subpopulações de monócitos 

foram identificadas com base na expressão de CD64, CD14 e CD16, avaliadas por citometria 

de fluxo, e correlacionadas com as características clínicas dos pacientes; ainda, foram 

estudadas as expressões de HLA-DR, CD163, CD169 e CD206, nos monócitos. Trinta e oito 

indivíduos saudáveis pareados por idade e sexo foram recrutados como grupo controle. 

Resultados: Os pacientes com ES tiveram um aumento no número de monócitos do sangue 

periférico circulantes em comparação com indivíduos saudáveis. Contagens absolutas de 

subpopulações CD16+ de monócitos (intermediários e não-clássicos) foram maiores em 

pacientes com ES. Não houve associação entre subpopulações de monócitos e qualquer 

manifestação clínica avaliada. Pacientes com ES difusa apresentaram maior expressão de 

CD169. 

Conclusão: pacientes com ES apresentam maior contagem de todas as subpopulações de 

monócitos, em relação ao grupo controle, com perfil fenotípico ativado. Não houve 

associação entre subpopulações de monócitos e as manifestações fibróticas avaliadas. CD169 

se demonstrou mais representativo na ES difusa, sendo um marcador promissor para 

diferenciar os subtipos da doença. 

 

Palavras chave: esclerose sistêmica, monócitos/macrófagos, marcadores celulares, citometria 

de fluxo, patogênese. 
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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 (lSSc) 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. lSSc 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. 



 8 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figuras da tese 

Figura 1. Modelo esquemático da estratégia da busca. .............. Erro! Indicador não definido. 
Figura 2. Esquema do processo fisiopatológico que envolve a ES. ........... Erro! Indicador não 

definido. 

Figura 3. Esquema de ativação e diferenciação das subpopulações de monócitos/macrófagos.

 .................................................................................................................................................. 27 
 

Figuras do artigo 

Figure 1. Identification of monocyte subpopulations. ............................................................. 48 

Figure 2. Monocyte subpopulations according to the membrane expression of CD14 and 

CD16 in systemic sclerosis (SSc) patients, healthy controls (HC). ......................................... 51 

Figure 3. Correlation about CD16+ monocyte subpopulation. ................................................ 52 

Figure 4. Expression of percentual and Mean fluorescence intensity in monocyte 

subpopulations. ........................................................................................................................ 53 

 

 



 9 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabelas da tese 

Tabela 1. Critérios de classificação para Esclerose ACR/Eular de 2013. ................................ 21 
Tabela 2. Principais medidas de desfecho utilizadas em estudos e na prática assistencial de 

esclerose sistêmica. .................................................................................................................. 22 

Tabela 3. Estudos que avaliaram marcadores em monócitos/macrófagos por citometria de 

fluxo. ........................................................................................................................................ 30 
 

 

Tabelas do artigo 

Table 1. Demographic, clinical, and laboratory features of SSc patients and controls ........... 49 

Supplemental table 1. Spearman correlation coefficient values. ............................................. 58 

Supplemental table 2. Analysis of the absolute counts of CD16+ monocytes in relation to the 

time of disease separated by tercil. .......................................................................................... 58 

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

 .................................................................................................................................................. 59 

 

 

 



 10 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

Ac Anticorpo 

ACR American College of Rheumatology – Colégio Americano de Reumatologia 

Ag Antígenos 

ANA Anticorpos Antinucleares ou FAN- Fator Antinuclear 

Anti-Scl70 Anticorpo antitopoisomerase 1 

APC Célula Apresentadora de Antígenos 

CD Cluster of differentiation - cluster de diferenciação celular 

CEP Comitê de Ética em Pesquisa 

CPU Capilaroscopia 

CVF Capacidade vital forçada 

DC Dendritic cells -  células dendríticas 

DDTC Doença difusa do tecido conjuntivo 

DIP Doença intersticial pulmonar 

DLCO Capacidade de Difusão de Monóxido de Carbono 

ES Esclerose Sistêmica 

ES-d Esclerose Sistêmica Cutânea Difusa 

ES-l Esclerose Sistêmica Cutânea Limitada 

EULAR European League Against Rheumatism - Liga Europeia Contra o Reumatismo 

FRy Fenômeno de Raynaud 

GM-CSF 
 

Granulocyte–macrophage colony-stimulating fator - fator estimulante de colônias de 

granulócitos-macrófagos 

HAP Hipertensão arterial pulmonar 

HCPA Hospital de Clínicas de Porto Alegre 

HLA Antígeno Leucocitário Humano 

Ig Imunoglobulina 

IL Interleucina 

LES Lúpus Eritematoso Sistêmico 

M-CSF Macrophage colony-stimulating factor - fator estimulante de colônias de macrófagos 

MEC Matriz extracelular 

MFI Mean fluorescence intensity – intensidade de fluorescência média 

MHC Complexo Principal de Histocompatibilidade 



 11 

MRC-1 mannose receptor-1, Receptor de manose-1 ou CD206 

NK Natural Killers  

RNA Ácido Ribonucleico 

ROS Reactive oxygen species - espécies reativas de oxigênio 

TGI Trato gastrointestinal 

  
 



 12 

LISTA DE SÍMBOLOS 

 

- Negativo 

% Porcento 

+ Positivo 

+ Mais 

<  Inferior / menor que 

>  Superior / maior que 

°C Graus Celsius 

µL Microlitro 

kDa  Quilodalton 

mL Mililitro 

RPM  Rotações por minuto 

s Solúvel 

α Alfa 

β Beta 

γ Gama 



 13 

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO .......................................................................................................................... 14 

2. REVISÃO DA LITERATURA ................................................................................................. 16 

2.1. ESTRATÉGIA PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS INFORMAÇÕES .............. 16 

2.2. ESCLEROSE SISTÊMICA ................................................................................................... 17 

2.2.1. DEFINIÇÃO E EPIDEMIOLOGIA .................................................................................. 17 

2.2.2. ETIOLOGIA E FISIOPATOLOGIA ................................................................................ 18 

2.2.3. MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS E DIAGNÓSTICO ....................................................... 20 

2.2.4. PROGNÓSTICO E TRATAMENTO ................................................................................ 24 

2.3. MONÓCITOS/MACRÓFAGOS ........................................................................................... 24 

2.3.1. ATIVAÇÃO DE MONÓCITOS / MACRÓFAGOS ......................................................... 26 

2.4. ESTUDOS AVALIANDO MARCADORES DE MONÓCITOS/MACRÓFAGOS 

NA ESCLEROSE SISTÊMICA ................................................................................................... 28 

3. MARCO TEÓRICO .................................................................................................................. 36 

4. JUSTIFICATIVA....................................................................................................................... 37 

5. OBJETIVOS ............................................................................................................................... 38 

5.1. OBJETIVOS GERAIS ........................................................................................................... 38 

5.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS ................................................................................................ 38 

6. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ..................................................................................... 39 

7. ARTIGO ORIGINAL ................................................................................................................ 44 

8. CONSIDERAÇÕES FINAIS .................................................................................................... 64 

9. PERSPECTIVAS FUTURAS ................................................................................................... 65 

10. ANEXOS ................................................................................................................................... 66 

10.1 CARTA DE APROVAÇÃO .................................................................................................. 66 

10.2 QUESTIONÁRIO DE AVALIAÇÃO SISTÊMICA .......................................................... 67 

10.3 TERMO DE CONSENTIMENTO - PACIENTES ............................................................. 70 

10.4 STROBE STATEMENT ....................................................................................................... 72 

10.5 TERMOS UTILIZADOS PARA SELEÇÃO DE ARTIGOS DA REVISÃO 

SISTEMÁTICA .............................................................................................................................. 74 

10.6 FLUXOGRAMA DE ESTUDOS .......................................................................................... 75 

 

 

 



 14 

1. INTRODUÇÃO 

  

A esclerose sistêmica (ES) é uma doença autoimune do tecido conjuntivo 

caracterizada pela presença de autoanticorpos, inflamação, vasculopatia e fibrose progressiva 

da pele e de órgãos internos, apresentando manifestações clínicas heterogêneas. (1-3) A 

etiologia complexa envolve interação de fatores genéticos e ambientais, (4) como em muitas 

outras doenças autoimunes, as mulheres são mais acometidas em relação os homens 

(proporção de 4:1) e a etnia desempenha um papel crítico nas manifestações da doença. (5) Os 

mecanismos que desencadeiam ou perpetuam o fenótipo da doença ainda não foram 

totalmente elucidados. Sendo assim, não há tratamento específico para a doença e esta se 

associa a alta morbidade e mortalidade. (6) Uma das hipóteses sugeridas é a de que fatores 

pró-inflamatórios e/ou pró-fibróticos sejam produzidos ou ativados por células do sistema 

imune inato, principalmente monócitos e macrófagos. (7) 

Os monócitos são uma heterogênea população de células sanguíneas mononucleares 

que migram para os tecidos dando origem aos macrófagos. (8) Estes, por sua vez, são 

mediadores chave da imunidade adaptativa e humoral e contribuem para remodelação 

tecidual. Determinadas condições ambientais levam os macrófagos a sofrerem ativação 

clássica ou alternativa, que definirá um perfil pró ou anti-inflamatório. (9) A hipótese de que 

monócitos e macrófagos estão envolvidos na patogênese da ES está relatada em antigos 

estudos histopatológicos que mostraram predominância de macrófagos em infiltrados 

intersticiais e perivasculares de pessoas com a doença, (10) e mais recentemente por estudos 

com avaliação de expressão celular, que permitem diferenciar e caracterizar células, que 

apontaram proporção elevada de monócitos e macrófagos anti-inflamatórios no sangue 

periférico de pacientes comparados a indivíduos saudáveis. (11) Reforçam esta hipótese as 

evidências de que, em pacientes com ES, os monócitos circulantes possam estar presentes em 

distintas subpopulações, com funções diferentes, e que possam ser fontes para macrófagos 

diferenciados. (12) 

Os monócitos podem ser classificados em subpopulações conforme a expressão e 

intensidade de alguns marcadores de superfície celular, como CD14 e CD16. Estas 

subpopulações foram definidas como monócitos clássicos, intermediários e monócitos não-

clássicos. (13) As subpopulações de monócitos expressam alguns genes que lhes conferem 

diferenças fenotípicas e funcionais, como diferenças quanto à expressão de receptores para 

antígenos, quimiocinas e citocinas. (14) Não há um consenso em relação às citocinas 

produzidas preferencialmente por cada subpopulação de monócitos. 
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Os macrófagos podem ser classificados conforme sua maturação e/ou via de ativação. 

Alguns autores se referem aos macrófagos como células M1 e M2, (15, 16) associados aos 

fenótipos de ativação clássico e alternativo, baseados na nomenclatura Th1/Th2 utilizada para 

classificar os linfócitos T helper. (17) O predomínio de citocinas como IL-12, IL-18 e IFN-γ 

em um microambiente leva a diferenciação de células Th1 que secretam TNF-α, IL-2 e IFN-γ, 

promovendo ativação do padrão M1 que expressa receptores opsonínicos e está associado 

com destruição tecidual e inflamação, sendo responsável pela produção de citocinas 

inflamatórias, além do aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS - reactive 

oxygen species) e nitrogênio. (18) Em contrapartida, o predomínio de IL-10, IL-4 e IL-13 

promove a geração de linfócitos Th2 e ativação de macrófagos pela via alternativa que 

apresentam maior expressão de receptores CD163 “scavenger” para hemoglobina e estão 

envolvidos na fagocitose, reparo tecidual e exercem papel imunorregulador. (19-23) Portanto, 

macrófagos M2 diminuem o processo inflamatório através da produção de fatores anti-

inflamatórios, IL-10, TGF-β e estimulam a expressão 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 ativação e maturação em monócitos/macrófagos. (25) 

 Embora a ativação do sistema imune tenha sido reconhecida há muito tempo, os 

mecanismos responsáveis pelo início da autoimunidade e o papel das vias efetoras imunes na 

patogênese da ES permanecem incompletamente compreendidos. A avaliação dos receptores 

de superfície auxilia no reconhecimento e diferenciação celular, principalmente quando 

relacionados a distintas funções de atuação. Evidências em humanos e murinos sugerem que o 

aumento de monócitos possa ser um indicador de várias doenças inflamatórias e que estas 

células podem se diferenciar em subgrupos inflamatórios ou anti-inflamatórios. Portanto, 

evidenciar receptores diferenciados em células de pacientes com ES, envolvidos em 

mecanismos que modulam inflamação e fibrose mediada por monócitos circulantes e 

macrófagos, pode proporcionar oportunidades terapêuticas para tratar a ES nos estágios mais 

iniciais da doença. Neste estudo, buscamos caracterizar as subpopulações de monócitos e 

diferentes expressões quanto a receptores de função e ativação, em pacientes com ES 

atendidos em um hospital público do Sul do Brasil. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

Objetivo da revisão 

Esta revisão tem intenção de reunir os dados disponíveis sobre os principais 

marcadores envolvidos na caracterização e ativação de monócitos e macrófagos na ES, 

analisados por citometria de fluxo, com ênfase em seu papel na patogênese. Há fortes 

evidências de que estas células contribuem para a progressão e talvez o início da ES. À luz 

desta evidência, esta revisão examina o papel dos monócitos e macrófagos na ES. 

 

Descobertas Recentes 

A maioria dos autores relatam haver monocitose em pacientes com ES. Estudos 

recentes demonstram haver subpopulações de monócitos que, possivelmente, permeiam os 

tecidos em macrófagos diferenciados, levando à inflamação localizada e, por fim, à indução 

de fibrose. Atualmente, não existe terapia efetiva, embora avanços nas pesquisas com 

transplante autólogo de células-tronco tem demonstrado resultados promissores. A exploração 

da perturbação inata do sistema imunológico se faz necessária na busca de tratamentos mais 

específicos para esta doença tão complexa. 

 

 

2.1. ESTRATÉGIA PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS INFORMAÇÕES 

  

Esta revisão da literatura está focada nos principais marcadores envolvidos na 

caracterização e ativação de monócitos e macrófagos na ES, analisados por citometria de 

fluxo, com ênfase em seu papel na patogênese. Há fortes evidências de que estas células 

contribuem para a progressão e talvez o início da ES. À luz desta evidência, esta revisão 

examina o papel dos monócitos e macrófagos na ES. 

A revisão sistemática da literatura foi conduzida nas bases de dados eletrônicas 

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 combinações 

ou traduções. (Anexo 10.5). A busca foi restringida á trabalhos cujo idioma fosse inglês, 

espanhol, italiano ou português. Na figura 1 estão esquematizadas as estratégias de busca.  
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Palavras Chave 

1. Systemic Sclerosis  

2. Monocytes 

3. Macrophages  

4. Flow cytometry 
 

 

Bireme 

1+2+3: 35 

1+2+3+4: 19 

 Pubmed 

1+2+3: 716 artigos 

1+2+3+4: 112 artigos 

 Scielo 

1+2+3: 15  

1+2+3+4: 03 

 
 

 

 

 20 artigos   167 artigos   10 artigos 
 

 

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

 

 

 

23 artigos 

 

Figura 1. Modelo esquemático da estratégia da busca. 

Última atualização em 07 de dezembro de 2018. 

Fonte: elaborado pela autora (2018).  

 

A inclusão dos artigos para a esta revisão da literatura foi restringida ao uso da técnica 

de citometria de fluxo para análise de marcadores celulares em monócitos macrófagos 

(estudos compilados no item 2.4. Estudos avaliando marcadores de monócitos/macrófagos na 

esclerose sistêmica).   

 

 

2.2. ESCLEROSE SISTÊMICA 

2.2.1. DEFINIÇÃO E EPIDEMIOLOGIA 

  

A ES, ou esclerodermia, é uma doença inflamatória crônica do tecido conjuntivo, de 

etiologia pouco conhecida que resulta em manifestações clínicas multifacetadas com elevada 

morbidade e mortalidade. É caracterizada por fibrose e dano microvascular em diferentes 

graus, afetando órgãos e tecidos, apresentando diversas manifestações clínicas e laboratoriais, 

com curso clínico e prognóstico variáveis. (26) Diversos órgãos podem ser acometidos, com 

Avaliação de título e resumo 

Avaliação do texto integral e redação da 

revisão bibliográfica 
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destaque para a pele, pulmão, coração, rins e trato gastrointestinal (TGI), sendo sua expressão 

fenotípica amplamente heterogênea e seu prognóstico determinado pelo acometimento 

visceral predominante. (27, 28) A ES pode ser dividida em dois subgrupos de pacientes de 

acordo com o acometimento cutâneo. Na forma limitada, a esclerodermia ocorre distal a 

cotovelos e joelhos e em face. Na forma difusa, ocorre acometimento de tronco concomitante. 

(29)  

É uma doença considerada rara, apresentando baixa prevalência e incidência. A 

prevalência é bastante variável, apresentando 1 a 5 casos por 1.000 habitantes nos Estados 

Unidos, enquanto que no Reino Unido e no Japão apresenta, respectivamente, 31 e 38 casos 

por milhão de habitantes. Quanto à incidência, apresenta taxas que variam em 3,8 a 13,9 

novos casos por milhão de habitantes ao ano, em sua maioria mulheres entre 30 e 45 anos. 

(30) Negros desenvolvem a doença mais precocemente com predomínio da forma cutânea 

difusa e pior prognóstico. (31) Estudos americanos sugerem que familiares de 1º grau 

apresentam um risco relativo ao redor de 13 para acometimento da doença, sugerindo que 

histórico familiar seja um importante fator de risco para a doença. (32) Apesar de não 

existirem dados brasileiros, estima-se uma incidência de 12 casos por milhão de habitantes e 

prevalência de 105 casos por milhão de habitantes. (33)  

 

 

2.2.2. ETIOLOGIA E FISIOPATOLOGIA  

 

Ainda que a etiologia e a patogênese da ES permaneçam obscuras, existem evidências 

de envolvimento genéticos, exposição a drogas, fatores ambientais e ocupacionais, como 

solventes orgânicos e infecções virais, aliados a defeitos nos processos de tolerância central e 

periférica, como devido a redução e/ou função de células reguladoras, entre outros fatores que 

contribuem para o desencadeamento da doença e surgimento dos sintomas. (34-37) 

A etiologia da ES envolve anormalidades vasculares e imunológicas, que convergem 

para processos fibróticos em vasos, tecidos e órgãos. A figura 2 apresenta de forma 

esquemática características da fisiologia e patogenia que são observadas na doença, como: 

deposição excessiva de colágeno e outras macromoléculas na pele e órgão (como nos 

pulmões, rins, trato gastrointestinal); lesões vasculares; e alterações da imunidade humoral e 

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

Legenda. FRy: Fenômeno de Raynaud; HAP: hipertensão de arterial pulmonar; TGI: trato gastrointestinal; 

ANA: anticorpo anti-nuclear; ACA: anti-centrômero; Anti-RNAP 3: anti-RNA polimerase III; anti-SCL-

70: anti-topoisomerase 1; Anti-RNP: anti- fração nuclear de ribonucleoproteínas; PM-Scl: anticorpo anti-

polimiosite escleroderma. 

Fonte: elaborado pela autora (2018). 

 

A principal característica na ES é a fibrose. O processo fibrótico ocorre devido a 

inflamação persistente e em resposta a uma injúria vascular idiopática, (38) processo que ativa 

o sistema imunológico inato e adaptativo. A excessiva ativação endotelial leva a um aumento 

de expressão de moléculas de adesão e de citocinas e quimiocinas, além de ativação 

plaquetária e da produção de mediadores vasoconstritores e pró-trombóticos, gerando 

instabilidade vascular e lesão tecidual por isquemia-reperfusão. (36)   

Em resposta a este processo, muitos subtipos celulares inflamatórios são 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 monócitos/macrófagos 

produtores de TGF-β (Transforming Growth Factor-β). (36)  

Para resolução da inflamação e promoção da cicatrização, é ativado um fenótipo de 

macrófagos anti-inflamatórios. Durante a lesão aguda do tecido, monócitos são recrutados da 
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circulação para o local da inflamação, passando a denominação de macrófagos. Quando o 

reparo epitelial não consegue eliminar a resposta de lesão, os mecanismos de reparo são 

ativados e os monócitos/macrófagos passam a apresentar um fenótipo anti-inflamatório, 

iniciando a fase de resolução e reparo tecidual. (39) Os fibroblastos se tornam ativados pelos 

mediadores anti-inflamatórios e pró-fibróticos, com atuação comportamental semelhante a de 

macrófagos, se diferenciam em miofibroblastos e passam a produzir grandes quantidades de 

ROS) e demasiadas quantidades de moléculas da matriz extracelular (MEC), sendo o 

colágeno a mais importante, resultando em fibrose da pele e órgãos internos. (40, 41) 

Uma melhor compreensão a respeito das interações dessas células imunológicas e 

processos envolvidos poderá clarificar a patogênese da doença e, possivelmente, levar a 

melhores opções de tratamento para pacientes com ES. 

 

 

2.2.3. MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS E DIAGNÓSTICO 

   

As manifestações clínicas, a evolução da doença e a sobrevida desses pacientes são 

amplamente variáveis e, em geral, relacionadas ao subtipo de doença e a presença de 

diferentes autoanticorpos. O diagnóstico é feito através de achados clínicos; porém pode levar 

meses ou anos para ser definido, isso porque, as alterações esclerodermiformes aparecem 

tardiamente e o quadro inicial geralmente só se apresenta com isquemia-reperfusão que é 

notada como fenômeno de Raynaud (FRy), dores ou edema articular, o que torna a sua 

diferenciação de outras doenças inflamatórias difusas altamente complexa. A ativação do 

sistema imune celular e humoral participa de forma ativa nestes processos. Os principais 

sintomas na ES são calcinose, FRy, dismotilidade do esôfago, esclerodactilia e telangiectasias. 

Diversos órgãos podem ser acometidos, com destaque para a pele, pulmão, coração, rins e 

TGI, sendo sua expressão fenotípica heterogênea e seu prognóstico determinado 

predominantemente pelo acometimento visceral. (27, 42, 43) 

Com a finalidade de homogeneizar a definição de caso para inclusão de pacientes em 

pesquisas clínicas, bem como para guiar o diagnóstico desta doença e auxiliar na predição do 

prognóstico da doença, foram desenvolvidos critérios de classificação para a ES. O American 

College of Rheumatology (ACR), em 1980, estabeleceu os critérios preliminares de 

classificação para ES. (44) (ANEXO 10.2). Posteriormente, LeRoy e Medsger, em 2001, 

incorporaram dados obtidos a partir da capiloroscopia (CPU) e pesquisa de autoanticorpos 

específicos para o diagnóstico 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 classificação para ES (46) mais sensíveis (91% vs. 75%) e 

específicos (92% vs. 72%) que os critérios do ACR de 1980. Em um escore com pontuação 

máxima de 19 pontos, o caso é classificado como ES se preencher 9 pontos ou mais de acordo 

com os critérios. Na tabela 1 estão apresentados os critérios de classificação utilizados 

atualmente.  

  

Tabela 1. Critérios de classificação para Esclerose ACR/Eular de 2013. 

Critérios de classificação ACR/EULAR 2013 

Espessamento cutâneo proximal às 

metacarpofalangeanas (critério suficiente) 

9 

Espessamento cutâneo dos dedos (apenas o maior 

escore): 

Puffy fingers 

Esclerodactilia (distal às MCF e proximal às IFP – 

sobre a falange proximal) 

2 

4 

Lesões nas pontas dos dedos (apenas o maior escore): 

Úlceras digitais 

Pitting scar 

 

2 

3 

Telangiectasia 2 

Capilaroscopia anormal 2 

Hipertensão arterial pulmonar OU doença intersticial 

pulmonar 

2 

Fenômeno de Raynaud 3 

Autoanticorpos associados à ES: 

Anti-centrômero OU Antitopoisomerase I (anti-Scl70) 

OU anti-RNA polimerase III 

3 

Pacientes com pontuação ≥ 9 são classificadas como apresentando Esclerose Sistêmica definitiva. 

MCF: metacarpofalangeana; IFP: interfalangeana proximal. 

Fonte: Adaptado de VAN DEN HOOGEN e col (2013). 

 

A presença de espessamento cutâneo proximal às articulações metacarpofalangeanas 

soma nove pontos e é considerada suficiente para o diagnóstico. Ainda, esse critério considera 

também o tipo de acometimento cutâneo, tipo de lesões nas pontas dos dedos, telangiectasias, 

FRy, anormalidades na CPU, hipertensão de artéria pulmonar (HAP) ou doença intersticial 

pulmonar (DIP) e autoanticorpos específicos para ES. (26)  

O diagnóstico é essencialmente clínico, sendo feito a partir da história e do exame 

físico, podendo ser complementado por alguns exames tais como pesquisa de fator 

antinuclear, raio-x (RX) ou tomografia computadorizada (TC) do tórax, espirometria, 

ecocardiograma, difusão de monóxido de oxigênio (DLCO), capacidade vital forçada (CVF) e 

o escore de Rodnan modificado (tabela 2). 
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Tabela 2. Principais medidas de desfecho utilizadas em estudos e na prática assistencial 

de esclerose sistêmica. Critérios de classificação para Esclerose ACR/Eular de 2013. 

 

Fenômeno 

fisiopatológico 

Manifestação 

clínica 

Medida de 

desfecho 

Comentário 

FIBROSE Esclerodermia Escore de Rodnan 

modificado 

Escore validado e amplamente utilizado 

em estudos clínicos que avalia por meio 

de palpação 17 áreas do corpo, variando 

de 0 a 51, sendo valores maiores 

associados a maior espessamento e 

aderência da pele.  

 Pneumonite e 

fibrose 

pulmonar 

Radiografia de 

tórax 

Exame acessível que pode demonstrar 

alterações específicas, sendo 

particularmente útil nos casos com maior 

comprometimento tecidual. Apesar de 

menor radiação do que a tomografia 

computadorizada, perde em acurácia 

diagnóstica.  

  Tomografia 

computadorizada 

de tórax 

Exame com boa sensibilidade e 

especificidade diagnóstica de 

pneumonite com maior exposição à 

radiação, especialmente com tomógrafos 

mais antigos. Também é particularmente 

útil na avaliação de complicações 

pulmonares, tais como bronquiectasias e 

neoplasias.  

  Capacidade vital 

forçada  

Exame validado e amplamente utilizado 

em pesquisa e prática assistencial para a 

identificação precoce e o 

acompanhamento de alterações 

funcionais de DIP.  

  Difusão com 

monóxido de 

carbono 

Exame validado e amplamente utilizado 

em pesquisa e prática assistencial para a 

identificação precoce e o 

acompanhamento de alterações 

funcionais de DIP, podendo se alterar 
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também na HAP. 

VASCULOPATIA HAP Ecocardiograma 

com medida da 

PSAP 

Exame utilizado na rotina assistencial 

para diagnóstico e monitoramento de 

HAP. Apresenta algumas limitações de 

acurácia, principalmente associadas ao 

operador e a outras condições clínicas 

que possam interferir nas medidas de 

fluxos e pressões intracardíacas.  

 Arteriopatia 

periférica 

Fenômeno de 

Raynaud, úlceras 

digitais, 

capilaroscopia 

periungueal 

Alterações perfusionais isquêmicas 

transitórias ou persistentes que possam 

causar lesão tecidual em vasos, pele e 

anexos fazem parte do acompanhamento 

clínico e de pesquisa, podendo se 

associar a pior qualidade de vida e 

menor sobrevida.  

DIP: doença intersticial pulmonar; HAP: hipertensão de artéria pulmonar; PSAP: pressão sistólica em 

artéria pulmonar. 

Fonte: autora (2018). 

 

O envolvimento visceral da ES é fator que define o prognóstico da doença no paciente. 

As manifestações cardíacas podem ser primárias, quando há fibrose do músculo cardíaco 

levando a arritmias cardíacas, ou secundárias, quando são resultado do envolvimento 

pulmonar e/ou do rim. (47) As complicações pulmonares são a causa mais comum de morte 

na ES, sendo o envolvimento pulmonar gerado por inflamação e fibrose do interstício 

pulmonar (DIP), pneumonite, ou por hipertensão arterial pulmonar (HAP). (3, 27, 48) 

O segundo sistema mais acometido pela ES é o TGI, perdendo em frequência apenas 

para a pele. A dismotilidade esofagiana ocorre em 75-90% dos pacientes com ES. (27, 28) 

Esta disfunção motora leva a doença de refluxo gastresofágico que pode apresentar 

manifestações clínicas de pirose, regurgitação e disfagia, levando a estenose e esôfago de 

Barrett com potencial risco para desencadeamento de câncer do esôfago. Ainda, pacientes 

com disfunção do TGI podem apresentar constipação e dificuldade de evacuação, bem como 

diarreia e incontinência fecal. (27) 

As manifestações cutâneas são apresentadas com endurecimento progressivo da pele e 

aderência aos planos profundos, consiste na manifestação mais característica da doença, 

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

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

 

 

2.2.4. PROGNÓSTICO E TRATAMENTO  

  

Nos últimos anos houve um aumento progressivo da sobrevida dos pacientes, 

principalmente pelo diagnóstico ocorrer mais precocemente. Contudo, permanecem altas as 

taxas de morbimortalidade, sendo considerada a mais grave das doenças do tecido conjuntivo. 

(30) O risco de morte em pacientes com ES é 3,5 vezes maior, quando comparado ao risco 

esperado para indivíduos do mesmo sexo e idade. (6) 

Em linhas gerais, o tratamento é feito de acordo com a manifestação clínica, podendo 

incluir imunossupressores, inibidores de bomba de próton, vasodilatadores e anti-

hipertensivos. As manifestações renais da ES, que eram a principal causa de morte na doença, 

hoje têm melhor prognóstico devido ao uso rotineiro dos inibidores da enzima conversora de 

angiotensina, visto que o marco da manifestação renal é a crise hipertensiva com falência 

renal aguda, quadro conhecido como crise renal esclerodérmica. (47) 

Atualmente, não existe tratamento modificador do curso de doença, sendo a escolha do 

medicamento realizada de forma individualizada, considerando-se riscos e benefícios de cada 

intervenção. Considerando-se a rede de agentes que participam da fisiopatologia da ES, 

intervenções pontuais no sistema imune não têm apresentado efeitos consistentes. Mais 

recentemente, evidências têm surgido sobre os transplantes autólogos de células-tronco com 

resultados promissores. (51-54) 

Estudos têm se voltado para o desenvolvimento de terapias antifibróticas efetivas, 

porém, até o momento, não há nenhum fármaco aprovado para esse fim no tratamento da ES. 

Diante dos avanços na elucidação da fisiopatologia da ES, esforços têm sido empreendidos 

para o desenvolvimento de fármacos com potencial modificador do curso da doença. 

 

 

2.3. MONÓCITOS/MACRÓFAGOS 

  

Os monócitos são células da imunidade inata, tendo função de profissionais 

apresentadoras de antígenos (APCs), que apresentam uma enorme plasticidade e habilidade de 

adaptação a diversos sinais do microambiente e, assim, desempenham diferentes funções 
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como manutenção do equilíbrio homeostático, defesa contra agentes infecciosos, tumores, 

inflamação, ativação de linfócitos T e reparo tecidual. (55, 56) São células mieloides, 

produzidas na medula óssea, que permanecem poucos dias circulantes no sangue e que se 

diferenciam em macrófagos ao migrarem para os tecidos, ou podem se diferenciar em células 

dendríticas (DCs – dendritic cells). Tem sido proposto que as DCs circulantes, em humanos 

(CD1c+, CD141+), não são onipotentes, podendo representar formas precursoras que venham 

a sofrer diferenciação final e especialização in situ. (57) 

Monócitos e macrófagos apresentam em sua superfície celular expressão de CD64, 

que é uma glicoproteína de membrana que intermedia a endocitose, a fagocitose, a toxicidade 

celular anticorpo-dependente, a liberação de citocinas e a geração de superóxido. Este 

marcador é utilizado em estratégias de citometria de fluxo para delimitar regiões de monócitos 

para caracterização celular quanto subpopulações destas e expressões anormais de receptores. 

Pela heterogeneidade de função, os monócitos culminam no desenvolvimento e diferenciação 

em subpopulações pela distinta expressão de receptores de membrana celular. Seus fenótipos 

encontrados em modelo murino e nos humanos diferem em resposta aos fatores presentes 

durante a inflamação ou infecção. A subpopulação de monócitos “clássicos” (humanos: 

CD14++ e CD16- / murino: CD11b+, CD62L+ e Ly6C++), representa cerca de 85% dos 

monócitos circulantes no sangue periférico, estes produzem citocinas pró-inflamatórias e, 

quando recrutados para os tecidos, atuam como macrófagos inflamatórios (M1). Já os 

monócitos de patrulha, que são ativados para reparo tecidual, produzem citocinas anti-

inflamatórias e mediadores pró-fibróticos, representam uma população menor e em diferentes 

níveis de expressão de CD14/ Ly6C demonstrando um alto grau de plasticidade e uma 

diferenciação em duas subpopulações: monócitos “não-clássicos” (humanos: CD14+, 

CD16++ / murino: CD11b+, CD62L-, Ly6Cl-) e “intermediários” (humanos: CD14+, CD16+ 

/ murino: CD11b+, CD62L+, Ly6Cl+). (13, 58, 59) Estas subpopulações de monócitos 

parecem estar associadas a uma ativação de macrófagos M2, entretanto esta diferenciação não 

está bem esclarecida. 

As subpopulações de monócitos expressam alguns genes que lhes conferem diferenças 

fenotípicas e funcionais, como diferenças quanto à expressão de receptores para antígenos, 

quimiocinas e citocinas. Não há um consenso em relação às citocinas produzidas 

preferencialmente por cada subpopulação de monócitos. 
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2.3.1. ATIVAÇÃO DE MONÓCITOS / MACRÓFAGOS 

 

Os macrófagos estão assumindo um papel cada vez mais proeminente na patogênese 

da ES, apresentando genes associados fortemente como biomarcadores de doenças da pele e 

dos pulmões. (60) Durante a lesão aguda do tecido, ocorre ativação e diferenciação de 

monócitos circulantes e recrutamento para o local de lesão, onde atuam como macrófagos em 

prol do combate à inflamação e/ou infecção e promoção do reparo tecidual. Os macrófagos 

podem ser classificados conforme sua maturação e via de ativação. A nomenclatura atual de 

macrófagos é complexa e às vezes leva a confusão devido a versatilidade celular e 

plasticidade funcional mediada por sinais de microambiente. Nesta revisão, apresentamos 

uma visão geral dos dois principais subconjuntos de macrófagos, denominados de acordo com 

estímulos que induzem sua polarização e o perfil de citocinas que eles fornecem. (15, 16)  

A divisão representativa de macrófagos como células M1 e M2, está associada ao 

fenótipo de ativação clássico e alternativo, baseados na nomenclatura Th1/Th2 (17) (Figura 

3). Atualmente, sabe-se que existem outros perfis de macrófagos, como uma população de 

macrófagos reguladores que possuem funções distintas, porém, sua diferenciação não está 

bem definida. 
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Figura 3. Esquema de ativação e diferenciação das subpopulações de 

monócitos/macrófagos. 

Legenda= CCR2: chemokine receptor type 2- receptores de quimiocina tipo 2; DC: células dentríticas; IL: 

Interleucina; INF: Interferon; ROS: espécies reativas de oxigênio. 

Fonte: elaborado pela autora (2018). 

 

Os monócitos clássicos são rapidamente recrutados do sangue para locais de infecção 

e lesões, onde exibem considerável plasticidade funcional. O predomínio de citocinas como 

IL-1, IL-18, IFN-γ e quimiocina CCR2+ neste microambiente, leva a diferenciação de células 

Th1 que secretam TNF-α, IL-2 e IFN-γ, promovendo ativação do padrão M1 que expressa 

receptores opsonínicos (CD14, CD32, CD64) e está associado com destruição tecidual e 

inflamação, sendo responsável pela produção de citocinas inflamatórias, além do aumento da 

produção de ROS e de espécies reativas de nitrogênio. (18) 

Em contrapartida, o predomínio de IL-10, IL-4 e IL-13 promove a geração de 

linfócitos Th2 e ativação de macrófagos pela via alternativa, monócitos não-clássicos. Há 

indícios de que esta subpopulação de monócitos atue como guardiões da vasculatura, 

patrulhando a integridade das células endoteliais com apresentação de maior expressão de 
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receptores CD163 “scavenger”, envolvidos na fagocitose, reparo tecidual e exercendo papel 

imunorregulador. (19-23) Portanto, macrófagos M2 diminuem o processo inflamatório através 

da produção de fatores anti-inflamatórios, IL-10, TGF-β e estimulam a expressão de 

receptores de manose (MRC1 ou CD206). (18, 24) 

As principais atuações celulares da via alternativa são a ativação da endocitose, a 

inibição da produção de óxido nítrico e a indução da remodelação de tecidos e fibrose. 

Embora a arginase seja um marcador conhecido da via alternativa de ativação em ratos, não é 

regulada por IL-4/IL-13 em monócitos humanos, enquanto que a expressão de MRC1 é 

altamente induzida pela IL-4/IL-13 e assim, o MRC1 pode ser pensado como um marcador de 

ativação alternativa de monócitos/macrófagos em seres humanos. (15, 61, 62) 

Estudos in vitro com diferenciação de macrófagos, verificaram que presença GM-CSF 

(granulocyte–macrophage colony-stimulating fator - fator estimulante de colônias de 

granulócitos-macrófagos) induz uma ativação de macrófagos M1, enquanto que presença de 

M-CSF (macrophage colony-stimulating factor - fator estimulante de colônias de macrófagos) 

induz a ativação de M2. (22, 63) 

Há fortes evidências de que os monócitos do sangue periférico são os progenitores da 

maior fração de macrófagos teciduais. Entretanto, é importante notar que há macrófagos 

residentes em tecidos que não são derivados de monócitos. Estes macrófagos residentes foram 

identificados em vários tecidos, incluindo cérebro, baço e pulmão. (64) Todavia a 

autorrenovação, proliferação, origem e mecanismos de substituição destas células não estão 

totalmente elucidados. (64, 65)  

Não se sabe se os monócitos expressando CD16+ também contribuem para as 

populações de macrófagos no estado estacionário (sem presença de inflamação/infecção). 

Embora relatos precoces indicassem que monócitos não-clássicos se diferenciam em 

macrófagos alveolares em homeostase, (66) pesquisas mais recentes indicam que macrófagos 

alveolares são de fato derivados de monócitos com uma contribuição mínima de monócitos 

circulantes no sangue. (67) Portanto, ainda é uma questão em aberto a proliferação e origem 

dos macrófagos periféricos bem como a participação dos monócitos neste processo. 

 

 

2.4. ESTUDOS AVALIANDO MARCADORES DE MONÓCITOS/MACRÓFAGOS 

NA ESCLEROSE SISTÊMICA 

 



 29 

Esta revisão contempla os estudos que realizaram avaliação de monócitos/macrófagos 

em pacientes com ES, pela técnica de citometria de fluxo (CF) (tabela 3).  A CF, técnica 

utilizada há cerca de 20 anos, é uma forma de análise específica de marcadores celulares 

(separador celular ativado por fluorescência - FACS). Inicialmente, com análise concomitante 

de dois ou quatro marcadores, hoje, é possível a distinção celular com uso de até 16 

marcadores. Anterior à introdução da CF, os pesquisadores, utilizando ferramentas mais 

rudimentares, como ensaios enzimáticos e marcadores celulares inespecíficos, conseguiram 

mostrar que os monócitos circulantes estavam fortemente ativados em pacientes com ES. (68-

70) 

 A ES apresenta intrínseca relação de autoimunidade, lesão vascular, inflamação e 

fibrose tecidual. Sendo que a inflamação na ES parece ser mediada, principalmente, pelos 

monócitos circulantes ativados que infiltram os tecidos, (71) onde podem se diferenciar em 

macrófagos. (10) Os macrófagos têm sido relatados como principais responsáveis pela fibrose 

tecidual, sendo fontes potencialmente importantes para produção de citocinas indutoras de 

fibroblastos que causam excessivo acúmulo de MEC e, consequente, fibrose tecidual. 

Apoiando assim, um possível papel dessas células na patogênese da doença.  

Usando CF de duas cores, em um estudo piloto realizado com pequena população de 

pacientes com esclerose limitada e controles, Russo e col. (2006) não encontraram diferença 

significativa na análise de expressão de moléculas de superfície para monócitos circulantes. 

(72) Este estudo apresenta metodologia bastante limitada e pouca informação sobre a forma 

de análise.  

York et al. (2007), avaliando sangue periférico e biópsia de pele, demonstraram 

aumento de expressão de Siglec-1 (CD169) em monócitos e macrófagos no sangue e no 

tecido, ainda, este aumento pode estar sendo induzido por IFN tipo I e certos TLRs (toll-like 

receptors). Estes achados sugerem que os IFNs do tipo I são reguladores importantes da 

expressão do gene Siglec-1 em polimorfonucleares de pacientes com ES e podem 

desempenhar um papel chave na ativação de monócitos nesta doença. Muito embora o 

aumento de expressão de Siglec1 pelos monócitos na forma difusa da ES não se correlacionou 

com a fibrose de pele avaliada pelo escore de Rodnan modificado. (73) As funções biológicas 

do CD169 nos macrófagos e monócitos ainda não estão bem elucidadas. Há indícios de que a 

expressão de CD169+ nos macrófagos não esteja relacionada com a função de fagocitose 

destas células, mas com uma possível regulação da ativação do sistema imunológico. (74) A 

expressão de CD169 em monócitos foi previamente identificada em pacientes com HIV onde 
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essa subpopulação de monócitos apresentou altos níveis de CD169, MCP-1 (monocyte 

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

 

Tabela 3. Estudos que avaliaram marcadores em monócitos/macrófagos por citometria 

de fluxo. 

 

Autor Ano ES/ 

Controles 

(n) 

Monócitos/macrófagos 

analisados* 

Marcadores celular estudados 

Ballerie et al 2018 21 ES 

31 C 

Sangue (cultura celular) CD36, CD91, CD44, integrina β5, 

SR‐A1, SR‐B1. 

Trombetta et 

al. 

2018 55 ES 

27 C 

Sangue periférico. CD14 e CD45 para identificar 

monócitos.  

CD66b usado para excluir 

neutrófilos. 

M1 (CD80, CD86, TLR2 e TLR4)  

M2 (CD204, CD163 e CD206) 

Soldano et al. 2018 58 ES  

27 C 

 

Sangue periférico CD14, CD45, CD66b. 

M2- CD204, CD163, CD206. 

M1- CD80, CD86, TLR4, TLR2. 

Lescoat et al. 2018 5 L-ES 

5 C 

Sangue periférico (cultura 

celular) 

Lavado broncoalveolar 

CD163, CD169, CD204, CD64 e 

CD36 

Carvalheiro 

et al. 

2018 40 ES 

20 C 

Sangue (cultura celular) CD14, CD3, CD19, CD56, HLA-

DR, CD33. 

CXCL8- IL-8, CXCL10-MIP-10, 

CCL4- MIP-1β, IL-6. 

Lescoat et al. 2017 48 ES 

23 C 

Sangue periférico CD16 (em população de 

monócitos). 

Rademacher 

et al. 

2016 10 ES 

11 C 

Sangue (cultura celular) Expressão de CD14, ATR e ETR 

em células mononucleares. 

Concentração de CCL18 em 

sobrenadantes de células 

mononucleares pós estimulação por 

IgG de pacientes ES e de controles. 

Mokuda et al. 2015 14 ES 

9 C 

Sangue (cultura celular) CD45, CD14, CD1a, survivina, Ki-

67, 7-AAD, FOXP3. 

López-Cacho 

et al. 

2014 49 ES 

49 C 

Sangue periférico CD3, CD56, CD4, CD8, CD19, 

CD25. 

 

(Monócitos considerados 

CD3negD4+). 

Günther et al. 2014 18 ES 

14 C 

Sangue (cultura celular) 

 

Seleção de monócitos com uso de 

kit commercial de isolamento 

cellular.  

Análise de ATR e ETR. 

Binai et al. 2012 14 ES 

8 C 

Sangue (cultura celular) 

 

CD14, CD11c, HLA-DR 

Christmann 

et al. 

2011 51 ES 

10 C 

Sangue (cultura celular) CD14, CD206, IL-13.  

Tourkina et 

al. 

2011 13 ES 

26 C 

Sangue periférico e cultura 

celular 

CD14, CD34, CD11b, CD45. 

Higashi-

Kuwata et al. 

2010 41 ES 

16 C 

Sangue periférico e cultura 

celular 

CD68, CD14, CD163, CD204. 

Mathai et al. 2010 12 ES 

27 C 

Sangue (cultura celular) CD45, CD14, CD34, CD68, 

CD163. 
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York et al. 2006 29 ES 

11C 

Sangue (cultura celular) CD14, CD169. 

Russo et al. 2006 8 L-ES 

8 C 

Sangue periférico CD14, CD45; CD18, CD62L, 

CD11a, CD11b; TGF-βRII, M-CSF 

R; FcγRI, FcγRII; CD34. 

Carulli et al. 2005 39 ES 

12 C 

Sangue (cultura celular) CCR2, CXCR2, e CCR5. 

C: controles saudáveis; ES: esclerose sistêmica; L-ES: esclerose sistêmica forma cutâneo limitada; ATR: 

receptor de angiotensina II (angiotensin II type receptor); ETR: receptor de endotelina I (endothelin I type 

receptor);  

* Sangue (cultura celular): se refere a análises realizadas em cultura de monócitos 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 população significativamente maior de células CD14+ em comparação 

com doadores saudáveis e que esta diferença não era vista entre os subtipos da doença. Ainda, 

verificaram que as células CD14+ com coexpressão de CD163+, estavam em maior número. 

Na pele e regiões perivasculares, observaram um número maior de células positivas para 

CD68 (marcador pan-macrófago), CD163 e CD204. (11) A expressão de CD163 e CD204 é 

associada com a diferenciação de macrófagos M2 ativados. (15) O subconjunto 

CD14+CD163+CD204+ de monócitos parece ser característico da ES sendo uma fonte dos 

macrófagos 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 expressão 

de (CD163 solúvel) sCD163 no soro de pacientes com ES e que pacientes com fibrose 

pulmonar apresentaram níveis ainda maiores de sCD163 do que aqueles sem fibrose 

pulmonar. (76) Entretanto, nem todos os estudos encontraram associações entre a quantidade 

de CD163 e parâmetros clínicos ou laboratoriais da doença. (77) Curiosamente, foi realizada 

cultura de células e as dosagens de concentrações de sCD163 em sobrenadante de cultura de 

células foram significativamente maiores em pacientes com ES que sofreram posterior 

progressão da doença, em comparação com pacientes com ES com o curso da doença estável 

ao longo de um período de acompanhamento. Fato este que levou os pesquisadores a 

conclusão de que a produção de CD163 in vitro poderia servir como um novo biomarcador de 

progressão da doença. (77) Corroborando com este achado, outro estudo demonstrou que 

CD163 está correlacionado com fibrose de pele, avaliada pelo escore de Rodnan. (78) 

Com base na hipótese de que os monócitos circulantes são fonte para os macrófagos 

teciduais pró-fibróticos, Mathai et al. (2010) avaliaram sangue de pacientes com DIP onde 

observaram que os monócitos CD14+ expressam níveis mais altos de CD163 em comparação 
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aos controles, o que confere a estas células uma atividade pró-fibrótica semelhante aos 

macrófagos tipo M2 e que a concentração de células produtoras de colágeno (considerado 

como fibrócitos CD34+ CD14+, diferenciadas a partir de monócitos) também estava 

aumentada nestes pacientes com ES-DIP. Em busca de mais subsídios para esta hipótese, 

realizaram cultura destas células com estimulação por LPS (lipopolysaccharide) e verificaram 

um aumento ainda maior da expressão de CD163 em células CD14+ destes pacientes. (79) 

 Além da DIP, os monócitos e macrófagos parecem estar associados a outras 

complicações como a HAP. Chistmann et al. (2011) demonstraram que monócitos/macrófagos 

CD14+ apresentavam forte expressão dos genes CCR1 (C-C motif chemokine receptor 1) e 

JAK2 em pacientes com ES-HAP comparados aos controles e que a expressão de CD206, 

considerado um marcador de ativação alternativa de monócitos/macrófagos M2, está 

correlacionada com pressão arterial pulmonar e mortalidade na ES, com maior expressão em 

ES limitada  e ES- HAP e que estes pacientes apresentam maior concentração de IL-13 no 

plasma. (80) CCR1 é um receptor de quimiocina alvo de citocinas Th2 liberadas por 

macrófagos sobre a estimulação de IL-13 ou IL-4 e essencial na mediação da inflamação 

induzida por IL-13; (81) JAK2 é uma proteína sinalizadora intracelular também ativada por 

IL-13. Os marcadores M2 encontrados neste grupo de pacientes podem ser reflexo de ativação 

Th2 no sangue, apresentando aumento de secreção de mediadores pró-fibróticos e anti-

inflamatórios, (80) como visto por Rademacher et al. (2016) através do aumento de secreção 

da citocina CCL18 por monócitos associados a fibrose pulmonar e pacientes com alto escore 

cutâneo de Rodnan modificado; (50) reforçando argumentos de que os monócitos poderiam 

desempenhar um papel chave na patogênese de distúrbios autoimunes. Estes achados de 

monócitos com perfil M2 podem ser considerados uma assinatura de monócitos em pacientes 

com ES, principalmente com acometimento pulmonar, demonstrado pela expressão de CD14, 

CD68, CD204 e Siglec-1. (11, 73, 79, 80) 

Mokuda et al. (2015) revelaram que os monócitos (CD45+ CD14+) de pacientes com 

ES apresentavam níveis maiores de anticorpo anti-survivina do que os indivíduos saudáveis. 

(82) A survivina é um membro da família de proteínas inibidoras da apoptose e que 

desempenha um papel crucial na divisão celular e apoptose, é especialmente expressa durante 

o desenvolvimento embrionário normal e tem atraído a atenção como um potencial alvo para 

a terapia do câncer. (83) Este estudo comparou expressão de marcadores de células do sangue 

e de tecido e sugeriu que a infiltração dérmica por células survivina+ e com expressão de 

CD1a+ pode corresponder a células dendríticas derivadas de monócitos do sangue periférico, 

podendo a survivina ser uma molécula envolvida na patogênese da ES. (82) 
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O CD14 é principalmente expresso por monócitos e macrófagos, embora também 

possa ser encontrado em níveis e quantidades de expressão mais baixos em células dendríticas 

e fibroblastos (células não mieloides encontradas nos tecidos). (79, 80, 84) Binai et al. (2012) 

observaram in vitro que monócitos de pacientes com ES podem apresentar um potencial de 

diferenciação em células semelhantes a miofibroblastos, inclusive com diminuição de 

expressão 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 níveis mais elevados de HLA-DR e CD11c, além de uma progressiva perda de 

expressão de CD14. (84) Entretanto, este estudo não avaliou a expressão de outros 

marcadores, como por exemplo o CD16, que mostra que o processo de diferenciação de 

monócitos em miofibroblastos nas condições testadas não está completo e que esta elucidação 

pode requerer outras estimulações ou até mesmo diferenciação in vivo que ajudariam a 

distinguir com mais clareza as células envolvidas na fibrose.  

Os monócitos podem ser separados em subpopulações conforme a expressão de alguns 

marcadores de superfície celular, conforme a presença e intensidade de expressão, por 

exemplo de CD14 e CD16. Lescoat et al. (2017), foram o primeiro grupo a diferenciar 

subpopulações de monócitos em pacientes com ES conforme expressão de CD14 e CD16 e 

associar estes achados com manifestações clínicas da doença. A contagem absoluta da 

subpopulação 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 difusão pulmonar de monóxido de carbono. (8) 

Sugerindo que, o aumento do número de monócitos CD16+ no sangue de pacientes com ES 

poderia estar relacionado com o acúmulo de macrófagos M2 nos tecidos, responsáveis pela 

fibrose. 

Em um complexo estudo, Soldano et al. (2018), utilizaram uma ampla gama de 

marcadores de superfície para diferenciar perfil M1 e M2 de monócitos/macrófagos 

circulantes. O estudo demonstrou não haver diferença de percentual de células M1 entre 

pacientes e indivíduos saudáveis. (85) O mesmo grupo (Trombeta, 2018) demonstrou que, 

pacientes com ES, apresentam um aumento de monócitos circulantes com um perfil misto de 

M1/M2, e expressão 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 doença intersticial 

pulmonar e maior pressão arterial pulmonar sistólica, além de uma associação com anticorpo 

anti-topoisomerase, um conhecido marcador preditor de envolvimento pulmonar. (86) 
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Semelhante expressão mista foi vista por Lescoat et al. (2018), que demonstraram um 

fenótipo misto de expressão celular M1/M2 para os monócitos/macrófagos circulantes em 

pacientes com ES. Ainda, confirmaram que o uso de M-CSF in vitro auxilia para diferenciar 

macrófagos derivados de monócitos semelhantes aos macrófagos alveolares em suas 

desordens fibróticas, de perfil M2. (63)  O mesmo grupo, em outro estudo, observou defeitos 

na eferocitose de macrófagos derivados de monócitos, em pacientes com ES, sendo uma 

forma de participação da patogênese da autoimunidade e fibrose via aumento da liberação de 

antígeno com subsequente formação de imuno complexos. Sendo mais um fator que contribui 

para confirmação da participação dos monócitos/macrófagos na patogênese da ES. (87)  

Atualmente, é bem aceito que os monócitos representam uma população de células 

heterogêneas no sangue, onde é possível distinguir subconjuntos de monócitos clássicos e 

não-clássicos. (13) A heterogeneidade dos monócitos do sangue e suas funções descritas 

anteriormente sugerem que cada subpopulação poderia desempenhar um papel diferente 

durante a homeostase e nas condições de doença. Entretanto, muitos dos estudos afirmam 

relação direta de monocitose e aumento de fibrose pulmonar e/ou presença de doença 

pulmonar. (8, 80, 85, 86, 88) 

 Há fortes evidências de que os monócitos do sangue periférico são os progenitores da 

maior fração de macrófagos teciduais. Entretanto, é importante notar que há macrófagos 

residentes em tecidos que não são derivados de monócitos, e sua autorrenovação, proliferação, 

origem e mecanismos de substituição não foram totalmente elucidados. (64, 65) 

Recentemente, Davies e colaboradores em uma extensa análise, relataram a coexistência de 

macrófagos de origem dependente e independente de monócitos no sangue e em vários 

tecidos, incluindo cérebro, baço e pulmão, e definiram os fenótipos e funções celulares desses 

macrófagos residentes no tecido. (64) Como a população de macrófagos residentes é 

autorrenovável, ainda é uma questão em aberto a proliferação de macrófagos periféricos. 

 Sabe-se que monócitos do sangue são heterogêneos em termos de sua expressão de 

moléculas-chave, receptores de quimiocinas e moléculas de adesão celular, que determinam 

exatamente como eles vão responder a estímulos quando recrutados para os tecidos. Ainda 

carece de esclarecimento a extensão em que os subgrupos de monócitos podem ser 

subdivididos, considerando suas funções efetoras, os destinos e estímulos teciduais. 

Esta revisão sistemática evidenciou que há uma dificuldade consensual em caracterizar 

as células estudadas pois, os diferentes grupos utilizam nomenclaturas e marcadores celulares 

distintos. Não há estudos disponíveis que comparam diferentes subpopulações de monócitos, 
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não há estudos que compararam marcadores de monócitos precursores de macrófagos 

circulantes com macrófagos de pele e de infiltrado pulmonar, por exemplo. 
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3. MARCO TEÓRICO 

. 

 

Figura 4. Esquema representativo de marco teórico. 

Fonte: elaborado pela autora (2018). 

 

Os mecanismos responsáveis pelo início da autoimunidade e o papel das vias efetoras 

imunes na patogênese da esclerose sistêmica permanecem incompletamente compreendidos.  

A etiologia complexa envolve interação de fatores genéticos, ambientais e étnicos, 

desempenhando papel crítico nas manifestações da doença. Os mecanismos que desencadeiam 

ou perpetuam o fenótipo da doença ainda não foram totalmente elucidados, há hipótese de 

envolvimento de distúrbios da imunidade influenciando no desencadeamento. Acredita-se que 

fatores pró-inflamatórios e/ou prófibróticos sejam produzidos ou ativados por células do 

sistema imune inato, principalmente monócitos e macrófagos. Portanto, evidenciar receptores 

diferenciados em células de pacientes com ES, envolvidos em mecanismos que modulam 

inflamação e fibrose mediada por monócitos circulantes e macrófagos, pode proporcionar 

oportunidades terapêuticas para tratar a ES nos estágios mais iniciais da doença. 
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4. JUSTIFICATIVA 

ES é uma doença autoimune sistêmica 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 diagnóstico carece de biomarcadores e não há 

tratamento que tenha efeito modificador do curso de doença. Neste cenário, tem-se buscado 

maior compreensão sobre a fisiopatologia da doença, com perspectivas para o diagnóstico 

precoce e tratamento mais efetivo e personalizado, com o uso de terapias específicas para 

alvos moleculares e avaliação de biomarcadores preditivos. 

Os monócitos e macrófagos passaram a ser alvo de estudos mais recentes devido a sua 

plasticidade e participação em processos fibróticos, sendo descritos como divididos em 

subpopulações que apresentam perfil de atuação diferenciado. Portanto, há necessidade de 

clarificação quanto a diferenciação de subpopulações de monócitos que atuam como 

macrófagos nos tecidos e a participação destas células na ES. Apesar de relatos de que 

pacientes com ES apresentam aumento de monócitos circulantes, a distinção de qual 

subpopulação desta célula está atuante na doença é primordial. A identificação das 

subpopulações de monócitos/macrófagos pode vir a auxiliar no diagnóstico precoce, no 

desenvolvimento de novas moléculas terapêuticas alvo-específicas e ser indicativo 

prognóstico para pacientes com ES, bem como ter utilidade na avaliação da eficácia do 

tratamento. 
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5. OBJETIVOS 

5.1. OBJETIVOS GERAIS 

 Estudar marcadores de monócitos/macrófagos no sangue periférico de pacientes com 

esclerose sistêmica. 

 

5.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Diferenciar os monócitos/macrófagos em três subpopulações conforme a expressão de CD14 

e CD16. 

- Estudar a expressão dos biomarcadores HLA-DR, CD206 (Mannose receptor-1 ou MRC1), 

CD163, CD169 (Sialoadhesin-9) nas subpopulações de monócitos/macrófagos. 

- Avaliar possíveis associações entre as subpopulações de monócitos/macrófagos estudados e 

as variáveis clínicas 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 (lSSc) 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. lSSc 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 II 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 I 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 Clínicas de Porto 

Alegre, Brazil. Clinical form of disease was classified as diffuse SSc (dSSc) or limited SSc 

(lSSc) 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 >4x103/mm3 and <12x103/mm3; and platelets 

>150x103/mm3) 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 MφP9), 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 FACSCantoTM II flow cytometer (BD Biosciences) using 

FACSDivaTM 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. 

 

 

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 lSSc 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: lSSc 

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 

n=50 (%) 

Controls 

n=38 (%) 

Female gender 47 (94.0) 36 (94.7)a 

Age (years) 57.2 ± 12.8 55.2 ± 11.4b 

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 ± 14.4  

Pulmonary hypertension (PASP ≥ 40 mmHg) 5 (10)  

Autoantibodies   

ANA 39/50 (78.0)  

Anti-Scl-70 4/44 (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 (±standard deviation), median (interquartile ranges) or number (n). 
a Mann-Whitney, p=1.000; b t-student, p=0.448. 

Abbreviations: SSc: systemic sclerosis; ANA: anti-nuclear antibodies; Anti-dsDNA: anti-double-

stranded DNA; Anti-Scl70: antitopoisomerase I; 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 

lSSc 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)/mm³, 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)/mm³ vs. 28.3 (11.5-46.1)/mm³, 

p=0.006). Regarding disease subtype, lSSc patients presented increased absolute values of all 

monocyte subpopulations when compared to HC (classical monocytes 363.2 (262.9-

451.8)/mm³ versus 209.8 (146.1-287.1)/mm³, p<0.001; intermediate monocytes 38.5 (24.7 -

47.5)/mm³ versus 25.4 (12.6-41.2)/mm³, 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)/mm³, p=0.003). There was no difference in monocytes absolute or relative 

values between lSSc 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)/mm³, 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 (lSSc) 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 

DLCOc/VA, FVC and pulmonary artery systolic pressure, or disease duration when evaluated 
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among the total of patients or in lSSc and dSSc subtypes (Figure 3) (Supplemental tables 1 

and 2). 

 

 

Figure 3. Correlation about CD16+ monocyte subpopulation. The CD16+ monocyte 

subpopulation to SSc patients (n = 50) and in the sub-group of patients presenting a lSSc (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 lSSc 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 lSSc patients 
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compared to HC and in intermediate monocytes of lSSc and dSSc compared to HC; whereas 

MFI of CD206 expression was lower in both lSSc 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 lSSc 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 lSSc and HC, whereas non-classical 

monocytes of dSSc patients had higher percentage of this marker expression.  

 

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 lSSc 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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lSSc: systemic sclerosis limited; dSSc: systemic sclerosis diffuse. *p<0.05; **p<0.01; 

***p<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 lSSc. Interestingly, lSSc 

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 lSSc 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 lSSc 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

A 

CVF PSAP Rodna

n 

Disease 

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 

lSSc 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; lSSc: 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+ 

subpopulations 

(/mm³) 

 

<9 years 

 

9 - 16 years 

 

>16 years 

 

p* global 

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 

lSSc 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; lSSc: systemic sclerosis 

limited; dSSc: systemic sclerosis diffuse. p>0.05 for all correlations.
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Supplemental table 3. Comparison of the MFI markers among the monocyte subpopulations. 

 

Groups Receptors Classical Monocytes Intermediate Monocytes Non-Classical 

Monocytes 

p 

 

SSc  

 

 

HLA-DR (MFI)  9,665 ± 2,831a 42,260 ± 13,630c 14,819 ± 4,523b <0.001 

CD206 (MFI)  2,940 ± 277.6b 2,772 ± 208.3a 3,799 ± 675c <0.001 

CD169 (MFI)  1,961 (1,670-3,154)b 1,862 (1,370-2,758)ab 1,527 (1,075-2,377)a <0.001 

CD163 (MFI) 803.5 ± 185.4 780.6 ± 202.4 743.1 ± 269.6 0.250 

 

HC 

 

HLA-DR (MFI)  7,651 ± 3,348a 29,035 ± 10,972c 11,311 ± 4,039b <0.001 

CD206 (MFI)  3,329 ± 835.3a 3,162 ± 1,266a 3,926 ± 791b 0.004 

CD169 (MFI)  1,731 (1,570-2,265)b 1,635 (1,318-2,080)a 1,338 (1,045-1,719)a <0.001 

CD163 (MFI) 706.1 ± 235.2 745.0 ± 282.3 737.4 ± 345.1 0.104 

 

lSSc 

 

HLA-DR (MFI)  9,935 ± 2,891a 43,014 ± 14,484c 15,020 ± 4,823b <0.001 

CD206 (MFI) 2,936 ± 299.3b 2,751 ± 186.4a 3,804 ± 672.3c <0.001 

CD169 (MFI)  1,777 (1,533-2,287)b 1,606 (1,320-1,987)a 1,413 (1,071-2,180)a 0.001 

CD163 (MFI)  825.2 ± 201.1 798.2 ± 226.6 749 ± 258.9 0.307 

 

dSSc 

HLA-DR (MFI)  8,971 ± 2,643a 40,322 ± 11,393c 14,301 ± 3,751b <0.001 

CD206 (MFI)  2,951 ± 221a 2,826 ± 256.6a 3,787 ± 707.2b 0.001 

CD169 (MFI)  3,379 (2,105-6,501)b 2,684 (2,217-6,816)b 1,635 (1,166-4,271)a 0.004 

CD163 (MFI)  747 ± 126.7 735.1 ± 114.6 727.3 ± 304.9 0.798 

SSc: systemic sclerosis; HC: healthy controls; lSSc: systemic sclerosis limited; dSSc: systemic sclerosis diffuse.  

Superscript letters in the same line represent statistically significant differences (p<0.05). 
a,b,c Letras iguais não diferem pelo teste de Bonferroni (paramétrico) ou Dunn (não-paramétrico) a 5% de significância
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

  

Os resultados deste estudo demonstraram que os pacientes com ES apresentam um 

aumento significativo de monócitos. Sendo que todas as subpopulações de monócitos 

estudadas apresentaram quantificações maiores nos pacientes, mas, entre os subtipos da 

doença, limitada e difusa, não apresentaram diferença. 

Os monócitos de pacientes com ES apresentaram perfil fenotípico mais ativado e 

sugestivo de células M2, com maior expressão de CD206. O desequilíbrio nas características 

fenotípicas dos monócitos e a ativação de macrófagos têm sido considerados essenciais para o 

desenvolvimento de desordens inflamatórias, caracterizadas principalmente pelo 

envolvimento cutâneo e pulmonar. CD169 se demonstrou mais representativo na ES difusa, 

sendo um marcador promissor para diferenciar os subtipos da doença. 

Apesar dos pacientes apresentarem maior quantidade de monócitos, não houve 

associação entre as subpopulações de monócitos e as variáveis clínicas avaliadas. O fato de 

não termos encontrado correlação com manifestações clínicas reforça a hipótese da 

modulação e ativação celular in loco, uma vez que os diferentes tecidos são capazes de 

direcionar a resposta inflamatória de forma a exacerbar inflamação com mediadores pró-

inflamatórios ou então direcionar para resolução e reparo. Assim, achados de ativação de 

monócitos/macrófagos na corrente sanguínea, podem não ser observados no nível tecidual, ou 

seja, em órgãos internos afetados pela ES. 
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 De fato, há um forte interesse atual em elucidar a contribuição das células imunes 

inatas aos processos patogênicos. Para isso, se faz necessária à clarificação das relações entre 

o fenótipo das células circulantes e das células observadas nos tecidos periféricos. Diante 

disso, o próximo passo será estudar marcadores celulares de subpopulações de monócitos do 

sangue periférico em comparação com achados de tecidos (principalmente pele e pulmão). 

Não há consenso sobre a questão dos monócitos circulantes pró-fibróticos 

apresentarem ativação mista M1/M2. O grupo pretende reavaliar as aquisições de citometria 

modificando a estratégia de análise tendo em vista publicações mais recentes que forneceram 

achados para a possível existência de um fenótipo de ativação mista M1/M2 (Lescoat et al., e 

Trombetta et al., 2018). Há possibilidade de uma estratégia de análise partindo da expressão 

de CD206, por ser um marcador mais conhecido em monócitos/macrófagos. Dessa forma, a 

diferenciação de subpopulações não mais partirá da expressão de CD14 e CD16. 

O CD169 parece ser um marcador de forma cutâneo-difusa. Estudos com coorte maior 

de pacientes se fazem necessários para afirmarmos se este marcador poderia ser usado para 

diferenciação de subtipo da doença. 

É necessário estudos com avaliação mais minuciosa das propriedades de ativação de 

macrófagos derivados de monócitos circulantes, distinção quanto a marcadores de funções 

pró-inflamatórios, pró-fibróticos e em uma possível distinção aos macrófagos teciduais 

residentes. Essa abordagem funcional mais ampla poderá auxiliar na identificação de novos 

alvos terapêuticos para o tratamento da ES e de outras doenças inflamatórias ou fibróticas. 

Concomitante a este estudo dos monócitos, foram desenvolvidos outros projetos de 

pesquisa avaliando citocinas do perfil Th1 e Th2, distinção de percentuais e absolutos das 

subpopulações de linfócitos 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.  
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10. ANEXOS 

10.1 CARTA DE APROVAÇÃO 
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10.2 QUESTIONÁRIO DE AVALIAÇÃO SISTÊMICA 
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10.3 TERMO DE CONSENTIMENTO - PACIENTES 
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10.4 STROBE STATEMENT 

 

 
Item 

No 
Recommendation 

Page 

No 

Title and abstract 1 (a) Indicate the study’s design with a commonly used term in the title 

or the abstract 

43 

(b) Provide in the abstract an informative and balanced summary of 

what was done and what was found 

44 

Introduction  

Background/rationale 2 Explain the scientific background and rationale for the investigation 

being reported 

45 

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 

recruitment, exposure, follow-up, and data collection 

46 

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

selection of participants 

46 

Variables 7 Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential 

confounders, and effect modifiers. Give diagnostic criteria, if 

applicable 

46-

47 

Data 

sources/measurement 

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

methods of assessment (measurement). Describe comparability of 

assessment methods if there is more than one group 

46 

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 

applicable, describe which groupings were chosen and why 

47-

48 

Statistical methods 12 (a) Describe all statistical methods, including those used to control for 

confounding 

48-

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 

sampling strategy 

NA 

(e) Describe any sensitivity analyses NA 

Results  

Participants 13* (a) Report numbers of individuals at each stage of study—eg numbers 

potentially eligible, examined for eligibility, confirmed eligible, 

included in the study, completing follow-up, and analysed 

49-

50 
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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* (a) Give characteristics of study participants (eg demographic, 

clinical, social) and information on exposures and potential 

confounders 

49 

(b) Indicate number of participants with missing data for each variable 

of interest 

NA 

Outcome data 15* Report numbers of outcome events or summary measures 50 

Main results 16 (a) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder-adjusted 

estimates and their precision (eg, 95% confidence interval). Make 

clear which confounders were adjusted for and why they were 

included 

NA 

(b) Report category boundaries when continuous variables were 

categorized 

NA 

(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk into 

absolute risk for a meaningful time period 

NA 

Other analyses 17 Report other analyses done—eg analyses of subgroups and 

interactions, and sensitivity analyses 

NA 

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 

potential bias or imprecision. Discuss both direction and magnitude of 

any potential bias 

57 

Interpretation 20 Give a cautious overall interpretation of results considering objectives, 

limitations, multiplicity of analyses, results from similar studies, and 

other relevant evidence 

55-

57 

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 

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

article is based 

58 

*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. 
 

http://www.strobe-statement.org/
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10.5 TERMOS UTILIZADOS PARA SELEÇÃO DE ARTIGOS DA REVISÃO 

SISTEMÁTICA   

 

("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+CD16+” 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 análises realizadas no mesmo grupo de pacientes e controles.  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* 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. 

 

 

 


