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RESUMO

Campos, JR Morfometria e correlagdo clinico laboratorial dos vacuolos em
neutrofilos de pacientes com choque hemorragico [dissertagdo]. Belo Horizonte:

Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Minas Gerais; 2015.

INTRODUCAO: O trauma tecidual e as agressdes decorrentes do insulto induzem a
migracdo e ativacdo de neutrofilos por meio de mediadores especificos. Para que
seja evitada resposta inflamatdria sistémica, é essencial o processo de apoptose dos
neutréfilos. A formacdo de vacuolos em neutréfilos aparece como promissora no
mecanismo de controle do processo inflamatério em pacientes vitimas de choque
hemorragico. OBJETIVOS: Avaliar o nimero e o tamanho dos vacuolos contidos no
citoplasma e no nucleo de neutrdfilos, em esfregaco de sangue periférico, corado
pelo método May Grinwald-Giemsa, em pacientes vitimas de traumatismos com
choque hemorragico. METODOS: Foram coletadas sete amostras de sangue de
vinte pacientes vitimas de traumatismo e evoluindo com choque hemorragico e de
20 pacientes com trauma que ndo evoluiram com choque hemorragico. A primeira
amostra foi obtida logo ap6s a admissédo do paciente ao hospital seguido por novas
amostras coletadas as 6, 12, 18, 24, 48 e 72 horas, ap0s a coleta da primeira
amostra. Foram confeccionados esfregacos de sangue e realizado a morfometria de
vacuolos de 100 neutréfilos coletados a cada tempo no grupo controle e no grupo
choque. Os vacuolos do nucleo e do citoplasma foram contados e a sua area
medida usando software especifico. Resultados: Os pacientes do grupo controle e
do grupo choque apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) em relagcdo ao
namero e a area de vacuolos no nucleo e no citoplasma. Apds analise multivariada,
os parametros acido latico e frequéncia cardiaca apresentaram melhor correlacdo
com a variagcdo do numero (r = 0,634) e area dos vacuolos contidos no citoplasma
dos neutrofilos (0,624) com diferenca significativa (p < 0,05). Conclusdes: O
processo fisiopatolégico decorrente do choque hemorragico induz a maior
vacuolizacdo dos neutréfilos em relacdo ao grupo controle. Dentre os parametros
clinicos e laboratoriais avaliados, o acido latico e a frequéncia cardiaca
apresentaram melhor correlacdo com a variacdo do numero e da area dos vacuolos
citoplasmaticos dos neutrdfilos.

Palavras chave: Inflamacao, neutréfilo, vactuolos, choque hemorragico, apoptose
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ABSTRACT
Campos, JR Morphometric and clinical laboratory correlation in neutrophil vacuoles
of patients with hemorrhagic shock [dissertation]. Belo Horizonte: Faculty of

Medicine, Federal University of Minas Gerais; 2015.

INTRODUCTION: Tissue trauma induces migration and activation of neutrophils
through specific mediators. The process of apoptosis of neutrophils is essential to
avoid the consequences of a systemic inflammatory response commonly seen after
trauma. The formation of vacuoles in neutrophils seems to be a mechanism capable
to attenuate the inflammatory response in patients victims of traumatic hemorrhagic
shock. The aim of this work was to evaluate the number and size of cytoplasmic and
nuclear vacuoles of May Griunwald-Giemsa stained neutrophils in peripheral blood
smear obtained from trauma patients with hemorrhagic shock. METHODS: Seven
sequential blood samples were collected from 20 patients with hemorrhagic shock
and from 20 patients with trauma without hemorrhagic shock. The first sample was
obtained just after the patient admission to the hospital followed by new samples
collected at 6, 12, 18, 24, 48 and 72 hours, after collection of the first sample. Then
blood smears were prepared and held morphometry of vacuoles hundred neutrophil
collected each time the control group and shock group. The vacuoles nucleus and
cytoplasm were counted and their area was measured using specific software.
RESULTS: The number and area of vacuoles in neutrophil cytoplasm and nucleus
from control group patients showed significant differences (p <0.05) when compared
to the shock group ones. Lactic acid and heart rate parameters showed correlation
with the number (r = 0.634) and the area (r = 0.624) of neutrophil cytoplasmic
vacuoles as shown by multivariate analysis (p <0.05) CONCLUSION: Hemorrhagic
shock induces greater vacuolization of neutrophils when compared to control group
patients with mild trauma. Among the clinical and laboratory parameters evaluated,
lactic acid and heart rate showed correlation with the number and area of neutrophil
cytoplasmic vacuoles.

KEY WORDS: Hemorrhagic shock, Inflammation, neutrophil, vacuoles, apoptosis
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1. INTRODUCAO

Choque pode ser conceituado como sindrome caracterizada pelo
desequilibrio entre oferta e consumo de oxigénio aos tecidos, no qual a oferta torna-
se insuficiente frente as necessidades metabdlicas locais. O choque hemorragico é
tipo de choque hipovolémico, no qual diminuicdo da volemia ocorre por perda
sanguinea apos o trauma. Hipovolemia refere-se a diminuicdo do volume sanguineo
decorrente da hemorragia, diminuindo a pressdo de enchimento dos vasos e,
consequentemente, diminuindo o retorno venoso. O débito cardiaco cai para nivel
abaixo do normal, e estado de choque se desenvolve. Os graus do estado de
choque sédo consequentes a perda sanguinea, desde reducdo leve até completa
cessacao do débito cardiaco. (Guyton e Hall, 2006).

No choque hemorragico ocorre, inicialmente, aumento de resisténcia
vascular sistémica, pelo aumento da atividade adrenérgica, como forma de manter o
fluxo sanguineo para Orgaos vitais. Essas alteracdes hemodinamicas conduzem a
manifestacbes clinicas caracteristicas do choque hemorragico, tais como,
hipotensdo, taquicardia, palidez cutdnea, sudorese e aumento do tempo de
enchimento capilar (Rodgers, 1995). A resposta organica ao trauma ¢é
desencadeada por dois tipos diferentes de agressdo (Rotstein, 2003): o primeiro
atribuido a lesdo tecidual direta como fraturas e cortes, com liberacdo local de
mediadores inflamatérios. O segundo, causado pela perda sanguinea, com
hipotensédo e hipoperfusdo tecidual, e pela hipoxia sisttmica em decorréncia de
leséo pulmonar, dificuldade respiratoria por obstrucédo de vias aéreas e rebaixamento
do nivel de consciéncia. Outros fatores determinantes desse segundo tipo de
agressao sdo acidose metabolica, lesdo por isquemia-reperfusdo e infeccdes
proprias do periodo de ressuscitacao (Rotstein, 2003).

O trauma tecidual e as agressbes secundarias levam a liberacdo de
mediadores inflamatorios locais e sistémicos, que associados a fatores genéticos e
individuais, levam as manifestacdes de sindrome de resposta inflamatéria sistémica -
SRIS (Bone et al, 1992; Hensler et al, 2002). A resposta inflamatéria decorrente do
trauma é caracterizada pela producdo de mediadores pré-inflamatorios tais como:
fator de necrose tumoral a (TNFa), interleucina 18 (IL-1), interleucina 6 (IL-6),

interleucina 8 (IL-8), fator de migracdo de macrofagos (MMF), entre outras.
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Essa resposta causada pelos mediadores € bem descrita na fase aguda do trauma e
0 aumento dos niveis séricos desses mediadores esta relacionado a gravidade do
trauma e a mortalidade (Donnelly et al, 1993; Donnelly et al, 1994; Martin, 1997).
Estes mediadores pro-inflamatérios estimulam a producdo e a ativacdo de
neutrofilos que participam da reparacéo tecidual local com a liberagédo de radicais
livres de oxigénio, através do burst oxidativo, e proteases (Botha et al, 1995). Ambos
sao inicialmente produzidos para reparar os tecidos lesados, porém atuam de forma
fundamental na lesdo por isquemia-reperfusdo. O acumulo e concentracao tecidual
destes leucdcitos sdo um passo importante na resposta inflamatéria inicial e ocorrem
por acdo de moléculas de adesao, que sdo ativadas tanto nos leucécitos quanto no
endotélio por acdo dos mediadores pro- inflamatorios. As moléculas de adesao
descritas, as quais vao levar a adeséo e a rolagem dos neutréfilos para os tecidos,
sdo inicialmente as selectinas LAM-1 (leukocyte adhesion molecule), nos leucocitos,
e ELAM-1(endothelial leukocyte adhesion molecule) e a selectina P no endotélio. No
momento seguinte, outras moléculas denominadas integrinas sao ativadas
exercendo papel semelhante. As integrinas descritas sdo: ICAM-1(intercellular
adhesion molecules), VCAM-1 (vascular cell adhesionmolecules), CD11a/CD18,
CD11b/CD18 e CD11c/CD18. O aumento dos niveis séricos dos receptores destas
moléculas esta relacionado a maior incidéncia de complicacdes pOs-trauméaticas
(Botha et al,1995; Fujishima e Aikawa,1995, Keel, 2005). Em seguida, encontra-se a
representacdo esquematica do processo de rolamento dos neutrofilos através do

endotélio.
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Figura 1 — llustracdo do mecanismo proposto para o rolamento dos neutréfilos no endotélio vascular

e posterior transmigracao.

Fonte: (Cook — Mills e Deem, 2005)

Durante a ativagdo e rolagem dos neutrdéfilos, inicia-se a producdo de
proteinas, entre as quais elastase e também de radicais livres de oxigénio,
resultantes do processo de burst oxidativo. Estes produtos tém sua producao
aumentada na fase de isquemia, associada a diminuicdo na producgédo de adenosina
trifosfato — ATP celular, pela menor oferta tecidual de oxigénio. As bombas de
Na+/K+, altamente dependentes de ATP, funcionam de forma inadequada,
permitindo a entrada de sodio nas células com consequente edema, associado ao
aumento de célcio intracelular (Robins, Stanley L., 2000).

Na fase de reperfusdo, estes elementos interagem, incluindo os radicais
livres de oxigénio, levando a fenbmenos de peroxidacdo e de desintegracdo das
membranas celulares, lesdo do DNA e apoptose e necrose das células de defesa,
endoteliais e nas parenquimatosas (Kong et al, 1998).

A morte celular dos neutréfilos seja por apoptose ou necrose € um
importante mecanismo para controle do nimero destas células seja no individuo

sadio ou no decorrente do choque hemorragico decorrente do trauma.
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Quando liberados da medula 6ssea, os neutrofilos permanecem por curto periodo de
tempo na circulagdo (8-20 horas) e nos tecidos (1 a 4 dias). Diariamente sao
formados na circulagdo 0,8 a 1,6 x 10° células / kg de peso corpéreo (Akgul et al.,
2001; Maianski et al.,, 2004). Portanto, € necessario que 0 mesmo numero de
neutrofilos entre em apoptose ( morte constitutiva) para manter a homeostasia.

Além disso, a morte dos neutréfilos € evento celular essencial para
manter o niumero destas células durante os processos de infeccéo e inflamacéo, ja
gque as enzimas e as espécies reativas de oxigénio secretadas pelos neutrdfilos
durante a infeccéo e inflamacdo podem ser toxicas para células e tecidos proximos a
este local, intensificando a inflamacéo. Deste modo, a apoptose dos neutréfilos
senescentes e sua remoc¢ao por macréfagos permite a resolucao rapida e eficaz do
processo inflamatoério (Luo e Loison, 2008).

A morte celular pode ocorrer por varios mecanismos: apoptose, necrose,
necrose secundaria, aponecrose, autofagia, oncose e senescéncia (Ryter et al.,
2007). No entanto, apoptose e necrose sdo 0s tipos de morte celular melhor
caracterizados. A distin¢do entre estes dois tipos de morte pode ser feita com base
nas alteragdes morfoldgicas e bioquimicas (Wyllie et al., 1980).

O termo necrose, na etimologia grega, quer dizer “estado de morte”, e
envolve um processo de morte que é resultado de leséo celular irreversivel. Este tipo
de morte celular geralmente acomete grupo de células vizinhas e envolve
inflamacdo. Tumefacdo celular e degeneracdo gordurosa, com formacdo de
vacuolos lipidicos no citoplasma sdo as primeiras alteracdes observadas. A
mitocondria e o reticulo endoplasmético tornam-se tumefeitos. A ruptura dessas
organelas confere o aspecto granuloso ao citoplasma observado nesses casos. A
ruptura dos lisossomos causa lise das organelas, pelas enzimas lisossomais, e
ocasiona a homogeneizacao do citoplasma, que toma o aspecto de massa aciddfila
e opaca. Quando toda basofilia é perdida e os limites entre as organelas se tornam
indistinguiveis, as células necrodticas sdo chamadas de ghost cells. A ruptura da
membrana celular permite o extravasamento do conteldo citoplasméatico e a entrada
de material extracelular. O rompimento celular induz resposta inflamatoéria local e
fagocitose do tecido (Proskuryakov et al., 2003).

O termo apoptose, de etimologia grega, significa “folhas caindo das
arvores” foi inicialmente descrita por Kerr et al. (1972). A apoptose € modelo bem



Introducao 6

caracterizado de morte celular que pode ocorrer por uma diversidade de estimulos
fisiolégicos e néo fisioldgicos. Trata-se de um “suicidio celular” mediante a ativagcéo
de um processo bioquimico controlado, que requer energia e pode nao envolver
inflamacéo (Gorman et al., 1997). O processo apoptético pode ocorrer em situacdes
fisiolégicas adaptativas como na embriogénese, ciclo menstrual, reabsorcido de
tecido mamario ap6s desmame, menopausa, maturacao do sistema nervoso central,
morte das células imunes (linfocitos T e B no processo de selecdo ou apos deplecéo
de citocinas), ou em situacdes patolégicas como citotoxicidade de linfécitos T por
aumento de acidos graxos ou ceramidas, delecdo de células em proliferacéo (criptas
intestinais e tumores), infec¢des virais, estimulos nocivos e tratamentos drasticos
(hipertermia, grandes variacbes de pH, radiacdo, agentes quimicos) (Jacobson et
al.,1997).

As células apoptoéticas apresentam condensacdo de cromatina em
grandes corpos granulares que se ligam a carioteca, e nucleo picnotico.
Posteriormente, ocorre clivagem do DNA internucleossomal, em fragmentos de 180-
200 pares de base ou maiores, pelas endonucleases. A fragmentacéo nuclear é uma
fase irreversivel da apoptose (Kerr et al., 1972; Thompson et al., 1998). Ocorre
condensacéao do citoplasma, com grande aumento da densidade das organelas. Em
seguida vacuolos citoplasmaticos sdo detectados e ocorrem projecfes da membrana
celular denominadas blebs. A seguir, essas blebs se destacam, dando origem aos
corpos apoptéticos, que sdo rapidamente fagocitados por macrofagos ou por células
vizinhas (Kerr et al., 1972; Wyllie et al., 1980).

As caspases sao responsaveis pela continuidade do sinal pré-apoptético,
fazem parte de uma familia de cisteina proteases que clivam proteinas depois de um

residuo de acido aspartico (Kroemer, 1998), conforme observado na figura 2.
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Figura 2— Via de sinalizacdo da apoptose através das caspases.
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A apoptose desencadeada pela via extrinseca (1), também chamada de via receptor, envolve
membros da superfamilia de receptores de morte (CD95/Fas/Apol e TNF R1). Ligantes especificos
sinalizam agregacao e formacao de um complexo indutor de morte que recruta pro-caspase (8 ou 10)
através de proteinas de dominio de morte associadas ao receptor. O complexo formado pelo
receptor, uma molécula adaptadora (FADD ou TRAAD) e pela pré-caspase é chamado de complexo
DISC. O recrutamento da pré caspase ao complexo DISC permite sua ativacdo. Uma vez ativada
caspase 8 ou 10 (2), cliva a pré-caspase 3 tornando-a ativa (3) e pronta para clivar substratos
especificos que induzem a apoptose celular. A via extrinseca pode interagir com a via intrinseca,
potencializando o sinal apoptético através da clivagem e ativacdo da proteina Bid (4), que facilita a
acao da Bax e a formacado do poro de transicdo mitocondrial. Ja a apoptose desencadeada pela via
intrinseca (5), também chamada de via mitocondrial envolve alteracdes sofridas na mitocéndria,
geralmente ocorre em resposta a lesdes de DNA e envolve a ativacdo de um membro pré apoptético.
da familia Bcl-2 (Bax, Bid). Membros anti (Bcl-2, Bcl-xL) e pré-apoptéticos (Bax, Bid) da familia Bcl-2
regulam a liberacdo do citocromo ¢ a partir da membrana mitocondrial interna (6). Este se associa
com Apaf-1, dATP e pré-caspase 9, formando o apoptossomo (7), que torna a caspase 9 ativa. A
caspase 9, por sua vez, cliva a caspase 3 e a torna ativa. Apds dano mitocondrial, a Smac/Diablo é
liberada do espaco intermembrana para o citoplasma, juntamente com o citocromo c (8). A
Smac/Diablo bloqueia a funcdo da IAP (proteina inibidora da apoptose), impedindo assim que esta
iniba a atividade das caspases 9 e 3.

Fonte: http//www.meduniwien.ac.at/pharmakologie/mitarbeiter/images/apoptosis.jpg (modificado).

Estudo recente propés mecanismo de morte celular de neutréfilos
resultante de necrose programada (necropoptose), (Mihalache et al., 2011). Nela
ocorreria estado inflamatdério, mas sem o envolvimento de caspases. Esta morte
celular esta associada a fusdo de organelas citoplasmaticas, que ocorre em
neutrofilos expostos a GM-CSF e a outras citocinas inflamatérias e a ligacdo de
CD44 (Mihalache et al., 2011). Este tipo de morte de neutrofilos requer a activacao
de PI3K, evento de sinalizagcdo normalmente associado as vias de sobrevivéncia das

células. Nesse mecanismo de morte proposto, PI3K é necessario para a geracao de
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espécies reativas de oxigénio (ROS) o que provocaria a geracdo de vacuolos
citoplasmaticos decorrente do processo de autofagia, pela fusdo de endossomas,
contendo CD44, com autofagossomas e granulos secundarios, mas ndo primarios
(Mihalache et al., 2011). Os vacuolos nos neutrdfilos nos pacientes com choque
hemorragico séo o objetivo deste estudo.
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Figura 3 - Via de sinalizagdo da morte celular por necrose. Essa hipétese procura explicar a morte

celular que tem como substrato a vacuolizagcédo de neutrdfilos.
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Fonte: Download from http://www.jimmunol.org/ em 28 de marco de 2014 (Mihalache et al,2011)
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Neutréfilos vacuolados também estdo presentes em doencas infecciosas
e na sepse em condigfes in vivo (Kroft, 2002). Obseva-se Neutroéfilos vacuolados
também em pacientes com alcoolismo, em pacientes com a presenca da Sindrome
Jordan (Mitra et al., 2010), em que os neutréfilos encontram-se permanentemente

vacuolados e em pacientes com talassemia maior (Duru, Gumruk e Gurgey, 1994).
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2 . JUSTIFICATIVA

Avaliar a possibilidade da criacdo de marcador de valor progndstico
rapido, relacionando numero e tamanho dos vacuolos citoplasmaticos em neutrofilos
de pacientes vitimas de choque hemorragico, com os dados clinicos laboratoriais. O
método é simples, rapido e de baixo custo, podendo ser implementado até mesmo
em laboratorio de analises clinicas de pequeno porte. O estudo dos vacuolos em
neutréfilos de pacientes vitimas de choque hemorragico é original e pioneiro
conforme revisdo da literatura na qual ndo foi possivel encontrar nenhum trabalho

similar.
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o nUmero e a area dos vacuolos contidos no citoplasma e no
ndcleo dos neutréfilos em esfregaco de sangue periférico, corado pelo método May
Grunwald-Giemsa, em pacientes vitimas de traumatismos evoluindo com choque

hemorragico grave.

3.2 Objetivos Secundarios

Correlacionar o numero e a area dos vacuolos contidos no citoplasma e

no nucleo dos neutrofilos de pacientes vitimas de choque hemorragico, com a
evolucao clinica e laboratorial, avaliando os seguintes parametros:

* Pressao arterial média

* Dose de noradrenalina utilizada

* Frequéncia cardiaca

» Contagem global de leucécitos

» Porcentagem de neutréfilo segmentado

» Porcentagem de neutréfilos bastonetes

» Contagem absoluta de neutrofilos

* pH de sangue arterial

« Acido latico plasmaético (Lactato)
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4 . MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Equipamentos

* Analisador Hematologico Sysmex 1800 Roche®

* Analisador Bioquimico Labmax 240 Labtest®

» Gasdmetro ABL 825 Radiometer®

* Analisador coagulométrico Destiny Plus, Allere®

* Equipamento AVL 9180 Roche®

» Equipamento Bact Alert Biomerieux® para analise de hemoculturas.

* Microscopio ABX OLIMPUS® com camera acoplada e software para processar

imagens.

4.1.2 Material para coleta das amostras

® Tubo de citrato Becton Dickinson® (BD) de 3,5 ml para coleta dos parametros
coagulométricos.

« Tubo de EDTA coleta do hemograma e confec¢cdo das laminas (Becton
Dickinson®)

*Tubo de Soro com ativador de coagulo de 4,5 mL para analise dos parametros
bioquimicos e interleucinas (Becton Dickinson®)

» Seringa com heparina litica balanceada para coleta da gasometria (Sarsted®)
*Tubos Ependorfs (Sarsted®) de 1 mL para congelamento do soro destinado a
dosagem das Interleucinas.

*Seringa de 10 mL(Becton Dickinson®)

* Agulhas 25x7 mm e 25x8 mm (Becton Dickinson)®.

4.1.3 Material para confeccédo e coloracdo do esfregaco
* Laminas de vidro (Precision glass ®)
» Corante May Grunwald (Laborclin®)

» Corante Giemsa (Laborclin®)
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* Laminula 24 x 60 mm (Precision glass ®)
* Entellan solugéo 100 mL Merck ®
» Suporte metalico para coloragao

* Porta laminas

4.1.4 Material para andlise das imagens

¢ Software Image J® verséo 1.44

4.2 Métodos

4.2.1 Casuistica

Foi realizada analise preliminar para determinacdo do tamanho da
amostra do estudo. A mortalidade esperada para vitimas de traumatismos graves
(ISS > 15) é de aproximadamente 10%. Utilizando um valor de alfa de 0,05 e de beta
de 0,2 foi determinado que fosse necessario um total de 20 pacientes para o estudo.
Foram estudados vinte (n=20) pacientes politraumatizados do sexo masculino, com
idade entre 18 e 45 anos, atendidos no pronto socorro do Hospital Universitario
Risoleta Tolentino Neves (HURTN) pela equipe da cirurgia de urgéncia. Baseado no
mecanismo de trauma, os pacientes foram divididos em dois grupos: 1) grupo
choque - 20 vitimas de traumatismo contuso ou penetrante que evoluiram com
choque hemorragico e 2) grupo controle - composto por 20 pacientes com trauma
que evoluiram sem choque hemorragico.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (COEP) do

Hospital Risoleta Tolentino Neves, conforme termo em anexo (ANEXO A)

4.2.2 Critérios parainclusédo no estudo

e Pacientes trazidos do local do trauma diretamente para o HURTN.
e Pacientes do sexo masculino com idade variando entre 18 e 45 anos, vitimas de

traumatismos contusos ou penetrantes, com choque hemorragico.

A presenca de pelo menos um dos itens abaixo é necessaria para definir choque

hemorragico no estudo:
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e Presséao arterial sistdlica < 90 mmHg e frequéncia cardiaca > 100 bpm né&o

responsivos a reposicao imediata de cristaléides (1000ml).

e Hemotdrax macico (= 1500ml) demonstrado por radiografia ou tomografia durante

a avaliacao inicial.
e Tamponamento cardiaco.
e Presenca de sangue nas cavidades peritoneal ou retroperitonial.
e Fraturas graves de pelve associadas ao choque hemorragico.

¢ Necessidade de mais de 4 (quatro) litros de infus&o de solucédo salina a 0,9% ou

Ringer, para manter PA sistélica > 90 mmHg.

Necessidade de transfusao de 4 (quatro) ou mais unidades de hemacias durante

as 6 primeiras horas apés o trauma.

4.2.3 Critérios para inclusdo no grupo controle

» Traumatismos que ndo evoluiram com choque hemorragico.

4.2.4 Critérios para excluséo do estudo.

- Presenca de traumatismo crénio encefélico.

- Presenca de doencas crénicas como diabetes, hipertenséo, insuficiéncia renal ou
hepética, doenca pulmonar, doenca cardiovascular.

- Presenca de febre ou sinais de infec¢éo nas primeiras 72 horas.

- Hemocultura positiva em qualquer das amostras colhidas até 72 horas.

4.2.5 Coleta das amostras de sangue

O processo inicial de coleta das amostras foi deflagrado a partir da
solicitacdo do cirurgido de plantdo na emergéncia do hospital, ou pelo anestesista
responsavel pelo paciente, nos casos em que este seja encaminhado diretamente
para o bloco cirdrgico. Esse processo € feito rotineiramente no hospital. A partir

desse momento os funcionarios do laboratério de analises clinicas do HURTN
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responsaveis pela coleta de material, enquadraram o paciente no estudo e a
obtencdo das amostras subsequentes, foram automaticamente submetidas aos
seguintes passos: o bioguimico do plantdo preencheu, em ficha especifica, o horario
da primeira coleta e o restante dos horarios para as coletas subsequentes. A
primeira retirada de sangue foi feita 0 mais proximo possivel da admissdo do
paciente. Foram colhidos 10 ml de sangue por meio de puncdo venosa, de um dos
membros, utilizando seringa de 10 ml (Becton Dickinson Ind. Cirargica Ltda. Curitiba,
PR, Brasil), conforme rotina para pacientes politraumatizados graves. O sangue foi
coletado em tubo de EDTA e encaminhado imediatamente ao laboratorio de analises
clinicas do HURTN para coloracdo pelo método May Grinwald-Giemsa de acordo
com procedimento operacional padrdo do Laboratério Geraldo Lustosa. Foram
confeccionadas duas laminas de cada tempo por paciente. O restante do sangue foi
colocado nos tubos apropriados para 0s exames rotineiramente realizados na
admissao de politraumatizados graves, entre eles: hemograma, coagulograma,
glicemia, lactato, Proteina C Reativa, creatinina e uréia. Também, como realizado de
rotina, foi puncionada uma artéria periférica para obtencdo de amostra de sangue
arterial para gasometria por meio de seringa de heparina litica Sarsted® de 2 mL. O
Soro foi obtido por meio da centrifugacdo de parte da amostra (3000 rpm por 10
minutos; a 2000 G) sendo armazenado em aliquotas de 200ul em eppendorfs e
congeladas a -80°C. Estas seréo utilizadas para dosagem de IL1, IL6, IL8, IL10, IL18
e TNFa.

Foram coletadas duas amostras para hemocultura, obtidas de acordo com
os padrdes determinados pela Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar do
HURTN, colhidas 72 horas ap0s a obtencdo da primeira amostra de sangue. A
analise das mesmas seguiu a rotina do setor de bacteriologia do Laboratério Geraldo
Lustosa. Os resultados foram arquivados em arquivo eletrénico do Sistema MV do
Hospital e sistema Shift do Laboratério Geraldo Lustosa.

As amostras contidas nos eppendorfs e laminas foram identificadas com o

namero de atendimento do paciente, tempo da coleta e iniciais do paciente.

4.2.6 Tempos pré-determinados para coleta das amostras
A primeira amostra, obtida o mais préximo possivel do momento de

admissao do paciente, foi denominada amostra “tempo um” (T1). A partir da amostra
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T1 foram colhidas sequencialmente mais seis amostras, a saber: seis horas (T6), 12
horas (T12), 18 horas (T18), 24 horas (T24), 48 horas (T48) e 72 horas (T72).
Pacientes que ndo permanecerem no hospital, por qualquer motivo, até 72 horas
apos o trauma tiveram obtencdo dos seus dados até o tempo maximo de

permanéncia.

4.2.7 Obtencao dos dados clinicos e exames laboratoriais

O grupo de profissionais/pesquisadores envolvidos no projeto de
pesquisa fizeram reunibes semanais para analise do preenchimento dos critérios de
inclusdo/exclusdo dos pacientes no estudo. Apds inclusdo do paciente, foi
preenchida ficha por um dos pesquisadores contendo dados de admisséo, cirurgia
realizada, lesbes observadas e evolucao diaria do paciente. Os dados foram obtidos
do sistema MV do HURTN. A revisdo diaria dos dados foi realizada por um dos
pesquisadores principais. Os dados referentes aos exames laboratoriais foram

obtidos através do Sistema Shift do Laboratério de Analises Clinicas.

4.2.8 Analise das amostras de sangue

* Creatinina — Reacdo de Jaffé com Ferrocianeto — Equipamento Labmax 240 -
Labtest®

» Sodio, Potassio e Cloretos — PotenciometriaEletrodo Seletivo — AVL 9180

* Proteina C Reativa — Turbidimetria — Labmax 240 - Labtest®

* Uréia — Urease - Labmax 240 - Labtest®

* Glicose - OxidasefPeroxidase — Labmax 240 - Labtest®

« Tempo de Protrombina e Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada -
Coagulométrico — Equipamento DESTINY PLUS - Allere®

* Hemograma - ImpedanciaCitometria de Fluxo — Symex 1800 Roche®

* pH, pCO2, pO2 — Eletrodo Seletivo — Gasémetro ABL 825 - Radiometer®

* HCO3- e Excesso de base — calculado — Gasdmetro ABL 825 - Radiometer®

4.2.9 Confeccéo do esfregaco sanguineo e preservacdo das laminas

O esfregaco sanguineo foi realizado seguindo a técnica de May
Grinwald - Giemsa (Woronzoff-Dashkoff, 2002) padronizada no Laboratério Geraldo
Lustosa. Apds colocar uma gota de sangue na lamina, utilizou-se uma lamina

distensora com um angulo de 25° a 30° e com um movimento suave distende-se o
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sangue até formar uma camada fina e delgada. Logo ap0s recobriu-se o esfregaco
sanguineo com o corante May Griinwald e deixou-se atuar por 3 minutos. ApGs este
periodo, lavou-se com agua levemente. Logo em seguida, acrescentou-se o corante
de Giemsa diluido e deixou agir por 15 minutos. Decorrido o tempo, enxaguou- se
com agua e colocou-se a lamina para escorrer e secar. Com a lamina seca
acrescentou-se uma gota do meio de montagem Entellan Merck® e colocou-se a
laminula 25x60mm até a gota espalhar. Em seguida, a lamina foi guardada em caixa

prépria para posterior leitura.

4.2.10 Analise e fotomicrografia das laminas

As laminas foram fotomicrografadas em objetiva de imersdo com aumento
de 1000 vezes utilizando o microscépio ABX OLIMPUS® localizado no Nucleo de
Imunopatologia Experimental do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG.

O microscopio possui camera acoplada e software para processamento
das imagens. A leitura foi realizada segundo o método em Ameia, em que um
namero de 100 neutrofilos foi fotografado em leitura vertical de cima para baixo (e
vice versa) como o0 objetivo de obter homogeneidade na leitura. As fotos
armazenadas em pendrive para posterior contagem e medicdo da area dos

vacuolos.

Figura 4 — Representacéo do processo de leitura das laminas

Fonte: Modificado de Bain (2004)

4.2.11 Contagem e medi¢fes dos vacuolos nos neutrofilos

Depois de fotografadas, as imagens foram processadas no software
Image J. Primeiramente realizou-se uma calibragdo no software para que a leitura
seja compativel com o software utilizado pelo microscépio , conforme figura abaixo.
Logo apos abrir o programa, clica-se na tecla “Open”, seleciona-se a imagem no
computador. Em seguida, clica-se em “Set Scale” e inseriu-se a calibracdo conforme
figura abaixo:
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Figura 5 — Parametros utilizados para calibracédo do software de medicéo da area

4 Set Scale ﬁ

Distance in pixels: 28
Known distance: 100

Pixel aspect ratio: 1.0

LInit of length: micrametros

Click to Remove Scale |

Scale: 0.880 pixels/micrometrc

] Cancel | Help|

Fonte: Software Image J verséo 1.4
Logo apos realizaram-se as medicfes conforme representacao abaixo:

Figura 6 - Exemplo de medi¢éo de vacuolo de neutrdfilo

727.27%545.45 micrometros (640x480); RGB; 1.2MB
. _J

Fonte: Software Imaje J versao 1.4

]

¢ Results @M‘
N
File Edit Font Results
[area [Mean  [Min [m +
1 404.184 233125 160 2¢

m
—

4.3 Método estatistico

Primeiramente realizaram-se os testes de normalidade dos parametros a
serem analisados. Os testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk detectaram a
inexisténcia de normalidade das variaveis continuas incluidas no teste (p < 0,05).
Em seguida, realizou-se o teste ndo parameétrico de Mann — Whitney para verificar a
diferenca entre o grupo controle e grupo choque. ApGs a realizagdo do teste, obteve-

se um p < 0,05 para area e numero de vacuolos no nucleo e citoplasma dos
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neutrofilos, rejeitando — se a hip6tese nula para igualdade entre os grupos avaliados,
com 95 % de confianca. Os dados foram expressos como média + erro padrdo de
meédia (Tabelas 1 a 8). Para verificacdo da correlacdo entre as variaveis, realizou-se
a correlacdo de Spearman (Tabela 9). Em relacdo a possibilidade da correlacéo
entre multiplas varidveis, realizou-se analise multivariada através da regressao
linear. O teste foi realizado entre numero e area dos vacuolos no citoplasma e as
variaveis clinicas e laboratoriais, conforme apresentado abaixo. (Tabelas 10 e 11).

Para as analises acima citadas utilizou-se o Programa SPSS Statistics versdo 17.
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5. RESULTADOS

A evolucao clinica dos pacientes foi baseada nos parametros de pressao
arterial, frequéncia cardiaca, necessidade de ventilacdo mecanica, etc, conforme em
anexo (Anexo C). Esses parametros foram medidos de maneira continua de modo a
permitir que em cada tempo de coleta de sangue para analise dos vacuolos pudesse
ser feita correlacdo com os valores de medidas clinicas encontradas. Os dados
laboratoriais pertinentes estdo expostos em anexo (Anexo D). Conforme se verifica a
determinacdo dos parametros hematologicos e bioquimicos foram feitos, também,
nos mesmos tempos estabelecidos para coleta de sangue nos grupos controle e no
grupo de pacientes com choque. A contagem do numero de vacuolos/neutréfilos e a
medida das respectivas areas foram realizadas em ambos 0s grupos de pacientes.
Verificou-se que os pacientes do grupo controle apresentavam, em sua maioria,
neutréfilos ndo vacuolizados, ao contrario do observado nos pacientes com choque
hemorragico nos quais os esfregacos demonstraram neutréfilos com vacuolos de
diversos tamanhos, localizados predominantemente no citoplasma (91%), mas
presentes também no nudcleo. Devido a este fato, optou-se pela correlacao clinica
somente com os vacuolos do citoplasma. Como as contagens e medicfes das areas
dos vacuolos foram realizadas nos tempos pré-determinados, foi possivel fazer
correlacdo entre 0 numero e area dos vacuolos com a evolucao clinica e laboratorial

dos pacientes.

5.1 Caracterizacdo da populacéo estudada

As amostras foram coletadas no Hospital Universitario Risoleta Tolentino
Neves no periodo de 011120011 a 3007/2012.

5.1.1 Grupo Controle

Foram coletadas amostras de 20 pacientes do sexo masculino vitimas de
trauma sem evoluir para choque hemorragico com idade média de 29,6 + 9,81 anos.
Devido ao pouco tempo de permanéncia no hospital, ndo foi possivel coletar todas
as amostras de sangue para analise morfométrica dos vacuolos contidos no

citoplasma, nesse grupo.
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5.1.2 Grupo Choque

Foram coletadas amostras de 20 pacientes do sexo masculino vitimas de
choque hemorragico com idade média de 26,65 + 10,6 anos. Dos 20 pacientes, 19
foram vitimas de trauma por arma de fogo e um de acidente automobilistico. O

tempo de trauma variou de instantes ha 1 hora.

5.2 Caracterizacdo morfométrica dos vacuolos nos grupos controle e choque

Na tabela 1, a média obtida refere-se ao nimero de vacuolos/neutrofilo no

citoplasma do grupo controle em cada tempo de coleta.

Tabela 1 - Representacdo do numero de vacuolos por neutréfilo contidos no citoplasma dos
neutrofilos de pacientes vitimas de trauma leve (grupo controle)

MEDIA + EPM NUMERO DE DESVIO
VACUOLOS PADRAO
GRUPO CONTROLE CITOPLASMA CITOPLASMA

T1 0,033 £ 0,01 0,23
T6 0,081 + 0,01 0,38
T12 0,081 + 0,02 11
T18 0,051 + 0,01 0,38
T24 0,047 +0,01 0,28
T48 0,053 + 0,01 0,35
T72 0,076 + 0,01 0,47

T1 (Tempo de coleta 0 mais préximo da ocorréncia do trauma), T6, T12, T18, T24, T48, T72
(intervalos sucessivos de coleta em horas ap6s a coleta em T1). Os valores representam a média +
erro padrédo da média (EPM).

Fonte: Elaborada pelo autor, 2015

A média do numero de vacuolos no citoplasma/neutréfilo apresentando
vacuolizacdo, de pacientes do grupo choque nos diversos tempos de coleta de
sangue esta representada na tabela 2.
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Tabela 2 — Numero de vacuolos/neutrdéfilo contidos no citoplasma do grupo de pacientes com choque

grave.
MEDIA + EPM NUMERO DE DESVIO
VACUOLOS PADRAO
GRUPO CHOQUE CITOPLASMA CITOPLASMA
T1 0,514 + 0,03 1,3
T6 0,578 + 0,03 1,51
T12 0,613 + 0,04 1,69
T18 0,497 + 0,04 1,62
T24 0,648 + 0,03 1,47
T48 0,555 + 0,03 1,53
T72 0,501 + 0,03 1,39

T1 (Tempo de coleta 0 mais préximo da ocorréncia do trauma), T6, T12, T18, T24, T48, T72
(intervalos sucessivos de coleta em horas apés a coleta em T1). EPM (Erro padrdo da média) e
respectivo desvio padrao referente a média calculada. Os valores representam a média * erro padréao

da média (EPM).
Fonte: Elaborada pelo autor, 2015

Em seguida, na tabela 3, encontram-se os dados referentes a soma da area média

dos vacuolos/neutréfilo contidos no citoplasma do Grupo controle.

Tabela 3 — Analise morfométrica da area em p2 dos vacuolos contidos no citoplasma dos neutréfilos

do grupo controle, representada como media + EPM.

MEDIA DA AREA DE VACUOLOS DESVIO
(12 PADRAO
GRUPO
CONTROLE CITOPLASMA CITOPLASMA
T1 2,816 + 0,46 20,40
T6 7,656 + 0,46 40,28
T12 4,677 + 0,69 30,99
T18 6,628 + 1,17 52,52
T24 3,975+ 0,61 27,23
T48 5,132 + 0,75 33,68
T72 6,003 + 0,83 36,91

T1 (Tempo de coleta 0 mais préximo da ocorréncia do trauma), T6, T12, T18, T24, T48, T72
(intervalos sucessivos de coleta em horas ap6s a coleta em T1). Os valores representam a média +

erro padréo da média (EPM).
Fonte: Elaborada pelo autor, 2015
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A tabela 4 refere-se a soma da area média dos vacuolos/neutréfilo contidos no
citoplasma de do grupo choque nos respectivos tempos de coleta.

Tabela 4 — Analise morfométrica da area dos vacuolos em p2 contidos no citoplasma dos neutréfilos

do grupo choque, representada como media + EPM.

DESVIO
MEDIA DA AREA DE VACUOLOS (u?) PADRAO
GRUPO

CHOQUE CITOPLASMA CITOPLASMA

T1 64,018 + 4,04 180,65

T6 60,054 + 3,88 173,29

T12 71,699 + 4,90 217,47

T18 58,731 + 3,97 177,38

T24 88,538 + 4,81 215,15

T48 55,151 + 3,76 168,04

T72 63,056 + 4,34 194,22

T1 (Tempo de coleta 0 mais proximo da ocorréncia do trauma), T6, T12, T18, T24, T48, T72
(intervalos sucessivos de coleta em horas apés a coleta em T1). Os valores representam a média +
erro padréo da média (EPM).

Fonte: Elaborada pelo autor, 2015

Na tabela 5, encontram-se os dados referentes a média do ndmero de

vacuolos/neutréfilo contidos no nucleo do grupo controle.

Tabela 5 - Representa¢do do nimero de vacuolos contidos no nucleo do grupo controle, como média
* Erro padrdo da média (EPM).

DESVIO

MEDIA DO NUMERO DE VACUOLOS PADRAO

GRUPO CONTROLE NUCLEO NUCLEO
T1 0,003 + 0,0010 0,054
T6 0,006 + 0,0010 0,077
T12 0,008 + 0,0010 0,062
T18 0,004 + 0,0001 0,005
T24 0,001 + 0,0007 0,035
T48 0,002 + 0,0010 0,047
T72 0,005 + 0,0017 0,074

T1 (Tempo de coleta 0 mais préximo da ocorréncia do trauma), T6, T12, T18, T24, T48, T72
(intervalos sucessivos de coleta em horas apés a coleta em T1). Os valores representam a média +
erro padréo da média (EPM).

Fonte: Elaborada pelo autor, 2015

A tabela 6 refere-se a média do numero de vacuolos/neutrofilo no ndcleo do grupo

chogue nos respectivos tempos de coleta.
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Tabela 6 - Representagédo do numero de vacuolos contidos no nucleo do grupo choque como média +
Erro padrao da média (EPM)

DESVIO
MEDIA DO NUMERO DE VACUOLOS PADRAO
GRUPO CHOQUE NUCLEO NUCLEO
T1 0,032 + 0,005 0,245
T6 0,044 + 0,007 0,357
T12 0,075 + 0,03 1,688
T18 0,049 + 0,008 0,387
T24 0,078 + 0,011 0,483
T48 0,029 + 0,004 0,209
T72 0,091 + 0,038 1,679

T1 (Tempo de coleta 0 mais préximo da ocorréncia do trauma), T6, T12, T18, T24, T48, T72
(intervalos sucessivos de coleta em horas apés a coleta em T1). Os valores representam a média +
erro padrédo da média (EPM).

Fonte: Elaborada pelo autor, 2015.

Na tabela 7, encontram-se os dados referentes a area média de vacuolos/neutrofilo

no nucleo dos neutrdfilos do grupo controle.

Tabela 7 — Analise morfométrica da area dos vacuolos em p2 contidos no nicleo dos neutréfilos do

grupo controle, representada como média + EPM.

MEDIA DA AREA DE

VACUOLOS (1) DESVIO PADRAO
GRUPO NUCLEO ]
CONTROLE NUCLEO
T1 0,143 + 0,06 2,77
T6 0,476 + 0,21 9,27
T12 0,185 + 0,12 5,19
T18 0,299 + 0,11 4,79
T24 0,035 + 0,02 1,07
T48 0,108 + 0,06 2,57
T72 0,323 0,11 4,81

T1 (Tempo de coleta o mais proximo da ocorréncia do trauma), T6, T12, T18, T24, T48, T72
(intervalos sucessivos de coleta em horas ap0s a coleta em T1). Os valores representam a média +
erro padréo da média (EPM).

Fonte: Elaborada pelo autor, 2015

A tabela 8 refere-se a média da area de vacuolos/neutréfilo no nucleo do grupo

choque.
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Tabela 8 - Analise morfométrica da area dos vacUolos em p2 contidos no nicleo dos neutréfilos do

grupo choque, representada como média + EPM.

MEDIA DA AREA DOS

VACUOLOS (43 DESVIO PADRAO

GRUPO ] ]
CHOQUE NUCLEO NUCLEO

T1 2,914 + 0,57 25,71

T6 2,003 £ 0,35 15,74

T12 1,983 + 0,42 18,58

T18 3,209 £ 0,70 31,63

T24 5,148 + 0,74 33,21

T48 4,242 +0,92 41,07

T72 4,090 + 0,78 35,10

T1 (Tempo de coleta 0 mais préximo da ocorréncia do trauma), T6, T12, T18, T24, T48, T72
(intervalos sucessivos de coleta em horas apés a coleta em T1). Os valores representam a média +
erro padrédo da média (EPM).

Fonte: Elaborada pelo autor, 2015

O teste de Man — Whitney detectou a diferenca entre o grupo choque e o
grupo controle com p < 0,05 com 95% de confianca para area e nimero de vacuolos
no citoplasma e no nucleo, rejeitando-se a hipotese nula para a igualdade entre os

grupos.

Os dados contidos na tabela 9 referem-se ao coeficiente de correlacdo de
Spearman e valor de significancia (p valor) ap6és agruparem-se 0s respectivos dados
referentes aos parametros clinicos e laboratoriais em cada tempo com o niUmero ou

area média em cada tempo de coleta.
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Tabela 9 - Correlacdo de Spearman para comparagdo entre area e numero de vacuolos com

parametros clinicos e laboratoriais.

Parametros clinicos e NUmero de
laboratoriais Vacuolos Area de Vacuolos
Citoplasma Citoplasma

Frequéncia cardiaca Correlagdo 0,355 0,39
Valor p <0,05 <0,05

Dose de Noradrenalina Correlagdo 0,089 0,165
Valor p 0,303 0,056

Presséo arterial Correlacdo -0,119 -0,136
Valor p 0,193 0,137

pH Arterial Correlagdo -0,299 -0,345
Valor p < 0,05 < 0,05

Lactato Correlacao 0,608 0,644
Valor p < 0,05 < 0,05

Global de leucocitos Correlagdo 0,068 0,055
Valor p 0,53 0,615

% de Neutrofilos

Segmentados Correlagdo -0,238 -0,286
Valor p < 0,05 < 0,05

Namero absoluto de Neutroéfilo

Segmentado Correlagdo 0,216 0,235
Valor p <0,05 <0,05

% de Neutréfilo Bastonete Correlagdo 0,259 0,314
Valor p < 0,05 <0,05

Numero absoluto de

Neutrdéfilo Bastonete Correlagdo 0,227 0,235
Valor p < 0,05 < 0,05

Numero de Vacuolos no

Citoplasma Correlagdo - 0,934
Valor p - < 0,05

Frequéncia cardiaca (quantidade de batimentos por minuto realizado pelo coracdo), Dose de
noradrenalina (quantidade de noradrenalina infundida em mg a cada hora); Pressdo arterial média
(média entre a pressao sistolica e diastdlica apds calculo especifico), pH arterial (medida do pH do
sangue arterial através da gasometria); Lactato (Acido L&tico); Global de Leucdcitos (contagem de
leucocitos no em mm3); % de neutrofilos segmentados( porcentagem de neutrofilos em relagdo a
global de leucécitos); Nimero absoluto de neutréfilo segmentado ( contagem absoluta de neutréfilos
em mm3); % de neutréfilo bastonete ( porcentagem de neutréfilo bastonete em relacdo a global de
leucécitos); Numero absoluto de neutréfilo bastonete(contagem absoluta de neutréfilo bastonete);
NUmero de vacuolos no citoplasma (niumero médio dos vacuiolos no citoplasma apés soma do
nimero de vaclolos em todos os tempos de coleta); Area de vactolos no citoplasma (area média
dos vacuolos apés a soma das areas em todos os tempos de coleta); Correlacao (coeficiente de
correlacao de Spearman); p (valor p de significancia estatistica).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2015.

A tabela 10 demonstra os valores da regresséao linear multivariada. Apos
correlacéo clinica e laboratorial com a area dos vacuolos no citoplasma, verificou-se

que a frequéncia cardiaca e o lactato, apresentaram correlacdo significante.
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Tabela 10 - Andlise de Regresséo linear multivariada em relagao a area de vacuolos no citoplasma.

Valor beta Coeficiente beta  Valor p R ajustado
Frequéncia
Cardiaca 0,374 0,326 <0,05 0,624
Lactato 18,097 0,508 <0,05 0,624

O valor p calculado para frequéncia cardiaca refere-se ao intervalo de 0,10 a 0,649 com 95% de
confianga. O valor p calculado em relacdo ao lactato refere-se ao intervalo de 9,58 a 26,60 com 95%
de confianca. Frequéncia cardiaca (batimentos por minuto pelo corac&o); Lactato (Acido Latico); Valor
beta (Ex: A variacdo da frequéncia cardiaca correlaciona-se com uma variacdo na area dos vacuolos
de 0,374 p?), coeficiente beta (coeficiente da equacdo de regressdo linear); valor p (valor para
significAncia estatistica) R ajustado (correlacéo apds ajuste da equacgéo de regressao linear).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2015

ApoOs andlise de regressado linear multivariada a frequéncia cardiaca e o lactato
correlacionaram-se significativamente com a area dos vacuolos, com um r ajustado

de 0,624 e com significAncia estatistica (p< 0,05).

Na tabela 11, o nimero de vacuolos correlacionou-se com a frequéncia cardiaca e o

lactato, apGs analise multivariada.

Tabela 11 - Andlise de Regressdo linear multivariada em relagdo ao numero de vacuolos no

citoplasma.
Coeficiente
Valor beta beta Valor p R ajustado
Frequéncia
Cardiaca 0,04 0,450 <0,05 0,634
Lactato 0,113 0,391 < 0,05 0,634

O valor p calculado para frequéncia cardiaca refere-se ao intervalo de 0,02 a 0,06 com intervalo de
confianca (IC) de 95%. O valor p calculado em relacdo ao lactato refere-se ao intervalo de 0,045 a
0,181 com 95% de confianca. Frequéncia cardiaca (batimentos por minuto pelo coracdo); lactato
(acido latico); Valor beta (Ex: A variagdo encontrada na frequéncia cardiaca corresponde a uma
variacdo de 0,04 no numero de vacuolos); coeficiente beta (coeficiente da equacao de regressao
linear); valor p (valor para significAncia estatistica); R ajustado (correlacdo apés ajuste da equacéo de
regressao linear).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2015

Apods analise de regressao linear multivariada a frequéncia cardiaca e o lactato
correlacionaram-se significativamente com o numero dos vacuolos, com um r

ajustado de 0,634 e com significancia estatistica (p< 0,05).
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5.3 llustracdes dos vacuolos na populacéo estudada.

Na figura 7, encontra-se a foto de um neutréfilo pertencente ao grupo controle com

auséncia de vacuoliza¢des no nucleo e no citoplasma.

Figura 7 — Fotomicrografia de neutréfilo do grupo controle com auséncia de vacuolo citoplasmatico,

de acordo com a metodologia utilizada. (Aumento de 1000 X).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2015
Nas figuras 8, 9 e 10 encontram-se neutréfilos do Grupo Choque com diversos

tamanhos de vacuolos citoplasméticos.

Figura 8 — Fotomicrografia de neutréfilo com granulagbes téxicas e presenca de vaculolos
proeminentes no citoplasma. (Aumento de 1000 X)

Neutrofilo com vacuolos na parte inferior a direita.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2015
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Figura 9 — Fotomicrografia de neutréfilo de paciente do grupo choque com presenca de dois
vacuolos maiores no citoplasma (Aumento de 1000 X)

Neutrdfilo com dois vacuolos proeminentes e citoplasma mostrando perda de sua integridade na
parte inferior.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2015

Figura 10 — Fotomicrografia de neutrofilo de paciente do grupo choque com grande vacuolo
citoplasmatico (Aumento de 1000 X)

A

Neutrofilo com presenca de grande vacuolo citoplasmatico e outros vacuolos menores. Visualiza-se

também a presenca de granulacdes azurdfilas e granulagfes toxicas.

Fonte: Eaborado pelo autor, 2015
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5.4 Variaveis clinicas

5.4.1 Comparacdo entre frequéncia cardiaca e o niumero e area dos vacuolos

Na figura 11 estad representada a comparacdo entre a frequéncia cardiaca e o
namero médio de vacuolos/neutréfilo do grupo choque em cada tempo de coleta.

Figura 11 — Frequéncia cardiaca média em bpm e nimero médio de vacuolos /neutréfilo dos

pacientes do grupo choque. (n=20)
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bpm (batimentos por minuto) R: coeficiente de correlagdo de Spearman, p:
(valor p de significancia estatistica), h (tempo em horas das coletas realizadas).
Dados estatisticos: r de Spearman: 0,355 e p < 0,05 (Tabela 9)

Fonte: Eaborado pelo autor, 2015

Na fase aguda do choque hemorragico observou-se uma diminui¢cdo da frequéncia
cardiaca média e um aumento do numero médio dos vacuolos até o tempo de 12
horas. ApOs o tempo 12 horas até o tempo 72 horas observou-se melhor correlacdo
entre estas duas variaveis. A correlacdo de Spearman nado € relevante a ponto de
estabelecer uma correlagdo significativa entre as variaveis, apesar da significancia

estatistica.

Na figura 12, observa-se a comparacéao entre frequéncia cardiaca e a area média de

dos vacuolos nos neutrofilos do grupo choque.
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Figura 12 - Frequéncia cardiaca média e area média dos neutrdfilos de pacientes com choque

hemorragico (n=20) nos diversos tempos de coleta
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r: coeficiente de correlacdo de Spearman, p: (valor p de significancia estatistica),
h (tempo em horas das coletas realizadas), Dados estatisticos: r de Spearman:
0,39 e p < 0,05 (Tabela 9).

Fonte: Eaborado pelo autor, 2015.

Observou-se até o tempo 6 horas uma diminuicdo da frequéncia cardiaca média e
da area dos vacuolos. Entre o tempo 6 e 12 horas a area dos vacuolos manteve-se
praticamente constante. A partir do tempo 24 até o tempo 48 horas ocorreu um
decréscimo das variaveis. Observou-se boa correlacdo entre as variaveis nos
diversos tempos de coleta, apesar do r de Spearman nao ser tdo relevante para
estabelecer uma boa relagdo entre as variaveis. As variaveis apresentaram

significancia estatistica com p < 0,05.
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5.4.2 Dose de Noradrenalina administrada em comparacado ao namero e area

dos vacuolos em 2.

Na figura 13, o numero de vacuolos no citoplasma dos neutrofilos do

grupo choque esta comparado com a infusdo de noradrenalina.

Figura 13 - Comparacéao entre a infusdo média de noradrenalina em mg/h

e o numero de vacuolos.
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r: coeficiente de correlagcdo de spearman, p: (valor p de significAncia
estatistica), h(tempo em horas das coletas realizadas). Dados estatisticos: r de
spearman: 0,089 e p = 0,303 (tabela 9).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2015

Analisando somente o grafico, observou-se boa correlacdo entre as variaveis,
principalmente entre o tempo 24 e 48 horas, em que ambas apresentaram
diminuicdo significativa. Contudo, ndo houve significAncia estatistica entre as

variaveis (p > 0,05).

Observa-se na figura 14 a comparacdo entre a infusdo de noradrenalina e a area
média de vacuolos dos neutréfilos do grupo choque.
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Figura 14 - Comparacéo entre a area média dos vacuolos em p2 por neutréfilo e a dose média de

Noradrenalina administrada no grupo choque (n=20)
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r: Coeficiente de correlacdo de Spearman, p: (valor p de significancia estatistica),
h(tempo em horas das coletas realizadas). r de Spearman: 0,165 e valor p=0,193
(Tabela 9 Fonte:

Elaborado pelo autor, 2015

Analisando - se o gréafico é possivel observar que as duas variaveis se comportam
de maneira semelhante durante os tempos analisados. Entre os tempos 0 e 12 horas
ambas apresentaram decaimento. O mesmo acontecendo entre os tempos 24 e 48
horas. No intervalo entre 48 e 72 horas ambas tenderam a se manter praticamente

constantes. N&o houve significancia estatistica entre as variaveis (p > 0,05).

5.4.3 Comparacao entre o numero e area dos vacuolos com a pressao arterial

média.

Na figura 15 o nimero médio de vacuolos no citoplasma dos pacientes do grupo
choque estd comparado com a pressao arterial média em cada tempo em que foi

realizada a coleta sanguinea.
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Figura 15 - Comparagéo entre o nimero médio de vacuolos e a presséo arterial média

em mmHg do grupo choque (n=20).
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r: coeficiente de correlacdo de Spearman, p: (valor p de significAncia estatistica),
h(tempo em horas das coletas realizadas), R de Spearman: -0,119 e p = 0,193
(Tabela 9).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2015

Observou-se correlacdo inversa entre as duas varidaveis na fase aguda do choque
hemorragico entre os tempos 0 e 18 horas. Nos demais tempos néo houve correlacéo
entre as variaveis. Também, ndo houve significancia estatistica entre as variaveis
(p>0,05).

A figura 16 estabelece a comparacdo entre a pressao arterial média e a area de

vacuolos no citoplasma dos neutrdéfilos dos pacientes com choque hemorragico.
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Figura 16 - Comparacdo entre a pressao arterial média em mmHg e

vacuolos/neutréfilo no grupo choque (N=20).
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r: coeficiente de correlacdo de Spearman, p: (valor p de significAncia estatistica),

h(tempo em horas das coletas realizadas). r de Spearman: -0,136 e p= 0,137

(Tabela 9)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2015.

Na fase aguda do choque entre os tempos 0 e 12 horas as duas variaveis

apresentaram diminuicdo média. No intervalo entre 12 e 24 horas ocorreu um

aumento significativo de ambas. Entre 48 e 72 a correlagdo ndo apresentou o

mesmo desempenho do intervalo anterior, mas as discrepancias sugerem nao serem

muito significativas.

Contudo ap6s andlise estatistica, ndo houve significancia

estatistica (p>0,05) e r de Spearman apresenta correlacdo negativa muito baixa, nao

sendo possivel estabelecer correlacdo entre as variaveis.
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5.5 Variaveis Laboratoriais

5.5.1 Comparacéao entre o pH arterial médio e o numero e area dos

vacuolos

Na figura 17 compara-se a média do ph arterial médio em cada tempo de coleta com

0 numero de vacuolos no citoplasma dos pacientes com choque hemorragico.

Figura 17-Comparacéo entre o pH arterial média e o nimero de vacuolos por neutrdéfilo
no grupo choque (N=20)
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r: coeficiente de correlacdo de Spearman, p: (valor p de significAncia estatistica), pH
(pH arterial médio), h(tempo em horas das coletas realizadas), r de Spearman: -
0,299 e p < 0,05 (Tabela 9).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2015.

O pH arterial médio apresentou intervalo curto de variacdo (7.243 a 7.404) conforme
observado na figura acima. Contudo, alguns pacientes apresentaram acidose
significante conforme observado nos dados em anexo. O r de Spearman nao foi
significante para estabelecer correlacdo entre as variaveis apesar da significancia
estatistica (p < 0,05).
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Na figura 18 compara-se o pH arterial médio em cada tempo de coleta com & média
da &rea dos vacuolos no citoplasma dos neutrofilos dos pacientes com choque

hemorragico.

Figura 18— Comparacéo entre o pH arterial médio e area média dos vacuolos por Neutréfilo no Grupo
Choque (n = 20).
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r = coeficiente de correlagdo de Spearman, p: (valor p de significancia estatistica),
pH (pH arterial médio), h(tempo em horas das coletas realizadas), r de Spearman:
0,345e p< 0,05

Fonte: Elaborado pelo autor, 2015

Na fase aguda do Choque do tempo 0 a 12 horas as duas variaveis sugerem
correlacionar-se inversamente. Ap6s o tempo de 12 horas o pH manteve-se
praticamente constante e a area dos vacuolos apresentou um aumento até o tempo
de 24 horas, apresentando uma queda do tempo 48 até as 72 horas. Observou-se
significancia estatistica entre as variaveis (p< 0,05) mas o r de Spearman (-0,345)

nao foi o suficiente para estabelecer correlacdo entre as variaveis.
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5.5.2 Comparacdo entre o lactato em mol/L com o numero e a area dos
vacuolos no citoplasma dos Neutroéfilos.

Na figura 19 ha a comparacao entre o lactato e o nimero de vacuolos dos neutrdéfilos
dos pacientes com choque hemorragico.

Figura 19— Comparacdo entre o nimero de vacUolos e o lactato em mol/L dos
pacientes do grupo Choque (n=20).
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r: coeficiente de correlacdo de Spearman, p: (valor p de significancia estatistica),
Lactato (Acido Latico), (tempo em horas das coletas realizadas), r de Spearman:
0,608 e : p < 0,05 (Tabela 9)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2015

O lactato médio apresentou pequena variagdo conforme verificado na figura acima
(2,4 a 3,3 mmol/L), apesar de alguns pacientes apresentarem valores aumentados
conforme em anexo. Apesar da pequena variacao, observamos uma boa correlacéo
entre as variaveis (r=0,608) e significancia estatistica (p<0,05). O resultado sugere

relacdo entre as variaveis.
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Na figura 20, compara-se os niveis de lactato com a area média dos vacuolos
localizados no citoplasma dos pacientes com choque hemorragico.

Figura 20 — Comparagdo entre a area dos vacuolos citoplasmaticos de pacientes com choque

hemorragico e niveis plasmaticos de lactato (n=20).
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r: coeficiente de correlacdo de Spearman, p: (valor p de significancia estatistica),
Lactato (Acido Latico), (tempo em horas das coletas realizadas), r de Spearman:
0,644 e p< 0,05 (Tabela 9).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2015.

A figura acima sugere melhor correlagdo entre as varidveis entre os tempos 18 e 24
horas. H& diminuicdo média das duas variaveis no estagio inicial (zero e seis horas)
e comportamento inverso entre 12 e 18 horas. Apesar do observado, a correlacao
de Spearman de 0,644 com p<0,05 demonstra correlacdo entre as variaveis.
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5.5.3 Comparacdo entre a contagem global média de leuc6citos por mm3 e o

numero e area dos vacuolos no citoplasma do neutréfilos no grupo choque.

A figura 21 estabelece a comparacao entre a contagem global média de leucocitos

com o numero de vacuolos no citoplasma dos pacientes com choque hemorragico.

Figura 21 - Comparacéo entre a contagem global média de leucécitos e o nimero de vacuolos
no Grupo Choque (n=20).
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r: coeficiente de correlagdo de Spearman, p: (valor p de significancia estatistica),
Contagem global de Leucdcitos: Nimero médio de leucdcitos em mm?3 em cada
tempo, h: (tempo em horas das coletas realizadas), r de Spearman: 0,068 e p=
0,615 (Tabela9)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2015.

A contagem global de Leucdcitos apresentou pequena variacdo (10075 a 12647
leucdcitos / mm3), apesar de alguns pacientes apresentarem valores mais elevados.
As duas variaveis apresentam excelente correlacéo entre os tempos 6 e 18 horas e
uma boa correlacao entre 18 e 48 horas.

Entretanto, ap0s analise estatistica, ndo houve significancia estatistica entre as

variaveis (p>0,05), descartando a possibilidade de correlacdo entre elas.
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Na figura 22 estabelece-se a comparagdo entre a contagem global de leucdcitos em
cada tempo de coleta e a &rea de vacuolos no citoplasma de pacientes com choque

hemorragico.

Figura 22- Comparagao entre a contagem global de leucécitos e a area de vacuolos no
Grupo Choque (n=20).
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r: coeficiente de correlagdo de Spearman, p: (valor p de significAncia estatistica),
contagem global de leucécitos: nidmero médio de leucdcitos em mm3 em cada
tempo, h: (tempo em horas das coletas realizadas). r de Spearman: 0,055 e p =
0,615 (Tabela 9).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2015.

A andlise estatistica mostrou ndo haver significaAncia estatistica entre o ndamero

global de leucécitos e o numero de vacuolos (p >0,05).

5.5.4 Comparacdao entre o percentual de neutrofilos no grupo choque (n=20) e

0 numero e area dos vacuolos contidos no citoplasma dos neutroéfilos.

Na figura 23 compara-se o percentual de neutréfilos segmentados em relacédo a area

dos vacuolos localizados no citoplasma dos pacientes com choque hemorragico.
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Figura 23 - Comparacao entre o percentual de neutréfilos segmentado em relacéo a area de vacuolos

em P2 no grupo choque (n=20).
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r: coeficiente de correlagdo de Spearman, p: (valor p de significAncia estatistica), %
de Neutréfilos (porcentagem de neutréfilos em relacdo a global de leucécitos, h:
(tempo em horas das coletas realizadas), r de Spearman: -0,238 e p < 0,05 (Tabela
9).

Fonte Elaborado pelo autor, 2015

Observa-se uma correlacéo negativa entre o percentual de neutréfilos segmentado e
0 aumento da area dos vacuolos no intervalo de 12 a 48 horas. Entre zero e seis
horas ocorreu diminuicdo das duas variaveis. O coeficiente de Spearman mostrou
tendéncia para correlagcédo negativa entre as variaveis. Contudo, o valor de r =

- 0,238) descartou a possibilidade de correlacdo apesar de haver significancia

estatistica (p<0,05),

Na figura 24, compara-se o percentual de neutrofilos segmentados com o numero de
vacuolos localizados no citoplasma dos neutréfilos dos pacientes com choque

hemorragico.
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Figura 24 — Comparacao entre o percentual de neutréfilos segmentados em relagdo ao nimero de

vacuolos no grupo choque (n=20).
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r: coeficiente de correlacdo de Spearman, p: (valor p de significancia estatistica),
% de Neutrdfilos (porcentagem de neutréfilos segmentados em relagdo a global de
leucécitos, h: (tempo em horas das coletas realizadas), r de Spearman: -0,286 e
p < 0,05 (Tabela 9).

Fonte Elaborado pelo autor, 2015.

Observa-se correlacdo positiva entre as variaveis no intervalo entre seis e 18 horas e
correlagcdo negativa entre os tempos 24 e 72 horas. Houve diferenca significativa
entre as variaveis (p<0,05), contudo com r de Spearman de - 0,286, ndo significativo

para estabelecer correlagdo entre as variaveis.



Resultados 49

5.5.5 Comparacéo entre o numero absoluto de neutrofilos segmentados com o
numero e a area dos vacuolos contido no citoplasma dos neutréfilos do grupo
choque.

Na figura 25 estabelece-se a comparacdo entre o numero absoluto médio de

neutrofilos segmentados e o nimero de vacuolos localizados no citoplasma dos

neutroéfilos dos pacientes com choque hemorragico.

Figura 25 — Comparacdo entre o numero absoluto médio de neutréfilos em mm3 do Grupo Choque

(n=20) e o numero de vacuolos contidos no citoplasma dos neutrdfilos.
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r: coeficiente de correlacdo de Spearman, p: (valor p de significancia estatistica),
namero absoluto de neutrdfilos (nimero absoluto de neutréfilos em mms3 em
relagdo a global de leucdcitos, h: (tempo em horas das coletas realizadas), r de
Spearman: 0,216 Valor P: < 0,05 (Tabela 9.).

Fonte Elaborado pelo autor, 2015

O numero absoluto de neutrofilos segmentado médio variou entre 8823 e 10902
neutréfilos/mms3 em relagédo ao numero global de leucécitos. Observou-se correlacao
entre as variaveis no intervalo de seis a 18 horas. No intervalo de 48 e 72 horas
houve significancia estatistica entre as variaveis (p<0,05), mas o coeficiente de
correlacdo de Spearman de 0,216 nao é suficiente para estabelecer correlacdo entre

elas.
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5.5.6 Comparacdo entre o numero absoluto de neutrofilos e a area e numero de

vacuolos.

Na figura 26 compara-se 0 numero absoluto médio de neutréfilos segmentados com
a drea média dos vacuolos dos neutrdéfilos dos pacientes com choque hemorragico.

Figura 26 — Comparacao entre o0 nimero absoluto médio de neutréfilos no grupo choque (n=20) e a

area média dos vacuolos contidos no citoplasma dos neutroéfilos em p? por neutrofilo.
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namero absoluto de neutréfilos (niUmero absoluto de neutréfilos segmentados em
mm3 em relagdo a global de leucdcitos, h: (tempo em horas das coletas
realizadas), r de Spearman: 0,235 e p < 0,05 (Tabela 9).

Fonte Elaborado pelo autor, 2015

Observa-se que as duas variaveis apresentam uma ligeira diminuicdo entre o tempo
0 e seis horas e apresentam comportamento inverso entre 12 e 18 horas. Entre os
tempos de 24 e 72 horas ambas apresentam comportamento semelhante. Houve
significancia estatistica entre as variaveis (p<0,05), mas com um baixo coeficiente de

correlacao de Spearman (0,235).

5.5.7 Comparacédo entre a porcentagem de bastonetes e 0 numero e area dos

vacuolos no citoplasma dos neutréfilos do grupo choque.
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Na figura 27, a porcentagem meédia de neutrdfilos bastonetes € comparada com o
namero de vacuolos localizados no citoplasma dos neutrofilos dos pacientes com

choque hemorragico.

Figura 27- Comparacdo entre a porcentagem de bastonetes e o nimero de vacuolos contidos no

citoplasma dos neutréfilos nos pacientes do grupo choque (n=20).
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leucécitos). Média do numero de vacuolos/Neutréfilo (quantidade média de
vacuolos por neutréfilo em cada tempo de coleta), r de Spearman: Coeficiente de
correlacdo de Spearman, p (valor de significancia estatistico p), h (tempo em
horas das coletas realizadas) r de Spearman: 0,259 e p < 0,05 retirados da
tabela 9.

Fonte: Elaborado pelo autor
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A porcentagem média de bastonetes variou entre 1,43 a 12,88 %. Através da analise
inicial da figura observa-se uma boa correlagdo entre as variaveis no intervalo de 12
a 18 horas e uma correlacdo negativa entre 0 e 6 e 48 a 72 horas. Contudo, apos
analise estatistica, observou-se um r de Spearman positivo, contrariando o

esperado, e ndo suficiente para estabelecer uma relacdo, apesar do p<0,05.

Abaixo, na figura 28, a porcentagem média de bastonetes é comparada com a area

dos vacuolos no citoplasma dos neutrofilos dos pacientes com choque hemorragico.

Figura 28 - Comparagdo entre a porcentagem de bastonetes e a area dos vacuolos contidos no

citoplasma dos pacientes do grupo choque (n=20).
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vacuolos por neutréfilo em cada tempo de coleta), R de Spearman: Coeficiente de
correlacdo de Spearman, p (valor de significancia estatistica em bivel de 95%), h
(tempo em horas das coletas realizadas), r de Spearman: 0,314 e p < 0,05 (Tabela
9)

Fonte: Elaborado pelo autor

Inicialmente observou-se diminuicdo discreta das variaveis no intervalo de 0 a seis
horas. No intervalo de 12 e 18 horas ocorreu diminuicdo média na variavel bastonete

e aumento na area média dos vacuolos. ApGs andlise estatistica, obteve-se

significancia estatistica entre as variaveis (p< 0,05).
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5.5.8 Porcentagem e niumero absoluto de neutréfilos com vacuolo.

Na figura 12 estdo apresentados os dados da porcentagem de neutrofilos com

vacuolos no citoplasma dos pacientes com choque hemorragico. Apés leitura dos

2000 neutrdfilos em cada tempo de coleta, considerou-se neutréfilo com vacuolo o

neutréfilo com pelo menos um vacuolo no citoplasma. Apos calcular a quantidade

total de neutréfilos com vacuolos, dividiu-se o resultado pelo total de neutrofilos em

cada tempo. O resultado obtido foi usado para calcular a porcentagem de neutréfilos

com vacuolo em relacdo a porcentagem de neutréfilos jovens e segmentados em

cada tempo de coleta contidos no leucograma.

Tabela 12 — Porcentagem média de neutréfilos com vacuolo e neutréfilos jovens e segmentados em

cada tempo de coleta no grupo choque.

Tempo Porcentagem de neutréfilos

Porcentagem de neutrofilos jovens e

(h) com vacuolo segmentados
T1 27,98 82,55
T6 29,29 77,16
T12 24,02 99,08
T18 22,76 87,45
T24 30,36 87,27
T48 21,43 90,60
T72 24,30 83,95

T1 (Tempo de coleta o mais préximo da ocorréncia do trauma), T6, T12, T18, T24, T48, T72

(intervalos sucessivos de coleta em horas ap6s a coleta em T1).

Fonte: Elaborado pelo autor

Exemplo: Tempo 1 — 23,10 % de neutréfilos com vacuolos.

Porcentagem de neutrdfilos jovens e segmentados no Tempo 1 — 82,55%
82,55%....cccciiiiiiiiiiinnn,
23,10%.....ccccoevviiieeinnnnn.

X = 27,98% de neutrofilos com vacuolo no Tempo 1.

Na tabela 13 obteve-se o nimero absoluto médio de neutréfilos com vacuolos. ApGs

leitura dos 2000 neutréfilos em cada tempo de coleta, considerou-se neutréfilo com
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vacuolo o neutréfilo com pelo menos um vacuolo no citoplasma. O valor calculado
na tabela 12 foi aplicado a média do numero global de leucdcitos em cada tempo de

coleta.

Tabela 13 — Numero absoluto de neutréfilos com vacuolos e nimero absoluto de neutréfilos jovens e

segmentados no grupo choque.

NUumero Absoluto de Numero Absoluto de
Tempo neutrofilos com vacuolo neutrofilos jovens e segmentados
(h) (mm?3) (mm?3)
T1 2728,96 9753,28
T6 2633,80 8992,45
T12 3009,99 12530,02
T18 2284,92 10040,62
T24 3133,36 10319,08
T48 2068,34 9649,67
T72 2055,29 8457,92

T1 (Tempo de coleta 0 mais préximo da ocorréncia do trauma), T6, T12, T18, T24, T48, T72
(intervalos sucessivos de coleta em horas ap6s a coleta em T1).
Fonte: Elaborado pelo autor

Exemplo:
Tempo 1 - 27,98 % de neutréfilos com vacuolos entre neutrdfilos.
9753,28 x 27,98% = 2729,96 neutréfilos com vacuolo

Na tabela 14, os dados referem-se a porcentagem de neutréfilos com pelo menos
um vacuolo no grupo controle. Observa-se grande diferenca em relagéo ao grupo

choque.

Tabela 14 - Porcentagem de neutréfilos com vaciolo no grupo controle.

Tempo (h) Porcentagem de neutr6filos com vacuolo

T1 2,82
T6 5,8
T12 3,73
T18 3,29
T24 3,75
T48 3,3
T72 6

Fonte: Elaborado pelo autor, 2015
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6. DISCUSSAO

Este estudo é o primeiro a comparar o0 niumero e a area de vacuolos nos
neutréfilos de pacientes com choque hemorragico e a buscar a correlacdo desta
alteracdo citoplasmatica com apoptose de neutrofilos e alteracbes clinicas e
laboratoriais em pacientes com choque hemorragico. A literatura para apoptose em
neutrofilos humanos em pacientes com choque hemorragico é escassa.

Em relacdo aos parametros clinicos avaliados, o estado de choque
provoca aumento da frequéncia cardiaca (Guyton e Hall, 2006). O aumento da
frequéncia cardiaca esta relacionado com a gravidade do trauma e é critério de
avaliacdo da magnitude da resposta inflamatoria sistémica. (Ware e Matthay, 2000).
Observou-se frequéncia cardiaca média minima de 110 e maxima de 125 bmp.
Avaliada separadamente por meio da correlacdo de Spearman, a frequéncia
cardiaca apresentou baixa correlacdo com o numero (0,355) e com a area dos
vacuolos (0,39) com p < 0,05. Isso talvez possa ser explicado, considerando a
gravidade do trauma dos pacientes. Dezenove dos 20 pacientes com choque grave
foram vitimas de traumatismo por arma de fogo. Nesses casos, a tendéncia € de que
a frequéncia cardiaca esteja em patamares superiores a normal e a pequena
variagdo entre os valores médio, minimo e méximo observados poderiam ter
atenuado a possivel correlacdo entre a vacuolizacdo citoplasmatica observada em
muitos pacientes e a varia¢do da frequéncia cardiaca.

Em relagcdo a parametros laboratoriais, o lactato apresentou correlagao
direta com o aparecimento de vacuolos no citoplasma. Sabe-se que o lactato
apresenta excelente aplicagdo clinica na avaliagdo da resposta inflamatéria dos
pacientes. Quanto maior o nivel sérico de lactato, maior a mortalidade em pacientes
com choque hemorragico (Yamazaki, 2006). O resultado da correlacdo de Spearman
de 0,608 em relacéo ao numero e de 0,644 em relacdo a area dos vacuolos (p<0,05)
sugere que o lactato esteja relacionado com o processo de vacuolizacdo. Se esse
parametro se correlaciona com o numero e area de vacuolos citoplasmaéticos, é
possivel que a obtencéo de esfregacos de sangue periférico possa vir a se constituir
em bom marcador para previsdo da gravidade do caso. O aumento do lactato &
observado nos pacientes em terapia intensiva com resposta inflamatéria exacerbada

e estd associado com a maior mortalidade desses pacientes. O lactato é um
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marcador de hipoxia tecidual e tem seu valor aumentado quando a célula deixa de
produzir energia pela via aerébia e passa a utilizar a via fermentativa (Tietz, 2008).
A hipdéxia pode ocasionar lesdo nas membranas celulares e aumentar a taxa de
apoptose devido ao aumento dos radicais superoxido. (Robbins, 2006) Os radicais
oxigenados estdo na via de formacgdo dos vacuolos. Levando-se em consideracao
que no choque hemorragico a hipoxia esta presente durante o insulto, esta privacao
de oxigénio indiretamente medida pelo lactato, aumentaria a taxa de apoptose em
neutréfilos e consequentemente o nimero e &rea dos vacuolos (Mihalache et al.,
2011), conforme mecanismo ilustrado na figura 3.

No presente trabalho outro parametro analisado na tentativa de
correlagdo com vacuolizacdo de neutréfilos foi a dose de noradrenalina administrada
ao paciente. A administracdo de noradrenalina esta relacionada com a ativacdo da
enzima NADPH oxidase em mondcitos, com consequente producdo de radicais
superoxidos (DEO SH, 2013). Esta ativacao faz parte do mecanismo de formacédo de
vacuolos em neutrofilos (Mihalache et al., 2011) conforme mecanismo ilustrado na
figura 3. Neste estudo ndo houve significancia estatistica entre dose de
noradrenalina e nimero e area de vacuolos. Contudo, esse estudo seria enriquecido
pela andlise da correlacdo entre doses de noradrenalina e ativacdo da NADPH
oxidase em neutroéfilos, o que podera constituir desdobramento do trabalho no futuro.

A gqueda da pressao arterial é frequente no chogue hemorragico pela
hipovolemia. Quanto maior a gravidade do choque, tanto maior a queda da pressao
arterial, com consequente diminui¢éo do débito cardiaco e da oferta oxigénio para os
tecidos. A queda da presséo arterial esta relacionada com a mortalidade hospitalar
no choque hemorragico (Dutton, 2002). No presente trabalho ndo se observou
correlacdo entre a diminuicdo da pressao arterial e 0 aumento da area e do nimero
de vacuolos. E possivel que a infusdo de cristaldides e noradrenalina no intuito de
corrigir a pressao arterial nos diversos tempos estudados tenham impedido a
correlacdo negativa entre diminuicdo da pressado arterial e aumento do numero de
vacuolos, porquanto a pressao arterial foi mantida artificialmente elevada.

As grandes variacbes de pH podem ocasionar lesdo da membrana
celular, aumento da peroxidacdo lipidica e aumento das taxas de morte por
autofagia (Robbins, 2006). Ao avaliar este parametro, esperava-se que a diminuicéo

brusca do pH causasse aumento do numero e &rea dos vacuolos, ou seja,
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correlacdo negativa com valores de r proximos de -1. O resultado sugere auséncia
de correlagdo negativa, possivelmente devido & pequena variacdo da faixa de pH
meédio observado neste estudo (7,243 a 7,376) e as possiveis correcdes da acidose
feitas pelo intensivista, pela administracéo de bicarbonato.

Buscou-se correlacionar o leucograma com contagem global e/ou
especifica de neutrdfilos segmentados com o nimero e a area dos vacuolos. Era de
se esperar que com O aumento do numero e area dos vacuolos ocorresse
diminuicdo dos leucdcitos circulantes devido ao aumento da morte dos neutrofilos,
ou seja, um r negativo entre as variaveis proximo de -1. Contudo, o r de Spearman
foi préximo de zero e ndo houve significancia estatistica entre a contagem global de
leucdcitos e o nimero e area dos vacuolos. (p>0,05). E possivel que este resultado
seja devido ao pequeno intervalo dos valores médios observados para o namero
global de leucdcitos (10075 a 12647/mm3; dados retirados das figuras 20 e 21) o que
pode comprometer os testes de correlacdo. Outra hipitese para explicar a falta de
correlacéo seria o fato de a producdo medular de neutréfilos manter-se proporcional
ou superior a destruicdo dessas células, de modo que o nimero global de leucocitos
ndo apresente diminuicdo significativa, mesmo na ocorréncia de indices altos de
morte celular (21,43% a 30,36% -Tabela 13).

Ocorreu baixa correlacdo entre a porcentagem de neutréfilos e a
formacdo intracitoplasmatica de vacuolos nos neutrofilos segmentados. A
expectativa era de que o aumento do nimero/area dos vacuolos se correlacionasse
com diminuicdo dos neutrdfilos circulantes, considerando que a vacuolizacdo esta
relacionada com a morte celular. Conforme explicado no item anterior, a diminuigao
periférica causada pela morte dos neutrofilos consequente a vacuolizacdo e
migracdo dos neutrofilos para os tecidos € compensada pela producdo medular,
mascarando possivel correlacdo entre as variaveis.

A porcentagem de neutrofilos com vacuolos em relacdo ao total de
neutroéfilos totais variou entre 21,43 a 30,36% (Tabela 13). Nas primeiras 72 horas
do trauma a taxa de apoptose manteve-se praticamente constante. Este dado,
juntamente com a baixa elevacdo da média dos valores da contagem global de
leucdcitos, sugere que a destruicdo dos neutréfilos decorrente da formacédo de
vacuolos pode ser importante mecanismo de controle da resposta inflamatéria

decorrente do trauma. Esta hip6tese foi confirmada por Morrison, CA et al., 2013 em
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que o aumento da apoptose em pacientes sépticos e ndo sépticos esté
correlacionado com a menor resposta inflamatdria sistémica. A porcentagem de
neutréfilos encontrada neste trabalho € semelhante & encontrada por Mihalache et
al.,2011 no estudo de neutrofilos de pacientes com artrite reumatoide e fibrose
cistica, em que foram encontrados 20% de vacuolizacdo. Em estudo envolvendo
pacientes sépticos e ndo sépticos. Morrison, CA et al., 2013 encontraram 72% de
neutrofilos em apoptose, valor superior aos 20% encontrados no presente estudo,
em pacientes nao sépticos.

Comparou-se 0 numero absoluto e a porcentagem de neutrofilos
bastonetes com o numero e a area dos vacuolos contidos nos neutrofilos. O
bastonete é a forma jovem do neutréfilo. Quando langado na circulacdo periférica
indica maior atividade de producdo medular (Lorenzi, 2006). Era de se esperar que,
com a taxa de apoptose variando aproximadamente entre 21,43% a 30,36%,
ocorresse correlagdo positiva com r de Spearman préximo de 1, ou seja, um
aumento da destruicdo periférica corresponderia a um aumento dos neutréfilos
jovens na circulacdo. Pode-se especular que o valor de r ndo foi préximo de 1
devido a possivel diferenca entre o intervalo de aparecimento dos vacuolos e morte
celular e a liberacao celular do bastonete pela medula éssea.

Apoés analise multivariada dos dados, a frequéncia cardiaca e o lactato
correlacionaram-se positivamente com a variacdo observada no niumero e area dos
vacuolos com r ajustado de 0,634 e 0,624 respectivamente. Esta correlacdo sugere
que a gravidade do trauma relacionada com as alteracdes bioquimicas decorrentes
do insulto aumentam, em numero e area, 0s vacuolos nos neutrofilos. A
vacuolizagdo € marcador aceito de autofagia e morte celular (Mihalache et al., 2011).

Os vacuolos citoplasmaticos nos neutréfilos de pacientes vitimas de
trauma, evoluindo com choque hemorragico, poderiam indicar que essa categoria de
pacientes seriam predispostos a cursar com reposta inflamatoria mais intensa e

progndéstico mais reservado.
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7. CONCLUSAO

- Pacientes vitimas de traumatismo, evoluindo com choque hemorragico,
apresentam vacuolos no nucleo e no citoplasma dos neutréfilos do sangue
periférico, em ndmero e area significativamente maiores do que pacientes vitimas de

trauma sem evolu¢do com choque hemorragico.

- A frequéncia cardiaca de pacientes vitimas de choque hemorragico por trauma
apresenta correlacdo com o numero e com a area dos vacuolos citoplasmaticos; dos

neutrofilos.

- Os niveis sanguineos de lactato se correlacionam de forma direta com a formacéo

de vacuolos citoplasmaticos de neutréfilos de pacientes com choque hemorragico.

- Os parametros pressdo arterial, dose de noradrenalina, contagem global de
leucocitos, numero absoluto e percentual de neutréfilos segmentados e porcentagem
de bastonetes ndo apresentam correlacdo direta com a formacdo de vacuolos em

neutrdofilos.
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8. PERSPECTIVAS

- Correlacionar o nivel das interleucinas com o numero e a area dos vacuolos
utiizando o soro dos pacientes que constituiram a casuistica desse estudo,

estocados em freezer a — 80° C.

- Caracterizar as granulacfes toxicas e quantificar os l6bulos dos neutréfilos em

cada tempo de coleta.

- Pesquisar farmacos que atuem na via da Proteina PI3K, NADPH oxidase e
endossomas, contendo CD44, visando modular a resposta inflamatéria no choque

hemorragico.
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10. ANEXOS

Parecer do Comité de ética — Hospital Risoleta Tolentino Neves

ANEXO A

i HOSPITAL
RISOLETA TOLENTING NEVES

e R[S e
Nucleo de Ensino e Pesquisa

Belo Horizonte, 11 de Outubro 2011.

Processo N° 30 /2011

Titulo do Projeto: II_JENTIFICAQJKO RAPIDA DO CONDICIONAMENTO DE NEUTROFILOS
HUMANOS ATRAVES DA MICROSCOPIA OTICA EM PACIENTES POLITRAUMATIZADOS
VITIMAS DE CHOQUE HEMORRAGICO.

Pesquisador: Jodo Batista Rezende Neto -

O projeto se propde a avaliar o eventual valor prognoéstico das alteragdes morfologicas dos
leucocitos polimorfonucleares, observadas através de microscopia otica na fase aguda do
choque hemorragico, em pacientes politraumatizados. .

Entende-se que o mérito da iniciativa & louvavel e sua exequibilidade no HRTN & plena.

Né&o se identificam impedimentos éticos pa'ra a realizacao do estudo, embora seja desejavel
que o termo de consentimento livre esclarecido contemple a possibilidade de assinatura por
substituo. Faz se a previsdo de que potenciais participantes encontrar-se-do impedidos de
consentir participagéo devido a condigdes clinicas graves.

O onus referente aos insumos e processamento das amostras de sangue estara a cargo dos
pesquisadores.

Desta sorte, o parecer & favoravel a realizacao do referido projeto nas dependéncias do HRTN.

.

AN

Henrigue Cerqueira Guimardes Membro do colegiado do NEPE

Hospital Risoleta Tolentino Neves
Rua das Gabirobas, 01 Vila Cloris CEP 31744-012
Belo Horizgnte — MG Telefone: (31) 3459-3266 Fax: {31)3459-327¢9
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ANEXO B Termo de Consentimento para Estudo:
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este termo de consentimento pode conter palavras que vocé nao

entenda. Peca ao pesquisador que expliqgue as palavras ou informacdes nao
compreendidas completamente.

Vocé estd sendo convidado para participar, como voluntario, em uma
pesquisa intitulada “IDENTIFICACAO RAPIDA DO CONDICIONAMENTO DE
NEUTROFILOS HUMANOS ATRAVES DA MICROSCOPIA OTICA EM PACIENTES
POLITRAUMATIZADOS COM CHOQUE HEMORRAGICO”.Apés ler com atencdo
este documento e ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de
aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento. Em caso de duvida
ou informacdes sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com o pesquisador
responsavel, Jodo Baptista de Rezende Neto pelo telefone 8891-5731 ou 3409-
9760. Em caso de duvidas sobre os seus direitos como participante nesta pesquisa,
vocé poderd entrar em contato com o Nucleo de Ensino e Pesquisa do Hospital
Risoleta Tolentino Neves, no telefone 31-3459-3200 (Belo Horizonte).

Vocé estd sendo convidado e sua participacdo ndo € obrigatoria. A
pesquisa ndo trard& nenhuma despesa para vocé, ficando os custos sob a
responsabilidade do pesquisador. A qualguer momento vocé pode desistir de
participar e retirar seu consentimento. Sua recusa nao trara nenhum prejuizo em sua
relacdo com o pesquisador ou com o seu tratamento no hospital. E preciso entender
a natureza de sua participacdo e dar o seu consentimento livre e esclarecido por
escrito.

Este estudo tem como principal objetivo avaliar as altera¢cées nas células
sanguineas de defesa, vistas através do exame de 2 gotas de sangue.

Para sua participacdo no estudo, serdo obtidas 2 gotas do sangue que ja
sera colhido como parte de seu atendimento neste hospital. Esse processo ira se
repetir sete vezes, sempre coincidindo com os exames de rotina.

O presente estudo ndo acrescenta risco adicional a sua saude. Apenas haverd um
incomodo referente as puncgdes, porém elas seriam realizadas (como parte de seu

atendimento no servigo), mesmo se VOCcé nao estivesse participando deste estudo.
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Nenhum tipo de pagamento ou gratificac@o financeira sera feito pela sua
participacdo. Esta assegurado seu direito de solicitar indenizacdo em casos de
danos decorrentes da pesquisa. Asseguramos que todas as informacdes prestadas
pelo (a) senhor (a) séo sigilosas e serdo utilizadas somente para esta pesquisa, hao
sendo armazenadas para estudos futuros. A divulgacdo das informacdes ficard sob
sigilo e em conjunto com as respostas de um grupo de pessoas. Ao assinar este
consentimento vocé estara autorizando, também, a inspecdo dos seus registros
hospitalares. O documento apresenta-se em duas vias, sendo uma sua e outra do

pesquisador.

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO
DA PESQUISA

Eu, )
RG/CPF , abaixo assinado, concordo em participar do estudo,
“IDENTIFICACAO RAPIDA DO CONDICIONAMENTO DE NEUTROFILOS
HUMANOS ATRAVES DA MICROSCOPIA OTICA EM PACIENTES
POLITRAUMATIZADOS COM CHOQUE HEMORRAGICO” sob a responsabilidade
do Professor Dr. Jodo Baptista de Rezende Neto, como sujeito voluntario. Fui

devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador responsavel sobre a
pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0S possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar

meu consentimento a qualquer momento.

Local: Data: /

Nome e assinatura do sujeito ou responsavel:

Nome e assinatura do Pesquisador responsavel:
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ANEXO C - Dados clinicos dos pacientes do grupo choque envolvidos no estudo

Paciente 1 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
Numero de vacuolo no citoplasma 0,08 0,01 0,02 0,16 0,1 0,04 0,06
Area vacuolo no citoplasma (U2 ) 3,188 0,891 1,989 18,557 9,13 2,722 7,225
Numero de vacuolo no nucleo 0 0 0 0,01 0 0 0
Area vacuolo no ntcleo (12 ) 0 0 0 1,382 0 0 0
Frequéncia cardiaca (bpm) 90 93 89 100 86 81 94
Pressao arterial média (PIA) 78 78 72 74 72 72 74
Ventilagdo mecanica sim sim sim sim sim sim sim
Dose de Noradrenalina (mg/h) 0,6 sem dados sem dados 0,32 0,32 0,6 0,44
Cristaléide STP70ml/h STP70ml/h  STP70ml/h + 500mISF  STP 70ml/h  STP70mi/h STPO9O0mI/h STP90mI/h
Concentrado de heméacias 600ml 0 0 0 0 0 0
Plasma fresco congelado 0 0 0 0 0 0 0
Plaquetas (transfusao) 0 0 0 0 0 0 0
CRIO- precipitado 0 0 0 0 0 0 0
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Paciente 2 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
Numero de vacuolo no citoplasma 0,31 0,87 0,8 0,69 0,08 0,51 0,01
Area vacuolo no citoplasma (u2 ) 62,978 119,835 115,018 51,95 19,925 79,99 21,565
Numero de vacuolo no nucleo 0,01 0 0 0 0,01 0,01 0
Area vacuolo no nucleo (42 ) 0,659 0 0 0 0,775 1,317 0
Frequéncia cardiaca (bpm) 110 108 95 95 118 92 98
Presséo arterial média 75 74 70 86 98 82 90
Ventilagdo mecanica sim sim sim sim sim sim sim
Dose de Noradrenalina (mg/h) 0,8 1,6 0,32 0 0 0 0
Cristaléide RL500mL RL500mL STP60ml/h STP60mI/h STP60mMI/h STP60mI/h STP80mI/h
Concentrado de hemacias 900ml 0 600mL 0 0 0 0
Plasma fresco congelado 600ml 0 400mL 0 0 0 0
Plaquetas (transfusao) 0 0 0 0 0 0 0
CRIO- precipitado 0 0 0 0 0 0 0
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Paciente 3 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
NUmero de vacuolo no citoplasma 0,05 0,07 0,13 0,13 0,23 0,04 0,01
Area vacuolo no citoplasma (pz) 7,691 24,626 31,173 26,918 33,239 11,751 2,195
Numero de vacuolo no nicleo 0 0 0,01 0,01 0 0 0
Area vactolo no nticleo (u?) 0 0 0,646 0,981 0 0 0
Frequencia cardiaca (bpm) 130 180 134 130 113 114 91
Pressao arterial média 62 70 62 73 75 90 104
Ventilagdo mecanica sim sim sim sim sim sim nao
Dose de Noradrenalina (mg/h) 3,2 4,6 3,2 4,6 4,8 1,2 0,16
Cristal6ide 0 0 0 0 0 0 0
Concentrado de hemacias 1200 mL 600 mL 0 0 300 mL 0 600 mL
Plasma fresco congelado 800 0 0 0 800 0 0
Plaquetas (transfuséo) 0 0 0 0 0 0 0
CRIO- precipitado 0 0 0 0 0 0 0




Anexos 76

Paciente 4 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
Numero de vacuolo no citoplasma 0,85 0,68 0,91 0,37 0,67 1,11 0,24
Area vacuolo no citoplasma (uz) 90,745 90,535 131,767 38,384 129,252 70,222 22,731
Numero de vacuolo no ndcleo 0,01 0,02 0,02 0 0,05 0,03 0
Area vacuolo no nucleo (uz) 0,245 2,169 0,659 0 3,9 0,801 0
Frequéncia cardiaca (bpm) 150 160 169 115 120 120 136
Presséao arterial média 95 sem dados 86 84 97 89 89
Ventilacdo mecanica sim sim nao nao nao nao nao
Dose de Noradrenalina (mg/h) 0 0 0 0 0 0 0
Cristaldide 0 0 0 0 0 0 0
Concentrado de hemacias 0 0 0 0 0 0 0
Plasma fresco congelado 0 0 0 0 0 0 0
Plaquetas (transfusao) 0 0 0 0 0 0 0
CRIO- precipitado 0 0 0 0 0 0 0
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Paciente 5 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
Numero de vacuolo no citoplasma 0,04 0,01 0,06 0,08 0,2 0,09 0,32
Area vacuolo no citoplasma (uz) 8,394 0,775 14,644 9,065 30,181 14,489 42,843
Numero de vacuolo no nucleo 0 0 0 0 0,04 0 0
Area vactolo no nucleo (4?) 0 0 0 0 3,396 0 0
Frequéncia cardiaca (bpm) 124 96 102 88 100 98 88
Pressao arterial média 89 89 89 89 112 103 89
Ventilacdo mecanica nao nao nao nao nao nao nao
Dose de Noradrenalina (mg/h) 0,2 0 0 0 0 0 0
Cristaléide igg?ﬂ%* 6Omi/h  120mbh  120mbh  120mbh  120mih  240mi/h
Concentrado de hemacias 600ml 0 600ml 600ml 600ml 0 0
Plasma fresco congelado 0 0 0 0 0 0 0
Plaquetas (transfuséo) 0 0 0 0 0 0 0
CRIO- precipitado 0 0 0 0 0 0 0
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Paciente 6 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
Numero de vacuolo no citoplasma 1,54 0,82 1,32 0,41 0,66 2,86 1,37
Area vacuolo no citoplasma (uz) 86,384 105,228 85,666 55,333 82,85 179,223 246,978
Numero de vacuolo no ndcleo 0,06 0 0,07 0,02 0,04 0,06 0,07
Area vacuolo no nucleo (uz) 2,376 0 2,751 0,775 4,946 1,937 3,796
Frequéncia cardiaca (bpm) 95 136 100 103 100 116 102
Presséao arterial média 106 74 80 89 sem dados 100 77
Ventilacdo mecanica sim sim sim sim sim sim sim
Dose de Noradrenalina (mg/h) 0,4 0,4 0,12 0,12 0,2 0,2 0
Cristaléide 5000ml  2000ml 0 0 gomyh 200l + 0

60ml/h

Concentrado de hemacias 0 600ml 0 0 0 0 0
Plasma fresco congelado 400ml 0 0 0 0 0 0
Plaquetas (transfuséo) 0 0 0 0 0 0 0
CRIO- precipitado 0 0 0 0 0 0 0
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Paciente 7 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
Nuamero de vacuolo no citoplasma 0,01 0,04 0 0 0 0,11 0,02
Area vactolo no citoplasma (u?) 0,839 2,324 0 0 0 7,825 0,736
NUmero de vacuolo no nucleo 0 0 0 0 0 0,01 0,01
Area vactolo no nucleo (p?) 0 0 0 0 0 0,22 0,232
Frequéncia cardiaca (bpm) 120 92 90 86 88 90
Pressao arterial média 114 sem dados 80 114 89 96 92
Ventilacdo mecéanica sim sim sim sim sim sim Sim
Dose de Noradrenalina (mg/h) 0 0 0 0 0 0 0
Cristaléide STP6OMI/ RL3§S§8‘;‘)L+S STP6OMI/h  STP6OMI/h STP6OMI/h  STP60mI/h  STP6OmIh
Concentrado de hemacias 600mL 0 0 0 0 0 0
Plasma fresco congelado 600mL 0 0 0 0 0
Plaquetas (transfusao) 400mL 0 0 0 0 0
CRIO- precipitado 8frascos 0 0 0 0 0
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Paciente 8 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
Numero de vacuolo no citoplasma 1,04 1,08 1,45 0,47 0,28 0,29 0,46
Area vacuolo no citoplasma (uz) 188,093 124,38 228,786 73,475 32,792 49,657 42,092
Numero de vacuolo no nucleo 0,12 0,07 0,06 0,05 0,01 0,04 0
Area vacuolo no ntcleo (uz) 8,871 4,997 7,241 4,735 0,646 2,144 0
Frequéncia cardiaca (bpm) 120 79 86 116 96 110
Presséo arterial média 89 70 70 sem dados 66 66 70
Ventilacdo mecéanica sim sim sim sim sim sim sim
Dose de Noradrenalina (mg/h) sem dados sem dados sem dados sem dados sem dados sem dados
Cristaléide 3500 mL 0 0 0 0 0 0
Concentrado de hemacias 0 0 0 0 0 0 600 mL
Plasma fresco congelado 0 0 0 0 0 0 0
Plaquetas (transfuséo) 0 0 0 0 0 0 0
CRIO- precipitado 0 0 0 0 0 0 0
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Paciente 9 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
Numero de vacuolo no citoplasma * 2,66 1,8 2,09 1,68 0,73 0,95
Area vacuolo no citoplasma (uz) * 163,225 154,859 238,15 194,81 75,993 84,159
Numero de vacuolo no nucleo * 0,06 0,56 0,08 0,01 0,01 0,72
Area vacuolo no nucleo (uz) * 3,422 0,297 3,396 0,6 0,697 0,684
Frequéncia cardiaca (bpm) 140 156 154 144 120 100 114
Presséao arterial média 87 60 semdados sem dados 74 72 103
Ventilacdo mecanica sim sim sim sim sim sim sim
Dose de Noradrenalina (mg/h) 2,4 1,6 1,6 1,6 1,12 0,24 0
Cristaléide 0 0 120mL/h 120mL/h 120mL/h 60mL/h 60mL/h
Concentrado de hemacias 0 0 0 0 0 0 0
Plasma fresco congelado 0 0 0 0 0 0 0
Plaquetas (transfusao) 0 0 0 0 0 0 0
CRIO- precipitado 0 0 0 0 0 0 0

*Lamina confeccionada ndo permitiu a realizacdo da morfometria dos vacuolos.
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Paciente 10 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
Numero de vacuolo no citoplasma 0,05 0,06 0,02 0,22 0,22 0,18 0
Area vactolo no citoplasma (u?) 6,289 8,536 2,002 21,165 14,521 16,125 0
Numero de vacuolo no ndcleo 0 0 0 0,01 0 0 0
Area vactolo no ntcleo (u?) 0 0 0 0,542 0 0 0
Frequéncia cardiaca (bpm) 102 111 100 111 114 115 115
Pressao arterial média 100 68 sem dados sem dados 90 80 70
Ventilacdo mecanica sim sim sim sim sim sim sim
Dose de Noradrenalina (mg/h) 0,4 1,28 1,28 1,12 1,6 0,12 0,04
Cristaléide 70ml/h 70mi/h 70mi/h 70ml/h 70mi/h 10mil/h 10ml/h
Concentrado de hemacias 0 600ml 0 0 0 0 0
Plasma fresco congelado 0 400ml 0 0 0 0 0
Plaquetas (transfuséo) 0 0 0 0 0 0 0
CRIO- precipitado 0 0 0 0 0 0 0
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Paciente 11 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
NUumero de vacuolo no citoplasma * 0,12 0,1 0,09 0,14 0 0,09
Area vacuolo no citoplasma (uz) * 6,418 9,233 10,718 21,023 0 10,305
Numero de vacuolo no ndcleo * 0 0 0 0,01 0 0
Area vactolo no ntcleo (4?) * 0 0 0 0,633 0 0
Frequéncia cardiaca (bpm) 120 100 102 78 75 102 76
Pressao arterial média 70 sem dados 89 65 89 89 89
Ventilacdo mecanica sim sim nao nao nao nao nao
Dose de Noradrenalina (mg/h) 0,28 0,4 0,16 0 0 0 0
Cristal6ide 0 STP80mI/h  STP80mI/h  STP60mI/h  STP80mI/h 0 0
Concentrado de hemacias 600ml 0 0 300ml 0 0 0
Plasma fresco congelado 400ml 0 0 0 0 0 0
Plaguetas (transfusao) 0 0 0 0 0 0 0
CRIO- precipitado 0 0 0 0 0 0 0

*Lamina confeccionada ndo permitiu a realizacdo da morfometria dos vacuolos.
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Paciente 12 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
Numero de vacuolo no citoplasma 0,39 1,01 1,26 0,55 0,88 0,23 0,82
Area vacuolo no citoplasma (u?) 74,205 132,491 118,984 63,545 93,388 15,096 84,926
NUmero de vacuolo no nucleo 0,02 0,02 0,01 0,01 0,04 0 0,03
Area vacuolo no nucleo (u?) 3,035 4,197 1,459 0,349 4,158 0 1,227
Frequéncia cardiaca (bpm) 145 101 108 100 98 100 98
Presséao arterial média 65 84 77 sem dados sem dados sem dados 103
Ventilagdo mecéanica nao nao nao nao nao nao nao
Dose de Noradrenalina (mg/h) 0 0 0 0 0 0 0
Cristaloide SF3000ML 0 0 STP70ml/h STP70ml/h STP70ml/h STP90mMI/h
Concentrado de hemacias 0 0 0 0 0 0 0
Plasma fresco congelado 0 0 0 0 0 0 0
Plaquetas (transfuséo) 0 0 0 0 0 0 0
CRIO- precipitado 0 0 0 0 0 0 0
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Paciente 13 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
Numero de vacuolo no citoplasma 0,18 0,58 0,26 0,13 0,14 0,22 0,76
Area vacuolo no citoplasma (|_,12) 0,18 34,582 13,727 7,683 6,327 9,711 65,483
Numero de vacuolo no nucleo 0,18 0,07 0,02 0 0 0 0,01
Area vactolo no ntcleo (4?) 0,18 2,027 0,788 0 0 0 0,594
Frequéncia cardiaca (bpm) 110 133 100 92 125 106 84
Presséao arterial média 88 67 74 106 90 83 104
Ventilagdo mecanica sim sim sim nao nao nao nao
Dose de Noradrenalina (mg/h) 0 0 0 0 0 0 0

. STP60mMI/h  STP60mMI/h + STP60mI/h + STP60mI/h + STP60mI/h + STP60mI/h +

Cristaloide 2000mL - Coriomih  SFlomih  SFlombh  SF1Oomih  SFiomi/h  SF1omih
Concentrado de hemacias 0 0 0 0 0 0 300mL
Plasma fresco congelado 0 0 0 0 0 0 0
Plaguetas (transfusao) 0 0 0 0 0 0 0
CRIO- precipitado 0 0 0 0 0 0 0
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Paciente 14 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
Numero de vacuolo no citoplasma 0,06 0,12 0,22 0,02 0,33 0,02 0,03
Area vactolo no citoplasma (pz) 5,217 10,537 29,496 2,027 68,182 4,597 1,343
NUmero de vacuolo no nicleo 0 0,01 0,01 0 0,01 0 0
Area vactolo no nucleo (u?) 0 0,31 0,801 0 0,633 0 0
Frequéncia cardiaca (bpm) 101 100 88 102 100 90 158
Presséo arterial média 65 sem dados sem dados sem dados 87 sem dados 76
Ventilacdo mecéanica sim sim sim sim sim sim Sim
Dose de Noradrenalina (mg/h) 0,24 0,48 0,32 0,16 0 0 0

R STPO9OML/H+  STP 9OML/H+ STP 90ML/H + STP 60ML/H +

Cristaléide 3000ML SE500ML SE10ML/H SE500ML SF10ML/H ATP 60ML/H 300ML/H
Concentrado de hemacias 0 0 300ML 0 0 300ML 300ML
Plasma fresco congelado 0 0 0 0 0 0 0
Plaquetas (transfuséo) 0 0 0 0 0 0 0
CRIO- precipitado 0 0 0 0 0 0 0
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Paciente 15 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
Numero de vacuolo no citoplasma 0,67 0,72 0,26 0,56 1,44 1,1 1,36
Area vacuolo no citoplasma (p_z) 56,446 70,289 30,165 67,794 206,248 243,711 319,2
Numero de vacuolo no nucleo 0,1 0 0,02 0,01 0,14 0,19 0,18
Area vacuolo no ntcleo (uz) 11,983 0 1,511 1,304 22,185 52,815 33,328
Frequéncia cardiaca (bpm) 156 130 120 110 122 101 130
Presséao arterial média 88 89 89 89 69 89 89
Ventilacdo mecanica sim sim sim sim sim sim sim
Dose de Noradrenalina (mg/h) 5,6 4,6 2,4 2,4 1,92 0,56 0,6
Cristaléide 10ml/h 3000mi 60ml/h 90ml/h 90ml/h 2000ml 60ml/h
Concentrado de hemacias 0 300ml 0 600ml 0 0 0
Plasma fresco congelado 0 6bolsas 0 0 0 0 0
Plaquetas (transfuséo) 0 0 0 0 0 0
CRIO- precipitado 0 10 bolsas 0 0 0 0 0
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Paciente 16 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
NUmero de vacuolo no citoplasma 0,06 0,86 0,35 0,73 0,16 0,14 1,18
Area vactolo no citoplasma (uz) 10,227 95,833 12,408 42,794 16,852 6,314 67,033
NUmero de vacuolo no nucleo 0 0,02 0,03 0,49 0,26 0 0,15
Area vacuolo no ntcleo (uz) 0 1,033 0,517 15,754 8,742 0 5,32
Frequéncia cardiaca (bpm) 130 140 148 140 124 97 100
Pressao arterial média 70 60 60 71 74 69 74
Ventilagdo mecanica sim sim sim sim sim sim Sim
Dose de Noradrenalina (mg/h) 0,6 0,4 0,4 0,48 1 0,48 0
Cristaléide STP60mI/h STP60mI/h  STP60mI/h  STP60mI/h STP60mI/h + RL500mlI STP60mI/h STP80mI/h
Concentrado de hemacias 900ml 0 0 0 300ml 0 0
Plasma fresco congelado 600ml 0 0 0 0 0 0
Plaquetas (transfuséo) 5u 0 0 0 0 0 0
CRIO- precipitado 0 0 0 0 0 0 0
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Paciente 17 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
Numero de vacuolo no citoplasma 0,37 0,12 0,38 0,08 1,14 0,3 0,07
Area vacuolo no citoplasma (uz) 74,677 21,294 73,032 11,17 167,063 53,619 8,174
NUmero de vacuolo no nucleo 0,04 0 0,01 0 0,03 0,04 0,02
Area vactolo no nicleo (u*) 6,061 0 0,736 0 4,985 4,171 5,785
Frequéncia cardiaca (bpm) 114 119 130 112 115 111 115
Pressao arterial média 89 70 98 100 80 80 80
Ventilacdo mecéanica sim sim sim sim sim sim sim
Dose de Noradrenalina (mg/h) 1,6 1,76 1,64 1,44 1,24 0,24 0,04

L STP60mMI/h+S STP60mMI/h+

Cristaléide STP60mI/h STP60mMI/h F500ml 9999 STP60mI/h STP60mMI/h SF10mi/h
Concentrado de hemacias 0 0 0 0 0 0 0
Plasma fresco congelado 0 0 0 0 0 0 0
Plaguetas (transfuséo) 0 0 0 0 0 0 0
CRIO- precipitado 0 0 0 0 0 0 0
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Paciente 18 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
Numero de vacuolo no citoplasma 0,86 0,17 0,23 * 0,21 0,57 0,68
Area vacuolo no citoplasma (pz) 88,262 13,748 8,417 * 11,402 28,302 47,095
NUmero de vacuolo no nucleo 0,11 0,25 0,54 * 0,59 0,03 0,43
Area vactolo no nucleo (u?) 6,857 9,039 0,736 * 19,423 1,02 15,69
Frequéncia cardiaca (bpm) 140 130 130 120 108 120 138
Pressao arterial média 60 60 70 74 60 85 93
Ventilacdo mecanica sim sim sim sim sim sim Sim
Dose de Noradrenalina (mg/h) 1,6 1,4 0 0 0 0 0

. STP60mI/h + STP120mi/h + STP120ml/h + STP120ml/h +

Cristaléide RL100mI/h STP100ml/h  STP100ml/h SF10mi/h SF10mi/h SF10mi/h STP100ml/h
Concentrado de hemacias 600mL 900ml 0 0 0 600mL 0
Plasma fresco congelado 2bolsas 5bolsas 0 0 0 0 0
Plaguetas (transfuséo) 0 0 0 0 0 0 0
CRIO- precipitado 0 0 0 0 0 0 0

* Amostra nao coletada
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Paciente 19 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
Numero de vacuolo no citoplasma 1,98 2,26 2,38 1,47 3,05 2,37 1,12
Area vacuolo no citoplasma (uz) 291,451 266,655 330,711 272,869 449,38 248,355 144,085
Numero de vacuolo no nucleo 0,09 0,36 0,2 0,22 0,22 0,17 0,16
Area vacuolo no niicleo (uz) 11,015 12,85 21,772 29,339 23,321 14,501 13,533
Frequencia cardiaca (bpm) 140 140 144 150 153 134 121
Presséo arterial média 55 72 70 80 87 70 70
Ventilacdo mecénica sim sim sim sim sim sim Sim
Dose de Noradrenalina (mg/h) 2,2 2 sem dados sem dados 4.8 2,8 5,44
Cristal6ide 16frascos  sem dados sem dados semdados sem dados STP60mI/h sem dados
Concentrado de hemacias 4bolsas 6bolsas 8bolsas 0 0 3bolsas 0
Plasma fresco congelado 4bolsas 0 4bolsas 0 8holsas 5holsas 0
Plaquetas (transfuséo) 4bolsas 0 0 0 0 8bolsas 0
CRIO- precipitado 0 0 0 0 0 0 0
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Paciente 20 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
Numero de vacuolo no citoplasma 0,57 0,06 0,81 0,37 * 0,14 0,39
Area vactolo no citoplasma (u?) 69,891 7,154 93,702 37,216 * 10,163 45,235
Numero de vacuolo no nucleo 0,02 0 0,02 0 * 0 0,01
Area vactolo no nucleo (u?) 0,762 0 1,86 0 * 0 0,504
Frequéncia cardiaca (bpm) 132 107 107 107 110 97 97
Presséao arterial média 95 78 70 122 95 102 98
Ventilagdo mecanica sim sim sim sim sim sim Sim
Dose de Noradrenalina (mg/h) 0,4 0,4 0 0 0 0 0
Cristaléide RL1500mL sem dados sem dados sem dados 4500mL 1500mL 1500mL

+ SF200mL

Concentrado de hemacias 600ml 0 300mL 0 0 0 0
Plasma fresco congelado 600ml 0 0 0 0 0 0
Plaquetas (transfusao) 0 0 0 0 0 0 0
CRIO- precipitado 0 0 0 0 0 0 0

*Lamina confeccionada nédo permitiu a realizacdo da morfometria dos vacuolos.
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ANEXO D - Dados laboratoriais dos pacientes do grupo choque envolvidos no estudo

Paciente 1 T1 T6 T12 T18 T24 T48 172
Numero de vacuolo no citoplasma 0,08 0,01 0,02 0,16 0,1 0,04 0,06
Area vactolo no citoplasma (*) 3,188 0,891 1,989 18,557 9,13 2,722 7,225
Numero de vacuolo no nucleo 0 0 0 0,01 0 0 0
Area vactolo no nicleo (p*) 0 0 0 1,382 0 0 0
Hemoglobina (g/L) 7.8 8.0 7.7 8.4
Global de leucécitos (mm?) 9.060 8.430 10.920
% Neutréfilos bastonetes 15 19 7
% Neutrofilos segmentados 71 68 73
Contagem de plaquetas 266.000 318.000 372.000
Tempo de Trotombina 16.9/77%
Tempo de trombopastina parcial ativada 31
Relacao paciente controle (PTT) 1.19
Relacao normatizada internacional(RNI) 1.20
PH arterial 7.396 7.395 7.434 7.470
Lactato (mmol/L) 0.8 0.9 0.9
Sadio (mmol/L) 132 132 133
Potéssio (mmol/L) 3.4 3.6 3.8

Cloretos (mmol/L)
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Paciente 2 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
Numero de vacuolo no citoplasma 0,31 0,87 0,8 0,69 0,08 0,51 0,01
Area vacuolo no citoplasma (uz) 62,978 119,835 115,018 51,95 19,925 79,99 21,565
Numero de vacuolo no nicleo 0,01 0 0 0 0,01 0,01 0
Area vactolo no nicleo (u*) 0,659 0 0 0 0,775 1,317 0
Hemoglobina (g/L) 5.4 11.4 10.3 11.0 9.2 8.2
Global de leucécitos (mms) 7.440 11.210 15.520 11.990 8.420 9.110
% Neutrofilos bastonetes 7 0 21 10 16 6
% Neutrofilos segmentados 72 75.9 66 84 67 74
Contagem de plaquetas 156.000 156.000 174.000 140.000 145.000 146.000
Tempo de Protombina/atividade 36.9/ 27% 22.6/48% 20.1/58% 18.2/68%  17.5/73% 15.1/93%
Tempo de trombopastina parcial ativada > 120 38 37 47 37
Relacao paciente controle (PTT) 1.31 1.28 1.62 1.28 1.28
Relacdo normatizada internacional(RNI) 2.98 1.68 1.46 1.30 1.25 1.05
PH arterial 7.160 7.154 7.175 7.232 7.301 7.374
Lactato (mmol/L) 2.2 2.1
Sédio (mmol/L) 139 139 140 143 144
Potassio (mmol/L) 5.7 6.0 5.0 4.6 3.6
Cloretos (mmol/L) 121 118 118 118 117
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Paciente 3 T1 T6 T12 T18 T24 T48 172
NuUmero de vacuolo no citoplasma 0,05 0,07 0,13 0,13 0,23 0,04 0,01
Area vacuolo no citoplasma (uz) 7,691 24,626 31,173 26,918 33,239 11,751 2,195
Numero de vacuolo no nicleo 0 0 0,01 0,01 0 0 0
Area vactolo no nicleo (u*) 0 0 0,646 0,981 0 0 0
Hemoglobina (g/L) 7.4 8.3 8.1 6.9 7.9
Global de leucécitos (mm?®) 4.450 8.650 8930 9.780
% Neutrofilos bastonetes 0 0 0 13
% Neutréfilos segmentados 61.5 90 91.5 71
Contagem de plaquetas 85.000 78.000 75.000 70.000 96.000
Tempo de Protombina/atividade 44.5/18% 20.9/49% 17.1/64% 15.9/78%
Tempo de trombopastina parcial ativada Incoagulavel 39 40 33
Relacg&o paciente controle (PTT) Incoagulavel 1.5 1.54 1.27
Relacdo normatizada internacional(RNI) 3.75 1.57 1.30 1.15
PH arterial 7.127 7.164 7.319 7.324 7.245 7.410 7.451
Lactato (mmol/L) 6.3 2.1 1.0
Sédio (mmol/L) 140
Potassio (mmol/L) 4.2 4.8 4.0 3.7
Cloretos (mmol/L) 114 107 106
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Paciente 4 Tl T6 T12 T18 T24 T48 T72
Numero de vacuolo no citoplasma 0,85 0,68 0,91 0,37 0,67 1,11 0,24
Area vacutolo no citoplasma (uz) 90,745 90,535 131,767 38,384 129,252 70,222 22,731
Numero de vacuolo no nicleo 0,01 0,02 0,02 0 0,05 0,03 0
Area vacUolo no nicleo (uz) 0,245 2,169 0,659 0 3,9 0,801 0
Hemoglobina (g/L) 14.4 12.3 9.6 9.3
Global de leucdcitos (mm?) 16.030 14.070 13.520
% Neutrofilos bastonetes 0 8 12 8 12
% Neutréfilos segmentados 92 87 80
Contagem de plaquetas 103.000 88.000 104.000
Tempo de Protombina/atividade 19.5/ 61% 24.3/44% 24.8/43%
Tempo de trombopastina parcial ativada 39 48 51
Relacao paciente controle (PTT) 1.26 1.55 1.65
Relacdo normatizada internacional(RNI) 1.41 1.83 1,87
PH arterial 7.272 7.236 7.279 7.368
Lactato (mmol/L) 3.2 2.0 1.3
Sédio (mmol/L) 138 137 137
Potassio (mmol/L) 3.9 4.2 3.5 3.2
Cloretos (mmol/L) 112
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Paciente 5 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
NUmero de vacuolo no citoplasma 0,04 0,01 0,06 0,08 0,2 0,09 0,32
Area vactolo no citoplasma (1*) 8,394 0,775 14,644 9,065 30,181 14,489 42,843
Numero de vacuolo no nucleo 0 0 0 0 0,04 0 0
Area vactolo no ncleo (p*) 0 0 0 0 3,396 0 0
Hemoglobina (g/L) 8.3 6.4 8.6 8.7
Global de leucécitos (mm3) 14.520 10.100 8.800 6.580
% Neutréfilos bastonetes 0 0 0 0
% Neutrofilos segmentados 86.8 85.2 88.5 70.6
Contagem de plaquetas 110.000 107.000 137.000 169.000
Tempo de Protombina/atividade 29.4/36% 18.5/66%
Tempo de trombopastina parcial ativada >120 48 > 120 70 57
Relacao paciente controle (PTT) 1.66 2.41 1.97
Relacdo normatizada internacional(RNI) 2.29 1.33
PH arterial 7.260 7.281 7.364 7.403 7.461
Lactato (mmol/L) 15 1.2 0.8 1.0
Sodio (mmol/L) 136 134 133 132
Potéssio (mmol/L) 4.1 3.6 3.7 3.6
Cloretos (mmol/L) 110 104 102
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Paciente 6 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
NUmero de vacuolo no citoplasma 1,54 0,82 1,32 0,41 0,66 2,86 1,37
Area vactolo no citoplasma (u*) 86,384 105,228 85,666 55,333 82,85 179,223 246,978
Numero de vacuolo no nucleo 0,06 0 0,07 0,02 0,04 0,06 0,07
Area vactolo no ncleo (p*) 2,376 0 2,751 0,775 4,946 1,937 3,796
Hemoglobina (g/L) 6.1 10.5 7.6 9.1 8.9 10.1 8.0
Global de leucécitos (mm3) 9.110 8.220 12.900 17.420 18.770
% Neutroéfilos bastonetes 0 14 37 21 9
% Neutrofilos segmentados 79.3 75 38 63 69
Contagem de plaquetas 85.000 62.000 86.000 87.000 135.000 120.000
Tempo de Protombina/atividade 37.5127% 22.4/49% 19.8/59% 21.1/53% 20.8/55% 17.7/71%
Tempo de trombopastina parcial ativada 124 43 41 42 46 43
Relacao paciente controle (PTT) 4.00 1.39 1.32 1.35 1.48 1.39
Relacdo normatizada internacional(RNI) 3.04 1.66 1.44 1.55 1.52 1.26
PH arterial 7.037 7.340 7.354 7.354 7.319 7.417
Lactato (mmol/L) 3.9 2.0 2.8 24 2.7 2.0 1.1
Sadio (mmol/L) 139 137.0 137 133 132 136
Potassio (mmol/L) 3.3 4.7 5.1 5.6 5.6 4.2
Cloretos (mmol/L) 116.0 112 109 110 104
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Paciente 7 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
NUmero de vacuolo no citoplasma 0,01 0,04 0 0 0 0,11 0,02
Area vactiolo no citoplasma (u?) 0,839 2,324 0 0 0 7,825 0,736
Numero de vacuolo no nucleo 0 0 0 0 0 0,01 0,01
Area vactolo no nicleo (u*) 0 0 0 0 0 0,22 0,232
Hemoglobina (g/L) 7.5 9.6 9.4 9.2 8.2
Global de leucécitos (mm3) 6.650 9.320 10.110 12.770 10.270
% Neutréfilos bastonetes 0 0 0 0 0
% Neutréfilos segmentados 82.9 81.6 80.7 78.9 78.7
Contagem de plaquetas 97.000 89.000 95.000 114.000 117.000
Tempo de Protombina/atividade 22.5/47% 18.2/65% 15.3/87% 15.0/90%
Tempo de trombopastina parcial ativada 42 37 38 37
Relacao paciente controle (PTT) 1.45 1.28 1.31 1.28
Relacdo normatizada internacional(RNI) 1.72 1.34 1.10 1.07
PH arterial 7.436 7.444 7.531 7.460 7.437
Lactato (mmol/L) 1.3 0.8 1.0 0.9
Sodio (mmol/L) 136 136 133 133
Potéssio (mmol/L) 3.7 3.3 3.8 3.8

Cloretos (mmol/L) 107 104 103 103




Anexos 100

Paciente 8 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
NuUmero de vacuolo no citoplasma 1,04 1,08 1,45 0,47 0,28 0,29 0,46
Area vactolo no citoplasma (%) 188,093 124,38 228,786 73,475 32,792 49,657 42,092
Numero de vacuolo no nucleo 0,12 0,07 0,06 0,05 0,01 0,04 0
Area vacuolo no nicleo (uz) 8,871 4,997 7,241 4,735 0,646 2,144 0
Hemoglobina (g/L) 94 7.9 7.0 6.0 7.5 7.8
Global de leucécitos (mm?®) 1.260 4.770 5.710 8.870
% Neutrofilos bastonetes 0 0 0 0
% Neutrofilos segmentados 68.3 87 83.3 83.6
Contagem de plaguetas 75.000 88.000 80.000 88.000
Tempo de Protombina/atividade 18.8 20.2 18.6
Tempo de trombopastina parcial ativada 43 46 40
Relacao paciente controle (PTT) 1.39 1.48 1.29
Relacdo normatizada internacional(RNI) 1.36 1.47 1.34
PH arterial 7.349 7.354 7.429 7475 7.296
Lactato (mmol/L) 3.8 2.6 1.1 1.1 1.6
Saédio (mmol/L) 135 134.0 134 133 137
Potassio (mmol/L) 3.6 3.8 3.2 3.1 3.5
Cloretos (mmol/L) 108 108 106 110 111
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Paciente 9 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
Numero de vacuolo no citoplasma * 2,66 1,8 2,09 1,68 0,73 0,95
Area vacuolo no citoplasma (uz) * 163,225 154,859 238,15 194,81 75,993 84,159
Numero de vacuolo no nucleo * 0,06 0,56 0,08 0,01 0,01 0,72
Area vactolo no ncleo (u*) * 3,422 0,297 3,396 0,6 0,697 0,684
Hemoglobina (g/L) 12.8 10.7 114 7.1 7.3
Global de leucécitos (mm3) 5.440 16.290 7.110 6.920
% Neutrofilos bastonetes 0 13 14 0
% Neutréfilos segmentados 59.1 69 76 84.4
Contagem de plaquetas 261.000 163.000 170.000 81.000 60.000
Tempo de Protombina/atividade 20.2/57% 26.2/41% 23.1/47% 19.3/62% 15.1/93%
Tempo de trombopastina parcial ativada 33 49 51 64 36
Relacao paciente controle (PTT) 1.06 1.58 1.65 2.06 1.16
Relag&o normatizada internacional(RNI) 1.47 2.00 1.72 1.40 1.05
PH arterial 7.144 7.246 7.198 7.143 7.460 7.399
Lactato (mmol/L) 4.3 3.5 3.8 2.4 3.4 1.3
Sadio (mmol/L) 138 137.0 136 135 132 130
Potassio (mmol/L) 4.6 6.0 5.9 6.9 4.2 3.6
Cloretos (mmol/L) 120 116 113 98 98

*Lamina confeccionada ndo permitiu a realizagdo da morfometria dos vacuolos.
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Paciente 10 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
NUmero de vacuolo no citoplasma 0,05 0,06 0,02 0,22 0,22 0,18 0
Area vacuolo no citoplasma () 6,289 8,536 2,002 21,165 14,521 16,125 0
NuUmero de vacuolo no ndcleo 0 0 0 0,01 0 0 0
Area vactolo no nicleo (u*) 0 0] 0 0,542 0 0 0
Hemoglobina (g/L) 10.5 8.9 6.4 7.1
Global de leucécitos (mm?®) 12.190 7.390 6.790
% Neutrdfilos bastonetes 8 0 0
% Neutréfilos segmentados 63 79.7 74.4
Contagem de plaquetas 120.000 82.000 103.000
Tempo de Protombina/atividade 19.8/59% 17.2/75%
Tempo de trombopastina parcial ativada 41 41
Relacao paciente controle (PTT) 1.32 1.32
Relacdo normatizada internacional(RNI) 1.44 1.22
PH arterial 7.261 7.253 7.291 7.434 7.449
Lactato (mmol/L) 1.4 1.4 0.8
Sédio (mmol/L) 138 139.0 137 137 139
Potassio (mmol/L) 5.0 4.5 4.1 3.3 3.4
Cloretos (mmol/L) 116 116.0 113 110 111
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Paciente 11 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
Numero de vacuolo no citoplasma * 0,12 0,1 0,09 0,14 0 0,09
Area vacuolo no citoplasma (uz) * 6,418 9,233 10,718 21,023 0 10,305
Numero de vacuolo no nicleo * 0 0 0 0,01 0 0
Area vactiolo no ntcleo (u?) * 0 0 0 0,633 0 0
Hemoglobina (g/L) 6.8 6.5 8.5 9.0
Global de leucécitos (mm3) 11.420 10.030 9.970 9.180
% Neutréfilos bastonetes 3 2 0 0
% Neutrofilos segmentados 79 82 84.7 77.4
Contagem de plaguetas 87.000 99.000 175.000 241.000
Tempo de Protombina/atividade 16.0/84%
Tempo de trombopastina parcial ativada 36
Relacéao paciente controle (PTT) 1.24
Relacé&o normatizada internacional(RNI) 1.12
PH arterial 7.470 7.398
Lactato (mmol/L) 1.2 0.8
Sédio (mmol/L) 130 133 135
Potassio (mmol/L) 3.7 3.6 3.6
Cloretos (mmol/L) 105 105 103

*Lamina confeccionada ndo permitiu a realizagdo da morfometria dos vacuolos.
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Paciente 12 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
NuUmero de vacuolo no citoplasma 0,39 1,01 1,26 0,55 0,88 0,23 0,82
Area vacuolo no citoplasma (uz) 74,205 132,491 118,984 63,545 93,388 15,096 84,926
Numero de vacuolo no nucleo 0,02 0,02 0,01 0,01 0,04 0 0,03
Area vactiolo no ntcleo (u?) 3,035 4,197 1,459 0,349 4,158 0 1,227
Hemoglobina (g/L) 11.0 8.5 8.0 6.7
Global de leucdcitos (mm3) 5.840 14.460 17.160 14.780
% Neutroéfilos bastonetes 0 21 40 16
% Neutréfilos segmentados 77.8 63 48 71
Contagem de plaguetas 137.000 145.000 156.000 173.000
Tempo de Protombina/atividade 17.4/73% 22.2/49% 20.9/54% 19.3/62%
Tempo de trombopastina parcial ativada 34 42 43 44
Relacéo paciente controle (PTT) 1.17 1.45 1.48 1.52
Relacdo normatizada internacional(RNI) 1.24 1.65 1.53 1.40
PH arterial 7.298 7.376 7.384 7.425
Lactato (mmol/L) 2.1 1.7
Saédio (mmol/L) 134 130 130 131
Potassio (mmol/L) 6.2 4.2 4.2 3.8
Cloretos (mmol/L) 113 107 105 104
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Paciente 13 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
NuUmero de vacuolo no citoplasma 0,18 0,58 0,26 0,13 0,14 0,22 0,76
Area vacuolo no citoplasma (uz) 0,18 34,582 13,727 7,683 6,327 9,711 65,483
Numero de vacuolo no nucleo 0,18 0,07 0,02 0 0 0 0,01
Area vactiolo no ntcleo (u?) 0,18 2,027 0,788 0 0 0 0,594
Hemoglobina (g/L) 9.8 8.9 7.0 6.8 6.5
Global de leucécitos (mm3) 30.200 24.120 18.540 9.170 6.090
% Neutroéfilos bastonetes 0 5 7 0 0
% Neutréfilos segmentados 85.1 70 66 65.2 63.3
Contagem de plaguetas 203.000 206.000 161.000 122.000 173.000
Tempo de Protombina/atividade 15.9/85%  14.7/98% 16.7/78% 14.6/99% 14.5/100%
Tempo de trombopastina parcial ativada 39 33 32 31
Relacéo paciente controle (PTT) 1.26 1.06 1.03 1.0
Relacdo normatizada internacional(RNI) 1.11 1.02 1.18 1.01 1.0
PH arterial 7.274 7.304 7.275 7.417 7.413
Lactato (mmol/L) 2.3 1.0 1.2
Sédio (mmol/L) 136.0 137 132 134
Potassio (mmol/L) 4.6 5.0 3.8 3.5
Cloretos (mmol/L) 109.0 109 105 107
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Paciente 14 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
NuUmero de vacuolo no citoplasma 0,06 0,12 0,22 0,02 0,33 0,02 0,03
Area vacuolo no citoplasma (uz) 5,217 10,537 29,496 2,027 68,182 4,597 1,343
Numero de vacuolo no nucleo 0 0,01 0,01 0 0,01 0 0
Area vactiolo no ntcleo (u?) 0 0,31 0,801 0 0,633 0 0
Hemoglobina (g/L) 7.6 6.6 7.7 6.3 7.6
Global de leucécitos (mm?®) 10.480 9.030 6.010 8.760
% Neutroéfilos bastonetes 0 0 0 0
% Neutréfilos segmentados 70.2 69 66.3 74.2
Contagem de plagquetas 117.000 95.000 86.000 88.000
Tempo de Protombina/atividade 27.4/39%  23.1/47% 17.2/75% 17.3/74%
Tempo de trombopastina parcial ativada 43 47 45 38 34
Relacéo paciente controle (PTT) 1.48 1.62 1.55 1.31 1.17
Relacdo normatizada internacional(RNI) 211 1.72 1.22 1.23
PH arterial 7.406 7.120 7.381 7.347 7.369
Lactato (mmol/L) 1.3 1.2 1.3 1.1 1.1
Saédio (mmol/L) 133 131 132
Potassio (mmol/L) 4.3 134.0 4.3 4.4 4.2

Cloretos (mmol/L) 108 107 104
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Paciente 15 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
NuUmero de vacuolo no citoplasma 0,67 0,72 0,26 0,56 1,44 1,1 1,36
Area vacuolo no citoplasma (uz) 56,446 70,289 30,165 67,794 206,248 243,711 319,2
Numero de vacuolo no nucleo 0,1 0 0,02 0,01 0,14 0,19 0,18
Area vacutolo no nlcleo (uz) 11,983 0 1,511 1,304 22,185 52,815 33,328
Hemoglobina (g/L) 7.5 4.3 8.0 12.8 12.7 13 12.8
Global de leucdcitos (mm3) 8.070 5.750 5.760 8.030 10.400 6.300
% Neutroéfilos bastonetes 0 0 29 31 22 30
% Neutrdéfilos segmentados 72 76.5 58 51 57 49
Contagem de plaguetas 160.000 79.000 41.000 111.000 41.000 38.000
Tempo de Protombina/atividade 30.1/35% 35.2/29%  30.9/34% 33.5/31% 26.2/41%
Tempo de trombopastina parcial ativada 46 46 45 75 42
Relacao paciente controle (PTT) 1.48 1.48 1.45 2.42 1.35
Relacdo normatizada internacional(RNI) 2.35 2.82 2.42 2.66 2.00
PH arterial 7.144 7.027 7.218 7.234 7.232 7.360 7.490
Lactato (mmol/L) 10.5 7.9 6.6 5.6 34 4.0
Sédio (mmol/L) 143.0 139 137 137 137 131
Potassio (mmol/L) 4.9 4.9 5.1 44 3.6 3.9
Cloretos (mmol/L) 118.0 116 119 112 111
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Paciente 16 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
NuUmero de vacuolo no citoplasma 0,06 0,86 0,35 0,73 0,16 0,14 1,18
Area vacuolo no citoplasma (uz) 10,227 95,833 12,408 42,794 16,852 6,314 67,033
Numero de vacuolo no nucleo 0 0,02 0,03 0,49 0,26 0 0,15
Area vacuolo no nicleo (uz) 0 1,033 0,517 15,754 8,742 0 5,32
Hemoglobina (g/L) 9.5 8.8 8.4 8.8 8.3 7.1
Global de leucécitos (mm3) 5.330 12.500 11.220 8.730
% Neutroéfilos bastonetes 0 7 0 0
% Neutréfilos segmentados 85.2 79 84.3 82.1
Contagem de plaguetas 134.000 131.000 104.000 83.000
Tempo de Protombina/atividade 28.2 24.9/42% 21.5/50% 19.4/59% 13.8/92%
Tempo de trombopastina parcial ativada 60 39 39 38 33
Relacéo paciente controle (PTT) 2.07 1.34 1.34 1.31 1.14
Relacdo normatizada internacional(RNI) 2.24 1.93 1.63 1.45 1.06
PH arterial 7.035 7.331 7.367 7.312 7.397 7.431
Lactato (mmol/L) 2.6 4.0 2.2 1.3
Sédio (mmol/L) 147.0 135 133
Potassio (mmol/L) 3.7 4.7 4.3 3.9
Cloretos (mmol/L) 118.0 116 111 109
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Paciente 17 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
NuUmero de vacuolo no citoplasma 0,37 0,12 0,38 0,08 1,14 0,3 0,07
Area vacuolo no citoplasma (uz) 74,677 21,294 73,032 11,17 167,063 53,619 8,174
Numero de vacuolo no nucleo 0,04 0 0,01 0 0,03 0,04 0,02
Area vactiolo no ntcleo (u?) 6,061 0 0,736 0 4,985 4171 5,785
Hemoglobina (g/L) 13.1 125 9.6 8.3 7.2
Global de leucécitos (mm3) 18.400 24.080 18.180 14.620 13.130
% Neutroéfilos bastonetes 33 32 12 6 0
% Neutréfilos segmentados 44 61 70 81 76
Contagem de plaguetas 238.000 221.000 199.000 172.000 190.000
Tempo de Protombina/atividade 18.3/64% 20.3/55% 19.3/59% 16.7/75%  15.4/86%
Tempo de trombopastina parcial ativada 31 35 37 35 34
Relacéo paciente controle (PTT) 1.07 1.21 1.28 1.21 1.17
Relacdo normatizada internacional(RNI) 1.35 1.53 1.44 1.22 1.11
PH arterial 7.430 7.332 7.265 7.352 7.353 7.342
Lactato (mmol/L) 4.7 4.7 2.2 1.4 0.8
Sédio (mmol/L) 142 141 140 138 136
Potassio (mmol/L) 3.7 4.3 4.1 3.7 3.7

Cloretos (mmol/L) 116 116 113 108 105




Anexos 110

Paciente 18 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
NuUmero de vacuolo no citoplasma 0,86 0,17 0,23 * 0,21 0,57 0,68
Area vacuolo no citoplasma (uz) 88,262 13,748 8,417 * 11,402 28,302 47,095
Numero de vacuolo no nucleo 0,11 0,25 0,54 * 0,59 0,03 0,43
Area vacuolo no nicleo (uz) 6,857 9,039 0,736 * 19,423 1,02 15,69
Hemoglobina (g/L) 13.3 9.7 9.3 6.7 8.0
Global de leucdcitos (mm3) 19.720 6.760 7.360 8.290
% Neutroéfilos bastonetes 15 0 0 0
% Neutréfilos segmentados 65 79.5 87 82.8
Contagem de plaguetas 121.000 71.000 71.000 74.000 97.000
Tempo de Protombina/atividade 275/137% 19.7/57% 19.9/56% 17.8/67% 18.3/64%
Tempo de trombopastina parcial ativada 52 42 40 36 32
Relacéo paciente controle (PTT) 1.79 1.45 1.38 1.24 1.10
Relacdo normatizada internacional(RNI) 217 1.47 1.49 1.31 1.35
PH arterial 7.188 7.504 7.504 7.356 7.364
Lactato (mmol/L) 4.8 1.8 1.7 1.6
Sédio (mmol/L) 133 133.0 132 130 134
Potassio (mmol/L) 4.2 3.6 34 3.5 3.5
Cloretos (mmol/L) 112 107.0 108 102 103

* Amostra nao coletada



Anexos 111

Paciente 19 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
NuUmero de vacuolo no citoplasma 1,98 2,26 2,38 1,47 3,05 2,37 1,12
Area vactiolo no citoplasma (u?) 291,451 266,655 330,711 272,869 449,38 248,355 144,085
NuUmero de vacuolo no nicleo 0,09 0,36 0,2 0,22 0,22 0,17 0,16
Area vactolo no nicleo (uz) 11,015 12,85 21,772 29,339 23,321 14,501 13,533
Hemoglobina (g/L) 13 13.1 14.3 12.9 10 9.7 9.8
Global de leucécitos (mm?) 8.380 9.870 12.250 10.880 9.860 11.544
% Neutrofilos bastonetes 0 0 0 5 10 13
% Neutréfilos segmentados 69.8 75.7 75.3 74 64 50
Contagem de plaguetas 137.000 95.000 83.000 55.000 94.000 52.000
Tempo de protombina/atividade 24.6/44% 21.0/54% 34.9/29% 22.0/50%  23.0/47%  26.2/41%
Tempo de trombopastina parcial ativada 86 39 101 51 47 45
Relacéo paciente controle (PTT) 2.77 1.26 3.26 1.65 1.52 1.45
Relacdo normatizada internacional(RNI) 1.86 1.54 2.80 1.63 1.72 2.00
PH arterial 7.064 7.204 7.266 7.195 7.260 7.263 7.277
Lactato (mmol/L) 4.8 5.9 5.5 9.4 9.9 7.7 10.6
Sédio (mmol/L) 139 137.0 140 138 135 136
Potassio (mmol/L) 4.6 4.6 5.6 4.2 5.0 51 4.9
Cloretos (mmol/L) 117 114 108 111 106




Anexos 112

Paciente 20 T1 T6 T12 T18 T24 T48 T72
NuUmero de vacuolo no citoplasma 0,57 0,06 0,81 0,37 * 0,14 0,39
Area vacuolo no citoplasma (uz) 69,891 7,154 93,702 37,216 * 10,163 45,235
Numero de vacuolo no nucleo 0,02 0 0,02 0 * 0 0,01
Area vactolo no ntcleo (u?) 0,762 0 1,86 0 * 0 0,504
Hemoglobina (g/L) 7.9 8.5 8.8 84 6.6 6.3
Global de leucécitos (mm?) 19.850 16.920 14.850 15.590 15900 17.870
% Neutroéfilos bastonetes 18 5 0 3 0 2
% Neutréfilos segmentados 62 79 77.3 78 78.1 87
Contagem de plagetas 155.000 150.000 157.000 145.000 134.000 161
Tempo de Protombina/atividade  22.8/47% 22.9/46% 21.1/51% 21.3/51% 18.7/62% 17.1/72%
Tempo de trombopastina parcial a 29 34 32 33 31 31
Relacéo paciente controle (PTT) 1.00 1.17 1.10 1.14 1.07 1.07
Relacdo normatizada internacional  1.75 1.76 1.6 1.61 1.39 1.25
PH arterial 7.306 7.322 7.397 7.353 7.446
Lactato (mmol/L) 1.4 1.6 1.9 1.0 0.7
Sédio (mmol/L) 138 139.0 139 138 137 136
Potassio (mmol/L) 5.7 4.1 4.2 3.9 3.6 3.0
Cloretos (mmol/L) 116 116 116 116 110 104

*Lamina confeccionada ndo permitiu a realizagdo da morfometria dos vacuolos.



