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RESUMO

Souza, F.F.L. Avaliacdo de survivina e armadilhas extracelulares de neutréfilos
no liquido sinovial como biomarcadores na artrite reumatoide. 2022. 52fls. Tese
(Doutorado). Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto — Universidade de Séao Paulo,
Ribeirdo Preto, 2022.

Introducdo: a resisténcia do pannus a apoptose € uma caracteristica importante que
resulta em invasdo e erosdo 0ssea na artrite reumatoide (AR). A survivina, uma
proteina antiapoptoética produzida por fibroblastos sinoviais, é Gtil como biomarcador
de diagnéstico e dano articular na AR. Os neutrdfilos sinoviais apresentam apoptose
tardia e séo responsaveis por lesar diretamente o tecido articular, atuando através da
liberagdo de granulos enzimaticos, especies reativas de oxigénio e armadilhas
extracelulares de neutrofilos (NETs). NETs sé&o reconhecidas como fonte de
autoantigenos citrulinados na AR. Objetivos: quantificar survivina e NETs no liquido
sinovial (LS) de pacientes com AR e osteoartrite (OA) e avaliar se ha correlacao das
guantificacbes com o diagnostico, gravidade e atividade da AR. Métodos: foi realizado
um estudo observacional transversal, no qual foram incluidos 32 pacientes com AR e
16 com OA. Foram obtidos dados clinicos, laboratoriais e radiograficos, além de
analises de rotina do LS e dosagem de survivina e NETSs sinoviais. A atividade da AR
foi avaliada usando DAS28. Resultados: A survivina foi encontrada elevada no LS do
grupo AR em comparacao com o grupo OA (mediana 356,9 vs 49,9 pg/mL, p=0,0006).
A mediana de NETSs foi de 100,7 e 49,7 ng/mL (p=0,004) para os grupos AR e OA,
respectivamente. As curvas ROC mostraram o0s seguintes valores para medidas de
survivina e NETs: AUC de 79% e 75%, respectivamente, com sensibilidade de 75% e
especificidade de 78% para ambos. Nao houve correlacdo entre os valores de
survivina e NETs para ambos os grupos. Discussao: Foi encontrada uma associacao
entre os niveis de survivina e NETs no LS e o diagnéstico de AR, mas ndo com
erosfes 6sseas ou atividade da doenca. Nao houve correlagédo entre survivina e NETs
no LS, pelo que supomos que a resisténcia a apoptose, mediada pela survivina, e a

netose podem nao estar diretamente relacionadas na fisiopatologia da AR.

Palavras-chave: artrite reumatoide, apoptose, survivina, NETs, biomarcadores



ABSTRACT

Souza, F.F.L. Evaluation of survivin and extracellular neutrophil traps in synovial
fluid as biomarkers in rheumatoid arthritis. 2022. 52fls. Tese (Doutorado).
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeiréo
Preto, 2022.

Introduction: the pannus resistance to apoptosis is a key feature for invasion leading
to bone erosion in rheumatoid arthritis (RA). Survivin, an antiapoptotic protein
produced by RA fibroblast-like synoviocytes, is useful as biomarkers of diagnosis and
joint damage in RA. Synovial neutrophils present delayed apoptosis and are
responsible for directly injuring joint tissue, acting through the release of enzymatic
granules, reactive oxygen species and neutrophil extracellular traps (NETSs). NETs are
recognized as a source of citrullinated autoantigens in RA. Aims: to quantify survivin
and NETs in SF of patients with RA and osteoarthritis (OA) and to assess whether
there is a correlation of the quantifications with the diagnosis, severity and activity of
RA. Methods: we performed a cross-sectional, observational study, in which 32
patients with RA and 16 with OA were included. Clinical, laboratory and radiographic
data were obtained, in addition to routine analysis of SF and the dosage of SF survivin
and NETs. RA activity was assessed using DAS28. Results: Survivin was found to be
elevated in the synovial fluid of the AR group compared to the OA group (median 356.9
vs 49.9 pg/mL, p=0.0006). The median NETs were 100.7 and 49.7 ng/mL (p=0.004)
for RA and OA groups, respectively. ROC curves showed the following values for
measurements of survivin and NETs: AUC of 79% and 75% respectively, with
sensitivity of 75% and specificity of 78% for both. There was no correlation between
survivin and NETs values for both groups. Discussion: We found an association
between levels of survivin and NETs in SF and the diagnosis of RA, but not with bone
erosions or disease activity. There was no correlation between survivin and NETs in
SF, for what we suppose that resistance to apoptosis, mediated by survivin, and

netosis may not be directly related in the pathophysiology of RA.

Keywords: rheumatoid arthritis, apoptosis, survivin, NETs, biomarkers
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1. INTRODUCAO

Artrite reumatoide (AR) € uma doenca crbnica, inflamatéria e autoimune, que afeta
primariamente as articulagdes e que sem tratamento pode levar a danos articulares
irreversiveis e incapacidade fisica. A prevaléncia média da AR é estimada em cerca
de 0,5 a 1% da populacao geral. Fatores genéticos sdo responsaveis por 60% do risco
de desenvolver AR. Variantes nos genes HLA (Human Leucocyte Antigen) conhecidas
como epitopo compartilhado estdo particularmente associadas ao risco de

desenvolvimento da doenga, além de fatores ambientais, como tabagismo.:

7

A invasao da sindvia por células do sistema imune é a marca registrada da
fisiopatologia da AR. Componentes inatos e adaptativos do sistema imune contribuem
para a cronicidade da sinovite, levando a organizacdo de um tecido infiltrativo e
erosivo ao 0sso chamado pannus.?2 A resisténcia do pannus a apoptose é uma
caracteristica fundamental para seu comportamento invasivo e destrutivo. A

resisténcia a apoptose na AR também ocorre nas células do liquido sinovial (LS).2

Varios estudos demonstraram haver desequilibrio entre fatores pro-apoptoticos e
anti-apoptoéticos tanto na sindvia reumatoide quanto nas células imunes do sangue e
dos tecidos.* Entre esses fatores se destaca a elevacdo da proteina anti-apoptética
survivina. A survivina, o0 menor membro de um grupo de proteinas inibidoras da
apoptose, é uma proteina de cadeia Unica, com 16,5 kDa, codificada pelo gene BIRCS5;
exerce sua funcao através da ligacdo com as caspases 3 e 9, levando ao bloqueio
das vias extrinseca e intrinseca da apoptose.® Recentemente, foi demonstrado que
altos niveis de survivina estéo relacionados a falha ao tratamento com metotrexato na
AR inicial.®* Sua dosagem sérica pode predizer a evolucdo de pacientes com artrite
indiferenciada para AR e a elevacdo de seus niveis séricos se correlaciona com

doenca mais agressiva.’8?

Essa molécula é produzida por sinoviécitos semelhantes a fibroblastos e

promove a expressao de IL-6,* que por sua vez, ativa constantemente os neutréfilos,
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contribuindo para o aumento de sua vida Util.}? Neutréfilos sdo as células mais
abundantes no LS de pacientes com AR e presentes no tecido sinovial principalmente
durante fases de reativacdo da doenca.'® Neutrdfilos de individuos saudaveis

apresentam apoptose tardia quando incubados com LS de pacientes com AR.1415

Além disso, dentre as células que participam na patogénese da AR os
neutréfilos possuem o maior potencial citotdxico, responsaveis por lesar diretamente
o tecido articular, agindo através da liberacdo de granulos enzimaticos, espécies
reativas de oxigénio e armadilhas extracelulares.'® As armadilhas extracelulares de
neutrofilos (do inglés, Neutrophil Extracellular Traps - NETS) séo estruturas compostas
por cromatina descondensada, histonas e proteinas granulares, como
mieloperoxidase e elastase, liberadas em um processo denominado netose,
mecanismo primeiramente relacionado a morte de patdégenos, mas agora reconhecido
como importante para danos teciduais na AR.? A descondensacédo da cromatina,
etapa essencial para a netose, € regulada pela citrulinizacéo, promovida pela arginina
peptidil deiminase (PAD),!” uma enzima envolvida no surgimento de anticorpos
antipeptideos citrulinados (anti-CCP), um marcador sorologico de autoimunidade na
AR. Em razao desta exposi¢cao do conteudo intracelular, os neutrofilos podem ser uma
fonte de autoantigenos citrulinados quando sofrem netose.*® A interacdo entre o
sistema imune adaptativo e os neutrofilos pode resultar em maior atividade
inflamatdria e persisténcia destas células tanto no LS quanto no pannus.'® Existem
algumas informacdes sobre o papel das NETs como biomarcadores para diagnéstico
de AR,?° mas sua utilidade para progndstico ou resposta ao tratamento ainda é motivo
de discusséo. Se existe uma relacéo entre os niveis de survivina e de remanescentes
de NETs no LS da AR é o que indagamos ao realizar este estudo. Para isso, avaliamos
a presenca de survivina e NETs no LS de pacientes com AR em comparacao com o
LS de pacientes com osteoartrite (OA). Perguntamos se 0s niveis sinoviais de
survivina e/ou de NETs podem servir como biomarcadores para o diagnostico
diferencial da AR; se existe correlacdo entre ambos ou destes com marcadores de

atividade e gravidade da doenca, e com parametros inflamatoérios.

16



2. JUSTIFICATIVA

Resisténcia a apoptose e ocorréncia de netose no microambiente sinovial
contribuem para perpetuagéo da inflamagéo na AR. Avaliagdo comparativa desses
dois aspectos de biologia celular pode fornecer elucidagdes acerca da fisiopatologia

da doenca, bem como sugerir biomarcadores para diagnéstico.

17



3. OBJETIVOS

3.1 Priméario

Quantificar e comparar os niveis de survivina e remanescentes de NETs no LS

de pacientes com AR e OA.
3.2 Secundarios

Avaliar se ha associacdo entre as quantificacdes de survivina e NETs com o

diagnostico, a gravidade e a atividade da AR.

Avaliar se ha correlacdo entre os niveis de survivina e remanescentes de NETs

no LS de pacientes com AR e OA.

Avaliar se ha correlacao entre os niveis de survivina e remanescentes de NETs

no LS e parametros de inflamacao sistémica.

18



4. PACIENTES E METODOS

4.1 Desenho do estudo:
Realizamos um estudo observacional e transversal no qual foram avaliados
para elegibilidade pacientes com OA e pacientes com AR com indicagdo de

artrocentese.

4.2 Determinacéo do tamanho amostral:

Para determinacdo do tamanho amostral foi utilizada a calculadora fornecida
pelo Centro de Métodos Quantitavos (CEMEQ) da Faculdade de Medicina de Ribeiréo
Preto da Universidade de Séao Paulo (FMRP-USP). Foi considerada uma prevaléncia
de AR de 1% da populacéo total', um erro absoluto toleravel (d) de 0,05 e um intervalo

de confianca de 95%. O que resultou em um N minimo de 16 pacientes em cada

grupo.

4.3 Participantes:

Os pacientes incluidos foram provenientes do ambulatério de infiltracéo intra-
articular do Hospital das Clinicas da FMRP-USP. Sessenta e trés pacientes foram
avaliados quanto a elegibilidade e 48 pacientes foram incluidos, conforme mostrado

na Figura 1.
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63 avaliados para elegibilidade

10 ndo se enquadraram
nos critérios de inclusdo

5 se enquadraram nos
critérios de exclusdo

48 incluidos

Grupo 1 (osteoartrite) Grupo 2 (artrite reumatoide)

16 pacientes 32 pacientes

Figura 1: Fluxograma de inclusédo
4.4 Critérios de incluséo:
Para os dois grupos:

- Ter indicacdo médica de artrocentese, diagndstica ou terapéutica. A equipe
de pesquisa nao teve nenhuma participacédo na indicacdo do procedimento nem na
realizacdo do mesmo, podendo o mesmo ter sido realizado em qualquer articulagéo

puncionavel.

- Pacientes maiores de 18 anos, que tenham lido, compreendido e assinado o

Termo de consentimento livre e esclarecido.
Para o grupo AR:

- Todos os pacientes preencheram os critérios de classificacdo de AR do American
College of Rheumatology (ACR) e European League Against Rheumatism (EULAR)
de 2010.%1%2

Para o grupo controle (OA):

20



Pacientes tiveram diagnoéstico de OA realizado pela equipe médica assistente.

Para a articulacdo do joelho foi utilizado o critério clinico e radiografico ACR 1986.23

4.3 Critérios de excluséo:
Pacientes portadores de outras doencas reumaticas autoimunes.
Pacientes com diagndstico clinico ou microbiol6gico de artrite séptica.

Pacientes com artropatia por cristais na articulagao estudada (presenca de cristais

na analise do LS).
Pacientes com infec¢ao sistémica, aguda ou cronica.

Pacientes com neoplasia em tratamento ou com término de tratamento ha menos

de 5 anos.

4.4 Aspectos éticos:
O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do Hospital das
Clinicas de Ribeirdo Preto (registro numero: 30237320.1.00005440) — Anexo A.

Todos os pacientes convidados a participar do estudo leram e assinaram o
Termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo B), e tiveram suas davidas
esclarecidas no momento da inclusdo e durante o estudo, bem como puderam se

retirar do estudo a qualquer momento.

4.5Avaliacao Clinica:

Pacientes foram avaliados quanto a variaveis demograficas, presenca de

comorbidades e medicacfes em uso, conforme revisdo de prontuario.

Pacientes com AR foram avaliados quanto ao escore de atividade de doenca

DAS28 (Disease activity score 28 joints),?*?° sendo classificados da seguinte forma:
21



Remissdo: DAS28 < 2,6
Baixa atividade: 2,6 < DAS28 < 3,2
Moderada atividade: 3,2 < DAS28 < 5,1

Alta atividade: DAS28 =2 5,1

4.5Avaliacao radiografica

Avaliamos radiografias de méos de pacientes com AR, realizadas nos ultimos 12
meses, no intuito de classifica-los como portadores de doenca erosiva ou nao. Erosédo
foi considerada uma clara ruptura na camada cortical das articulacdes
metacarpofalangeanas, interfalangeanas proximais, radiocarpal, ulno-carpal ou

intracarpal.

4.6 Avaliacao laboratorial

Foi realizada avaliacdo de inflamacao sistémica através da proteina C reativa
sérica (PCR) por turbidimetria e velocidade de hemossedimentacdo (VHS) pela
técnica de Westergren, foi realizada para todos participantes no mesmo dia da coleta
do LS.

O fator reumatoide (FR) foi detectado por nefelometria, com resultados
positivos se concentracdes > 10 Ul/mL. A deteccédo de anti-CCP (lgG) foi realizada
usando kits comerciais de ELISA de acordo com as instru¢des do fabricante (Quanta
Lite anti-CCP 2; Inova, San Diego, CA, EUA) e foi considerado positivo em

concentragdes > 20 Ul/mL e positivo em altos titulos se em concentragdes > 60UI/mL.

4.10 Procedimentos experimentais

Apés consentimento, a artrocentese (de um dos joelhos, para todos o0s

pacientes) foi realizada sob técnica asséptica pela equipe assistente e o LS foi
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coletado em tubos contendo EDTA para posterior centrifugacdo e analise padrédo
dentro de duas horas, que consistiu em coloragdo com Giemsa para leucometria e
contagem diferencial sob microscopia 6ptica. As amostras de LS livres de células

restantes foram armazenadas a -80°C até que os experimentos fossem realizados.

Quantificamos IL-6 nas amostras de LS através de ensaio multiplex, usando o
Milliplex® MAP Kit de painel magnético de esferas de citocinas/quimocinas humanas
(Merck, Darmstadt, Alemanha), no Luminex® 200™ FLEXMAP 3D™ (Austin, TX,

EUA), seguindo as recomendagdes do fabricante.

A survivina foi medida em LS pelo método ELISA, usando o kit comercial
Human Survivin Quantikine® (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA), seguindo

recomendacdes do fabricante.

A quantificacéo de produtos de NETs em LS foi realizada medindo DNA celular
livre conjugado com mieloperoxidase por espectrofotometria. Em resumo, um
reagente de dupla hélice de DNA fluorescente (Quant-it Picogreen dsDNA® Invitrogen
Thermofisher) foi adicionado as amostras. Apos o periodo de reacdo, as amostras
foram colocadas em placas previamente sensibilizadas com anticorpo anti-
mieloperoxidase (kit comercial Anticorpo de Mieloperoxidase PA5 — 16672 Thermo
Fisher Scientific). A fluorescéncia foi lida em 525 mm (com excitacdo em 488 mm) no

espectrofotometro SpectraMax M3 — Molecular Devices.

4.11 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o GraphPad Prism® 7 (GraphPad
Software Inc., EUA). A estatistica descritiva foi apresentada em nameros absolutos e
percentuais ou mediana e intervalo interquartil. As comparacdes de parametros
clinicos, laboratoriais e experimentais entre os grupos foram realizadas pelo teste de
Mann-Whitney para variaveis continuas e teste exato de Fisher para variaveis
categoricas. Curvas ROC foram usadas para avaliar survivina e NETs sinoviais como

biomarcadores para o diagnéstico de AR. A correlacdo de Spearman foi realizada para
23



medir a correlagéo entre variaveis experimentais, clinicas e laboratoriais gerais. Para

todos os testes, p<0,05 foi considerado para significancia estatistica.
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5. RESULTADOS

5.1Dados clinicos e laboratoriais

Quarenta e oito pacientes foram incluidos, 32 no grupo AR e 16 no grupo OA. A
Tabela 1 resume os dados clinicos e laboratoriais dos participantes. As mulheres
foram 25 (78,1%) no grupo AR e 12 (75,0%) no grupo OA. A mediana de idade foi de
54,0 anos no grupo AR e 64,5 anos no grupo OA. A mediana da duracao da doenca

para pacientes com AR foi de 70,3 meses.

No grupo AR, erosdes nas radiografias de maos, FR e anti-CCP positivos
foram, respectivamente, 59,4%, 59,4% e 84,4%. Em relagdo aos marcadores de
inflamacé&o sistémica, comparando os grupos AR e AO, encontramos diferencas para
a mediana de VHS (31 vs 16 mm/h; p=0,006) e PCR (1,8 vs 0,6 mg/dL; p=0,02). A
contagem total de leucocitos no LS foi diferente (17.830 vs 1.774/mm3; p<0,0001),
mas a porcentagem de neutrofilos foi semelhante em ambos os grupos (76,2 vs
64,6%).

No grupo AR, 9 (28,12%) pacientes eram virgens de tratamento, uma vez que
a aspiracado articular ocorreu na mesma avaliacio em que o diagndéstico foi
confirmado. Onze (34,4%) pacientes estavam em monoterapia com um medicamento
antirreumatico modificador da doenca sintético (MMCDs), 5 (15,62%) estavam usando
um MMCDs e um MMCD biolégico (MMCDDb) bloqueador de TNF, e 7 (21,87%)
estavam usando um MMCDs e um MMCDb néo-bloqueador de TNF (Tabela 1).
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Tabela 1: Caracteristicas demogréficas, clinicas, laboratoriais do grupo AR e OA.

AR (n =32) OA (n = 16) P
Demografia
Sexo femino [n (%)] 25 (78,12) 12 (75)
Idade (anos) [mediana;
54 [(45 - 64,7) 13,22] 64.5 [(58 — 70) 8,47] 0,0089
Q]
Caracteristicas clinicas
Erosbes [n (%)] 19 (59,37)

Tempo de doenca

(meses) [mediana; 11Q] 70,3 (24 - 108)

FR positivo [n (%0)] 19 (59,37)

Anti-CCP positivo [n (%0)] 27 (84,37)

DAS28 [med|~a + desvio 4.2 +0.98
padréo]

Caracteristicas Laboratoriais
PCR (mg/dL) [mediana; 2,60 mg/dL [(0,69 — 2,07 mg/dl [(0,36 — 2,32)

Q] 3,74) 2,23] 3,33] 0.07
VHS (mm/12 hora) 31 mm/h [(14 - 16 mm/h [(3,5 — 24) 0,006
[mediana; 11Q] 38,75) 23,79] 17,27]
Andlise do liquido sinovial
Leucdcitos totais (/mm3) 17.830 [(7.900 — 1.774 [(350 — 1.500) <0,0001
[mediana; 11Q] 27.800) 16.339] 2.400]
Neutrofilos (/mm?) 13.595 [(3.665 — 1.146 [(83 — 4.823) 0.004
[mediana; 11Q] 25.632) 14.644 2.781]
Medicagcdes em uso
Nenhuma [n (%)] 9(28,12)
Metotrexate [n (%0)] 3(9,37)
Leflunomida [n (%)] 8 (25)
Anti-TNF [n (%)] 5 (15,62)
Outros [n (%)] 7(21,87)

Legenda: IIQ —intervalo interquartil; FR — fator reumatoide; Anti-CCP — Anticorpo anti peptideos
citrulinados ciclicos; DAS28 — disease activity index counting 28 joints; PCR — proteina C-reativa; VHS

— velocidade de hemossedimentacgdo; TNF —fator de necrose tumoral
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5.2 IL-6, survivinae NETs no LS

Encontramos diferencas significativas entre os grupos para as concentragoes
sinoviais de IL-6, survivina e NETs. O valor mediano de IL-6 no grupo AR foi de 1075,0

[intervalo interquartil (11Q), 941,0 — 1204,4] pg/mL e no grupo OA foi de 803,8 (393,0
—1116,0) pg/mL (p=0,01) conforme a Figura 2.

Interleucina 6
1500

10004 I
500+ J

pg/mi

Figura 2. Comparacéo entre medianas e intervalo interquartil de IL 6 nos grupos AR e OA.

A dosagem mediana de survivina foi de 356,9 (87,7 — 1170,0) pg/mL no grupo
AR e 49,9 (15,6 — 95,7) pg/mL no grupo OA (p=0,0006). A mediana de NETs foi de

100,7 (69,9 — 291,0) ng/mL e 49,7 (31,5 — 110,8) ng/mL (p=0,004) para os grupos AR
e OA, respectivamente. Estes dados sdo mostrados nas Figuras 3 e 4.
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Figura 3: Comparagéo entre medianas e intervalos interquartis dos niveis de survivina sinovial nos
grupos AR e OA.
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Figura 4: Comparac¢éo entre medianas e intervalos interquartis de produtos de NETS sinoviais entre os
grupos AR e OA.

Curvas ROC foram realizadas para as dosagens de survivina e NETs. O melhor

ponto de operacdo da survivina sinovial 86,8 pg/mL, com sensibilidade e
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especificidade de 75% e 78%, respectivamente, para o diagndéstico de AR; enquanto
melhor ponto para NETs no LS foi 64,8 ng/mL, com sensibilidade e especificidade de
75% e 78%, respectivamente, para o diagnoéstico de AR. Ambas as curvas sao
mostradas nos Figuras 5 e 6. Também calculamos o raz&do de verossimilhanca para

ambos, resultando em valores de 2,14 para survivina e 2,34 para NETSs.

Curva ROC de Survivina

100 5

86,8 pg/ml
" P Sensibilidade = 75%
L. Especifidade = 78%
s AUC = 0,79 (0,67 - 0,92)
2 50-
=
T
=
5]
wa
0

0 a0 100
100% - Especificidadet:

Legenda: AUC - Area sob a curva

Figura 5: Curva ROC para survivina no grupo AR.
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Figura 6: Curva ROC para NETs no grupo AR.

Valores elevados de anti-CCP ocorreram em 23 (72%) pacientes com AR.
Dividimos os pacientes do grupo AR em subgrupos com valores altos e
baixos/negativos de anti-CCP, ou seja, 23 vs 9 pacientes. A survivina mediana foi de
516 (80 — 1644) e 108 (54 — 198) pg/mL, respectivamente, para pacientes com anti-
CCP alto e anti-CCP baixo/negativo (p=0,08). Os valores médios para NETs foram
111 (88 — 392) e 68 (41 — 154) ng/mL (p=0,08), respectivamente, para anti-CCP alto
e baixo/negativo.

5.3Erosoes 6sseas, survivina e NETs

A presenca de erosfes 6sseas nas radiografias convencionais das maos foi
escolhida como medida de gravidade da doenca, sendo encontradas em 19 dos 32
pacientes com AR. Para a avaliacdo de associacdo entre a presenca de erosdes
0sseas e as dosagens de survivina ou NETs, o melhor ponto de operacédo de cada

curva ROC (isto é, survivina=86,8 pg/mL e NETs=64,8 ng/mL) foi considerado para
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classificar os pacientes como tendo niveis elevados de survivina e NETS. Entre os
pacientes com AR com survivina elevada, 78,3% tinham doenca erosiva, enquanto
erosdes Osseas ocorreram em 44,4% daqueles com baixos niveis de survivina
(p=0,10). Erosdes 6sseas foram encontradas em 79,2% dos pacientes com NETs

elevadas e em 37,5% dos pacientes com niveis baixos de NETs (p=0,07).

5.4 Atividade de doenca, survivina e NETs

Em 30 pacientes do grupo AR, a doenca foi classificada como de moderada
(25, 78,1%) ou alta (5,15,6%) atividade pelo DAS28, com média de 4,2 (+ 0,98). Como
tivemos mais de 90% dos pacientes com doenca ativa, ndo foi possivel avaliar se

survivina e NETSs sinoviais podem servir como biomarcadores de atividade da doenga.

5.5 Correlagbes entre DAS28 e variaveis laboratoriais e experimentais

Procedemos a uma analise de correlacdo entre as variaveis clinicas,
laboratoriais e experimentais. Os resultados sdo apresentados na Tabela 2.
Encontramos uma correlacdo positiva entre anti-CCP sérico e survivina sinovial
(rho=0,45, p=0,01) e entre PCR sérica e NETs sinoviais (rho=0,38; p=0,03) no grupo
AR; e uma correlacdo positiva entre a contagem total de células no LS e NETs no
grupo OA (rho=0,54; p=0,04).

Apbs o resultado de uma correlacdo positiva entre PCR sérica e NETSs sinovial
para o grupo AR, decidimos avaliar se havia correlacdo entre PCR sérica e IL-6
(rho=0,33; p=0,06).
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Tabela 2: Correlagdes entre parametros clinicos e laboratoriais

AR (n=32) OA (n=16)
Survivina NETs Survivina NETs
rho 0.15 0.38 rho -0.05 0.34
PCR
p 0.40 0.03 p 0.86 0.23
rho 0.10 0.22 rho -0.45 0.36
VHS
p 0.58 0.22 p 0.12 0.23
rho 0.12 0.25 rho 0.35 0.54
Leucdcitos no LS
p 0.52 0.23 p 0.20 0.04
rho 0.01 0.12 rho 0.38 0.71
Neutréfilos no LS
p 0.98 0.53 p 0.22 0.06
rho 0.18 0.13 rho -0.25 0.02
IL-6
p 0.33 0.34 p 0.35 0.94
rho - 0.03 rho - 0.19
Survivina
p - 0.87 p - 0.49
rho 0.03 - rho 0.19 -
NETs
p 0.87 - p 0.49 -
rho 0.09 0.25
DAS28
p 0.64 0.16
rho 0.45 0.16
Anti-CCP
p 0.01 0.40

Legenda: AR — artrite reumatoide; OA — osteoartrite; PCR — proteina C-reativa; VHS — velocidade de

hemossedimentacéo; IL-6 — interleucina 6; NETs - neutrophil extracellular traps; DAS28 — disease

activity index counting 28 joints; Anti-CCP — Anticorpo anti peptideos citrulinados ciclicos.
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6 DISCUSSAO

Como esperado, nossa coorte foi constituida principalmente por mulheres. A
diferenca de idade entre os grupos pode ser atribuida ao fato de os pacientes
acometidos por OA geralmente iniciarem os sintomas da doenca em uma idade mais
avancada quando comparados aos pacientes com AR. O envolvimento sistémico da
AR explica as diferencas encontradas para VHS e PCR sérica. Quase 94% do grupo
de AR foi representado por individuos com atividade da doenca moderada ou alta, o
gue significa que varias articulacdes, ndo apenas o joelho aspirado, devem ter sido
afetadas. Além disso, o influxo de leucdcitos para o joelho e os niveis de IL-6 sinoviais
foram encontrados significativamente maior no grupo AR. Em conjunto, esses
achados sugerem que investigamos duas condi¢cdes clinicas com diferencas
relevantes na magnitude do processo inflamatoério que afeta as articulacfes. Survivina
e NETs também foram encontrados em maiores concentragdes no LS de pacientes

com AR.

A resisténcia a apoptose € um importante mecanismo na perpetuacao das
células imunes autorreativas na sinévia reumatoide.* A vida Util dessas células no
microambiente sinovial esta relacionada a um desequilibrio entre fatores pré e
antiapoptoticos, com um resultado liquido favorecendo a resisténcia a apoptose. Foi
proposto que um aumento da expressao de survivina em pacientes com AR pode
resultar em aumento da proliferacdo e permanéncia de células inflamatérias no
ambiente sinovial, além de estar relacionado a uma doenca mais grave e erosiva.?®2’
A influéncia da survivina nos neutréfilos resulta em ativacdo e um aumento do limiar

de apoptose.?® Neutréfilos ativados por citocinas alteram sua expressdo génica para
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permitir maior sobrevivéncia dentro de um microambiente inflamat6rio marcado por

hipéxia, como ocorre na sinévia reumatoide.?°

As interacdes celulares na etiopatogenia da AR sdo complexas. Além do poder
lesivo direto dos neutrdfilos através da liberacdo de granulos enzimaticos e espécies
reativas de oxigénio, estas células também influenciam e regulam a resposta
inflamatoria através da secrecdo de citocinas, como TNF e IL-6, que influenciarédo a
maturacéo, proliferacdo e sobrevivéncia de linfécitos e macréfagos, e RANK-L que
exerce efeito sobre osteoclastos, bem como através da apresentacdo de antigenos
via MHC de classe Il para linfocitos T.'® Sob influéncia de citocinas anti-apoptéticas,
produzidas em parte por fibroblastos sinoviais, como TNF, IL-8 e fator estimulante de
colénias de granulocitos e macréfagos a sobrevivéncia dos neutréfilos na sindvia

reumatoide é aumentada para varios dias.*°

Encontramos niveis mais elevados de survivina no LS de AR em comparacao
com pacientes com OA, em concordancia com dados anteriores.’® Também
encontramos associagcdo entre os niveis de survivina no LS e o diagndstico de AR,
com sensibilidade e especificidade semelhantes a outros marcadores tradicionais da
doenca, como o FR sérico. Esses dados sdo comparaveis aos de outros estudos e
reforcam a possibilidade de a survivina tornar-se um biomarcador diagndéstico para
AR. Ao avaliar o soro de 1.233 pacientes com AR e 1.566 controles saudaveis, 0
estudo MyEIRA encontrou valor de sensibilidade para survivina de 95% e um valor
preditivo positivo para o diagnéstico de AR de 88%.3! Em outro estudo, avaliando
pacientes com artralgia indiferenciada, a combinacdo de sintomas clinicos, auto-
anticorpos e marcadores inflamatérios com survivina sérica resultou em uma
especificidade de 91% e um valor preditivo positivo de 55% para a progressao para
AR.32 Nosso estudo mostrou, pela primeira vez, uma correlacéo positiva moderada
entre a survivina sinovial e anti-CCP sérico, reforcando uma associacdo bem

conhecida de ambas as medidas em amostras de soro.

N&o encontramos uma associag¢do estatisticamente significativa entre erosdes

0sseas e niveis de survivina sinovial. Esta associagao foi bem estabelecida por outros
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estudos.®?¢ A producéo sinovial de survivina é atribuida a fibroblastos, importantes
células efetoras na sindvia reumatoide, adquirindo um fendtipo invasivo e participando
da destruicdo articular, especialmente através da producdo de metaloproteinases
responsaveis pela degradacédo da cartilagem hialina. A expressao de survivina por
fibroblastos sinoviais pode ser ativada pela via PI3-quinase/akt.®? Mutacdes no gene
supressor tumoral p53 no tecido sinovial estdo relacionadas a um fenotipo mais
agressivo de fibroblastos sinoviais na articulacdo reumatoide.®33* O aumento na
expressado de p53 resulta em uma atividade de survivina mais baixa e uma taxa mais

baixa de replicacdo de fibroblastos sinoviais e maior apoptose dessas células.3®

Em acordo com nossos resultados, a maioria dos dados disponiveis sugere que
0s niveis de survivina sinovial ndo estdo correlacionados com a atividade da AR
medida pelo DAS28.1936 |sto pode se dever ao fato de o0 DAS28 refletir a atividade da
doenca em nivel sistémico, contabilizando todas as articulagbes envolvidas e

marcadores de inflamacao sistémicos, como VHS e PCR sérica.

Uma avaliacdo da influéncia do LS de pacientes com AR na apoptose de
neutréfilos e netose foi realizada pela primeira vez por Wright e colaboradores.® Os
autores ndo avaliaram neutréfilos do LS na AR, mas neutrofilos sanguineos de
doadores saudaveis submetidos a incubacdo com LS de pacientes com AR. Eles
descobriram que o LS de pacientes com AR foi capaz de diminuir a apoptose e

aumentar a netose in vitro.

Os niveis de remanescentes de NETs sdo aumentados no soro e no LS de
pacientes com AR.3%37 A citrulinizacdo de histonas é um passo importante na
producdo de NETS, e a resposta a antigenos citrulinados (por exemplo, geracéo de
anticorpos anti-CCP) é responséavel, em parte, pela quebra de tolerancia imunoldgica
observada em pacientes com AR, sendo as NETs uma fonte potencial de
autoantigenos.® A quantificacdo de NETs no LS foi significativamente maior em
pacientes com AR em comparacao com pacientes com OA, permitindo-nos encontrar
uma associacao significativa entre os niveis de NETs e o diagnéstico de AR, com boa

composicao de sensibilidade e especificidade. Ao avaliar o soro de pacientes com AR
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e controles saudaveis, outros estudos encontraram uma sensibilidade de 91% a 92%
e uma especificidade de 56% a 92% para o diagndéstico de AR. ?°3’, Da mesma forma
qgue a survivina, as NETs sinoviais ndo foram associadas a erosdes 6sseas em
pacientes com AR, embora para ambas as variaveis experimentais uma tendéncia
para significancia estatistica p6de ser notada. Além disso, ndo encontramos

correlacdo entre os valores séricos de anti-CCP e NETs no LS.

NETs contendo elastase podem também gerar degradacdo da cartilagem
articular e induzir a liberacéo de peptidilarginina deaminase-2 (PAD2) por fibroblastos
sinoviais. Posteriormente estes fragmentos de cartilagem citrulinizados sé&o
internalizados por fibroblastos sinoviais e apresentados para células T CD4
especificas.3*4° Fibroblastos sinoviais expressam receptores toll-like e podem atuar
também como células apresentadoras de antigenos. A internalizacdo de NETs via
receptor toll-like 9 por fibroblastos sinoviais resulta em uma maior expressao de MHC
de classe Il por essas células levando a um perfil pro-inflamatorio. A presenca de
proteinas citrulinizadas em NETs também estimula a expressdo de PAD4 e RANK-L

em fibroblastos sinoviais.*!

A contagem total e diferencial de leucdcitos ndo se correlacionou com survivina
ou NETs no LS do grupo AR. N&o encontramos investigacdo semelhante para
comparar esses achados. Por outro lado, obtivemos uma correlacdo positiva
moderada entre a contagem total de leucocitos e NETs no LS para o Grupo OA.
Embora seja um resultado inédito, devido ao pequeno numero de pacientes com OA

e o fato de ndo ser nosso obijetivo inicial, ndo o discutiremos em profundidade.

Neutréfilos saudaveis sofrem netose in vitro sob estimulagdo com IL-6.4> A PCR
€ produzida no figado em resposta a citocinas inflamatdrias, principalmente IL-6.
Encontramos uma correlacdo moderada entre PCR sérica e NETSs sinoviais. A fim de
ainda investigar esse fenbmeno, encontramos uma correlacdo positiva moderada
entre a PCR sérica e IL-6 sinovial, embora esta avaliacdo ndo tenha sido um dos

objetivos deste estudo. Devemos ter cautela ao avaliar esses dados porque as
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correlagdes entre PCR e NETs nunca foram testadas no soro ou em LS de pacientes

com AR e pode ser objeto de um estudo futuro.

Tendo em vista as razdes de verossimilhanca obtidas, a dosagem de survivina
e NETs no LS resultou, para ambos, em uma probabilidade modesta para o
diagnéstico de AR. Uma vez que a diferenciacao clinica entre AR e OA quase nunca
€ um desafio para o reumatologista, devemos destacar o potencial de ambos o0s
componentes para a elucidacdo dos mecanismos da doenca e menos para uma

aplicacdo direta na prética clinica diaria.

Finalmente, n&o houve correlagdo entre survivina e NETs no LS. Isso pode ser
devido ao fato de que esses dois fenbmenos sdo, de fato, independentemente
relacionados na fisiopatologia da AR. Além disso, a resisténcia a apoptose na AR
ocorre por diversos mecanismos e néo é certo que o efeito da survivina na atividade
das caspases seja relevante em todos os pacientes ou em todos os estagios da

doenca (por exemplo, AR inicial vs estabelecida).

Este estudo teve algumas limitacdes: a ampla faixa de tempo da doenca e a grande
variabilidade de terapias para o grupo AR; survivina e NETs ndo foram medidos
concomitantemente em amostras de sangue periférico; e ndo avaliamos a taxa de

apoptose de neutrofilos no LS.
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7 CONCLUSAO

Nesta coorte, survivina e NETs sinoviais foram biomarcadores
independentes para o diagnostico de AR, mas nao para sua gravidade ou atividade.
N&o houve correlacdo entre survivina e NETs no LS, pelo que supomos que a
resisténcia a apoptose, mediada pela survivina, e a netose estdo independentemente
relacionadas a fisiopatologia da AR. Correlagbes entre survivina no LS e anti-CCP
sérico, e entre NETs no LS e PCR sérica adicionam informacdes a fisiopatologia da

AR e sugerem novas oportunidades de investigacao
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Anexo A — Parecer consubstanciado do CEP
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Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DOS NIVEIS DE SURVIVINA NO LIQUIDO SINOVIAL DE
PACIENTES COM ARTRITE REUMATOIDE E CORRELAQAO
COM ARMADILHAS EXTRACELULARES DE NEUTROFILOS.

Pesquisador: FLAVIO FALCAO LIMA DE SOUZA

Area Tematica:

Verséo: 2

CAAE: 30237320.1.0000.5440

Instituicdo Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RPUSP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 4.022.664

Apresentacgdo do Projeto:

PROJETO DE DOUTORADO, PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM CLINICA MEDICA,
FACULDADEDE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO, UNIVERSIDADE DE SAO PAULO.
ALUNO: FLAVIO FALCAO LIMA DE SOUZA

ORIENTADOR: RENE DONIZETI RIBEIRO

DE OLIVEIRA

RESUMO

Artrite reumatoide (AR) € uma doenca cronica de natureza inflamatéria caracterizada pelo
acometimento simétrico das articulacdes periféricas. Um dos fatores que podem ser implicados
na génese da doencga e na falha do tratamento instituido € a resisténcia a apoptose das células
gue compdem o infiltrado inflamatério sinovial, conhecido como pannus. O estudo de
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marcadores de gravidade e falha terapéutica, como a proteina anti-apoptética survivina, vem
ganhando destaque. Realizaremos um estudo transversal observacional em pacientes com AR
seguidos em um ambulatério de nivel terciario. Serdo selecionados 30 pacientes de ambos os
sexos com indicagdo de puncgéo articular para analise do liquido sinovial ou realizacdo de
tratamento intra-articular. Neste grupo avaliaremos no liquido sinovial os niveis de survivina e a
formacé@o de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs, do inglés Neutrophil Extracellular
Traps). Para comparacao, serédo estudados os liquidos sinoviais de 30 individuos com osteoartrite
(OA) que necessitardo de pungdo articular para andlise de liquido sinovial ou tratamento intra-
articular. Os objetivos do projeto sdo: avaliar se ha diferencas entre os grupos de pacientes com
AR e OA com relacdo aos parametros avaliados (survivina e NET); se ha correlacdo entre
atividade da doenga e os valores de survivina e a ocorréncia de NET no liquido sinovial dos
pacientes do grupo AR.

O projeto esta bem formatado. A introducao € curta, direta e objetiva.

Objetivo da Pesquisa:

Estudar a relacao entre o nivel de survivina e a ocorrencia de NET no liquido sinovial de dois
grupos de pacientes, AR e osteoartrite (OA), realizando comparacoes intra e intergrupos.
Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os proponentes acrescentaram o risco de perda de anonimato. As descricdes se encontram
adequadas nesta verséo do projeto e TCLE.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Consideracdes relevantes foram inseridas. Os pesquisadores apresentaram justificativa para o
célculo amostral e seguiram o guideline STROBE para descricdo dos desfechos e outros
elementos importantes.

Consideragcdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
O TCLE foi readequado e encontra-se dentro das normas da CONEP.

Recomendacgdes:

Nao ha.

Conclus@es ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Considero a nova versao adequada. Diante do exposto e & luz da Resolugdo CNS 466/2012, o
projeto de pesquisa versao 02 de 05 de maio de 2020, assim como o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido versdao 2, 20 de abril de 2020, podem ser enquadrados na categoria
APROVADO.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Projeto Aprovado: Tendo em vista a legislacdo vigente, devem ser encaminhados ao CEP,



relatérios parciaisanuais referentes ao andamento da pesquisa e relatério final ao término do
trabalho. Qualquer modificacdo do projeto original deve ser apresentada a este CEP em nova
versao, de forma objetiva e com justificativas, para nova apreciagéao.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacgdes Bésicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 05/05/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1462915.pdf 12:55:41
Projeto Detalhado / | BROCHURACEP05052020.docx 05/05/2020 | FLAVIO FALCAO Aceito
Brochura 12:55:05 |LIMA DE SOUZA
Investigador
Outros cartaaocep.docx 27/04/2020 | FLAVIO FALCAO Aceito
14:28:07 |LIMA DE SOUZA

Folha de Rosto folhaderosto.pdf 27/04/2020 | FLAVIO FALCAO Aceito
14:19:45 |LIMA DE SOUZA

TCLE / Termos de | tcle27042020.docx 27/04/2020 |FLAVIO FALCAO Aceito

Assentimento / 14:14:48 | LIMA DE SOUZA

Justificativa de

Auséncia

Outros chefdepatartamentonovo.pdf 06/04/2020 | FLAVIO FALCAO Aceito
15:46:35 |LIMA DE SOUZA

Orgcamento orCamento.docx 03/03/2020 | FLAVIO FALCAO Aceito
16:27:54 |LIMA DE SOUZA

Situacédo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

RIBEIRAO PRETO, 12 de

Maio de 2020

Assinado por:

MARCIA GUIMARAES

VILLANOVA
(Cordenador(a))
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Campus Universitario Monte Alegre, fone: 36366-1000, Fax: 3633-1144
CEP: 14048-900, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO DE PESQUISA: “AVALIAGAO DOS NIVEIS DE SURVIVINA NO LIQUIDO SINOVIAL DE
PACIENTES COM ARTRITE REUMATOIDE E CORRELACAO COM NETOSE.”

Vocé esta sendo convidado a participar dessa pesquisa porque recentemente recebeu
o diagndstico de uma doenga chamada ARTRITE REUMATOIDE. Ela é causada por uma
alteragdo em seu préprio organismo (no sistema imunoldgico), que passou a causar
inflamacao em suas articulagdes, gerando dor, inchago e calor. Se ndo for tratada
adequadamente, a doenga pode deixar sequelas. Para um melhor entendimento de como
tratar a doencga, varias pesquisas estdo em desenvolvimento e algumas delas realizam exames
para avaliar a presenca de algumas substancias no liquido das juntas. Entre essas substancias
estdo a proteina survivina e a NETose (uma alteracdo de um dos tipos de glébulos brancos do

sangue, os neutrofilos).

Caso aceite participar do estudo, iremos utilizar uma pequena quantidade do liquido

(2 mL) que serd colhido de sua junta, conforme indicacdo da equipe médica que o atendeu.
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Para a coleta deste liquido uma agulha sera introduzida dentro de sua articulacdo, apds
limpeza da pele com antissépticos e podem ser injetadas dentro da sua junta medicamentos
anti-inflamatorios e anestésicos. Este procedimento pode resultar em dor no local, infecgGes
ou sangramentos e dura cerca de 10 minutos. Neste liquido avaliaremos as duas substancias

relatadas acima.

Como utilizaremos o liquido que sera coletado de sua junta por necessidade para o
tratamento da sua doenca, vocé ndo sera submetido(a) a nenhum procedimento adicional. O
Unico risco a que vocé serd submetido ao participar da pesquisa é o de quebra do sigilo de
informacdes contidas no seu prontudrio, porém a equipe de pesquisa tomard todos os
cuidados para que as informacdes contidas em seu prontudrio ndo sejam acessadas por
terceiros. Por outro lado, participar da pesquisa também ndo trard beneficios diretos para seu

tratamento.

Gostaria de enfatizar que vocé esta sendo CONVIDADO, e a participa¢ao na pesquisa é
completamente VOLUNTARIA. Vocé pode se negar a participar dessa pesquisa e isso ndo lhe
trard qualquer prejuizo para seu tratamento pela equipe de reumatologia. Ou seja, vocé
continuara com seu seguimento médico continuo e gratuito, independente da participacao
no estudo. Os dados coletados serdo mantidos sob sigilo médico e serdo utilizados apenas

para fins de pesquisa.

O estudo sera feito no ambulatério de Reumatologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto, toda quarta-feira, em horario de funcionamento do
ambulatdrio (7:30 as 12:00 horas). Em caso de duvida, o contato podera ser feito com o Dr.
Flavio Falcdo Lima de Souza (médico assistente da disciplina de Reumatologia do Hospital das
Clinicas de Ribeirdo Preto e realizador do estudo), neste mesmo endereco ou pelo telefone

(16) 996081326.

Um Comité de Etica em Pesquisa (CEP) é composto por um grupo de pessoas que s30
responsaveis por supervisionarem pesquisas em seres humanos que estdo sendo feitas na

instituicdo e tem a funcgdo de proteger e garantir os direitos, a seguranca e o bem-estar de
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todos os participantes de pesquisa que se voluntariam a participar da mesma. O CEP do
Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto esta localizado no Subsolo

do Hospital e funciona das 8:00 as 17:00. O telefone de contato é o (16) 3602-2228.

Caso vocé tenha sido devidamente orientado(a) quanto a proposta do estudo, como

serd a sua participacdo, bem como os riscos e beneficios, assine nas duas linhas abaixo:

“Eu,

, ho dia

/ / , concordo voluntariamente em participar deste estudo, sabendo que

poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem qualquer penalidade ou
prejuizo no meu atendimento no Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto. Declaro ainda que
recebei uma via dia desse termo de consentimento devidamente assinada pelo pesquisador

III

responsave

Assinatura do paciente ou responsavel legal:

Nome do paciente ou responsavel legal:

Data / /

Assinatura da testemunha:

Nome da testemunha:

Data / /
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Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido

deste paciente ou representante legal para a participacao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo:

Nome do responsavel pelo estudo:

Data / /

Se houver alguma duvida quanto a parte ética do projeto, entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa, localizado no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto Campus Universitario s/n Monte Alegre — Ribeirdo Preto, SP, telefone: (16)

3602-2228 ou pelo email: cep@hcrp.fmrp.usp.br
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ANEXO C — Comprovante de submisséo do artigo

R Rheumatology <onbehalfofi@manuscriptcentral.com> % 2

Para reneimuno@yahoo.combr Ter, D305/ 2022 08
03-May-2022

All co-authors have received a copy of this e-mail

Deear Dr de Oliveira,

Thank you for submitting your manuscript “Synovial Fluid Survivin and METs as Independent
Biomarkers in Rheumatoid Arthritis™ to Rheumatology. The paper will now be considered by the
editorial team and forwarded for peer review if appropriate. The Editor will inform you of his decision
as quickly as possible. This paper is being considered on the understanding it has not been submitted
or published elsewhers. The editorial process normally takes four to six weeks, although delays do
ocour from time to time, particularly in finding appropriate referees who will agree to review the
manuscript promipthy.

Your paper has been assigned manuscript number RHE-22-0969. The full list of authors is: de Souza,
Flavio ; Schneider, Ayda; Cavalcante Machado, Caio; de Almeida, Sérgio Couto Luna; sitva, tarcilia;
Cunha, Fernandio; Louzada-Junior, Paulo; de Oliveira, René Donizet Ribeiro.

You may view the status of your manuscript at any time by logging on to your account at
Rheumatology ScholarCne Manusoripts (https//mc manuscriptcentral.comyrheumatclogy). Your
manuscript will be assigned the status "With Associate Editor’ until the review process is complete and
a decision has been made, whereupon the decision will be posted on your account.

CPTIONAL OPEN ACCESS: Please note that if your manuscript is accepted for publication in
Rheumnatology, you will have the option, at an additional charge, to make your paper freely available
online immediately upon publication, under the Cuford Open initiative (see
http:/fwww.cefordjournalsorg/oxfordopen/). Applicable Oxford Open charges can be found in the
Authors Instructions hitp:/fwwaoxford journals_org,/brheum,for_authors/index html. Please note that
authors are not asked to make this dedsion until after acceptance of their manuscript and hence it is
nat part of the editorial process.

If you need to contact the Editonal Office for any reason, please be prepared to quote the reference
number for your manuscript.

We will not use your data for any other purpose apart from assigned tasks and for administration
within ScholarOne Manuscripts and for reporting of the scholarly record, unless ctherwise requested.
Your data will remain in the system to ensure a clear audit trail, but may be deleted if requested.

Yours sincerely,

Rheumatology Editorial Office
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