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RESUMO 

 

 

INTRODUÇÃO: A Esclerose Sistêmica (ES) é uma doença autoimune rara caracterizada por 
fibrose de múltiplos órgãos, envolvimento vascular e produção de autoanticorpos. Apresenta 

um prognóstico grave, mortalidade prematura, podendo ser considerada como uma doença de 
difícil controle terapêutico. A desregulação imune é um processo central na patogênese da ES. 
Linfócitos e macrófagos produzem citocinas que induzem dano tecidual, recrutam células 

inflamatórias adicionais e promovem a produção de matriz extracelular e fibrose. Os 
linfócitos T helper (Th) são provenientes de linfócitos Th CD4+ precursores (Th0), que 

podem diferenciar-se em fenótipos diferentes e exclusivos - Th1, Th2, Th17 e células T 
reguladoras (Treg) dependendo do ambiente de citocinas, imunógeno e células envolvidas.  
OBJETIVO: Avaliar os perfis de citocinas pró-inflamatórias, anti-inflamatórias e 

adiponectina e  determinar modelos preditores que auxiliem no diagnóstico da ES. 
SUJEITOS E MÉTODOS: Foram selecionados 117 participantes, sendo 42 pacientes com 
diagnóstico de ES (ES difusa, n=7 e ES limitada, n=35)  e 75 indivíduos saudáveis (grupo 

controle). Todos os participantes foram avaliados quanto a sexo, etnia, índice de massa 
corporal (IMC), uso de medicamentos, entre outros dados. Os níveis plasmáticos das citocinas 

pró-inflamatórias: interferon-gama (IFN-γ), fator de necrose tumoral–alfa (TNF-α),  
interleucina (IL)-1β, IL-2, IL-6 e das anti-inflamatórias IL-4, fator transformador de 
crescimento-beta (TGF-β) e adiponectina foram determinados por imunofluorimetria 

(plataforma Luminex). As citocinas foram avaliadas individualmente e em perfis: pró-
inflamatórios M1: (IL-1β+IL-6+TNF-α) e Th1: (IL-2+IFN-γ). As citocinas anti-inflamatórias 

formaram os perfis Th2+Treg: (IL-4+TGF-β) e o sistema anti-inflamatório e imuno-
regulatório (IL-4+TGF-β+Adiponectina). RESULTADOS: O diagnóstico de ES foi 
fortemente associado à alteração dos níveis de citocinas sendo responsável por 67,6% de sua 

variância, com um forte impacto na variação nos níveis de IL-2 (43,7%), IL-4 (26,0%) e 
adiponectina (24,2%) e moderado impacto na variação dos níveis de TGF-β (19,3%) e IL-

6 (12,7%). Os resultados também demonstraram que o diagnóstico está envolvido, 
principalmente no perfil Th2 e Treg, explicando 37,9% de sua variação. Quando a 
adiponectina foi adicionada ao perfil anti-inflamatório, a variação aumentou para 45,7%. 

Além disso, foi proposto um modelo estatístico utilizando citocinas pró (IL-2, IFN-γ) e anti-
inflamatórias (TGF-β e adiponectina) para predizer a ES com alta sensibilidade (100%) e 

especificidade (91,7%). CONCLUSÃO: Pacientes com ES apresentaram um predomínio da 
resposta anti-inflamatória (Th2, Treg e adiponectina) e esses achados podem ser responsáveis 
pela característica fibrótica da doença. Além disso, este é o primeiro estudo a demonstrar 

níveis mais altos de adiponectina em pacientes com ES. Mais estudos são necessários para 
confirmar os resultados presentes, bem como investigar os achados contraditórios sobre a 

adiponectina. 
 
Palavras-chave: Esclerose sistêmica. Citocinas. Adiponectina. Inflamação. 
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ABSTRACT 

 

 
INTRODUCTION: Systemic sclerosis (SSc) is a rare autoimmune disorder characterized by 

multiorgan fibrosis, vascular involvement, and production of autoantibodies. SSc exhibits a 
severe prognosis and premature mortality and can still be considered as an disease of difficult 
therapeutic control. Immune dysregulation is a central process in the pathogenesis of SSc. 

Lymphocytes and macrophages produce cytokines, which induce tissue damage, recruit 
additional inflammatory cells, and promote extra-cellular matrix production and fibrosis. T 

helper (Th) lymphocytes are derived from precursor lymphocytes (Th0), which can 
differentiate into different and unique phenotypes - Th1, Th2, Th17 and regulatory T cells 
(Treg) depending on the environment of cytokines, immunogens and cells involved. 

OBJECTIVE: The main objective of this study was to evaluate pro- and anti-inflammatory 
cytokine profiles and adiponectin to determine predictive models that aid in the diagnosis of 
SSc.SUBJECTS AND METHODS: 117 patients were selected, 42 with SSc (SSc diffuse, 

n=7 and SSc limited, n=35) and 75 healthy individuals (control group). All participants were 
assessed for sex, ethnicity, body mass index (BMI), drug use, among other data. Plasma levels 

of pro-inflammatory cytokines interferon-gama (IFN-γ),tumor necrosis factor-alfa (TNF-α), 
interleukin (IL)-1β, IL-2, IL-4 and IL-6 and of the anti-inflammatory  cytokines IL-4, 
transforming growth factor-beta (TGF-β) and adiponectin were determined by 

immunofluorimetry (Luminex® platform). Cytokines were evaluated individually and in 
profiles. Pro-inflammatory profiles: M1 (IL-1β + IL-6 + TNF-α), Th1 (IL-2+ IFN-γ). The 

anti-inflammatory cytokines formed the profile Th2 +Treg: (IL-4 + TGF-β) and the anti-
inflammatory and immune regulatory system (IL-4 + TGF-β + Adiponectin). RESULTS: 
Diagnosis of SSc was strongly associated with altered cytokine levels, accounting for 67.6% 

of its variance, with a strong impact on IL-2 (43.7%), IL-4 (26.0%) and adiponectin (24.2%) 
and a moderate impact on TGF-β (19.3%) and IL-6 (12.7%). The results also showed that the 

diagnosis is mainly involved in the Th2 and Treg profiles, explaining 37.9% of their variation. 
When adiponectin was added to the anti-inflammatory profile, the variation was increased to 
45.7%. In addition, a statistical model was proposed using pro (IL-2, IFN-γ) and anti-

inflammatory (TGF-β and adiponectin) cytokines to predict SSc with high sensitivity 
(100%) and specificity (91.7%). CONCLUSION: SSc patients had a predominance of the 

anti-inflammatory response (Th2, Treg and adiponectin) and these findings may be 
responsible for the fibrotic characteristic of the disease. In addition, this is the first study that 
demonstrated higher levels of adiponectin in SSc patients. More studies are necessary to 

confirm the present results as well as to investigate the contradictory findings on adiponectin. 
 

Keywords: Systemic sclerosis. Cytokines. Adiponectin. Inflammation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Esclerose Sistêmica (ES) é uma doença autoimune rara do tecido conjuntivo 

caracterizada por fibrose de múltiplos órgãos, envolvimento vascular e produção de 

autoanticorpos. Apresenta um prognóstico grave associado ao envolvimento órgão específico, 

mortalidade prematura, podendo ser considerada como uma doença de difícil controle 

terapêutico. (BONY et al., 2017). Embora certas manifestações cardinais como fenômeno de 

Raynaud (FR) e doença do refluxo gastroesofágico (DRGE), frequentemente ocorram no 

quadro inicial da doença, os sinais clínicos precoces podem variar desde uma doença 

inflamatória de pele, dedos edematosos, inflamação musculoesquelética, ou sintomas 

constitucionais como fadiga até comprometimento mais grave como fibrose e hipertensão 

arterial pulmonar (DENTON; KHANNA, 2017). 

No registro de dados de pacientes com ES do European Scleroderma Trials and 

Research group (EUSTAR) de 1949 pacientes, a razão entre o sexo feminino e masculino foi 

de 6:1. A prevalência feminina é menor com a forma difusa da doença (4:1) e maior em 

pacientes jovens (8:1 antes dos 30 anos versus 5:1 depois dos 60 anos) (ELHAI et al., 2016). 

Na América do Norte, as taxas de incidência e prevalência de ES observadas nos Estados 

Unidos foram de 19,3 casos por milhão/habitantes e 242 casos por milhão/habitantes 

respectivamente. O pico de incidência ocorre entre 45 e 54 anos para mulheres afro-

americanas e entre 65 a 74 anos para as mulheres brancas (MAYES et al., 2003). No Caribe, 

verificou-se uma incidência mais baixa, com um total de 17 casos de ES observados na 

populacão negra de Barbados durante um período de observacão de 10 anos (1996 a 2006). Já 

na América do Sul, a incidência e a prevalência de ES observadas na cidade de Buenos 

Aires/Argentina foi de 21,2 casos por milhão/habitantes e 296 casos por milhão/habitantes 

respectivamente. No entanto, até o presente momento, não existem estudos brasileiros 

publicados que tenham avaliado a incidência ou prevalência de ES (HORIMOTO et al., 

2017). 

Dependendo da extensão do envolvimento da pele, a ES pode ser classificada nos 

seguintes subtipos: 1) Cutânea Limitada: o espessamento cutâneo é distal aos joelhos e 

cotovelos; 2) Cutânea Difusa: o espessamento envolve a porção proximal das extremidades 

e/ou do tronco além do espessamento distal e 3) Esclerodermia sine escleroderma: sem 

espessamento cutâneo, apenas com comprometimento de órgãos internos (DENTON; 

KHANNA, 2017). A progressão rápida da fibrose da pele, pulmões e outros órgãos internos 

caracteriza a ES cutânea difusa, enquanto as manifestações vasculares, geralmente com leve 
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envolvimento cutâneo e de órgãos internos, são características mais frequentes da ES cutânea 

limitada (FUSCHIOTTI, 2018; MEDSGER, 2003). 

Tipicamente o FR é o primeiro sintoma em pacientes com ES. Outros sintomas iniciais 

frequentes são mal-estar, fadiga, artralgia e mialgia. Os pacientes que evoluem para a forma 

cutânea difusa podem apresentar edema de dedos e síndrome do túnel do carpo no início do 

quadro clínico. Alterações de pigmentação da pele podem ocorrer antes ou depois do início do 

endurecimento da pele, podendo estar presentes também refluxo gastroesofágico ou dispnéia. 

O envolvimento gastrointestinal é praticamente universal e pode variar de leve (testes 

funcionais de motilidade anormais) a grave, com comprometimento de todo o trato 

gastrointestinal. No entanto, o comprometimento pulmonar é a principal causa de mortalidade 

relacionada à ES. As manifestações pulmonares mais frequentes incluem a Doença Intersticial 

Pulmonar (DIP) e/ou a Hipertensão Arterial Pulmonar (HAP); entretanto outras menos 

comuns podem ocorrer, tais como, pneumonia aspirativa, doença pleural, doença obstrutiva 

das vias aéreas e hemorragia alveolar. O envolvimento cardíaco costuma ser sutil, podendo 

ocorrer doenças do pericárdio, cardiomiopatia dilatada, neuropatia autonômica e arritmias, e 

quando presentes, a doença apresenta pior prognóstico. A crise renal esclerodérmica é uma 

manifestação típica da ES e as alterações patológicas dos vasos renais são semelhantes 

àquelas observadas em outros vasos nos pacientes com ES. A insuficiência renal pode 

acometer pacientes com sobreposição de ES e Lúpus Eritematoso Sistêmico (LES) 

(HOCHEBERG et al., 2015; STEEN; MEDSGER, 2000). 

Até 90% dos pacientes com ES podem apresentar positividade para autoanticorpos no 

teste de imunofluorescência indireta, conhecido como fator antinúcleo (FAN). Alguns padrões 

encontrados são praticamente exclusivos da ES, tais como o padrão nucleolar e o padrão 

centromérico e permitem estratificar precocemente sua história natural, além de auxiliar no 

manejo adequado da doença. Os autoanticorpos na ES incluem o anti-centrômero, que está 

associado a ES cutânea limitada e hipertensão pulmonar; o anti-topoisomerase I ou anti-Scl70, 

que está associado a ES cutânea difusa, fibrose pulmonar progressiva, úlceras digitais e 

contratura de mãos; e o anti-RNA polimerase III que está associado a ES cutânea difusa, crise 

renal esclerodérmica e contratura de mãos. Adicionalmente, o padrão nucleolar do FAN está 

relacionado à presença de fibrose pulmonar progressiva e HAP (DENTON; KHANNA, 2017; 

HOCHEBERG et al., 2015) 

Em 2013 foram validados novos critérios de acordo com a American College 

Rheumatology/European League Against Rheumatism (ACR/EULAR) de classificação de ES 

(VAN DEN HOOGEN et al., 2013) (Quadro 1). Estes critérios foram propostos devido à falta 
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de sensibilidade do critério de classificação ACR de 1980, particularmente nos casos de ES 

precoce e de ES cutânea limitada. O maior interesse do ACR em se fazer o diagnóstico 

precoce é devido à existência de uma “janela” de oportunidade para se instituir o tratamento 

adequado, antes que ocorra o desenvolvimento de fibrose irreversível (ELHAI et al., 2015). 

 

Quadro 1. Critérios de Classificação da Esclerose Sistêmica do American College Rheumatology/European 

League Against Rheumatism* (ACR/ EULAR) 
Item Sub-item (s) Pontuação** 

Espessamento da pele dos dedos de 

ambas as mãos proxima às articulações 

metacarpofalangeanas 

- 9 

Espessamento da pele dos dedos (contar 

apenas a pontuação mais alta) 

Dedos edemaciados 

Esclerodactilia (distal para as articulações 

metacarpofalângicas, mas proximal às 

articulações interfalangianas proximais) 

2 

4 

Lesão de polpa digital (contar apenas a 

pontuação mais alta) 

Úlcera de polpa digital 

Úlcera de polpa digital cicatrizada 

2 

3 

Telangiectasia - 2 

Capilaroscopia - 2 

Hipertensão arterial pulmonar e / ou 

doença intersticial pulmonar 

(pontuação máxima: 2) 

Hipertensão arterial pulmonar  

Doença intersticial pulmonar  

2 

2 

Fenômeno de Raynaud - 3 

Autoanticorpos relacionados à 

esclerodermia (anti-centrômero, anti-

topoisomerase I ou anti-Scl-70, anti-

RNA polimerase III) (pontuação 

máxima: 3) 

Anti-centrômero 

Anti-topoisomerase I 

Anti-RNA-polimerase III 

1 

1 

1 

* Estes critérios são aplicáveis a qualquer paciente considerado para inclusão em estudos de esclerose 

sistêmica. Os critérios não são aplicáveis a pacientes com espessamento da pele poupando os dedos ou para 

pacientes que têm transtorno esclerodérmico melhor explicados por outras doenças (por exemplo, fibrose 

esclerosante nefrogênica, morféia generalizada, fasciíte eosinofílica, escleredema diabeticorum, 

escleromixedema, eritromialgia, porfiria, líquen esclerose múltipla, doença do enxerto-versus-hospedeiro, 

quiroartropatia diabética). 

** A pontuação total é determinada pela soma do peso máximo (pontuação) em cada categoria. Pacientes com 

pontuação total  ≥ 9 são classificadas como tendo esclerose sistêmica definida. 

 Fonte: Adaptado de Van Den Hoogen et al. (2013). 

 

A atividade da doença é determinada utilizando-se alguns parâmetros, tais como: 1) 

comprometimento cutâneo, avaliado pelo escore cutâneo de Rodnan modificado (Quadro 2); 

2) comprometimento pulmonar, por tomografia computadorizada de tórax de alta resolução, 

espirometria, teste de caminhada de 6 minutos e ecocardiografia transtorácica; 3) 

comprometimento renal (clearence de creatinina, proteinúria, hematúria e, quando indicado, 

biópsia renal) (CARVALHO et al., 2014; HOCHEBERG et al., 2015). 
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Quadro  2. Escore Cutâneo Total – Método de Rodnan Modificado (ECT-RM)* 

Direita  Esquerda 

0 1 2 3 Dedos 0 1 2 3 

0 1 2 3 Dorso mãos 0 1 2 3 

0 1 2 3 Antebraços 0 1 2 3 

0 1 2 3 Braços 0 1 2 3 

0 1 2 3 Coxas 0 1 2 3 

0 1 2 3 Pernas 0 1 2 3 

0 1 2 3 Dorso pés 0 1 2 3 

    Face 0 1 2 3 

    Tórax 0 1 2 3 

    Abdôme 0 1 2 3 

0 = pele normal 

1 = espessamento cutâneo leve 

2 = espessamento cutâneo moderado 

3 = espessamento cutâneo intenso, com incapacidade de preguear a pele.  

*O ECT-RM pode variar entre 0 e 51.  

Fonte: adaptado de Khanna et al. (2017). 

 

1.1 FISIOPATOLOGIA DA ES 

 

A etiopatogênese da ES é complexa e decorre de fatores ambientais associados à 

suscetibilidade genética. Têm sido descritos, como importantes fatores ambientais, agentes 

infecciosos, exposição a produtos químicos como solventes orgânicos e pó de sílica, implantes 

mamários de silicone, drogas quimioterápicas como os taxanos e gencitabina, além de certas 

formas de gadolíneo, um agente de contraste usado na ressonância nuclear magnética (RNM) 

(DENTON; KHANNA, 2017). Em relação aos agentes infecciosos, muitos pacientes com ES têm 

anticorpos contra uma proteína UL94 derivada do citomegalovírus humano que partilha 

homologia com o tetraspan novel antigen-2 (NAG-2), que é expresso na superfície da célula 

endotelial humana e fibroblastos. Os anticorpos anti-péptido UL94 ligam-se ao NAG-2 e induzem 

a expressão gênica do tipo “escleroderma-like” nas células endoteliais e fibroblastos (FURUE et 

al., 2017). Já em relação à predisposição genética, foram evidenciados alguns alelos de HLA 

(HLA-DQB1*0301, HLA-DRB1*01, DRB1*04, DQB1*0501, HLA-DRB1*11, HLA-DPB1*1301) 

bem como o gene IRF5 e as regiões do gene STAT4, outros genes que também contribuem são o 

IRF4, CDH7 e CD247. Todos estes genes codificam proteínas envolvidas na resposta 
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imunológica e variantes nestes loci também estão associados a outras condições autoimunes. Isto 

se justifica pelo fato de haver outras desordens autoimunes associada a ES, tais como LES e 

Síndrome de Sjögren (BOSSINI-CASTILLO et al., 2015; RADSTAKE et al., 2010). 

A patogênese da ES permanece desconhecida. Acredita-se que a autoimunidade e a 

vasculopatia precedem a ativação de fibroblastos e a fibrose intersticial. Autoanticorpos contra 

células endoteliais, lesão de isquemia e reperfusão após o FR, geração de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) com infiltração de células inflamatórias e subsequente produção de citocinas 

desencadeiam transformação miofibroblástica de células endoteliais e fibroblastos e induz 

produção excessiva de colágenos e outras moléculas que compõem a matriz extracelular (FURUE 

et al., 2017).  

As duas principais características fisiopatológicas da ES são a microvasculopatia 

obliterante e a fibrose intersticial/vascular presentes em vários órgãos. A infiltração de órgãos-

alvo pelas células inflamatórias é observada, com frequência, no estágio inicial da doença, 

particularmente em torno dos vasos sanguíneos. No entanto, nos estágios finais da ES, os 

principais achados são uma camada densa de colágeno na derme, perda de células e atrofia 

(GABRIELLI; AVVEDIMENTO; KRIEG, 2009).   

 Nos estágios iniciais da ES, as células endoteliais são ativadas e as moléculas de adesão 

expressas nestas células promovem a infiltração perivascular das células inflamatórias, o que 

resulta em disfunção endotelial e apoptose (GUIDUCCI et al., 2009). As células endoteliais 

ativadas também podem liberar endotelina-1 (ET-1), um potente vasoconstritor que promove a 

adesão de leucócitos, a proliferação de células musculares lisas dos vasos sanguíneos e a ativação 

de fibroblastos (MOTEGI et al., 2014). A reatividade vascular anormal associada à fibrose 

estrutural dos vasos sanguíneos pode resultar em hipóxia tecidual grave, fluxo sanguíneo capilar 

reduzido, hiperplasia intimal e fibrose da membrana externa. Em última análise, essas respostas 

podem resultar em manifestações clínicas correspondentes, como o FR, úlceras digitais, 

hipertensão pulmonar e crise renal hipertensiva (KAVIAN; BATTEUX, 2015). Já a fibrose, outra 

característica clínica da ES, resulta do aumento da síntese de matriz extracelular (MEC) 

(principalmente do colágeno tipos I e III) e redução de sua degradação, resultando em disfunção 

de fibroblastos, células musculares lisas e células estromais. Desta forma, o tecido conjuntivo 

normal é gradualmente substituído por abundante MEC, levando à disfunção orgânica causando 

alterações patológicas (KAVIAN; BATTEUX, 2015). Seja qual for o estímulo original, o dano 

vascular endotelial leva à consequente ativação da resposta imune com a liberação de várias 

citocinas, produção de autoanticorpos, ativação de fibroblastos e aumento da síntese de colágeno 

(BARAUT et al., 2010). 
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1.2 ES E RESPOSTA IMUNE 

 

A desregulação imune é um processo central na patogênese da ES. Várias células da 

resposta imune inata e adaptativa contribuem na produção de citocinas em pacientes com ES 

(BARAUT et al., 2010; FURUE et al., 2017). As principais células do sistema imune inato 

que são de reconhecida importância na ES são os mastócitos, células natural Killer (NK) 

(CD56+ CD3-) /NKT-like (CD56+ CD3+), macrófagos e células dendríticas (CDs)(RAJA; 

DENTON, 2015). As células NKT-like são um grupo amplo e diversificado de células T que 

coexpressam receptores de células T e receptores NK, que se agrupam muito próximo às 

células NK em termos de expressão de molécula de superfície de múltiplos parâmetros, mas 

exibem uma quiescência transcricional relativa, exigindo um meio inflamatório para exercer 

propriedades imunorreguladoras (COSSU et al., 2016). 

 No envolvimento cutâneo precoce da ES, são encontrados macrófagos na região 

perivascular da derme. Os macrófagos ativados produzem ligando 2 de quimiocina  (motivo 

CC)(CCL2), fator transformador de crescimento-beta (TGF-β) e fator de crescimento 

derivados de plaquetas (PDGF). Os mastócitos, que servem como uma célula sentinela do 

sistema imunológico, são encontrados próximos aos miofibroblastos na derme de pacientes 

com ES. Eles expressam uma variedade de  toll like receptors (TLRs) e secretam mediadores 

imunológicos tais como TGF-β, interleucina (IL)-4, IL-13, PDGF, proteína quimiotática de 

monócito-1 (MCP-1),  interferon (IFN)-α e ET-1. A estimulação do sistema inato pela via 

TLR promove ativação e maturação de CDs subsequentemente induzindo a proliferação de 

células T, desencadeando a resposta imune adaptativa (RAJA; DENTON, 2015).  

 Os linfócitos T helper (Th) são provenientes de linfócitos Th CD4+  precursores 

(Th0), que podem diferenciar-se em fenótipos diferentes e exclusivos - Th1, Th2, Th17 e 

células T reguladoras (Treg) dependendo do ambiente de citocinas, imunógeno e células 

envolvidas. Essa classificação refere-se ao padrão de citocinas que induzem ou são produzidas 

pelos diferentes subtipos de linfócitos. O padrão Th1 refere-se à produção de citocinas 

envolvidas na estimulação do processo inflamatório, tais como o IFN-γ, fator de necrose 

tumoral-alfa (TNF-α), IL-1, IL-2 e IL-12. Já o padrão Th2 refere-se a um perfil de citocinas 

anti-inflamatório, com produção de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13. Outro padrão inflamatório 

é o perfil Th17 que é responsável pela produção de IL-17, IL-21 e IL-22 e o padrão de 

citocinas reguladoras conhecido como Treg responsável pela produção de TGF-β e IL-10 

envolvidos no processo de tolerância imunológica, foram adicionados a essa classificação 

(BARAUT et al., 2010). 
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A resposta imunológica das células Th1 e Th2 desempenha um papel fundamental no 

desenvolvimento da ES, mas também foi demonstrado que as células Th17 e Tregs participam 

na patogênese da doença (DANTAS et al., 2018). 

Postula-se que um desequilíbrio na produção de citocinas por esses subgrupos de 

células impulsione a inflamação nos estágios iniciais da doença (menos de 3 anos de duração), 

mediada pela resposta Th1 e Th17, e fibrose, nos estágios mais avançados (mais de 6 anos de 

duração) da ES mediada pelo predomínio de Th2 (BARAUT et al., 2010; DANTAS et al., 

2018).  

Vários estudos relataram alterações nos níveis séricos de citocinas em pacientes com 

ES, com resultados inconclusivos. Esses resultados discrepantes são explicados por vários 

aspectos, incluindo heterogeneidade genética na população de ES, diferenças na duração da 

doença, influência do tratamento sistêmico, tamanho da amostra e os diversos métodos de 

quantificação utilizados (COSSU et al., 2016; FUSCHIOTTI, 2011, 2018). 

 

1.3 A RESPOSTA TH1, TH2 E TH17 NA ES 

 

Os linfócitos Th1 produzem principalmente citocinas que estão envolvidas na resposta 

imune celular, como IFN-γ, TNF-α e IL-2. O IFN-γ é produzido pelas células T CD8+, células 

dendríticas e células NK em resposta à infecção viral, afim de estimular a fagocitose e a 

eliminação de patógenos pelos macrófagos. O IFN-γ, como citocina imunorreguladora e 

antitumoral, aumenta a expressão do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de 

classe I (MHC-I) em células normais, favorece a apresentação de antígeno por células 

apresentadoras de antígeno (APC), ativação de células NK e B e migração de leucócitos. O IFN-γ 

pode inibir a síntese de pré-colágeno por fibroblastos através das vias Jak /STAT e Y-box. Além 

disto, inibe a resposta Th2 via supressão de IL-4 e IL-10. Já o TNF-α é principalmente produzido 

por macrófagos e APC, mas também por células residentes teciduais, incluindo mastócitos da pele 

e queratinócitos. O TNF-α auxilia o recrutamento de neutrófilos e estimula a fagocitose por 

macrófagos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; JIANG et al., 2006). 

Afim de examinar a produção de citocinas pelas células T de pacientes com ES, um 

estudo com uma grande coorte  (n=53) avaliou os níveis de IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, 

fator estimulador de colônia de macrófagos (GM-CSF), IFN-γ, TNF-α plasmáticos e 

intracelulares e habilidade intrínseca de subconjuntos de células TCD4+ e TCD8+ em produzir 

essas citocinas após ativação in vitro. Foram demonstrados altos níveis de IL-13 avaliados por 

imunofluorimetria (plataforma Luminex), produzidos após ativação de células TCD8+ do sangue 
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periférico de pacientes com ES em comparação com controles saudáveis. Em contraste, as células 

TCD4+ mostraram um nível mais baixo e mais variável de produção de IL-13. Esta anormalidade 

correlacionou-se com a extensão da fibrose e foi mais pronunciada nos pacientes com ES difusa 

do que em ES limitada. As outras citocinas avaliadas não diferiram entre os grupos 

(FUSCHIOTTI; MEDSGER; MOREL, 2009). 

Estudos têm demonstrado, também, que as células TCD8+ são predominantemente 

abundantes nas lesões da pele de pacientes nos estágios iniciais da doença cutânea difusa em 

comparação com pacientes com doença em estágio avançado (FUSCHIOTTI; MEDSGER; 

MOREL, 2009; LI et al., 2017). O isolamento de células TCD8+ da pele lesionada de pacientes 

com ES difusa precoce demonstrou que eles expressam moléculas citolíticas e coexpressam níveis 

extremamente altos de IL-13 e IFN-γ. Outros estudos (AYANO et al., 2015; FUSCHIOTTI et al., 

2013) corroboram esses achados e sugerem que as células TCD8+ contribuem para a patogênese 

da ES pela produção de altos níveis de citocinas com função pró-inflamatória e pró-fibrótica, bem 

como exibindo uma atividade citotóxica (FUSCHIOTTI, 2018). 

A figura 1 mostra o papel das células T CD8+ na ES proposto por Fuschiotti (2018). 

 

 

Fig. 1 Modelo para o papel das células T CD8+ na patogênese da ES. O esquema ilustra um mecanismo pelo 

qual as células T CD8+ residentes do tecido, ativadas em resposta à estimulação induzida por antígeno, produzem 

citocinas que contribuem para a inflamação e promovem superprodução de colágeno por fibroblastos que resulta 

em excessiva fibrose. A ativação de vias citotóxicas mediadas por células podem estar envolvidas em danos 

vasculares precoces e, potencialmente, podem iniciar e propagar uma resposta autoimune específica.  A apoptos e 

de células alvo induzida por CD8+ também pode contribuir para a fibrose. 

IFN: interferon; TNF: fator de necrose tumoral; IL: interleucina; PDGF: fator de crescimento derivado de 

plaquetas; MCP-1: proteína quimiotática de monócitos; TGF: fator transformador do crescimento  

Fonte: adaptado de  Fuschiotti (2018). 
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Os componentes da imunidade natural, como a NK (CD56+CD3-), e células  NK-like 

(CD56+ CD3+), também podem ter um papel no desenvolvimento e progressão da ES. Em 

2016, Cossu e colaboradores investigaram a resposta das células CD56+ a diferentes estímulos 

de ativação em pacientes com fenômeno de Raynaud Primário (FRP) de longa duração, ES 

precoce, segundo a classificação de Leroy e Medsger de 2001(LEROY; MEDSGER, 2001), 

ES definida de acordo com os critérios ACR/ EULAR de 2013 ( Van den Hoogen, et al., 

2013) e controles saudáveis. Neste estudo, foram encontrados padrões claramente 

discriminativos entre os diferentes estágios da ES mais acentuadamente após a estimulação de 

Th1/Th2, com aumento da produção de IL-6, TNF-α e MIP-1α/CCL3 em pacientes com ES 

definida em comparação com controles saudáveis e/ou FRP. Alterações iniciais foram 

observadas, em pacientes com ES precoce, com um padrão intermediário de secreção entre os 

controles saudáveis/FRP e a ES definida. As células CD56+ de pacientes em diferentes 

estágios da ES respondem diferencialmente à estimulação de receptores do tipo TLR, 

destacando a relevância da imunidade natural na ES pré e pós-fibrótica (COSSU et al., 2016). 

O IFN-lambda 1 (IFN-1ג), também conhecido como IL-29, pertence à família de IFN 

do tipo III, pode ser expresso em múltiplos tecidos e é produzido por células mononucleares 

do sangue periférico humano (CMSP) e células dendríticas. Foi mostrado por Dantas e 

colaboradores (2015) aumento dos níveis de IFN-1ג nos pacientes com ES. Além disso, 

encontrou-se uma correlação entre os níveis de IFN-1ג e IFN-γ e uma associação entre IFN-γ 

e miosite (DANTAS et al., 2015). 

Várias análises evidenciam que tanto a resposta Th1 quanto a Th2 estão aumentadas 

na ES em comparação com controles saudáveis (SATO; HASEGAWA; TAKEHARA, 2001; 

TANG et al., 2018). Embora a controvérsia persista, a resposta Th1 parece ser predominante 

nos estágios inflamatórios precoces da doença, e menos presente em estágios mais tardios 

(BREMBILLA; CHIZZOLINI, 2012; DANTAS et al., 2018). 

Os linfócitos Th2 produzem, principalmente, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, que 

contribuem para estimular a proliferação e diferenciação de células B. IL-6, assim como 

também a IL-4 e IL-13, são capazes de estimular a produção de colágeno e inibir a síntese de 

colagenase, e favorecem o processo de fibrose. A fibrose é a característica mais significativa 

da doença. Ativação e acúmulo de fibroblastos e deposição excessiva de MEC, especialmente 

colágeno, são as vias predominantes que levam à fibrose (WYNN, 2004). 

 A IL-4 e IL-13 compartilham um receptor comum, IL-4Rα1 e estimulam a 

diferenciação de células B com consequente produção de autoanticorpos (TABATA; 

KHURANA HERSHEY, 2007; WYNN, 2003). Muitos estudos demonstraram que IL-4 e IL-
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13 podem ativar fibroblastos que aumentam a produção de MEC e colágeno. Em 2006, Distler 

e colaboradores mostraram que a proteína quimiotática de monócitos 1 (MCP-1) estimulou a 

síntese de IL-4 em fibroblastos de pacientes com ES, e a estimulação do receptor de IL-4 com 

IL-4  aumentou significativamente a produção de colágeno nos fibroblastos dérmicos da ES 

(DISTLER et al., 2006). Já em 2007, Parel e colaboradores demonstraram que células T 

duplamente positivas CD4+ e CD8+ podem produzir altos níveis de IL-4, o que pode 

contribuir para o aumento da deposição de MEC por fibroblastos na pele de pacientes com ES 

(PAREL et al., 2007). Além disso, Binai e colaboradores (2012) ressaltaram que a IL-4 

poderia induzir a expressão da α-actina de músculo liso (α-SMA) em monócitos de pacientes 

com ES, enquanto a expressão de α-SMA aumentava a maturação de monócitos ao redor dos 

miofibroblastos (BINAI et al., 2012). Um estudo anterior a este, avaliou a regulação 

transcricional da IL-4 na expressão do gene do colágeno em fibroblastos cultivados de pele de 

pacientes com ES e pele saudável. Neste estudo, foi demonstrado que a IL-4 pode ser 

importante na promoção da biogênese das proteínas de colágeno por aumento da estabilidade 

e transcrição do ácido ribonucléico mensageiro (mRNA) do colágeno. Além disso, a ativação 

transcricional da expressão do gene do colágeno parece ter um efeito menos sensível sobre a 

ES do que sobre a pele saudável (LEE et al., 1996). Assim, a IL-4 não só poderia ativar 

fibroblastos para aumentar a produção de matriz extracelular e colágeno, mas também poderia 

regular a expressão de α-SMA e  gene do colágeno.  

Em relação a IL-13, ela induz a expressão do gene TGFβ via IL-13Rα2 em 

macrófagos o que leva indiretamente à fibrose pois ativa fibroblastos, os diferencia em 

miofibroblastos e aumenta a deposição da MEC (FUSCHIOTTI, 2011). Portanto estas 

respostas parecem ter uma contribuição importante na patogênese da ES.  

O fator de transcrição de ação "trans" específico de células T GATA-3 é 

uma proteína codificada pelo gene GATA3 em humanos, capaz de regular a diferenciação de 

Th2 e a produção de IL-13 pelas células T efetoras Th2. Foi demonstrado por Baraut e 

colaboradores (2015) que o TGF-β aumenta a síntese de IL-13 através da expressão do 

GATA-3 nos linfócitos T de pacientes com ES, confirmando que este fator de transcrição  

pode ser considerado como um novo alvo terapêutico nestes pacientes (BARAUT et al., 

2015). 

As células Th17 e suas citocinas associadas (IL-17, IL-22, Il-23) desempenham um 

papel crucial na patogênese de muitas doenças inflamatórias autoimunes, incluindo 

encefalomielite autoimune experimental, artrite reumatoide (AR), LES, síndrome de Sjögren e 

artrite induzida por colágeno (SINGH et al., 2014). Notavelmente, as células Th17 foram 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gene
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gene
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implicadas na patogênese da ES. As células produtoras de IL-17 estão significativamente 

aumentadas no sangue periférico, lesões da pele e tecidos pulmonares de pacientes com ES 

(KURASAWA et al., 2000). Os níveis de IL-17A estão elevados nos estágios iniciais e ativos 

da ES (MURATA et al., 2008). Foi também demonstrado que os níveis de IL-6, IL-23 e IL-1α 

estão elevados em pacientes com ES, citocinas estas que estimulam a síntese de IL-17 (LIU et 

al., 2016; RADSTAKE et al., 2009)   

Um estudo prévio demonstrou níveis séricos elevados de IL-17 em pacientes com ES 

quando comparados com controles saudáveis e estes foram correlacionados com a extensão da 

fibrose cutânea pelo score de Rodnan modificado. Este estudo propôs uma hipótese de que a 

desregulação da produção de TGF-β e IL-6 podem levar ao desequilíbrio de Th17 vs. Treg na 

ES (MURATA et al., 2008).  

Um estudo publicado em 2014 conduzido por Yang e colaboradores, avaliou a presença de 

células Th17 e Treg em pacientes com ES e o papel das células Th17 na produção de colágeno em 

fibroblastos de pacientes com ES. Foram analisados, por imuno-histoquímica, os perfis celulares 

inflamatórios em amostras de pele de 13 pacientes com ES. Em CMSP de 45 pacientes com ES e 24 

controles saudáveis foi avaliada por citometria de fluxo a porcentagem de células Th17 e Treg ; 

expressão gênica de colágeno tipo 1 e 3, RORγt, forkhead P3 (FOXP3) e IL-17  por reação em 

cadeia polimerase da transcrição reversa em tempo real; e IL-17 em soros e sobrenadantes de 

cultura por ensaio imunoenzimático (ELISA). Investigou-se também o efeito da IL-17 derivada de 

células Th17 no crescimento de fibroblastos e na produção de colágeno. Foi demonstrado infiltração 

de células inflamatórias, incluindo os linfócitos IL-17+ e Treg (Foxp3+), nas amostras de pele de 

pacientes com ES precoce. As porcentagens de células Th17 circulantes e a produção de IL-17 

foram elevadas em amostras de pacientes com ES ativa, enquanto a porcentagem de células Treg 

circulantes não foi afetada. O número de células Th17 estava intimamente relacionado com a 

atividade da doença. A IL-17 de pacientes com ES foi capaz de promover o crescimento de 

fibroblastos e a produção de colágeno, enquanto o anticorpo neutralizante de IL-17 bloqueou 

efetivamente a produção de colágeno. Desta forma, os autores concluíram que a progressão da ES 

pode estar relacionada à expansão das células Th17 circulantes e ao aumento da infiltração de 

células IL-17+. A IL-17 derivada de Th17 está envolvida no crescimento de fibroblastos e na 

produção de colágeno. Os autores sugeriram que o anticorpo bloqueador da IL-17 poderia ser uma 

estratégia útil para intervenção no curso fibrótico da ES (YANG et al., 2014). 
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1.4 CÉLULAS T REGULATÓRIAS (TREG) E O TGF-Β NA ES 

 

As células Treg são classificadas em Treg naturais (nTreg) e Treg induzida ou 

adaptativa (iTreg). Treg naturais, descritas como células T CD25+ (receptor de IL-2 cadeia 

alfa) e CD4+ expressam o fator de transcrição FOXP3 e estão naturalmente presentes no 

sistema imunológico normal (5-10% das células T CD4+). Sua deficiência favorece o 

surgimento de doenças autoimunes (BARAUT et al., 2010). As células Tregs circulantes 

podem ser subdivididas em frações de repouso ou ativadas pela expressão de FOXP3, CD25 

(receptor de IL-2 cadeia alfa) e CD45RA (um marcador de células T naïve). Em repouso, as 

Tregs possuem o fenótipo FOXP3lowCD45RAhiCD25low com função supressora e podem se 

proliferar e transformar-se em Tregs ativadas, reconhecidas pelo fenótipo 

FOXP3hiCD45RAlowCD25hi. A terceira fração conhecida de Tregs, são as residentes em 

tecidos caracterizadas por serem subespecializadas e desempenharem um papel na regulação 

imune local (SLOBODIN; RIMAR, 2017).  

As principais citocinas produzidas pelas células Treg são o TGF-β e IL-10. O TGF-β 

também pode inibir o desenvolvimento dos subtipos Th1 e Th2 (ABBAS; LICHTMAN; 

PILLAI, 2015). No entanto, o TGF-β estimula o desenvolvimento de células Treg FOXP3+ 

periféricas e, quando em combinação com citocinas produzidas durante respostas 

imunológicas inatas (como IL-1 e IL-6), promove o desenvolvimento do subtipo Th17 de 

células T CD4+. A habilidade do TGF-β de suprimir as respostas imunológicas e 

inflamatórias, em parte por meio da produção de células Treg, e também de promover o 

desenvolvimento de células Th17 pró-inflamatórias, na presença de outras citocinas, é um 

exemplo interessante de como uma única citocina pode ter diversas ações (às vezes opostas), 

dependendo do contexto na qual é produzida (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Alguns 

estudos indicaram que as células Treg podem ser transformadas em células Th17 na presença 

de IL-1β, IL-2, IL-23 ou TGF-β (VALMORI et al., 2010). Tregs podem contribuir para o 

desenvolvimento da ES pela transformação em células Th17 dependendo do microambiente e 

Tregs residentes na pele podem se transformar em células Th2, produzindo suas citocinas pró-

fibróticas (MACDONALD et al., 2015).  

 Evidências de alterações funcionais e numéricas de células Treg na ES foram 

demonstradas em vários estudos, mas seu papel na ES é ainda controverso. Radstak e 

colaboradores demonstraram um aumento no número total de células Treg em pacientes com 

ES, mas essas células tiveram uma capacidade funcional diminuída para suprimir as células T 

CD4+ efetoras, que dependiam de um fator sérico não identificado (Radstak et al., 2009). 
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Alguns estudos evidenciaram que o número de células Treg CD4+ CD25+ FOXP3+ em lesões 

de pele e sangue periférico de pacientes com ES está significativamente aumentado (LIU et 

al., 2013). No entanto, outros estudos demostraram que, em comparação com indivíduos 

saudáveis, o número de células Treg em pacientes com ES são reduzidos e apresentam uma 

função anormal (ANTIGA et al., 2010; KLEIN et al., 2011).  

 O desequilíbrio imunológico entre as células Treg e Th17 é uma característica da 

ES. A heterogeneidade funcional entre Treg pode ser elucidada pela separação de Treg em 

diferentes subconjuntos baseados na expressão de FOXP3 e CD45RA. Um estudo investigou 

o papel dos subconjuntos de Treg na ES e avaliou, por citometria de fluxo, a expresssão de 

CD4, CD25, CD45RA, CTLA-4, FOXP3 e IL-17 em CMSPs de 31 pacientes com ES e 33 

controles saudáveis. A freqüência de células Treg CD4+CD25+ FOXP3+ foi significativamente 

elevada em pacientes com ES (3.6261,14 vs 1.9760,75, p<0,001) porém com diminuição da 

capacidade de imunossupressão, evidenciada pelo estado proliferativo das células T 

respondedoras de um doador saudável cocultivado com as células Treg de pacientes com ES 

ou outros doadores saudáveis. Neste estudo pode-se concluir que ocorre o aumento de Treg 

disfuncionais em pacientes com ES, potencialmente provocando o desequilíbrio imunológico 

entre as células Treg e Th17 (LIU et al., 2013). 

O TGF-β é uma potente citocina pró-fibrótica (Leask e Abraham, 2004). Análises de 

microarranjos de DNA indicam que um grupo de genes TGF-β dependentes estão 

superexpressos em biópsias de lesões cutâneas de pacientes com esclerodermia (WHITFIELD 

et al., 2003). TGF-β é também um bom indutor de miofibroblastos e modula a expressão de 

vários receptores de citocinas, incluindo receptores para TGF-β e do PDGF. Na verdade, o 

TGF-β constitui uma família de moléculas muito relacionadas codificadas por genes distintos, 

comumente designadas por TGF-β1, TGF-β2 e TGF-β3. As células do sistema imunológico 

sintetizam principalmente TGF-β1. O TGF-β1 é produzido por células Treg CD4+, 

macrófagos ativados e vários outros tipos celulares. O receptor de TGF-β1 consiste em duas 

proteínas diferentes (TGF-βRI e TGF-βRII), ambas as quais fosforilam fatores de transcrição 

chamados de SMADs. Durante a ligação da citocina, um domínio quinase serina/treonina do 

TGF-βRI fosforila o SMAD2 e o SMAD3 que, juntos ao SMAD4 formam um complexo que 

se transloca para o núcleo, liga-se aos promotores dos genes alvo e regula a transcrição dos 

mesmos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Isso leva à regulação transcricional de 

genes alvo, incluindo aqueles que codificam proteínas da MEC, como os colágenos tipo I e 

III. Além da via SMAD, o TGF-β1 também é capaz de ativar as vias de sinalização 

independentes de SMAD, como quinase regulada por sinais Ras-Extra-Celular (ERK), 
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quinase N-terminal c-Jun (JNK), p38, proteínas quinases ativadas por mitógeno (MAPKs) e 

fosfatidilinositol 3-quinase-Akt. Além disso, o TGF-β1 é uma das citocinas pró-fibróticas 

mais potentes, capaz de regular positivamente as proteínas da MEC, regular negativamente as 

metaloproteinases da matriz (MMPs), induzir a diferenciação dos miofibroblastos e modular a 

expressão de vários receptores de citocinas (BARAUT et al., 2015). 

 Análises imunohistoquímicas mostram que a expressão das isoformas do TGF-β se 

apresenta de modos diversos. Em 1993, Sfikakis e colaboradores, investigaram a expressão 

das três isoformas do TGF-β por biópsia de pele de pacientes com ES e controles saudáveis. 

Neste estudo foi evidenciado o aumento do TGF-β2 nas amostras de pele de pacientes com 

ES (SFIKAKIS et al., 1993). Já Ozbilgin e Inan, em 2003, tentaram elucidar o desempenho 

dos mastócitos e do TGF-β3 na patogênese da formação anormal do tecido conjuntivo na ES. 

Neste estudo, biópsias de pele de 20 pacientes com ES e de 5 indivíduos saudáveis foram 

estudadas por uma técnica de imunoperoxidase indireta para determinar a imunorreatividade 

do TGF-β3 na derme. Além disso, amostras de pele foram coradas com azul de toluidina para 

contar o número de mastócitos nas amostras de pele de pacientes com ES, e os tecidos foram 

examinados sob o microscópio eletrônico para avaliar as alterações ultraestruturais. Aumento 

da imunorreatividade de TGF-β3 foi detectado na derme na pele dos pacientes com ES, 

sugerindo a presença de uma subpopulação responsável pelo aumento da produção de 

colágeno. A contagem de mastócitos na pele de pacientes com ES foi significativamente 

maior (19,2 ± 4,1 / unidade) do que nos controles normais (4,4 ± 1,2 / unidade). Observações 

ultraestruturais indicaram que existe uma estreita relação entre os mastócitos e fibroblastos. 

Esses resultados sugerem que a fibrose na ES poderia evoluir por meio da ativação de 

fibroblastos e dos mecanismos regulatórios que parecem modular o comportamento dessas 

células em relação à produção de colágeno (Ozbilgin e Inan, 2003).  Já no estudo de Dziadzio 

e colaboradores (2005), avaliou-se os níveis de TGF-β1 em soros de pacientes com ES pelo 

método de ELISA e encontraram uma correlação inversa inesperada entre os níveis de TGF-

β1 e o escore cutâneo modificado de Rodnan (MRSS), uma medida clínica da gravidade da 

doença de pele. Sugerindo que o TGF-β1 ativo pode ser sequestrado na pele da ES ativa 

envolvida e que os níveis séricos estão reduzidos, apesar de fortes evidências implicarem as 

isoformas de TGF-β na patogênese da fibrose (DZIADZIO et al., 2005). 
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1.5 CÉLULAS B E ES 

 

As células B desempenham um papel crítico na autoimunidade pelo sistema 

imunológico humoral. As anormalidades das células B na ES são caracterizadas por ativação 

policlonal destas células, produção de autoanticorpos específicos que podem aparecer anos 

antes do espessamento cutâneo. Embora as células B sejam detectadas de forma variável nas 

lesões cutâneas da ES, há evidências de superativação destas células na sua patogênese 

(SANGES et al., 2017). As células B de pacientes com ES superexpressam o receptor 

estimulador de células B CD19 em 54% dos pacientes com ES precoce e em 28% naqueles 

com doença de longa duração em comparação com controles normais. Em contraste, a função 

de CD22, uma molécula de célula B inibitória, é inibida pelos autoanticorpos anti-CD22 

presentes em pacientes com ES. Um aumento da relação CD19/CD22 pode facilitar a ativação 

sustentada de células B e consequente superprodução de vários anticorpos. Os anticorpos 

antinucleares são encontrados nos soros da vasta maioria dos pacientes com ES, e sua 

especificidade antigênica correlaciona-se significativamente com as características clínicas da 

doença. Eles são atualmente os biomarcadores mais confiáveis para diagnóstico, classificação 

e previsão de características clínicas específicas da ES. Certos autoanticorpos, como 

anticorpos anti-topoisomerase I, anti-centrômero, anti-RNA polimerase III, anti-U3 RNP, 

anti-Th/To e anti-U1 RNP, estão intimamente associados a características clínicas distintas e 

atividades da doença. Outros autoanticorpos dirigidos a uma variedade de autoantígenos 

citoplasmáticos, de membrana celular e extracelulares também foram detectados na ES. 

Alguns deles, tais como  anti-moléculas de adesão intercelular-1 (ICAM-1), anti-endotelina 

tipo A (ETAR) e anti-angiotensina II tipo I (AT1R), podem ser funcional e patogênico. Os 

anticorpos anti-ICAM-1 induzem a produção de ROS e a expressão da molécula de adesão 

celular vascular-1 (VCAM-1), que pode facilitar a ligação de células imunes. Os 

autoanticorpos anti-ETAR e anti-AT1R, detectados na maioria dos pacientes com ES, são 

anticorpos agonistas que regulam positivamente a expressão de TGF-β, IL-8 e VCAM-1 das 

células endoteliais e causam fibrose, vasoconstrição e recrutamento de células imunes 

(FURUE et al., 2017). Tendo delineado a importância das células B na patogênese da ES, 

parece que devemos direcionar terapias contra as células B nesta doença de difícil controle. A 

depleção de células B com rituximabe é uma estratégia promissora e deve ser testada em um 

estudo controlado randomizado apropriado (FURUE et al., 2017) 

A figura 2 propõe um modelo esquemático da complexa rede citocinas envolvida na 

fisiopatologia da ES.  
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Fig. 2 Fisiopatologia da Esclerose Sistêmica. Lesões em células endoteliais iniciam a resposta imune inata 

(recrutamento de linfócitos, liberação de TNF e ROS por macrófagos) e adaptativa (produção de citocinas e 

fatores de crescimento). Os linfócitos T e B ativados produzem citocinas pró -fibróticas e pró-inflamatórias. Os 

linfócitos B também produzem autoanticorpos envolvidos na autoimunidade. A inflamação crônica e o defeito de 

recrutamento (devido a anormalidades vasculares) levam à fibrose. ET-1: endotelina-1; VEGF: fator de 

crescimento vascular endotelial; TGF-β: fator de crescimento transformador beta; CTGF: fator de crescimento 

do tecido conjuntivo; PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas; IGF-2: fator de crescimento 

semelhante a insulina 2; TNF: fator de necrose tumoral; ROS: espécies reativas de oxigênio; MMP: 

metaloproteinases de matriz; IL: interleucina; ETAR: endotelina tipo A; AT1R: angiotensina II tipo 1; ICAM: 

molélulas de adesão intercelular-1 
Fonte: adaptado de Baraut et al, 2010 e Furue et al.; 2017 

 

 

1.6 ADIPONECTINA E ES 

 

O tecido adiposo possui uma função endócrina que ajuda a regular processos imunes e 

a inflamação, secretando mediadores bioativos chamados adipocinas. Adipocinas, incluindo 

adiponectina, leptina e resistina, são sintetizadas no tecido adiposo e mostraram-se 

importantes na patogênese das doenças autoimunes (COELHO; OLIVEIRA; FERNANDES, 

2013). A adiponectina é uma proteína plasmática de 30 kDa produzida principalmente por 

adipócitos / macrófagos, que funciona como um fator anti-inflamatório e antifibrótico 
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(SHEHZAD et al., 2012). A adiponectina inibe a maturação, a proliferação e a atividade 

fagocítica de macrófagos, bem como a produção de TNF-α e IFN-γ em resposta à estimulação 

com lipopolissacarídeos (LPS). Além disso, a adiponectina promove a fagocitose de células 

apoptóticas por macrófagos, cujo acúmulo pode desencadear inflamação ou disfunção do 

sistema imune. Reduz a secreção e a atividade do TNF-α e da IL-6 e induz a produção de 

mediadores anti-inflamatórios, como IL-10 e antagonista do receptor de IL-1 (IL-1 RA), em 

monócitos, macrófagos e células dendríticas. A adiponectina também aumenta o número de 

células Treg. Por outro lado, promove a maturação e ativação de células dendríticas. 

Curiosamente, tanto o TNF-α quanto a IL-6 são inibidores potentes da secreção de 

adiponectina, o que sugere a existência de um feedback negativo entre as citocinas pró-

inflamatórias e a adiponectina. Outros efeitos anti-inflamatórios da adiponectina envolvem a 

supressão da atividade citotóxica de células NK induzida por IL-2. Na imunidade adaptativa, 

inibe a ativação e proliferação de linfócitos T e linfopoiese de células B (VERSINI et al., 

2014). 

Foi realizada uma meta-análise sobre os níveis séricos / plasmáticos de adiponectina 

em pacientes com ES e controles, e foram analisados subgrupos com base na etnia e / ou tipo 

de doença. Onze estudos (511 pacientes com ES e 341 controles) foram incluídos e revelou-se 

que os níveis de adiponectina foram significativamente menores em pacientes com ES do que 

nos controles. A estratificação por etnia mostrou baixo nível de adiponectina associado à ES 

em caucasianos, embora esse resultado não tenha sido estatisticamente significativo. A 

estratificação por tipo de doença revelou que o nível de adiponectina foi significativamente 

menor na ES difusa, mas não na ES limitada, do que no controle.  Nesta meta-análise 

concluiu-se que os níveis de adiponectina circulante é significativamente menor em pacientes 

com ES do que nos controles. Essa diferença era aparente no tipo difuso de ES, mas não no 

tipo limitado (LEE; SONG, 2016). 

Outra meta-análise incluiu quatorze estudos e entre eles, seis avaliaram os níveis 

séricos de adiponectina em pacientes com ES, seis estudaram os níveis séricos de leptina em 

pacientes com ES, e dois deles níveis séricos de adiponectina e leptina em pacientes com ES. 

Os resultados mostraram que os níveis séricos de adiponectina nos pacientes com ES eram 

significativamente menores do que nos controles normais. No entanto, não houve diferenças 

significativas nos níveis séricos de leptina entre pacientes com ES e controles saudáveis. 

Nesta meta-análise, concluiu-se que os níveis séricos de adiponectina, mas não os níveis 

séricos de leptina, em pacientes com ES foram significativamente menores do que em 

controles normais (ZHAO et al., 2017). Outro estudo avaliou o nível de adiponectina por 
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ELISA sanduíche em soro de 29 pacientes e 30 controles saudáveis e tentou-se correlacionar 

com o envolvimento orgânico pulmonar. Não foram encontradas diferenças estatisticamente 

significativas nos níveis séricos de adiponectina entre os pacientes com ES e os controles. No 

entanto, as concentrações séricas de adiponectina foram significativamente menores em 

pacientes com doença ativa que inativa. Eles também se correlacionaram com a capacidade 

vital (CV) e negativamente com o índice de atividade da doença de Valentini. Neste estudo 

concluiu-se que a adiponectina sérica deve ser investigada como candidata a marcador de 

atividade de doença (OLEWICZ-GAWLIK et al, 2015). 

Apesar de controverso, alguns estudos demonstraram aumento de adiponectina em 

doenças autoimunes como LES, AR, Síndrome de Sjogren, ES e polimiosite (SADA et al., 

2006; ŠENOLT et al., 2006; TOUSSIROT et al., 2010). As propriedades anti-inflamatórias 

bem documentadas da adiponectina foram assunto de debate no que diz respeito às doenças 

reumáticas inflamatórias (KHALTAEV et al., 2004). Esta discrepância já foi observada em 

estudos que evidenciavam uma produção aumentada de moléculas pró-inflamatórias, como 

IL-6, IL-8, MCP-1 e metaloproteinase de matriz (MMP) após a estimulação da adiponectina 

(LAPPAS; PERMEZEL; RICE, 2005; ROVIN; SONG, 2006). Essa característica pró-

inflamatória pode ser explicada pelo fato de que a adiponectina circula principalmente como 

um hexâmero de baixo peso molecular (LMW) e um multímero de alto peso molecular 

(HMW) que induz respostas específicas de isoformas. Foi descoberto que apenas a 

adiponectina LMW apresenta propriedades anti-inflamatórias e a adiponectina HMW pode ser 

responsável por efeitos pró-inflamatórios (NEUMEIER et al., 2006). Desse modo, a análise 

de isoformas de adiponectina específicas pode ser de grande importância na determinação 

desses diversos efeitos. Além disso existe uma diferença em relação à produção desta 

adipocina de acordo com o sexo do indivíduo, uma vez que ocorre inibição da secreção de 

adiponectina HMW pela testosterona (XU et al., 2005).  

1.7 TRATAMENTO DA ES 

O tratamento da ES ainda se constitui um desafio e deve ser conduzido com uma profunda 

compreensão dos conceitos atuais da patogênese da doença sendo baseado em seus subtipos e 

suas manifestações clínicas. É a doença mais letal do tecido conjuntivo com várias opções de 

tratamento que demonstraram fornecer apenas benefícios modestos a moderados (KOWAL-

BIELECKA et al., 2017).  

Embora os desfechos do tratamento não sejam satisfatórios, agentes imunossupressores e 

imunomoduladores, como corticosteróides, hidroxicloroquina (HCQ), metotrexato (MTX), 

ciclofosfamida (CFM), micofenolato mofetil (MMF) e rituximabe (RTX), estão sendo 
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utilizados atualmente (FURUE et al., 2017). Os corticosteróides inibem a produção de 

citocinas por macrófagos (IL-1 e TNF-α) e linfócitos (IL-2), via inibição da transcrição de 

NF-κB e a HCQ inibe os TLR e reduzem os níveis de IFN-α, estas medicações são utilizadas 

para sintomas como mialgia, artralgia e artrite (BARAUT et al., 2010).  

O MTX inibe os linfócitos T e as moléculas de adesão em sua superfície; o MMF é um 

inibidor da produção de colágeno tipo I e da proliferação de linfócitos; a CFM suprime as 

respostas das células T e B (BARAUT et al., 2010) e o RTX é um anti-CD20, ou seja, um 

depletor de células B. Estes imunossupressores demonstraram benefícios para o tratamento do 

espessamento cutâneo e da DIP (FURUE et al., 2017).  

A bosentana, um inibidor específico da endotelina-1, demonstrou ser eficaz na redução da 

frequência de úlceras digitais recidivantes, mas não alterou a progressão da doença pulmonar 

intersticial em pacientes com ES (BARAUT et al., 2010). 

Algumas terapias emergentes ainda necessitam de estudos mais conclusivos. O 

fresolimumabe, um anticorpo neutralizante que atinge todas as três isoformas do TGF-β, 

também diminui a fibrose da pele com a redução histológica dos miofibroblastos dérmicos. 

Quanto ao anticorpo anti-IL-6 (tocilizumabe), um ensaio randomizado controlado revelou 

uma tendência a reduzir o espessamento da pele em comparação com o placebo, mas não de 

forma significativa (FURUE et al., 2017). 

 A eficácia limitada das terapias disponíveis pode ser explicada por vários fatores, 

incluindo heterogeneidade da doença, falta de compreensão completa da fisiopatologia, uso 

limitado de combinação de medicamentos ou terapia de manutenção. Além disso, a baixa 

incidência da doença dificulta a realização de ensaios clínicos para demonstrar benefício. No 

entanto, muitos avanços no campo foram feitos pelo uso de terapias imunossupressoras que 

pelo menos impediram a progressão da doença. (ELDOMA; POPE, 2018).  

Uma vez que as fases da doença exibem perfis de citocinas diferentes, torna-se 

fundamental que o tratamento seja específico à fase da doença em que o paciente se encontre, 

procurando restabelecer o equilíbrio entre os perfis Th1/Th2 ou Th17/Treg. No futuro, a 

restauração deste equilíbrio mostra-se como uma estratégia terapêutica mais eficaz, assim 

como o tratamento de AR com os moduladores de citocinas. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A patogênese da ES é complexa e ainda pouco compreendida, o que dificulta o 

desenvolvimento de novos medicamentos que sejam realmente eficazes para o tratamento. 

Até o presente momento, estudos que avaliaram os níveis de citocinas pró e anti-inflamatórias 

em indivíduos com ES apresentaram resultados conflitantes. Além disso, há uma escassez de 

estudos que tenham avaliado o perfil de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias 

concomitantemente. Sendo assim, a avaliação do conjunto destas moléculas se faz necessária 

para o maior entendimento da fisiopatologia da ES. O melhor entendimento do envolvimento 

das citocinas na fisiopatologia da ES poderá contribuir para a descoberta de novos 

biomarcadores associados à doença assim como possíveis novos alvos terapêuticos. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os níveis plasmáticos e os perfis de citocinas pró e anti-inflamatórios e de 

adiponectina e determinar modelos preditores que auxiliem no diagnóstico da ES. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Comparar os níveis séricos das citocinas pró e anti-inflamatórias e de adiponectina em 

pacientes com ES e controles saudáveis. 

• Estabelecer os perfis de citocinas (pró e anti-inflamatórios) que predominam em pacientes 

com ES. 

• Propor modelos de predição de ES utilizando as citocinas avaliadas individualmente ou 

em perfis. 
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4 SUJEITOS E MÉTODOS 

 

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO E ASPECTOS ÉTICOS 

 

 Este é um estudo caso-controle que incluiu 117 participantes de ambos os sexos, com 

idade entre 18 e 70 anos, sendo 42 pacientes com diagnóstico de ES (ES difusa: n=7 e ES 

limitada: n=35) atendidos no Ambulatório de Reumatologia do Ambulatório de 

Especialidades do Hospital Universitário (AEHU) da Universidade Estadual de Londrina 

(UEL) e 75 indivíduos saudáveis (grupo controle) selecionados entre doadores de sangue do 

Hemocentro Regional de Londrina. Os critérios de exclusão foram o paciente apresentar 

doenças renais, adrenais, hepáticas, infecciosas agudas e crônicas e oncológicas. O 

diagnóstico de ES foi realizado pelo médico reumatologista de acordo com os critérios 

propostos pelo ACR/ EULAR de 2013 (Van Den Hoogen et al., 2013). 

 A realização dessa pesquisa seguiu as normas de boas práticas clínicas (Organização 

Pan-americana de Saúde, 2005) e foi conduzida de acordo com os princípios expressos na 

Declaração de Helsinki e suas alterações posteriores. O Comitê de Ética em Pesquisa 

Envolvendo Seres Humanos da UEL aprovou o estudo conforme o número CAAE: 

65509817.7.0000.5231, Número do Parecer: 2.183.282 (ANEXO A). O termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi obtido de todos os indivíduos que aceitaram 

participar do estudo (APÊNDICE A). 

 

4.2 DADOS DEMOGRÁFICOS, EPIDEMIOLÓGICOS E ANTROPOMÉTRICOS 

 

 Os dados demográficos, epidemiológicos e antropométricos foram obtidos em uma 

consulta clínica realizada pelo médico reumatologista de acordo com uma ficha de avaliação 

(APÊNDICE B) estabelecida pelos pesquisadores. Informações sobre estilo de vida e 

atividade física foram coletadas. 

 Para os dados antropométricos foram registradas as seguintes informações: peso 

corporal, realizado em uma balança digital com precisão de 0,1 Kg no período da manhã e 

com os indivíduos vestindo roupas leves e sem sapatos; altura, mensurada por um 

estadiômetro com precisão de 0,1 cm; Circunferência abdominal (CA), utilizando uma fita 

métrica na região entre a última costela e a crista ilíaca com os pacientes em pé e expresso em 

cm e o IMC foi calculado pela divisão entre o peso corporal e o quadrado da altura e expresso 

em Kg/m2. A pressão arterial foi aferida utilizando um esfigmomanômetro calibrado, no braço 
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esquerdo dos pacientes, sentados, com no mínimo 5 minutos de repouso (PICKERING et al., 

2005). O diagnóstico de hipertensão arterial foi estabelecido em pacientes cuja pressão arterial 

estava ≥ 140/90 mmHg ou em uso de algum medicamento anti-hipertensivo (JAMES et al., 

2014). 

 

4.3 COLETA DE SANGUE E EXAMES BIOQUÍMICOS 

 

 Após jejum de 12 horas, os pacientes foram submetidos a uma coleta de material 

sanguíneo com punção venosa utilizando tubos estéreis (BD Vacutainer UltraTouch, Franklin 

Lakes, NJ, EUA) de coleta à vácuo com anticoagulante contendo ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA). As amostras foram encaminhadas ao laboratório para a 

realização do cadastro, processamento, separação por centrifugação a 2.500 rpm, 10 min. e 

armazenamento. O plasma foi aliquotado em microtubos de centrifugação de 2 mL 

devidamente identificados com número e iniciais de cada paciente e armazenados em freezer -

80°C até a realização da dosagem de citocinas. 

 

4.4 DOSAGEM DE CITOCINAS 

 

 Os níveis plasmáticos das citocinas pró-inflamatórias (IFN-γ, TNF-α, IL-1β, IL-2, IL-

6) e das anti-inflamatórias (IL-4) e adiponectina foram determinados simultaneamente, 

utilizando kit ProcartaPlex (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Viena, Austria), por 

imunofluorimetria utilizando a plataforma Luminex. Os níveis plasmáticos do TGF-β também 

foram avaliados utilizando o kit ProcartaPlex Human TGF beta 1 Simplex (Invitrogen, 

Thermo Fisher Scientific, Viena, Austria). Os resultados foram expressos em pg/mL 

Após a dosagem, os níveis séricos de citocinas foram transformados nas mesmas 

escalas (escore z) para comparação individual e criação de perfis: 1) Perfis pró-inflamatórios: 

M1 (IL-1β, IL-6, TNF-α), Th1 (IL-2, IFN-γ); 2) Perfis anti-inflamatórios: Th2+Treg (IL-4, 

TGF-β); Th2+ Treg+ adipo (IL-4, TGF-β+ adiponectina) segundo Maes e Carvalho (2018) 

(MAES; CARVALHO, 2018). 

 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise de variância (ANOVA) e análise de tabelas de contigência (teste de Qui-

quadrado) foram utilizadas para avaliar diferenças nos dados nominais e contínuos 
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(demográficos e clínicos) entre os grupos de estudo. Empregamos uma análise multivariada 

de modelo linear geral (GLM) para delinear os efeitos do diagnóstico sobre os níveis de 

citocinas ou escores compostos, enquanto ajustamos para idade, IMC,sexo e etnia. Quando a 

análise GLM multivariada mostrou efeitos significativos, o teste  de efeito entre os sujeitos foi 

empregado para verificar os efeitos do diagnóstico (e variáveis confundidoras) nas citocinas 

ou nos escores compostos. A média marginal estimada do modelo generalizado, com desvio 

padrão (DP), foram computados. Os resultados das comparações múltiplas foram corrigidos 

com p para taxa de falsas descobertas (FDR) (Benjamini e Hochberg, 1995). As associações 

entre as variáveis foram avaliadas usando os coeficientes de correlação de Pearson. 

Utilizamos a análise de regressão logística binária para delinear os melhores preditores de ES 

(como variável dependente e não-ES como grupo referência); os 8 níveis de citocinas ou 

escores compostos ponderados pela unidade z foram usados como variáveis explicativas. 

Análises de regressão sempre foram verificadas por multicolinearidade e todos os resultados 

foram bootstrapped (2000 bootstraps) e os últimos resultados foram mostrados se houver 

diferenças entre os resultados bootstrapped e não bootstrapped. Todas as análises estatísticas 

foram realizadas usando IBM SPSS, versão do Windows 24. A significância estatística foi 

estabelecida em α<0,05 (bicaudais). Com base nos conhecidos perfis de citocinas M1, Th1, 

Th2 e Treg (MAES; CARVALHO, 2018), calculamos as pontuações compostas ponderadas pela 

unidade z representando esses fenótipos da seguinte forma: 

1) Macrófago M1: computado como valor de z  IL-1 (zIL-1) + zIL-6 + zTNF-α; 

2) Perfil Th1: computado como zIFN-γ + zIL-2; 

3) M1+ Th1: computado como zIL-1 + zIL-6 + zTNF-α + zIL-2 + zIFN-γ 

4) Th2 + perfil  Treg: computado como zIL-4 + zTGF-β; 

5) Th2+Treg+adipo: computado como zIL-4 + zTGF-β+ z adiponectina, e refletindo um 

índice anti-inflamatório e regulatório imune. 

6) M1+Th1/ Th2+Treg: computado como z(zIL-1 + zIL-6 + zTNF-α + zIL-2 + zIFN-γ) – 

z(zIL-4 + zTGF-β); 

7) M1+ Th1/ Th2+ Treg+ adipo: computado como z(zIL-1 + zIL-6 + zTNF-α + zIL-2 + zIFN-

γ) – z(zIL-4 + zTGF-β+z adiponectina) 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Os resultados obtidos neste trabalho foram apresentados e discutidos em um artigo 

científico intitulado: INCREASED ADIPONECTIN, TH2, AND TREG RESPONSES IN 

PATIENTS WITH SYSTEMIC SCLEROSIS: USE AS A PREDICTOR OF 

DIAGNOSIS e será submetido à revista CLINICAL AND EXPERIMENTAL MEDICINE. 
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ABSTRACT 

 

Immune dysregulation is a central process in the pathogenesis of Systemic Sclerosis (SSc). 

The main objective of this study was to evaluate pro- and anti-inflammatory cytokine profiles 

and adiponectin and to determine predictive models that aid in the diagnosis of SSc. 117 

patients were selected, 42 patients with systemic sclerosis and 75 healthy individuals. 

Cytokines were evaluated individually and in profiles. Pro-inflammatory profiles: M1 (IL-1β 

+ IL-6 + TNF-α), Th1 (IL-2+ IFN-γ). The anti-inflammatory cytokines formed the profile Th2 

+Treg: (IL-4 + TGF-β) and the anti-inflammatory system (IL-4 + TGF-β + Adiponectin). 

Diagnosis of SSc was strongly associated with altered cytokine levels, accounting for 67.6% 

of its variance, with a strong impact on IL-2 (43.7%), IL-4 (26.0%), IL -6 (12.7%), TGF-β 

(19.3%) and adiponectin (24.2%). The results also showed that the diagnosis is mainly 

involved in the Th2 and Treg profiles, explaining 37.9% of their variation. When adiponectin 

was added to the anti-inflammatory profile, the effect was increased to 45.7%. In addition, a 

statistical model was proposed using pro (IL-2 and IFN-γ) and anti-inflammatory (TGF-β 

and adiponectin) cytokines to predict SSc with high sensitivity (100%) and specificity 

(91.7%). SSc patients had a predominance of the anti-inflammatory response and these 

findings may be responsible for the fibrotic characteristic of the disease. This is a first study 

that demonstrated higher levels of adiponectin in SSc patients than controls. More studies are 

necessary to confirm the present results as well as to investigate the contradictory findings on 

adiponectin. 

 

Key words: Systemic sclerosis; Scleroderma; Cytokines; Adiponectin. 

 

INTRODUCTION 

 Systemic sclerosis (SSc) is a rare autoimmune disorder characterized by multiorgan 

fibrosis, vascular involvement, and production of autoantibodies. SSc exhibits a severe 

prognosis associated with specific organ involvements and premature mortality and can still 

be considered as an disease of difficult therapeutic control [1]. Although certain cardinal 

manifestations, such as Raynaud’s phenomenon and gastroesophageal reflux are often early 
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clinical manifestations, other clinical features can be present in SSc such as fatigue, myalgia, 

arthralgia [2]. 

SSc can generally be classified into one of two major disease subsets based on the 

extent of skin involvement: those with proximal involvement are classified as diffuse 

cutaneous SSc, whereas those with restricted involvement affecting the limbs distal to the 

elbows or knees, with or without face and neck involvement, are classified as limited 

cutaneous systemic sclerosis. A small number (<5%) of patients have clinical features (most 

commonly Raynaud’s phenomenon, digital ulcers, and pulmonary arterial hypertension) and 

autoantibodies that are specific to SSc, but no skin involvement (so-called sine scleroderma) 

[2]. 

Vascular injury is an early event in scleroderma. It precedes fibrosis and involves 

small vessels, particularly the arterioles. The vascular damage, which occurs in virtually all 

organs, consists of large gaps between endothelial cells, loss of integrity of the endothelial 

lining, and vacuolization of endothelial-cell cytoplasm. In addition, there are several basal 

lamina-like layers, perivascular infiltrates of mononuclear immune cells (with rare 

lymphocytes) in the vessel wall, obliter ative microvascular lesions, and rarefaction of 

capillaries. The remarkable paucity of small blood vessels is a characteristic finding in later 

stages of scleroderma [3]. 

Immune dysregulation is a central process in the pathogenesis of SSc. Lymphocytes 

and macrophages produce cytokines, which induce tissue damage, recruit additional 

inflammatory cells, and promote extra-cellular matrix production and fibrosis. The 

classification in Th1/Th2 cytokines aims to differentiate on one side, the Th1 group  which 

produces interferon-gamma (IFN-γ), tumor necrosis factor- alfa (TNF-α), interleukin -1(IL-1), 

IL-2, and IL-12,  defined as cytokines involved in the cellular immune response, and on 
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another side, the Th2 group, which produces IL-4, IL-13, IL-5, IL-6, and IL-10, which 

includes the cytokines involved in humoral immune response. Other cytokines such as Th17, 

which include IL-17, IL-21, IL-22 play a major role in inflammation and T regulatory cell 

(Treg) involved in the immune tolerance process wich produces IL-10 and TGF-β were added 

to this classification [4]. The Th1/Th2-cell immune response plays a pivotal role in the 

development of the disease, but it has also been demonstrated that Th17 and Treg cells 

participate in the pathogenesis of SSc. It is postulated that an imbalance in cytokines 

production by these cell subsets drives inflammation in the early stages (disease duration<3 

years) of the disease (Th1 and Th17 predominantly) and fibrosis in the later stages (disease 

duration> 6 years) of SSc (Th2 predominantly) [5]. 

               In turn, adiponectin, a cytokine mainly produced by adipocytes, functions as one of 

anti-inflammatory and anti-fibrotic factors in healthy individuals (Rovin and Song, 2006) and 

its aberrant expression has been reported in various pathological conditions. For instance, 

serum adiponectin levels are elevated in a certain subset of autoimmune diseases, including 

systemic lupus erythematosus (SLE), rheumatoid arthritis (RA), inflammatory bowel disease, 

and type 1 diabetes mellitus [7–9]. Indeed, studies on circulating adiponectin in patients with 

SSc compared to those with controls have shown mixed results [10]. 

               Studies that assessed cytokine levels in patients with S S c  are quite scarce 

[4,5,11], and   studies that have concomitantly evaluated those cytokines with adiponectin 

in SSc are still scarcest [12,13] while there is insufficient information whether these 

cytokine or cytokine profiles may be used as laboratory biomarkers for SSc.  In addition, 

cytokines quantification is often performed without considering pro and anti-inflammatory 

responses in the same patient. Hence, the main objective of this study is to evaluate cytokine 

profiles and the pro and anti-inflammatory in SSc patients as well as to determine models 

of cytokine profiles which could help to predict the diagnosis. 
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SUBJECTS AND METHODS 

Subjects 

This study recruited 117 individuals. Forty two patients with SSc (SSc diffuse n=7 and SSc 

limited n=35) were selected from the ambulatory of Rheumato logy of the University 

Hospital of Londrina, Paraná, Brazil and 75 were healthy controls. The diagnosis of SSc 

was determined by ACR/EULAR classification criteria for SSc [14]. Exclusion criteria were 

acute or chronic infectious, oncological, renal, adrenal and hepatic diseases. Information on 

lifestyle factors such as, smoking and physical activity, and medical history was obtained at 

clinical evaluation. The individuals of both groups self-reported that they did not drink 

alcohol regularly. This study was conducted according to the guidelines laid down in the 

Declaration of Helsinki and all procedures involving human subjects/patients were 

approved by the Ethical Committee of the University of Londrina, Paraná, Brazil (CAAE: 

65509817.7.0000.5231). Written informed consent was obtained from all subjects. 

Anthropometric and Blood Pressure Measurements 

Anthropometric measurements were assessed. Body weight was measured to the 

nearest 0.1 kg in the morning by using an electronic scale, with individuals wearing light 

clothing and no shoes; height was measured to the nearest 0.1 cm by using a stadiometer. 

BMI was calculated as weight (kg) divided by height (m) squared. Waist circumference 

was measured on standing subjects midway between the lowest rib and the iliac crest. 

Three blood pressure measurements were taken with a calibrated sphygmomanometer 

and a 1-min interval between on the left arm of seated patients. Subjects with blood pressure 

≥ 140-90 mmHg or in the use of antihypertensive medications were considered to have 

arterial hypertension [15]. 
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Cytokines Plasma Levels 

After fasting for 12 h, venous blood was withdrawn with ethylenediaminetetraacetic acid 

(EDTA) using sterile tubes (BD Vacutainer UltraTouch; Franklin Lakes, NJ, USA). Whole 

blood was centrifuged at 2500 r.p.m. for 10 min and plasma samples were separated and 

divided into aliquots and then stored at − 80 °C for subsequent analysis. Levels of IFN-γ, 

TNF-α, IL-1β, IL-2, IL-4 , IL-6 and adiponectin were performed using kit ProcartaPlex 

(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Viena, Austria) and TGF-β was performed using 

ProcartaPlex Human TGF beta 1 Simplex (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Viena 

Austria) both techniques for Luminex® platform. Cytokines were analyzed individually and 

in profiles as follows: Pro-Inflammatory: macrophagic M1: computed as z interleukin-1 

(zIL-1) + zIL-6 + zTNF-α; Th1: zIL-2+ zIFN-γ; M1+ Th1: computed as zIL-1 + zIL-6 + 

zTNF-α + zIL-2 + zINF-γ; Anti-Inflammatory: Th2 + Treg: computed as zIL-4 + zTGF-β; 

Th2+Treg+adip: computed as zIL-4+ zTGF-β+ z adip [16]. 

Statistical Analysis 

We used analysis of variance (ANOVA) to assess differences in scale variables among 

diagnostic groups, and analysis of contingency tables (Χ2 test) to check associations between 

nominal variables. The continuous variables were expressed as mean±SD and interquartile 

range (q 25 and q75) values. We employed multivariate general linear model (GLM) analysis 

to delineate the effects of diagnosis on cytokine levels or composite scores while adjusting for 

age, BMI and sex. When the multivariate GLM analysis showed significant effects of 

diagnosis, we used tests for between-subject effects to check the effects of diagnosis (and 

extraneous variables) on cytokines or the composite scores. Model-generated estimated 

marginal mean values with SE were computed. Results of multiple comparisons were p-

corrected for false discovery rate (FDR) [17]. Associations between variables were assessed 
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using Pearson’s product moment correlation coefficients. We used binary logistic regression 

analysis to delineate the best predictors of scleroderma (as dependent variable and no-

scleroderma as reference group); the 8 cytokine levels or z unit weighted composite scores 

were used as explanatory variables. Regression analyses were always checked for 

multicollinearity and all results were bootstrapped (2000 bootstraps) and the latter results are 

shown if there are differences between the bootstrapped and non-bootstrapped results. All 

statistical analyses were performed using IBM SPSS, Windows version 24. Statistical 

significance was set at alpha <0.05 (two tailed). Based on the known M1, Th1, Th2 and Treg 

cytokine profile [16] we have computed z unit weighted composite scores representing these 

phenotypes as follows: 

1) macrophagic M1 profile: computed as z value of interleukin IL-1 (zIL-1) + zIL-6 +  

zTNF-α; 

2) Th1 profile: computed as zIFN-γ + zIL-2; 

3) M1+ Th1: computed as zIL-1 + zIL-6 + zTNF-α + zIL-2 + zINF-γ 

4) Th2 + Treg profile: computed as zIL-4 + zTGF-β; 

5) Th2+Treg+adipo: computed as zIL-4 + zTGF-β+ z adiponectin, and reflecting an anti-

inflammatory and immune regulatory index; 

6) M1+Th1/ Th2+Treg: computed as z(zIL-1 + zIL-6 + zTNF-α + zIL-2 + zIFN-γ) – z(zIL-4 

+ zTGF-β); 

7) M1+ Th1/ Th2+ Treg+ adipo: computed as z(zIL-1 + zIL-6 + zTNF-α + zIL-2 + zIFN-γ) – 

z(zIL-4 + zTGF-β + z adiponectin) 
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RESULTS 

SSc patients had a mean disease duration of 11.56 (6.65) years. Regarding the clinical 

manifestations, 25 (59.5%) patients were affected by pulmonary fibrosis, 18 (42.8%) patients 

had pulmonary hypertension evidenced by the echocardiogram and 6 (14.2%) patients had 

digital ulcers. The laboratory data showed 37 (88%) patients antinuclear antibody (ANA) 

positive , 6 (14.2%) patients had positive anti-Scl-70 and 38 (90.4%) had positive anti-

centromere. The medicatios used by the patients were: cyclophosphamide (CFM) (n=3; 

7.1%), rituximab (RTX) (n=3; 7.1%), mycophenolate mofetil (MMF) (n=11; 26.1%), 

methotrexate (MTX) (n=13; 30.9%), azathioprine (AZA) (n=1; 2.3%), amlodipine (AMLO) 

(n=16; 38%), bosentan (n=4; 9.5%), hydroxychloroquine (HCQ) (n=7; 16.6%) (data not 

shown). 

  Table 1 shows the socio-demographic and biomarker data of patients with SSc and 

healthy controls. There were no significant differences in BMI, smoking and systolic and 

diastolic blood pressure between both groups. There were somewhat more women in the 

scleroderma group than in controls, whilst there were more Caucasians than non-Caucasians 

in the scleroderma group as compared with controls. Without p-correction and without 

adjustment for possible effects of extraneous variables we found that IL-6, IL-2, IL-4, and 

TGF-β as well as adiponectin were significantly higher in scleroderma patients than in 

controls. There were no significant differences in IL-1β, TNF-α, IFN-γ between both study 

groups. In Table 2 we further examine these differences after considering the effects of age, 

sex, ethnicity and BMI. 

Table 2 shows the results of a multivariate GLM analysis with the 8 cytokine levels as 

dependent variables and diagnosis (scleroderma versus controls) as primary explanatory 

variable, while adjusting for sex, ethnicity, age and BMI. Tests for between-subject effects 

showed that IL-6, IL-2, IL-4, TGF-β and adiponectin were significantly different between 

both study groups. There was a strong association between diagnosis and IL-2 (explaining 

43.7% of the variance), IL-4 (26.0% of the variance), adiponectin (24.2% of the variance) and 

moderate association between diagnosis and TGF-β (19.3% of the variance) and IL-6 (12.7% 

of the variance). These differences remained significant after p-correction for FDR. Table 2 
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shows that there were no significant effects of sex, age and BMI on the cytokine levels. Also 

smoking did not have a significant effect on the cytokine levels (F=0.50, df=8/57, P=0.850). 

We have also examined the effects of medication drugs on the cytokines (by entering these 

data in the multivariate GLM analysis) and could not find any. Thus, there were no significant 

effects of HCQ (F=0.23, df=8/58, p=0.989; n=6), MTX (f=1.40, df=8/58, df=0.217; n=13),  

ANLO (F=0.88, df=8/58, p=0.542; n=16) and MMF (F=1.63, df=8/58, p=0.135; n=10) on the 

cytokine levels. 

Table 3 shows the model-generated estimated marginal means (in z transformations) 

obtained by this GLM analysis. IL-6, IL-2, IL-4, TGF-β and adiponectin were significantly 

higher in patients with scleroderma than in healthy controls.  

 Table 4 shows the results of a multivariate GLM analysis with the 7 z-unit weighted 

composite scores as dependent variables and diagnosis as primary explanatory variable, while 

adjusting for sex, ethnicity, age and BMI. Tests for between-subject effects showed 

significant associations between diagnosis and Th1, M1+Th1, Th2+Treg, M1+Th1/Th2+Treg, 

Th2+Treg+adiponectin, and M1+Th1/Th2+Treg+adiponectin. All these differences remained 

significant after p-correction for FDR. Table 4 shows that without p–correction there was an 

association between BMI and the 7 z-unit weighted composite scores (P=0.039). However, 

after p-correction for FDR this association was no longer significant (P=0.078). Also, not one 

of the tests for between-subjects effects showed (after p-correction) a significant association 

between BMI and the composite scores. Smoking did not have any significant effect on the 

composite scores (F=0.53, df=4/61, P=0.716). Moreover, we could not find any effects of 

HCQ (F=0.21, df=4/62, P=0.932), MTX (F=1.03, df=4/62, P=0.400), ANLO (F=1.23, 

df=4/62, P=0.310) and MMF (F=0.61, df=4/62, P=0.658). 

Interestingly, there were significant associations between M1 and Th1 (r=0.540, 

P<0.001, n=84), M1 and Th2+Treg (r=0.557, P<0.001, n=83) Th1 and Th2+Treg (r=0.513, 

P<0.001, n=83) and among M1+Th1 and Th2+Treg (r=0.594, P<0.001, n=83). These 

correlations allowed the profiles to be evaluated together by the GLM multivariate analysis. 
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Table 5 shows that Th1, M1+Th1, Th2+Treg, and Th2+Treg+adiponectin were 

significantly higher in scleroderma as compared with controls, while M1+Th1/Th2+Treg and 

M1+Th1/Th2+Treg+adiponectin were significantly lower in scleroderma patients than in 

controls.  

 Table 6 shows the results of 2 binary logistic regression analyses with scleroderma as 

dependent variable and or the composite scores or the cytokines as explanatory variables. The 

first regression analysis showed that scleroderma was significantly discriminated from 

controls using Th2+Treg+adiponectin (positive association) and M1 (negative association) as 

explanatory variables (Χ2=55.09, df=2, P<0.001, Nagelkerke=0.726); 84.5% of all subjects 

were correctly classified with a sensitivity of 85.7% and a specificity of 83.3%. The second 

regression analysis shows that scleroderma was associated with IL-2, TGF-β and adiponectin 

(all positively) and IFN-γ (negatively) (Χ2=67.76, df=4, P<0.001, Nagelkerke=0.820); 95.8% 

of all subjects were correctly classified with a sensitivity of 100% and a specificity of 91.7%. 

DISCUSSION  

 

The major finding of the present study is that there was a highly significant 

association between SSc and cytokine as well as adiponectin levels, explaining 67.6% of their 

variance, with a particularly strong impact on IL-2, IL-4, adiponectin, and a moderate impact 

on TGF-β and IL-6. In the present study, we demonstrated that patients with SSc had higher 

plasma levels of IL-2, IL-4, IL-6, TGF-β, and adiponectin. In relation to cytokines profile, our 

data demonstrated that diagnosis involves mainly Th2 and Treg profile, explaining 37.9% of 

their variation. When adiponectin was added to anti-inflammatory profile, the effect was 

increased to 45.7%. In addition, the present study proposes a statistical model using pro (IL-2 
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and INF-γ) and anti-inflammatory cytokines (TGF-β and adiponectin) to predict SSc with 

high sensitivity (100%) and specificity (91.7%). 

Macrophages M1 are characterized by the production of pro-inflammatory 

cytokines as IL-1, IL-6 and TNF-α [18]. In the present study, serum levels of IL-6 in patients 

with SSc were significant higher when compared with healthy controls, unlike IL-1 and 

TNF-α which did not show significant increase. Our study agree with Dantas et al. (2018) that 

demonstrate no significative levels of TNF-α in SSc. On the other hand, Gourh et al. (2009) 

observed higher levels of TNF-α in early SSc [19]. 

 IL-6 serum levels are increased in SSc [20–22]. Multiple lines of evidence indicate 

that IL-6 is also critical in SSc pathogenesis and our data evidenced higher IL-6 levels in 

patients with this disease than in controls. IL-6 is a multifunction cytokine that plays a key 

role in acute phase responses, regulates cell proliferation, activation, and differentiation . 

Furthermore, IL-6 induces collagen production by dermal fibroblasts in the presence of trans-

signaling by soluble IL-6 receptor  and participates in the imbalanced degradation of  

extracellular matrix (ECM) that is controlled by matrix metalloproteinases (MMP) and their 

inhibitors [23]. Furthermore, an IL-6 targeted therapy in SSc seems to be promising [24,25].  

Our study, in reverse of others [26,27], did not show elevations in IL-1β serum levels 

in SSc patients, probably because this cytokine is implicated in the early stages of disease 

pathogenesis [4,28] and our patients already had a more advanced disease. In terms of IL-1β, 

which is mainly released by macrophages, it can exert inflammatory effects on fibroblasts and 

the endothelium [27]. IL-1β has other crucial functions such as inducing leukocyte 

recruitment to the site of injury, inducing proinflammatory mediators, and increasing the 

expression of TGF-β, which is a key profibrotic growth factor [29,30]. Furthermore, it has 
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been found that IL-1β and TGF-β2 can act synergistically to drive endothelial to 

mesenchymal transition [31].  

In our study, the Th1 profile was represented by cytokines IL-2 and IFN-γ and it was 

demonstrated a strong association between the diagnosis of SSc and serum levels of IL-2 

which corroborates with other studies that also showed elevated  serum levels of this cytokine 

in comparison to healthy controls [5,32]. IL-2 is known to be secreted in response to the 

mitogenic or antigenic stimulation of T cells wich then promote proliferation and maturation 

of activated B and T cells. Furthermore IL-2 favours the expansion of effector Treg cells [33]. 

In addition, a previous study demonstrated that IL-2 levels were identified predominantly 

among patients with the rapidly progressive disease and with the difuse SSc, suggesting a role 

of this pro-inflammatory cytokine in disease activity [34]. On the other hand, our study did 

not demonstrate significant levels of IFN-γ. The majority of studies demonstrating increased 

expression of IFN-γ in SSc patients were in patients with the disease at an early stage, with 

less than 3 years in duration [35,36]. The dysregulation in IFN-γ and IFN-γ inducible genes is 

implicated in the pathogenesis of SSc [37,38]. Moreover, increased expression of “ interferon 

signature” has been identified in peripheral blood of SSc patients [39]. However, our data 

demonstrated that only 6.9% Th1 variation subset depends on diagnosis of SSc. 

In the present study, we showed an increase in the Th2 response compared to the Th1 

response, which corroborates with other studies [5,40,41] that also show a greater 

participation of this response in the pathophysiology of the disease. Classic Th2 cytokines 

include IL-4, IL-5 and IL-13. IL-4 is a multifunctional cytokine produced by activated Th2 

cells. A widely held assumption is that monocytes are the predominant source of pro-fibrotic 

mediators responsible for fibrosis; however, Th2 cells are a potent source of pro-fibrotic 

mediators and elucidation of their co-operative roles will yield new drug targets [42]. Our 

study is in agreement with others [43,44]. IL-4 is critical in polarizing the Th2 response 
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mediated through its receptor and STAT6 [45]. In  vitro studies IL-4 has been reported to 

stimulate proliferation of fibroblasts [46,47] and induce differentiation of fibroblasts to 

myofibroblasts, which play a key role in the development of fibrosis [48]. Moreover, IL-4 can 

directly stimulate collagen biosynthesis in human fibroblasts [45,49]. Activation and 

accumulation of fibroblasts and excessive deposition of extracellular matrix (ECM), 

especially collagen, are the predominant pathways which lead to fibrosis [50]. 

Tregs, comprising about 5–15 % of the CD4+ Tcell compartment, are responsible for 

maintaining immunologic self-tolerance and preventing potentially damaging autoimmune 

and protective immune responses. The regulatory function of Tregs consists in suppression of 

activated effector T cells and antigen-presenting cells and is mediated by a variety of 

mechanisms. These mechanisms include production of suppressive cytokines, such as TGFβ 

and IL-10 [33]. Evidence for functional and numerical changes in Treg cells in SSc has been 

demonstrated in several studies, but the role of Treg cells in SSc is still controversial. 

Radstake et al. [51] demonstrated an increase in the total number of Treg cells in SSc patients, 

but these cells had a diminished functional capacity to suppress effector CD4+ T cells, which 

depended on an unidentified serum factor. Some studies have shown that the number of Treg 

cells in skin and peripheral blood lesions of ES patients is significantly increased [52]. 

However, other studies have shown that, in comparison to healthy individuals, the number of 

Treg cells in SSc patients is reduced and they exhibit an abnormal function [53,54]. 

The Treg profile was represented by TGF-β in our study.The results obtained in the 

present study are in agreement with previous [55] that also showed an increase in TGF-β 

levels in patients with SSc compared to controls. TGF-β is a key fibrogenic cytokine that 

regulates a multitude of biological functions including cell proliferation, differentiation, 

apoptosis, tissue homeostasis and regeneration [4,11]. Due to its diversified activities, 

malfunctions in TGF-β-related processes can lead to severe, multifaceted diseases. The extent 
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of TGF-β involvement in vasculopathy characteristic of SSc remains relatively unknown, but 

its homeostatic functions in both endothelial cells and vascular smooth muscle cells 

(VSMCs), as well as its role in tissue fibrosis, have made TGF-β an attractive target for 

multiple drug development [56–58] . Analysis of SSc patient skin biopsy specimens 

demonstrated levels of TGF-β signaling to parallel disease severity as measured by the 

modified Rodnan Skin Score (mRSS) [59]. Together, our outcome confirms the robust 

impact of Th2 and  Treg profile cytokines in the pathophysiology of SSc. 

  In contrast to the others [10,13,60] our study evidenced high levels of adiponectin in 

SSc patients compared to controls. Adiponectin is a 30 kDa plasma cytokine mainly produced 

in white adipose tissue by mature adipocytes and non-fat cells, although it can also be found 

in skeletal muscle cells, cardiac myocytes and endothelial cells. Its secretion is suppressed by 

TNF-α and its production is also regulated by other proinflammatory cytokines, like IL-6 

[61]. Although controversial, some studies have shown an increase in adiponectin in 

autoimmune diseases such as systemic lupus erythematosus, rheumatoid arthritis, Sjogren's 

Syndrome, SSc and polymyositis [8,62]. This proinflammatory feature can be explained by 

the different isoforms. This adipokine circulates primarily as a low molecular weight hexamer 

(LMW) and a high molecular weight multimer (HMW) that induces specific isoform 

responses. It has been found that only adiponectin LMW exhibits anti-inflammatory 

properties and adiponectin HMW may be responsible for pro-inflammatory effects [63]. Thus, 

the analysis of specific adiponectin isoforms may be of great importance in the determination 

of these opposite effects.  

In order to interpret the cytokine profiles in SSc we have computed specific 

cytokine indexes as explained elsewhere [16]. Firstly, the cytokines values were transformed 

or standardized into z scores, which allows comparing variables with different units or 

scales. Secondly, z unit weighted composite scores were computed based on immune 
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phenotype patterns including inflammatory profile (M1 and Th1) and anti-inflammatory 

profile (Th2, Treg, and adiponectin). This procedure revealed that the Th2, Treg, and 

adiponectin are all strongly activated and interconnected in SSc.  

The main limitation of the cross-sectional design, which does not allow make 

inferences on causal relationships. A second limitation is that the majority of patients had the 

limited form of SSc and this makes it difficult to extrapolate the data to the diffuse form. Our 

patients also had a long duration of disease and this cytokine profile may not reflect the 

disease in the early stages. However, the present study also has several strengths. First, to 

our knowledge, this is the first study to evaluate cytokine profiles in patients with SSc 

using the new z unit weighted composite scores reflecting cytokine profiles. Secondly, 

cytokines levels were evaluated with a Luminex® platform, a more sensitive technology than 

ELISA. The third strength is that this study combines a multivariate statistical approach, 

which allows controlling for many possible confounding variables including sex, age, BMI 

and ethnicities. 

In conclusion, patients with SSc showed an increase in the pro-inflammatory and anti-

inflammatory response, with anti-inflammatory response predominance. This finding may be 

responsible for the fibrotic characteristic of the disease. In addition, this is the first study that 

demonstrated higher adiponectin levels in SSc patients. More studies are necessary to confirm 

the present results as well as to investigate the contradictory findings on adiponectin, 

especially verifying the levels of its specific isoforms. 
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Table 1- Socio-demographic and laboratorial data in both healthy controls (HC) and 

patients with scleroderma 

Variable 

 

HC  

(n= 75) 

Scleroderma  

(n= 42) 

F/X2/ Y df P value 

Ethnicity (C/NC) 55/20 39/3 6.50 1 0.011 

Sex (F/M) 54/21 39/3 7.18 1 0.007 

Smoking (yes/no) 6/69 3/38 0.02 1 0.895 

Age (years) 49.4 (7.2) 53.0 (12.6) 3.89 1/115 0.051 

BMI (kg/m2) 26.0 (4.0) 25.2 (5.6) 0.74 1/105 0.393 

SBP (mmHg) 120.1 (19.8) 118.2 (16.7) 0.23 1/107 0.631 

DBP(mmHg) 77.1 (12.6) 72.6 (10.1) 3.66 1/107 0.058 

IL-1β (pg/mL) 0.014 (0.014-0.374) 0.085 (0.085-0.085) 0.91 1/82 0.342 

IL-6 (pg/mL) 0.022 (0.021-6.583) 0.807 (0.417-2.931) 8.28 1/82 0.005 

TNF-α (pg/mL) 0.100 (0.100-0.100) 0.228 (0.085-0.746) 2.92 1/82 0.91 

IL-2 (pg/mL) 0.001 (0.001-0.001) 0.100 (0.001-0.619) 73.96 1/82 <0.001 

IFN- γ (pg/mL) 0.549 (0.100-1.674) 0.602 (0.016-1.514) 2.10 1/82 0.151 

IL-4 (pg/mL) 0.042 (0.042-0.042) 0.118 (0.118-1.807) 30.52 1/82 <0.001 

TGF-β (pg/mL) 649 (254-1848) 1698 (1247-2240) 23.44 1/98 <0.001 

Adiponectin (pg/mL) 11.791(6719-17206) 27.728 (20000-36250) 28.32 1/95 <0.001 

 

Data are expressed as mean (±SD) or median (25%-75%). 

C: Caucasian, NC: Not Caucasian, F: Female, M: Male, BMI: Body Mass Index,SBP: Systolic Blood 

Pressure IL; DBP: Diastolic Blood Pressure;IL: Interleukin, TNF-α: Tumor Necrosis Factor alpha, 

IFN-γ: Interferon gamma, TGF-β: Transforming Growth Factor beta. 
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Table 2- Results of multivariate General Linear Model (GLM) analysis with the 

cytokines levels (in Z transformation) as dependent variables 

 

 

Type tests Dependent Variables Explanatory 

variables 

F df P value  Partial Eta 

Squared 

Multivariate all 8 cytokines Diagnosis 15.39 8/59 <0.001 0.676 

Sex 0.99 8/59 0.454 0.118 

Age 1.18 8/59 0.328 0.138 

BMI 

Ethnicity 

1.86 

1.386 

8/59 

8/59 

0.083 

0.222 

0.202 

0.161 

Between-

subject effects 

IL-1β Diagnosis 0.85 1/73 0.360 0.011 

IL-6 Diagnosis 10.63 1/73 0.002 0.127 

TNF-α Diagnosis 3.46 1/73 0.067 0.045 

IFN- γ Diagnosis 2.68 1/73 0.106 0.035 

IL-2 Diagnosis 56.63 1/73 <0.001 0.437 

IL-4 Diagnosis 25.67 1/73 <0.001 0.260 

TGF-β Diagnosis 21.24 1/73 <0.001 0.193 

 adiponectin Diagnosis 27.49 1/73 <0.001 0.242 

 

BMI: body mass index; IL: Interleukin; TNF-α: Tumor Necrosis Factor alpha; IFN-γ: Interferon 

gamma; TGF-β: Transforming Growth Factor beta; df: degree of freedom 
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Table 3- Model-derived estimated marginal mean (SE) values (in z transformation after 

logarithm natural transformation) of all cytokines in healthy controls (HC) and patients 

with Systemic Sclerosis (SSc) 

  

          

Variables HC SSc P value 

IL-1β -0.07 (0.20) + 0.15 (0.24) 0.360 

IL-6 -0.08 (0.18) +0.65 (0.22)               0.002 

TNF-α -0.03 (0.18) +0.39 (0.22) 0.067 

IFN- γ +0.17 (0.18) -0.21 (0.22) 0.106 

IL-2 -0.67 (0.14) +0.67 (0.17) <0.001 

IL-4 -0.46 (0.16) +0.56 (0.20) <0.001  

TGF-β -0.39 (0.13) +0.56 (0.19) <0.001 

adiponectin -0.46 (0.11) +0.46 (0.16) <0.001 

    

HC: Healthy Controls; IL: Interleukin; TNF-α: Tumor Necrosis Factor alpha; IFN-γ: Interferon 

gamma; TGF-β: Transforming Growth Factor beta. 
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Table 4- Outcome of a multivariate General Linear Model (GLM) analysis with the 7 z-

unit weighted composite scores as dependent variables and Systemic Sclerosis as 

primary explanatory variable, while adjusting for age, sex and BMI as covariates 

 

 

Type tests Dependent variables Explanatory 

variables 

F df P value Partial eta 

squared 

Multivariate all 7 composite scores Diagnosis 15.03 4/63 <0.001 0.488 

Sex 1.87 4/63 0.126 0.106 

Age 1.88 4/63 0.125 0.107 

BMI 

Ethnicity 

2.70 

1.658 

4/63 

4/63 

0.039 

0.101 

0.146 

0.116 

Between-subject 

effects 

M1 Diagnosis 3.80 1/66 0.056 0.054 

Th1 Diagnosis 4.91 1/66 0.030 0.069 

M1+ Th1 Diagnosis 5.90 1/66 0.018 0.082 

Th2+Treg Diagnosis 40.20 1/66 <0.001 0.379 

M1+ Th1/ Th2+Treg Diagnosis 10.97 1/66 0.002 0.142 

Th2+Treg+adipo Diagnosis 55.45 1/66 <0.001 0.457 

M1+Th1/Th2+Treg+adipo Diagnosis 14.06 1/66 <0.001 0.176 

BMI: body mass index 

1) macrophagic M1 profile: computed as z value of interleukin IL-1 (zIL-1) + zIL-6 + zTNF-
α; 

2) Th1 profile: computed as zIFN-γ + zIL-2; 
3) M1+ Th1: computed as zIL-1 + zIL-6 + zTNF-α + zIL-2 + zIFN-γ 
4) Th2 + Treg profile: computed as zIL-4 + zTGF-β; 

5) Th2+Treg+adipo: computed as zIL-4 + zTGF-β+ z adiponectin, and reflecting an anti-
inflammatory and immune regulatory index; 

6) M1+Th1/ Th2+Treg: computed as z(zIL-1 + zIL-6 + zTNF-α + zIL-2 + zIFN-γ) – z(zIL-4 
+ zTGF-β); 
7) M1+ Th1/ Th2+ Treg+ adipo: computed as z(zIL-1 + zIL-6 + zTNF-α + zIL-2 + zINF-γ) – 

z(zIL-4 + zTGF-β+z adiponectin) 
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Table 5- Model-derived estimated marginal mean (SE) values of 8 composite scores in 

healthy controls (HC) and patients with Systemic Sclerosis (SSc) 

 

 

Variables HC SSc P value  

    

M1 -0.01 (0.20) +0.49 (0.24) 0.056  

Th1 -0.26 (0.19) +0.27 (0.23) 0.030  

M1+ Th1 -0.14 (0.19) +0.44 (0.23) 0.018  

Th2+ Treg -0.60 (0.16) +0.65 (0.19) <0.001  

M1+Th1/ Th2+Treg +0.52 (0.20) -0.26 (0.23) 0.002  

Th2+ Treg + adipo -0.76 (0.15) +0.58 (0.17) <0.001  

M1+ Th1/ Th2+ Treg+ adipo +0.59 (0.18) -0.24 (0.21) <0.001  

 

1) macrophagic M1 profile: computed as z value of interleukin IL-1 (zIL-1) + zIL-6 + zTNF-
α; 

2) Th1 profile: computed as zIFN-γ + zIL-2; 
3) M1+ Th1: computed as zIL-1 + zIL-6 + zTNF-α + zIL-2 + zIFN-γ 
4) Th2 + Treg profile: computed as zIL-4 + zTGF-β; 

5) Th2+Treg+adipo: computed as zIL-4 + zTGF-β+ z adiponectin, and reflecting an anti-
inflammatory and immune regulatory index; 

6) M1+Th1/ Th2+Treg: computed as z(zIL-1 + zIL-6 + zTNF-α + zIL-2 + zIFN-γ) – z(zIL-4 
+ zTGF-β); 
7) M1+ Th1/ Th2+ Treg+ adipo: computed as z(zIL-1 + zIL-6 + zTNF-α + zIL-2 + zIFN-γ) – 

z(zIL-4 + zTGF-β+z adiponectin) 
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Table 6- Binary logistic regression analyses with Scleroderma as the dependent variable 

(and controls as the reference group) and composite scores (regression #1) or cytokines 

(regression #2) as input variables 

 

 Explanatory 

Variables 

B SE Wald df P value OR 95% CI 

#1 Th2+ Treg+ adipo 4.29 1.09 15.49 1 <0.001 78.77 8.60-615.49 

 M1 -0.93 0.43 4.72 1 0.030 0.40 0.17-0.91 

#2 IFN-γ -1.89 0.88 4.35 1 0.037 0.16 0.03-0.90 

IL-2 3.06 0.94 10.65 1 0.001 21.36 3.4-134.29 

TGF-β 3.83 1.82 4.96 1 0.035 46.14 1.32-16.18 

adipo 1.82 0.75 5.95 1 0.015 6.16 1.43-26.50 

df: degree of freedom; B:intercept; SE: standard error; OR: odds ratio; CI: confidence 
interval; 

Th2+Treg+adipo: computed as zIL-4 + zTGF-β+ z adiponectin;  
M1: Macrophage type 1; computed as z interleukin-1 (zIL-1) + zIL-6 + zTNF-α 

IFN-γ: Interferon gamma, IL: Interleukin TGF-β: Transforming Growth Factor beta. 
#1: 84.5% of all subjects were correctly classified with a sensitivity of 85.7% and a specificity 
of 83.3% 

#2: 95.8% of all subjects were correctly classified with a sensitivity of 100% and a specificity 
of 91.7%. 
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6 CONCLUSÕES DA DISSERTAÇÃO 

 

- Os níveis plasmáticos de IL-2, IL-4, IL-6, TGF-β e adiponectina foram significativamente 

maiores em pacientes com ES do que em controles saudáveis. 

 

- Pacientes com ES apresentaram aumento da resposta anti-inflamatória avaliada pelos perfis 

Th2 e Treg e de adiponectina, e redução da relação pró-inflamatória/ anti-inflamatória 

avaliado pelo índice M1+Th1/Th2+Treg+adiponectina. 

 

- Foi proposto um modelo preditor de ES utilizando as citocinas IL-2, IFN-γ, TGF-β e 

adiponectina, com sensibilidade de 100% e especificidade de 91,7% . 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Esse estudo demonstrou que pacientes portadores de ES apresentam uma exacerbação 

da resposta anti-inflamatória representada pelo aumento da resposta Th2 e Treg e dos níveis 

de adiponectina, o que pode justificar a característica fibrótica da doença. Este é o primeiro 

estudo que demonstra aumento dos níveis de adiponectina em pacientes com ES. A principal 

limitação foi o delineamento transversal do estudo, que não permite fazer inferência de 

causalidade. Em adição a isso, nossos pacientes eram compostos principalmente pela forma 

limitada da doença e tinham um maior tempo de duração de doença, sendo assim, não é 

possível extrapolar nossos resultados para pacientes com a forma difusa e fases precoces da 

doença. No entanto, nosso estudo obteve pontos fortes, tais como: a transformação em z 

score, permitindo a elaboração de perfis de citocinas; a utilização da plataforma Luminex ®, 

uma técnica mais sensível que o ELISA e a análise multivariada, utilizada para controlar as 

variáveis confundidoras. Sendo assim, os resultados obtidos neste estudo permitem o melhor 

entendimento da complexa rede de citocinas pró e anti-inflamatórias envolvidas na 

fisiopatologia da ES. Uma vez que as fases da doença exibem perfis de citocinas diferentes, 

torna-se fundamental que o tratamento seja específico à  cada fase, procurando restabelecer o 

equilíbrio entre os perfis Th1/Th2 ou Th17/Treg. No futuro, a restauração deste equilíbrio 

mostra-se como uma estratégia terapêutica mais eficaz. Além disso, este estudo propôs um 

modelo laboratorial para predizer a doença com alta sensibilidade e especificidade, podendo 

ser empregado para auxiliar e corroborar ao diagnóstico clínico. 
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