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RESUMO 

Souza, F.F.L. Avaliação de survivina e armadilhas extracelulares de neutrófilos 

no líquido sinovial como biomarcadores na artrite reumatoide. 2022. 52fls. Tese 

(Doutorado). Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, 

Ribeirão Preto, 2022. 

Introdução: a resistência do pannus à apoptose é uma característica importante que 

resulta em invasão e erosão óssea na artrite reumatoide (AR). A survivina, uma 

proteína antiapoptótica produzida por fibroblastos sinoviais, é útil como biomarcador 

de diagnóstico e dano articular na AR. Os neutrófilos sinoviais apresentam apoptose 

tardia e são responsáveis por lesar diretamente o tecido articular, atuando através da 

liberação de grânulos enzimáticos, espécies reativas de oxigênio e armadilhas 

extracelulares de neutrófilos (NETs). NETs são reconhecidas como fonte de 

autoantígenos citrulinados na AR. Objetivos: quantificar survivina e NETs no líquido 

sinovial (LS) de pacientes com AR e osteoartrite (OA) e avaliar se há correlação das 

quantificações com o diagnóstico, gravidade e atividade da AR. Métodos: foi realizado 

um estudo observacional transversal, no qual foram incluídos 32 pacientes com AR e 

16 com OA. Foram obtidos dados clínicos, laboratoriais e radiográficos, além de 

análises de rotina do LS e dosagem de survivina e NETs sinoviais. A atividade da AR 

foi avaliada usando DAS28. Resultados: A survivina foi encontrada elevada no LS do 

grupo AR em comparação com o grupo OA (mediana 356,9 vs 49,9 pg/mL, p=0,0006). 

A mediana de NETs foi de 100,7 e 49,7 ng/mL (p=0,004) para os grupos AR e OA, 

respectivamente. As curvas ROC mostraram os seguintes valores para medidas de 

survivina e NETs: AUC de 79% e 75%, respectivamente, com sensibilidade de 75% e 

especificidade de 78% para ambos. Não houve correlação entre os valores de 

survivina e NETs para ambos os grupos. Discussão: Foi encontrada uma associação 

entre os níveis de survivina e NETs no LS e o diagnóstico de AR, mas não com 

erosões ósseas ou atividade da doença. Não houve correlação entre survivina e NETs 

no LS, pelo que supomos que a resistência à apoptose, mediada pela survivina, e a 

netose podem não 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 Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão 

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 (NETs).  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. INTRODUÇÃO 

 

Artrite reumatoide (AR) é uma doença crônica, inflamatória e autoimune, que afeta 

primariamente as articulações e que sem tratamento pode levar a danos articulares 

irreversíveis e incapacidade física. A prevalência média da AR é estimada em cerca 

de 0,5 a 1% da população geral. Fatores genéticos são responsáveis por 60% do risco 

de desenvolver AR. Variantes nos genes HLA (Human Leucocyte Antigen) conhecidas 

como epítopo compartilhado estão particularmente associadas ao risco de 

desenvolvimento da doença, além de fatores ambientais, como tabagismo.¹ 

A invasão da sinóvia 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 à organização de um tecido infiltrativo e 

erosivo ao osso chamado pannus.² A resistência do pannus à apoptose é uma 

característica fundamental para seu comportamento invasivo e destrutivo. A 

resistência à apoptose na AR também ocorre nas células do líquido sinovial (LS).3  

Vários estudos demonstraram haver desequilíbrio entre fatores pro-apoptóticos e 

anti-apoptóticos tanto na sinóvia reumatoide quanto nas células imunes do sangue e 

dos tecidos.4 Entre esses fatores se destaca a elevação da proteína anti-apoptótica 

survivina. A survivina, o menor membro de um grupo de proteínas inibidoras da 

apoptose, é uma proteína de cadeia única, com 16,5 kDa, codificada pelo gene BIRC5; 

exerce sua função através da ligação com as caspases 3 e 9, levando ao bloqueio 

das vias extrínseca e intrínseca da apoptose.5 Recentemente, foi demonstrado que 

altos níveis de survivina estão relacionados à falha ao tratamento com metotrexato na 

AR inicial.6 Sua dosagem sérica pode predizer a evolução de pacientes com artrite 

indiferenciada para AR e a elevação de seus níveis séricos se correlaciona com 

doença mais agressiva.7,8,9 

Essa molécula é produzida por sinoviócitos semelhantes a fibroblastos10 e 

promove a expressão de IL-6,11 que por sua vez, ativa constantemente os neutrófilos,
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contribuindo para o aumento de sua vida útil.12 Neutrófilos são as células mais 

abundantes no LS de pacientes com AR e presentes no tecido sinovial principalmente 

durante fases de reativação da doença.13 Neutrófilos de indivíduos saudáveis 

apresentam apoptose tardia quando incubados com LS de pacientes com AR.14,15 

  Além disso, dentre as células que participam na patogênese da AR os 

neutrófilos possuem o maior potencial citotóxico, responsáveis por lesar diretamente 

o tecido articular, agindo através da liberação de grânulos enzimáticos, espécies 

reativas de oxigênio e armadilhas extracelulares.16 As armadilhas extracelulares de 

neutrófilos (do inglês, Neutrophil Extracellular Traps - NETs) são estruturas compostas 

por cromatina descondensada, histonas e proteínas granulares, como 

mieloperoxidase e elastase, liberadas em um processo denominado netose, 

mecanismo primeiramente relacionado à morte de patógenos, mas agora reconhecido 

como importante para danos teciduais na AR.12 A descondensação da cromatina, 

etapa essencial para a netose, é regulada pela citrulinização, promovida pela arginina 

peptidil deiminase (PAD),17 uma enzima envolvida no surgimento de anticorpos 

antipeptídeos citrulinados (anti-CCP), um marcador sorológico de autoimunidade na 

AR. Em razão desta exposição do conteúdo intracelular, os neutrófilos podem ser uma 

fonte de autoantígenos citrulinados quando sofrem netose.18 A interação entre o 

sistema imune adaptativo e os neutrófilos pode resultar em maior atividade 

inflamatória e persistência destas células tanto no LS quanto no pannus.19 Existem 

algumas informações sobre o papel das NETs como biomarcadores para diagnóstico 

de AR,20 mas sua utilidade para prognóstico ou resposta ao tratamento ainda é motivo 

de discussão. Se existe uma relação entre os níveis de survivina e de remanescentes 

de NETs no LS da AR é o que indagamos ao realizar este estudo. Para isso, avaliamos 

a presença de survivina e NETs no LS de pacientes com AR em comparação com o 

LS de pacientes com osteoartrite (OA). Perguntamos se os níveis sinoviais de 

survivina e/ou de NETs podem servir como biomarcadores para o diagnóstico 

diferencial da AR; se existe correlação entre ambos ou destes com marcadores de 

atividade e gravidade da doença, e com parâmetros inflamatórios. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 Resistência à apoptose e ocorrência de netose no microambiente sinovial 

contribuem para perpetuação da inflamação na AR. Avaliação comparativa desses 

dois aspectos de biologia celular pode fornecer elucidações acerca da fisiopatologia 

da doença, bem como sugerir biomarcadores para diagnóstico. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Primário 

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

de pacientes com AR e OA. 

3.2 Secundários 

Avaliar se há associação entre as quantificações de survivina e NETs com o 

diagnóstico, a gravidade e a atividade da AR. 

Avaliar se há correlação entre os níveis de survivina e remanescentes de NETs 

no LS de pacientes com AR e OA. 

Avaliar se há correlação entre os níveis de survivina e remanescentes de NETs 

no LS e parâmetros de inflamação sistêmica. 
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4. PACIENTES E MÉTODOS 

 

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 indicação de 

artrocentese. 

  

4.2 Determinação do tamanho amostral: 

 Para determinação do tamanho amostral foi utilizada a calculadora fornecida 

pelo Centro de Métodos Quantitavos (CEMEQ) da Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto da Universidade de São Paulo (FMRP-USP). Foi considerada uma prevalência 

de AR de 1% da população total¹, um erro absoluto tolerável (d) de 0,05 e um intervalo 

de confiança de 95%. O que resultou em um N mínimo de 16 pacientes em cada 

grupo. 

 

4.3 Participantes: 

 Os pacientes incluídos foram provenientes do ambulatório de infiltração intra-

articular do Hospital das Clínicas da FMRP-USP. Sessenta e três pacientes foram 

avaliados quanto à elegibilidade e 48 pacientes foram incluídos, conforme mostrado 

na Figura 1. 
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Figura 1: Fluxograma de inclusão 

4.4 Critérios de inclusão: 

Para os dois grupos: 

 - Ter indicação médica de artrocentese, diagnóstica ou terapêutica. A equipe 

de pesquisa não teve nenhuma participação na indicação do procedimento nem na 

realização do mesmo, podendo o mesmo ter sido realizado em qualquer articulação 

puncionável. 

 - 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 classificação de AR do American 

College of Rheumatology (ACR) e European League Against Rheumatism (EULAR) 

de 2010.21,22 

 Para o grupo controle (OA): 
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Pacientes tiveram diagnóstico de OA realizado pela equipe médica assistente. 

Para a articulação do joelho foi utilizado o critério clínico e radiográfico ACR 1986.23  

 

4.3 Critérios de exclusão: 

Pacientes portadores de outras doenças reumáticas autoimunes. 

Pacientes com diagnóstico clínico ou microbiológico de artrite séptica. 

Pacientes com artropatia por cristais na articulação estudada (presença de cristais 

na análise do LS). 

Pacientes com infecção sistêmica, aguda ou crônica. 

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

de 5 anos. 

 

4.4 Aspectos éticos: 

 O estudo foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa do Hospital das 

Clínicas de Ribeirão Preto (registro número: 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 dúvidas 

esclarecidas no momento da inclusão e durante o estudo, bem como puderam se 

retirar do estudo a qualquer momento. 

 

4.5 Avaliação Clínica: 

Pacientes foram avaliados quanto a variáveis demográficas, presença de 

comorbidades e medicações em uso, conforme revisão de prontuário. 

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

DAS28 (Disease activity score 28 joints),24,25 sendo classificados da seguinte forma:  
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Remissão: DAS28 < 2,6 

Baixa atividade:  2,6 ≤ DAS28 < 3,2 

Moderada atividade: 3,2 ≤ DAS28 < 5,1 

Alta atividade: DAS28 ≥ 5,1 

 

4.5 Avaliação radiográfica 

Avaliamos radiografias de mãos de pacientes com AR, realizadas nos últimos 12 

meses, no intuito de classificá-los como portadores de doença erosiva ou não. Erosão 

foi considerada uma clara ruptura na camada cortical das articulações 

metacarpofalangeanas, interfalangeanas proximais, radiocarpal, ulno-carpal ou 

intracarpal. 

 

4.6 Avaliação laboratorial 

  Foi realizada avaliação de inflamação sistêmica através da proteína C reativa 

sérica (PCR) por turbidimetria e velocidade de hemossedimentação (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 concentrações > 10 UI/mL. A detecção de anti-CCP (IgG) foi realizada 

usando kits comerciais de ELISA de acordo com as instruções do fabricante (Quanta 

Lite anti-CCP 2; Inova, San Diego, CA, EUA) e foi considerado positivo em 

concentrações > 20 UI/mL e positivo em altos títulos se em concentrações > 60UI/mL. 

 

4.10 Procedimentos experimentais 

 Após consentimento, a artrocentese (de um dos joelhos, para todos os 

pacientes) foi realizada sob técnica asséptica pela equipe assistente e o LS foi 
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coletado em tubos contendo EDTA para posterior centrifugação e análise padrão 

dentro de duas horas, que consistiu em coloração com Giemsa para leucometria e 

contagem diferencial sob microscopia óptica. 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 recomendações 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 

recomendações do fabricante.  

A quantificação 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 às amostras. Após o período de reação, as amostras 

foram colocadas em placas previamente sensibilizadas com anticorpo anti-

mieloperoxidase (kit comercial Anticorpo de Mieloperoxidase PA5 – 16672 Thermo 

Fisher Scientific). A fluorescência foi lida em 525 mm (com excitação em 488 mm) no 

espectrofotômetro SpectraMax M3 – Molecular Devices. 

 

4.11 Análise estatística 

A análise estatística foi realizada com o GraphPad Prism® 7 (GraphPad 

Software Inc., EUA). A estatística descritiva foi apresentada em números absolutos e 

percentuais ou mediana e intervalo interquartil. As comparações de parâmetros 

clínicos, laboratoriais e experimentais entre os grupos foram realizadas pelo teste de 

Mann-Whitney para variáveis contínuas e teste exato de Fisher para variáveis 

categóricas. Curvas ROC foram usadas para avaliar survivina e NETs sinoviais como 

biomarcadores para o diagnóstico de AR. A correlação de Spearman foi realizada para 
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medir a correlação entre variáveis experimentais, clínicas e laboratoriais gerais. Para 

todos os testes, p<0,05 foi considerado para significância estatística. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

25  

5. RESULTADOS 

 

5.1 Dados clínicos e laboratoriais 

Quarenta e oito pacientes foram incluídos, 32 no grupo AR e 16 no grupo OA. A 

Tabela 1 resume os dados clínicos 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 duração da doença 

para pacientes com AR foi de 70,3 meses. 

No grupo AR, erosões nas radiografias de mãos, FR e anti-CCP positivos 

foram, respectivamente, 59,4%, 59,4% e 84,4%. Em relação aos marcadores de 

inflamação sistêmica, comparando os grupos AR e AO, encontramos diferenças 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 leucócitos no LS foi diferente (17.830 vs 1.774/mm3; p<0,0001), 

mas a porcentagem de neutrófilos 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 aspiração articular ocorreu na mesma avaliação em que o diagnóstico foi 

confirmado. Onze (34,4%) pacientes estavam em monoterapia com um medicamento 

antirreumático modificador da doença sintético (MMCDs), 5 (15,62%) estavam usando 

um MMCDs e um MMCD biológico (MMCDb) bloqueador de TNF, e 7 (21,87%) 

estavam usando um MMCDs e um MMCDb não-bloqueador de TNF (Tabela 1). 
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Tabela 1: Características demográficas, clínicas, 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; 

IIQ] 
54 [(45 – 64,7) 13,22] 64.5 [(58 – 70) 8,47] 0,0089 

Características clínicas  

Erosões [n (%)] 19 (59,37)   

Tempo de doença 

(meses) [mediana; IIQ] 
70,3 (24 – 108)   

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

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

DAS28 [média ± desvio 

padrão] 
4,2 ± 0,98   

Características Laboratoriais  

PCR (mg/dL) [mediana; 

IIQ] 

2,60 mg/dL [(0,69 – 

3,74) 2,23] 

2,07 mg/dl [(0,36 – 2,32) 

3,33] 
0,07 

VHS (mm/1ª hora) 

[mediana; IIQ] 

31 mm/h [(14 – 

38,75) 23,79] 

16 mm/h [(3,5 – 24) 

17,27] 
0,006 

Análise do líquido sinovial  

Leucócitos totais (/mm3) 

[mediana; IIQ] 

17.830 [(7.900 – 

27.800) 16.339] 

1.774 [(350 – 1.500) 

2.400] 
<0,0001 

Neutrófilos (/mm3) 

[mediana; IIQ] 

13.595 [(3.665 – 

25.632) 14.644 

1.146 [(83 – 4.823) 

2.781] 
0,004 

Medicações em uso  

Nenhuma [n (%)] 9 (28,12)   

Metotrexate [n (%)] 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 peptídeos 

citrulinados cíclicos; DAS28 – disease activity index counting 28 joints; PCR – proteína C-reativa; VHS 

– velocidade de hemossedimentação; TNF – fator de necrose tumoral  



 

27  

 

5.2 IL-6, survivina e NETs no LS 

Encontramos diferenças significativas entre os grupos para as concentrações 

sinoviais de IL-6, survivina e NETs. O valor mediano de IL-6 no grupo AR foi de 1075,0 

[intervalo interquartil (IIQ), 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. 

 

 

Figura 2. Comparação 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 são mostrados nas Figuras 3 e 4. 
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Figura 3: Comparação entre medianas e intervalos interquartis dos níveis de survivina sinovial nos 

grupos AR e OA.  

 

Figura 4: Comparação 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 operação da survivina sinovial 86,8 pg/mL, com sensibilidade e 
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especificidade de 75% e 78%, respectivamente, para o diagnóstico 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 diagnóstico de AR. Ambas as curvas são 

mostradas nos Figuras 5 e 6. Também calculamos o razão de verossimilhança para 

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

 

 

 

Legenda: AUC - Área sob a curva 

Figura 5: Curva ROC para survivina no grupo AR. 
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Legenda: AUC - Área sob a curva 

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. 

 

5.3 Erosões ósseas, survivina e NETs 

A presença de erosões ósseas nas radiografias convencionais das mãos foi 

escolhida como medida de gravidade da doença, sendo encontradas em 19 dos 32 

pacientes com AR. Para a avaliação de associação entre a presença de erosões 

ósseas e as dosagens de survivina ou NETs, o melhor ponto de operação 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 níveis elevados de survivina e NETs. Entre os 

pacientes com AR com survivina elevada, 78,3% tinham doença erosiva, enquanto 

erosões ósseas ocorreram em 44,4% daqueles com baixos níveis de survivina 

(p=0,10). Erosões ósseas foram encontradas em 79,2% dos pacientes com NETs 

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

 

5.4 Atividade de doença, survivina e NETs 

Em 30 pacientes do grupo AR, a doença 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 doença ativa, não foi possível avaliar se 

survivina e NETs sinoviais podem servir como biomarcadores de atividade da doença. 

 

 5.5 Correlações entre DAS28 e variáveis laboratoriais e experimentais 

Procedemos a uma análise de correlação entre as variáveis clínicas, 

laboratoriais e experimentais. Os resultados são apresentados na Tabela 2. 

Encontramos uma correlação 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 correlação positiva entre a contagem total de células no LS e NETs no 

grupo OA (rho=0,54; p=0,04). 

Após o resultado de uma correlação positiva entre PCR sérica e NETs sinovial 

para o grupo AR, decidimos avaliar se havia correlação entre PCR sérica e IL-6 

(rho=0,33; p=0,06). 
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Tabela 2: Correlações entre parâmetros clínicos e laboratoriais 

  
AR  (n=32) 

 
OA (n=16) 

 
 Survivina NETs  Survivina NETs 

PCR 
rho 0.15 0.38 rho -0.05 0.34 

p 0.40 0.03 p 0.86 0.23 

VHS 
rho 0.10 0.22 rho -0.45 0.36 

p 0.58 0.22 p 0.12 0.23 

Leucócitos no LS 
rho 0.12 0.25 rho 0.35 0.54 

p 0.52 0.23 p 0.20 0.04 

Neutrófilos no LS 
rho 0.01 0.12 rho 0.38 0.71 

p 0.98 0.53 p 0.22 0.06 

IL-6 
rho 0.18 0.13 rho -0.25 0.02 

p 0.33 0.34 p 0.35 0.94 

Survivina 
rho - 0.03 rho - 0.19 

p - 0.87 p - 0.49 

NETs 
rho 0.03 - rho 0.19 - 

p 0.87 - p 0.49 - 

DAS28 
rho 0.09 0.25    

p 0.64 0.16    

Anti-CCP 
rho 0.45 0.16    

p 0.01 0.40    

Legenda: AR – artrite reumatoide; OA – osteoartrite; PCR – proteína C-reativa; VHS – velocidade de 

hemossedimentação; IL-6 – interleucina 6; NETs - neutrophil extracellular traps; DAS28 – disease 

activity index counting 28 joints; Anti-CCP – Anticorpo anti peptídeos citrulinados cíclicos. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 Como esperado, nossa coorte foi constituída principalmente por mulheres. A 

diferença de idade entre os grupos pode ser atribuída ao fato de os pacientes 

acometidos por OA geralmente iniciarem os sintomas da doença em uma idade mais 

avançada quando comparados aos pacientes com AR. O envolvimento sistêmico da 

AR explica as diferenças encontradas para VHS e PCR sérica. Quase 94% do grupo 

de AR foi representado por indivíduos com atividade da doença moderada ou alta, o 

que significa que várias articulações, não apenas o joelho aspirado, devem ter sido 

afetadas. Além disso, o influxo de leucócitos para o joelho e os níveis de IL-6 sinoviais 

foram encontrados significativamente maior no grupo AR. Em conjunto, esses 

achados sugerem que investigamos duas condições clínicas com diferenças 

relevantes na magnitude do processo inflamatório que afeta as articulações. Survivina 

e NETs também foram encontrados em maiores concentrações no LS de pacientes 

com AR. 

 A resistência à apoptose é um importante mecanismo na perpetuação das 

células imunes autorreativas na sinóvia reumatoide.4 A vida útil dessas células no 

microambiente sinovial está relacionada a um desequilíbrio entre fatores pró e 

antiapoptóticos, com um resultado líquido favorecendo a resistência à apoptose. Foi 

proposto que um aumento da expressão de survivina em pacientes com AR pode 

resultar em aumento da proliferação e permanência de células inflamatórias no 

ambiente sinovial, além de estar relacionado a uma doença mais grave e erosiva.26,27 

A influência da survivina nos neutrófilos resulta em ativação e um aumento do limiar 

de apoptose.28 Neutrófilos ativados por citocinas alteram sua expressão gênica para 
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permitir maior sobrevivência dentro de um microambiente inflamatório marcado por 

hipóxia, como ocorre na sinóvia reumatoide.29 

 As interações celulares na etiopatogenia da AR são complexas. Além do poder 

lesivo direto dos neutrófilos através da liberação de grânulos enzimáticos e espécies 

reativas de oxigênio, estas células também influenciam e regulam a resposta 

inflamatória através da secreção de citocinas, como TNF e IL-6, que influenciarão a 

maturação, proliferação e sobrevivência de linfócitos e macrófagos, e RANK-L que 

exerce efeito sobre osteoclastos, bem como através da apresentação de antígenos 

via MHC de classe II para linfócitos T.16 Sob influência de citocinas anti-apoptóticas, 

produzidas em parte por fibroblastos sinoviais,  como TNF, IL-8 e fator estimulante de 

colônias de granulócitos e macrófagos a sobrevivência dos neutrófilos na sinóvia 

reumatoide é aumentada para vários dias.30 

 Encontramos níveis mais elevados de survivina no LS de AR em comparação 

com pacientes com OA, em concordância com dados anteriores.10 Também 

encontramos associação entre os níveis de survivina no LS e o diagnóstico de AR, 

com sensibilidade e especificidade semelhantes a outros marcadores tradicionais da 

doença, como o FR sérico. Esses dados são comparáveis aos de outros estudos e 

reforçam a possibilidade de a survivina tornar-se um biomarcador diagnóstico para 

AR. Ao avaliar o soro de 1.233 pacientes com AR e 1.566 controles saudáveis, o 

estudo MyEIRA encontrou valor de sensibilidade para survivina de 95% e um valor 

preditivo positivo para o diagnóstico de AR de 88%.31 Em outro estudo, avaliando 

pacientes com artralgia indiferenciada, a combinação de sintomas clínicos, auto-

anticorpos e marcadores inflamatórios com survivina sérica resultou em uma 

especificidade de 91% e um valor preditivo positivo de 55% para a progressão para 

AR.32 Nosso estudo mostrou, pela primeira vez, uma correlação positiva moderada 

entre a survivina sinovial e anti-CCP sérico, reforçando uma associação bem 

conhecida de ambas as medidas em amostras de soro. 

Não encontramos uma associação estatisticamente significativa entre erosões 

ósseas e níveis de survivina sinovial. Esta associação foi bem estabelecida por outros 
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estudos.6,26 A produção sinovial de survivina é atribuída a fibroblastos, importantes 

células efetoras na sinóvia reumatoide, adquirindo um fenótipo invasivo e participando 

da destruição articular, especialmente através da produção de metaloproteinases 

responsáveis pela degradação da cartilagem hialina. A expressão de survivina por 

fibroblastos sinoviais pode ser ativada pela via PI3-quinase/akt.32 Mutações no gene 

supressor tumoral p53 no tecido sinovial estão relacionadas a um fenótipo mais 

agressivo de fibroblastos sinoviais na articulação reumatoide.33,34 O aumento na 

expressão de p53 resulta em uma atividade de survivina mais baixa e uma taxa mais 

baixa de replicação de fibroblastos sinoviais e maior apoptose dessas células.35 

 Em acordo com nossos resultados, a maioria dos dados disponíveis sugere que 

os níveis de survivina sinovial não estão correlacionados com a atividade da AR 

medida pelo DAS28.10,36 Isto pode se dever ao fato de o DAS28 refletir a atividade da 

doença em nível sistêmico, contabilizando todas as articulações envolvidas e 

marcadores de inflamação sistêmicos, como VHS e PCR sérica. 

Uma avaliação da influência do LS de pacientes com AR na apoptose de 

neutrófilos e netose foi realizada pela primeira vez por Wright e colaboradores.3 Os 

autores não avaliaram neutrófilos do LS na AR, mas neutrófilos sanguíneos de 

doadores saudáveis submetidos a incubação 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 níveis de remanescentes de NETs são aumentados no soro e no LS de 

pacientes com AR.30,37 A citrulinização de histonas é um passo importante na 

produção de NETs, e a resposta a antígenos citrulinados (por exemplo, geração de 

anticorpos anti-CCP) é responsável, em parte, pela quebra de tolerância imunológica 

observada em pacientes com AR, sendo as NETs uma fonte potencial de 

autoantígenos.38 A quantificação de NETs no LS foi significativamente maior em 

pacientes com AR em comparação com pacientes com OA, permitindo-nos encontrar 

uma associação significativa entre os níveis de NETs e o diagnóstico de AR, com boa 

composição de sensibilidade e especificidade. Ao avaliar o soro de pacientes com AR 



 

36  

e controles saudáveis, outros estudos encontraram uma sensibilidade de 91% a 92% 

e uma especificidade de 56% a 92% para o diagnóstico de AR. 20,37. Da mesma forma 

que a survivina, as NETs sinoviais não foram associadas a erosões ósseas em 

pacientes com AR, embora para ambas as variáveis experimentais uma tendência 

para significância estatística pôde ser notada. Além disso, não encontramos 

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

 NETs contendo elastase podem também gerar degradação da cartilagem 

articular e induzir a liberação de peptidilarginina deaminase-2 (PAD2) por fibroblastos 

sinoviais. Posteriormente estes fragmentos de cartilagem citrulinizados são 

internalizados por fibroblastos sinoviais e apresentados para células T CD4 

específicas.39,40 Fibroblastos sinoviais expressam receptores toll-like e podem atuar 

também como células apresentadoras de antígenos. A internalização de NETs via 

receptor toll-like 9 por fibroblastos sinoviais resulta em uma maior expressão de MHC 

de classe II por essas células levando a um perfil pro-inflamatório. A presença de 

proteínas citrulinizadas em NETs também estimula a expressão de PAD4 e RANK-L 

em fibroblastos sinoviais.41 

 A contagem total e diferencial de leucócitos não se correlacionou com survivina 

ou NETs no LS do grupo AR. Não encontramos investigação semelhante para 

comparar esses achados. Por outro lado, obtivemos uma correlação positiva 

moderada entre a contagem total de leucócitos e NETs no LS para o Grupo OA. 

Embora seja um resultado inédito, devido ao pequeno número de pacientes com OA 

e o fato de não ser nosso objetivo inicial, não o discutiremos em profundidade.  

 Neutrófilos saudáveis sofrem netose in vitro sob estimulação com IL-6.42 A PCR 

é produzida no fígado em resposta a citocinas inflamatórias, principalmente IL-6. 

Encontramos uma correlação moderada entre PCR sérica e NETs sinoviais. A fim de 

ainda investigar esse fenômeno, encontramos uma correlação positiva moderada 

entre a PCR sérica e IL-6 sinovial, embora esta avaliação não tenha sido um dos 

objetivos deste estudo. Devemos ter cautela ao avaliar esses dados porque as 
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correlações 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 razões de verossimilhança obtidas, a dosagem de survivina 

e NETs no LS resultou, para ambos, em uma probabilidade modesta para o 

diagnóstico de AR. Uma vez que a diferenciação clínica entre AR e OA quase nunca 

é um desafio para o reumatologista, devemos destacar o potencial de ambos os 

componentes para a elucidação dos mecanismos da doença e menos para uma 

aplicação direta na prática clínica diária. 

 Finalmente, não houve correlação entre survivina e NETs no LS. Isso pode ser 

devido ao fato de que esses dois fenômenos são, de fato, independentemente 

relacionados na fisiopatologia da AR. Além disso, a resistência à apoptose na AR 

ocorre por diversos mecanismos e não é certo que o efeito da survivina na atividade 

das caspases seja relevante em todos os pacientes ou em todos os estágios da 

doença (por exemplo, AR inicial vs estabelecida). 

Este estudo teve algumas limitações: a ampla faixa de tempo da doença e a grande 

variabilidade de terapias para o grupo AR; survivina e NETs não foram medidos 

concomitantemente em amostras de sangue periférico; e não avaliamos a taxa de 

apoptose de neutrófilos no LS. 
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7 CONCLUSÃO 

 Nesta coorte, survivina e NETs sinoviais foram biomarcadores 

independentes para o diagnóstico de AR, mas não para sua gravidade ou atividade. 

Não houve correlação entre survivina e NETs no LS, pelo que supomos que a 

resistência à apoptose, mediada pela survivina, e a netose estão independentemente 

relacionadas a fisiopatologia da AR. Correlações entre survivina no LS e anti-CCP 

sérico, e entre NETs no LS e PCR sérica adicionam informações à fisiopatologia da 

AR e sugerem novas oportunidades de investigação 
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ANEXOS 

 

Anexo A – Parecer consubstanciado do CEP 

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA 
 

Título da Pesquisa: AVALIAÇÃO DOS NÍVEIS DE SURVIVINA NO LÍQUIDO SINOVIAL DE 

PACIENTES COM ARTRITE REUMATOIDE E CORRELAÇÃO 
COM ARMADILHAS EXTRACELULARES DE NEUTRÓFILOS.   

Pesquisador: FLAVIO FALCAO LIMA DE SOUZA 

Área Temática: 

Versão: 2 

CAAE: 30237320.1.0000.5440 

Instituição Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RPUSP 

Patrocinador Principal: Financiamento Próprio 

 

DADOS DO PARECER 

 

Número do Parecer: 4.022.664 
 

Apresentação do Projeto: 

PROJETO DE DOUTORADO, PROGRAMA DE PÓS GRADUAÇÃO EM CLÍNICA MÉDICA, 

FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRÃO PRETO, UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO. 

ALUNO: FLÁVIO FALCÃO LIMA DE SOUZA 

ORIENTADOR: RENÊ DONIZETI RIBEIRO 

DE OLIVEIRA 

 
RESUMO 

Artrite reumatoide (AR) é uma doença crônica de natureza inflamatória caracterizada pelo 

acometimento simétrico das articulações periféricas. Um dos fatores que podem ser implicados 

na gênese da doença e na falha do tratamento instituído é a resistência à apoptose das células 

que compõem o infiltrado inflamatório sinovial, conhecido como pannus. O estudo de 
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marcadores de gravidade e falha terapêutica, como a proteína anti-apoptótica survivina, vem 

ganhando destaque. Realizaremos um estudo transversal observacional em pacientes com AR 

seguidos em um ambulatório de nível terciário. Serão selecionados 30 pacientes de ambos os 

sexos com indicação de punção articular para análise do líquido sinovial ou realização de 

tratamento intra-articular. Neste grupo avaliaremos no líquido sinovial os níveis de survivina e a 

formação de armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs, do inglês Neutrophil Extracellular 

Traps). Para comparação, serão estudados os líquidos sinoviais de 30 indivíduos com osteoartrite 

(OA) que necessitarão de punção articular para análise de líquido sinovial ou tratamento intra-

articular. Os objetivos do projeto são: avaliar se há diferenças entre os grupos de pacientes com 

AR e OA com relação aos parâmetros avaliados (survivina e NET); se há correlação entre 

atividade da doença e os valores de survivina e a ocorrência de NET no líquido sinovial dos 

pacientes do grupo AR. 

O projeto esta bem formatado. A introducao é 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. 

Avaliação dos Riscos e Benefícios: 

Os proponentes acrescentaram o risco de perda de anonimato. As descrições se encontram 

adequadas nesta versão do projeto e TCLE. 

Comentários e Considerações sobre a Pesquisa: 

Considerações relevantes foram inseridas. Os pesquisadores apresentaram justificativa para o 

cálculo amostral e seguiram o guideline STROBE para descrição dos desfechos e outros 

elementos importantes. 

 

Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória: 

O TCLE foi readequado e encontra-se dentro das normas da CONEP. 

Recomendações: 

Não há. 

Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações: 

Considero a nova versão adequada. Diante do exposto e à luz da Resolução CNS 466/2012, o 

projeto de pesquisa versão 02 de 05 de maio de 2020, assim como o Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido versão 2, 20 de abril de 2020, podem ser enquadrados na categoria 

APROVADO. 

 

Considerações Finais a critério do CEP: 

Projeto Aprovado: Tendo em vista a legislação vigente, devem ser encaminhados ao CEP, 
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relatórios parciais anuais referentes ao andamento da pesquisa e relatório final ao término do 

trabalho. Qualquer modificação do projeto original deve ser apresentada a este CEP em nova 

versão, de forma objetiva e com justificativas, para nova apreciação. 

 

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados: 
 

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situação 

Informações Básicas PB_INFORMAÇÕES_BÁSICAS_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     

Ausência     

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

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

 

 
Situação do Parecer: 

Aprovado 

Necessita Apreciação da CONEP: 

Não 
 

RIBEIRAO PRETO, 12 de 
Maio de 2020 

 
 

Assinado por: 

MARCIA GUIMARÃES 
VILLANOVA 

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

 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA 

DE RIBEIRÃO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

Campus Universitário Monte Alegre, fone: 36366-1000, Fax: 3633-1144 

CEP: 14048-900, Ribeirão Preto, São Paulo 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

PROJETO DE PESQUISA: “AVALIAÇÃO DOS NÍVEIS DE SURVIVINA NO LÍQUIDO SINOVIAL DE 

PACIENTES COM ARTRITE REUMATOIDE E CORRELAÇÃO COM NETOSE.” 

 

Você está sendo convidado a participar dessa pesquisa porque recentemente recebeu 

o diagnóstico de uma doença chamada ARTRITE REUMATOIDE. Ela é causada por uma 

alteração em seu próprio organismo (no sistema imunológico), que passou a causar 

inflamação em suas articulações, gerando dor, inchaço e calor. Se não for tratada 

adequadamente, a doença pode deixar sequelas. Para um melhor entendimento de como 

tratar a doença, várias pesquisas estão em desenvolvimento e algumas delas realizam exames 

para avaliar a presença de algumas substâncias no líquido das juntas. Entre essas substâncias 

estão a proteína survivina e a NETose (uma alteração de um dos tipos de glóbulos brancos do 

sangue, os neutrófilos). 

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

(2 mL) que será colhido de sua junta, conforme indicação da equipe médica que o atendeu. 
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Para a coleta deste líquido uma agulha será introduzida dentro de sua articulação, após 

limpeza da pele com antissépticos e podem ser injetadas dentro da sua junta medicamentos 

anti-inflamatórios e anestésicos. Este procedimento pode resultar em dor no local, infecções 

ou sangramentos e dura cerca de 10 minutos. Neste líquido avaliaremos as duas substâncias 

relatadas acima. 

Como utilizaremos o líquido que será coletado de sua junta por necessidade para o 

tratamento da sua doença, você não será submetido(a) a nenhum procedimento adicional. O 

único risco a que você será submetido ao participar da pesquisa é o de quebra do sigilo de 

informações contidas no seu prontuário, porém a equipe de pesquisa tomará todos os 

cuidados para que as informações contidas em seu prontuário não sejam acessadas por 

terceiros. Por outro lado, participar da pesquisa também não trará benefícios diretos para seu 

tratamento.  

Gostaria de enfatizar que você está sendo CONVIDADO, e a participação na pesquisa é 

completamente VOLUNTÁRIA. Você pode se negar a participar dessa pesquisa e isso não lhe 

trará qualquer prejuízo para seu tratamento pela equipe de reumatologia. Ou seja, você 

continuará com seu seguimento médico contínuo e gratuito, independente da participação 

no estudo. Os dados coletados serão mantidos sob sigilo médico e serão utilizados apenas 

para fins de pesquisa.   

O estudo será feito no ambulatório de Reumatologia do Hospital das Clinicas da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, toda quarta-feira, em horário de funcionamento do 

ambulatório (7:30 às 12:00 horas). Em caso de dúvida, o contato poderá ser feito com o Dr. 

Flávio Falcão Lima de Souza (médico assistente da disciplina de Reumatologia do Hospital das 

Clínicas de Ribeirão Preto e realizador do estudo), neste mesmo endereço ou pelo telefone 

(16) 996081326. 

Um Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) é composto por um grupo de pessoas que são 

responsáveis por supervisionarem pesquisas em seres humanos que estão sendo feitas na 

instituição e tem a função de proteger e garantir os direitos, a segurança 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 Clínicas e da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto está localizado no Subsolo 

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

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

será a sua participação, bem como os riscos e benefícios, assine nas duas linhas abaixo: 

“Eu, 

___________________________________________________________________, no dia 

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

poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem qualquer penalidade ou 

prejuízo no meu atendimento no Hospital das Clínicas de Ribeirão Preto. Declaro ainda que 

recebei uma via dia desse termo de consentimento devidamente assinada pelo pesquisador 

responsável.” 

Assinatura do paciente ou responsável legal: 

_________________________________________ 

 

Nome do paciente ou responsável legal: 

_____________________________________________ 

Data ____/____/____ 

 

Assinatura da testemunha: 

________________________________________________________ 

Nome da testemunha: 

____________________________________________________________ 

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

deste paciente ou representante legal para a participação neste estudo.  

 

Assinatura do responsável pelo estudo: 

_____________________________________________ 

Nome do responsável pelo estudo: 

_________________________________________________ 

Data ____/____/____ 

Se houver alguma dúvida quanto à parte ética do projeto, entrar em contato com o 

Comitê de Ética em Pesquisa, localizado no Hospital das ClÍnicas da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto Campus Universitário s/n Monte Alegre – Ribeirão Preto, SP, telefone: (16) 

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