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RESUMO

A Sepse € a principal causa de morte em pacientes tratados em unidade de terapia
intensiva (UTI). Mesmo com os avangos sobre o melhor entendimento de sua
fisiopatologia e da aplicacdo de novos recursos terapéuticos, a taxa de mortal
adiada permanece elevada. A presenca de globulos vermelhos nucleados
(NRBCs), na circulacdo periférica € um biomarcador independente de pior
prognosticos em pacientes enfermos. O objetivo deste estudo foi avaliar os NRBCs
sanguineos como preditor de mortalidade em paciente de (UTI). O estudo foi do
tipo coorte prospectivo, a deteccdo de NRBCs foi usada para um monitoramento
diario de 152 pacientes de UTI. Calculado o risco relativo de mortalidade entre as
variaveis clinicas e laboratoriais, com os respectivos intervalos de confianca de
95%. Os NRBC foram medidos diariamente em pacientes com Insuficiéncia
cardiaca consecutiva (ICU), incluindo individuos tanto cardiacos agudos
coronarianos como nao-coronarianos. Os escores prognosticos (APACHE 11 e
SOFA) foram correlacionados em pacientes diagnosticados com sepse na UTI. A
incidéncia de NRBCs na UTI foi de 54,6% (83/152). A mortalidade na UTI quanto
hospitalar foi maior entre os pacientes com NRBC-positivo (49,4% e 61,4%), em
comparacdo aos pacientes NRBC-negativo (21,7 e 33,3%), respectivamente
(p<0,001). Ap6s analise multivariada, o paciente ser coronariano, entre os fatores
clinicos, ndo teve associacdo com o Obito, mas teve significancia estatistica com os
pacientes sépticos. A presenca de eritroblasto sérico teve associagdo com 0S
escores APACHE Il (=25) e SOFA média (=7) (p<0,001). Foi observado que o
NRBC + APACHE Il apresentam juntos uma area sob a curva de 0,746 (74,67%).
Neste estudo, podemos sugerir que a presenca de NRBCs no sangue periférico €
um preditor independente de mortalidade e em associacdo com o APACHE II
apresenta o melhor modelo de risco de 6bito.

Palavras-chave: Globulos vermelhos nucleados. Unidade de terapia intensiva.
Mortalidade. Sepse.



ABSTRACT

Sepsis is the leading cause of death in patients treated in a unit of therapyIntensive
care (ICU).Even with advances in the better understanding of its pathophysiology
and the application of new therapeutic resources, the deferred mortality rate
remains high.The presence of nucleated red blood cells (NRBCSs) in the peripheral
circulation is an independent biomarker of worse prognoses in diseased
patients.The objective of this study was to evaluate the blood NRBCs as a predictor
of mortality in an Intensive Care Unit.The study was a prospective cootetype, the
detection of NRBCs was used for daily monitoring of 152 ICU patients. The relative
risk of mortality was calculated between the clinical and laboratory variables, with
the respective 95% confidence intervals.NRBCs were measured daily in patients
with consecutive cardiac failure (ICU), including both coronary and non-coronary
acute cardiac.The prognostic scores (APACHE Il and SOFA) were correlated in
patients diagnosed with sepsis in the ICU. The incidence of NRBCs in the ICU was
54.6% (83/152).In-hospital mortality was higher among NRBC-positive patients
(49.4% and 61.4%), compared to NRBC-negative patients (21.7 and 33.3%),
respectively (p <0.001 ). After multivariate analysis, the patient was coronary,
among the clinical factors, had no association with death, but had statistical
significance with the septic patients.The presence of serum erythroblast was
associated with APACHE Il (=25) and mean SOFA (=7) (p <0.001). It was observed
that the NRBC + APACHE Il together present an area under the curve of 0.746
(74.67%).In this study, we can suggest that the presence of NRBCs in peripheral
blood is an independent predictor of mortality and in association with APACHE I
presents the best model of death risk.

Keywords: Nucleated red blood cells; intensive care unit; mortality; Sepsis.
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1. INTRODUCAO

A sepse € uma das situacdes nas quais se estabelece sindrome de resposta
inflamatoria sistémica desencadeada por um processo infeccioso (Siqueira et al.,
2003). Estudos epidemiolégicos brasileiros, realizado pelo Instituto Latino Americano
da Sepse(ILAS), apontam que cerca de 17% dos leitos de Unidades de Terapia
Intensiva (UTI) em nosso pais sdo ocupados por pacientes com sepse grave; e a
taxa de mortalidade chega a alcancar 55% dos pacientes que apresentam esse
quadro nas UTlIs brasileiras. Ha importante heterogeneidade entre as instituicbes de
saude, podendo variar entre 30% e 70% (ILAS, 2015) o indice de pacientes
atingidos.

No Brasil, aspectos epidemiologicos da sepse tém sido investigados,
destacando-se Braziliam Sepsis Epidemiological Study (BASES) realizado em cinco
unidades de terapia intensiva do sudeste e sul do pais na qual se identificou uma
incidéncia de sepse e sepse grave de 61,4 e 35,6 por 1000 pacientes dia (SILVA et
al., 2004).

A sepse resulta de uma maneira complexa interacdo entre microrganismo
infectante e a resposta imune, pro-inflamatéria e pro-coagulante do hospedeiro,
onde a resposta ao infectado e as caracteristicas do organismo infectante sdo as
principais variaveis fisiopatolégicas da sepse (RUSSEL, 2006). Dessa maneira, a
sepse pode ser autolimitada ou progredir para sepse grave e choque séptico, em
que levam a alteracBes circulatérias como vasodilatacdo periférica, oferta
inadequada de oxigénio aos tecidos devido a queda do fluxo sanguineo e da
reducdo do débito cardiaco contribuindo para o aumento do metabolismo. E a
hipoxia tecidual reflete a gravidade da doenca que leva a disfuncdo de 6érgédos
(SILVA et al., 2004).

Alguns estudos tém afirmado que a hipoxemia e/ou infeccdo graves sao
responsaveis pela presenca de glébulos vermelhos nucleados (NRBCs), quando
afastado doencas hematoldgicas, cancer, insuficiéncia cardiaca congestiva, anemias
agudas e crbnicas (STACHON et al.; 2007, DESAI et al.; 2012, KUERT et al; 2011).
Pacientes com NRBCs positivo tém concentracdes elevadas de eritropoietina,
interleucina-3 e interleucina-6 sugestivo de um papel importante de diminuicdo
tissular de oxigenacdo e/ou inflamacdo, causadas por desordens locais ou
sistémicas (KUERT et al; 2011).
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Por longo tempo, a contagem dos eritroblastos era somente determinada
microscopicamente, limitando o niumero de células contadas e a variabilidade na
dependéncia da habilidade individual, comprometendo a acuracia e precisdo do
método. Com o surgimento da contagem automatizada, analise mecénica sanguinea
devido ao avanco tecnoldgico, foi possivel analisar concentracdes de eritroblastos
menores de 100/ul com confiabilidade metodolégica(SCHAEFER et al.;2000,
PIPITONE et al., 2012). A contagem automatizada dos eritroblastos surgida ha mais
de uma década e as pesquisas do grupo de Axel Stachon, com publicacbes na
literatura a partir de 2004 com pacientes criticos em unidades de terapia intensiva,
despertou na comunidade cientifica a importancia da contagem sérica dos
eritroblastos como um biomarcador de pior prognostico (STACHON et al.; 2007).

Em estudo anterior, realizado por nosso grupo de pesquisa, foi demonstradou
que a deteccdo sérica de NRBC tem uma forte associacdo com a mortalidade
hospitalar (MONTEIRO JUNIOR; 2014). Pesquisas com biomarcadores sanguineos
tém oferecido oportunidade de medi¢des nao invasivas, de baixo custo, reprodutivas
e objetivas, sendo uma ferramenta chave de progndéstico independente em pacientes
criticos(CHONGLIANG et al.; 2013). Encontrar um biomarcador confiavel para morbi-
mortalidade é um desafio na pratica diaria na UTI. Assim, o objetivo do nosso estudo
foi avaliar diariamente os niveis de NRBCs sanguineos e associa-los como marcador

de mortalidade em pacientes em uma UTI cardioldgica.

1.1 JUSTIFICATIVA

A sepse continua sendo um dos maiores desafios para a medicina intensiva.
Apesar do melhor entendimento de sua fisiopatologia e da aplicagdo de novos
recursos terapéuticos a taxa de mortalidade permanece elevada. A presenca de
NRBC no sangue periférico em adultos e criancas e a contagem elevada em recém-
nascidos podem esta associada a um progndstico ruim. As dificuldades na definicdo
e no diagnostico fez com que nosso grupo de pesquisas tenha sido investido na
tentativa de encontrar um biomarcador confiavel para morbi-mortalidade na pratica
diaria na UTI, como também indicar a gravidade e o prognéstico dos pacientes de
maneira nao invasiva, de baixo custo, reprodutivas e objetivas, sendo uma
ferramenta chave de progndsticos independente em pacientes criticos.

Portanto, este trabalho foi realizado com base em artigo publicado pelo nosso

grupo de pesquisa do Pronto Socorro Cardiologico de Pernambuco- PROCAPE (em
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anexo), em pacientes cardiopatas, comparado com escores clinicos existentes

APACHE Il e SOFA, que sao rotineiramente utilizados na UTI.

2.REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 SEPSE
2.1.1 Considerag0des gerais e definicbes

As variedades e conceitos de sepse foram definidos em 1991 pela Sociedade
de Terapia Intensiva Americana, onde a identificacdo do quadro real era imprecisa, 0
que dificultava o correto diagnostico e a instauracdo de uma terapia precoce
(American CollegeofChestPhysican — ACCPe a SocietyofCriticalCareMedine SCCM)
(Quadro 1).

Quadro 1. Definicdo dos estagios da sepse.

Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRIS): resposta inflamatéria
sisttmica a uma variedade de insultos clinicos graves, como queimaduras e
pancreatite, que ocorre, necessariamente, na auséncia de infecgdo. Acompanhada

por duas ou mais das seguintes condicoes:
e Temperatura >38°C ou < 36°C
e Frequéncia cardiaca > 90 batimentos/min.

e Frequéncia respiratoria>20 movimentos/min. Ou PaC02<32 torr
(<4,3 KPa

e Leucécitos <4.000 ou >12.000 células/mm3 ou > 10% formas imaturas

Infeccdo: Fendbmeno microbiano caracterizado por uma resposta inflamatoria
reacional a presenca de microrganismo ou a invasdo de tecido normalmente estéril

agueles organismos.

Sepse: E a Sindrome da Resposta Inflamatoria Sistémica decorrente de infeccdo

mesmo que o foco infeccioso seja apenas suspeito.

Sepse Grave: E decorrente de resposta inflamatéria generalizada e pr6-coagulante
a uma infeccdo difusa, o resultado final pode ser a lesdo endovascular difusa,

comprometimento de multiplos érgéos e obito.
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Choque Séptico: Estado de faléncia circulatoria aguda caracterizada pela
persisténcia de hipotensao arterial, sendo hipotenséo definida como PA (pressao
arterial) sistélica< 90 mmHg ou reducdo de > 40 mmHg da linha de base, ou PAM
(pressao arterial média) < 60 mmHg, a despeito de adequada reposicdo volémica,

na auséncia de outras causas de hipotensao.

Sindrome da Disfuncdo de Multiplos Orgdos (SDMO): Esta relacionada com a
presenca de inflamacdo, em pacientes com doenca aguda, de forma que a
homeostase ndo pode ser mantida sem intervencdo; € considerado um processo
resultante da resposta inflamatoria sistémica ao trauma, isquemia ou a processo

infeccioso.

Termos como infeccdo bacteremia, SIRIS (sindrome de resposta inflamatéria
sistémica), sepse, sepse grave, choque séptico e sindrome da disfuncdo de
multiplos érgdos (SDMO) foram analisados e regulamentados através de médicos e
pesquisadores, no entanto, sepse, do grego sepsin (putrefacdo de matérias ou
tecidos organicos) € definida como um processo infeccioso em foco grave
desencadeado de uma resposta inflamatdria sistémica secundaria (BROOMER,
2011; HOTCHKISS et al.,, 2013). As manifestacBes clinicas e o0s critérios para

diagndstico estdo representados no Quadro 2.

Quadro 2. Critérios de diagnostico de sepse apds infeccdo documentada ou

suspeita

Variaveis gerais

e Febre (temperatura central> 38,3°C)

e Hiportemia (temperatura central < 36°C)

e Freqguéncia cardiaca> 90 bpm ou mais de 2 desvios-paddes acima do normal
e Taquipnéia

e Alteragbes sensoriais

e Edema significativo ou balanc¢o hidrico positivo

e Hiperglicemia na auséncia de diabetes
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Variaveis inflamatérias

e Leucocitose: contagens de leucdcitos totais > 12.000 células/mm? de sangue
e Leucopenia: contagens de leucdcitos totais < 4.000 células/mm? de sangue
e Contagens de leucécitos normais com mais de 10% de células imaturas

e Proteina C reativa no plasma > 2 desvios-padrdes acima do valor normal

e Procalcitoninas plasmaticas > 2 desvios-padrdes acima do valor normal

Variaveis hemodinamicas

e Hipotensdoarterial (PAS<90mmHg, PAM< 70mmHg, ou reducédo da
PAS>40mmHg em adolescentes, ou PAS /PAM <2 desvios-padrdes abaixo
do valor normal para a idade)

e Saturacao de oxigénio venoso misto > 70% (ndo valido para crianc¢as)

e indice cardiaco > 3,51/min (ndo valido para criancas)

Variaveis de disfuncdo de 6rgaos

e Hipoxemia arterial (PaO2/FiO2< 300 sem pneumonia)

¢ Oliguria aguda (diurese < 0,5 ml/Kg hora)

e Creatinina com aumento > 0,5 mg/d|

e Alteracdes de coagulagcédo (RNI >1,5 ou TTP>60s)

e Trombocitopenia (contagens de plaquetas < 100.000/mm? sague)

e Hiperbilirrubinemia(bilirrubina total>4mg/dL)

Variaveis de perfuséo tecidual

e Hiperlactatemia(>mmol/L

e Enchimento Capilar ou moteamento

BPM: batimentos por minutos; PAS:pressdo arterial sistélica; PAM: pressdo arterial média; PaO::
presséo parcial de oxigénio; FiO2: fracdo inspirada de oxigénio; RNI: raz&o normatizada internacional;
TTP: tempo de tromboplastina parcial (Adaptada de LEVI, 2003).

2.1.2 Epidemiologia

A sepse é uma das doencas mais desafiadoras da medicina, onde tém sido
despendidos esfor¢cos para um melhor entendimento da inflamacgéo sistémica que
caracteriza essa sindrome, considerada como a principal causa de morte nas UTIs e
uma das principais causas de morte em geral nos EUA. A sepse € caracterizada por

uma resposta inflamatdria sistémica secundaria a um processo infeccioso em foco
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presumido ou conhecido e quando ndo tratada corretamente, pode evoluir para
choque séptico, resultando em faléncia de 6rgdos e consequentemente, em Obito
(ANGUS et al.; BILEVINICIUS et al, 2001; (VICENT,2013).

Nos EUA, no periodo entre 1979 e 2000, a incidéncia de sepse aumentou de
82, 7 para 240,4 casos a cada 100.000 individuos. De acordo com esse estudo,
nesse periodo ocorreram 10.319.418 casos de sepse, sendo mais comum entre
homens do que mulheres (MARTIN, 2003). Apesar da mortalidade por sepse ter
diminuido de 27,8% para 17,9% em 22 anos nos EUA, cerca de 250.000 casos de
sepse ainda levam a mortes nos EUA anualmente (GAIESKI, 2013).

Um estudo multicéntrico do qual fizeram parte sete unidades de tratamento
intensivo (UTIs) nacionais revelou que as taxas de letalidade nas UTIs no Brasil
foram maiores (56%) que aquelas de outros paises em desenvolvimento (45%) e de
paises desenvolvidos (30%), apesar de ndo existirem diferencas nas idades
medianas de cada grupo, nem nos escores de prognostico e de disfuncdo orgéanica
(PROGRESS, 2003).

O primeiro estudo brasileiro d grande porte abordado a este tem foi o
BraziliamSepsisEpidemiologicalStudy (BASES), em 2004, tracou o perfil de paciente
admitidos nas UTIs das regibes Sul e Sudeste com a finalidade de determinar a
incidéncia de sepse nesses pacientes, em que foi observada uma incidéncia de
30,5% de pacientes internados com sepse e foi estabelecido que a diferenca da taxa
de sobrevivéncia entre os pacientes sépticos e ndo sépticos apds de 28 dias de
internacéo foi de 66% e 88%, respectivamente (SILVA et al., 2004).

No Brasil, os dados sobre sepse ainda sdo pouco documentados, devido a
consolidacdo reduzida das informacfGes por diversos hospitais, dificultando o
conhecimento da extensdo do problema no pais, o0 que colabora para que 0s
pacientes com sepse apresentem piores desfechos clinicos, tais como o0 aumento da
mortalidade do tempo de internacdo hospitalar, além de piores parametros vitais e
laboratoriais (HISSA; ARAUJO, 2013).

2.1.3 Patogénese

A sepse é resultado de um desbalanceamento hemodinamico frente a
agentes infecciosos e mediadores inflamatérios na circulagdo sanguinea, gerando
alteracdes no fluxo sanguineo e na microcirculacdo (JEAN-BAPTISTE, 2007).0

desenvolvimento da sepse depende das relacbes estabelecidasentre o
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microrganismo e o hospedeiro, destacando-se que muitos dos elementos relativos
ao desencadeamentodesta entidade nosologica permanecem  obscuros,
provavelmentepela falta de uma compreensao mais adequada dasintersecdes entre
imunidade, inflamacgao e coagulagéo (Siqueira-Batista et al., 2009).

Os sintomas da resposta inflamatoria € decorrente da reposta imune. No
entanto, ha uma complexa interacdo entre os processos inflamatérios, coagulante e
fibrinolitico, que ocorre em resposta a infecgcdo bacteriana. O inicio desses trés
processos simultaneamente desempenha papel fundamental na fisiopatologia da
sepse e a continuidade destes pode desencadear disfuncdo endotelial e faléncia
multipla dos 6rgaos culminando, se ndo houver tratamento com 6bito (KOURILSKY;
TRUFFA-BACHI, 2001).

Os fatores responsaveis pelo desencadeamento da resposta inflamatoria
através da ativacdo celular sdo, principalmente, os componentes presentes na
parede celular dos microganismos, como o lipopolissacarideo (LPS), presente em
bactérias gram-negativas (endotoxinas). O LPS e as outras toxinas sao liberados
geralmente durante o processo de replicacdo bacteriana e\ou decorrente da sua
morte, devido a lise da parede celular (STEARNS-KUROSAWA,2011).

Atualmente, a funcdo de alguns mediadores na patogénese da sepse ja esta
esclarecida. Estes mediadores podem induzir alteracbes profundas na fisiologia
normal da vasculatura e dos 6rgaos, e sdo responsaveis pela patogénese da sepse
(OSCHUOWSKI et al., 2006). A interacao entre os varios mediadores produzidos
leva depressdo do miocardio, distlrbios vasculares e alteragcbes sem 6rgaos-alvo,
como figado, rins, pulmdes e sistema nervoso central. O Resultado da resposta
inflamatoria descompensada é comprometimento hemodinamico, levando a
sindrome da disfuncdo de multiplos 6rgdos (MODS), que é caracterizada por uma
alta mortalidade (VENET, et al., 2005).

2.2 MARCADORES DE PROGNOSTICO

A avaliacdo da qualidade e da intensidade da resposta inflamatéria pode levar
a identificacdo de pacientes em risco de disfuncéo de 6rgdos (TAKALA et al., 2002).
Um bom indicador para sepse deve fazer mais do que prever sobrevida dos

pacientes, deve guiar o tratamento e revelar a sua resposta (MARSHALL et al.,
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2003). Nao existe um indicador isolado capaz de promover esta informacao, o mais
provavel € que seja necessario um conjunto de indicadores de inflamacédo e
imunossupressao (TAKALA et al., 2002).

Na pratica, existem varias ferramentas para avaliar a gravidade do processo
patolégico e a ocorréncia de disfuncdo organicas. Esses instrumentos utilizam
marcadores fisiologicos e laboratoriais, e de maneira decisiva sdo utilizados para
tomada de decisdes clinicas, estratificando melhor os pacientes sob risco de
evolucdo ruim, e uniformizando-os para comparacdes entre estudos clinicos
(MARSHALL, 1999).

A escala de APACHE Il (AcutPhysiologyAndChronic Health Evaluation)
(ANEXO1) determina a gravidade da doenca através da pior medida de 12 variaveis
fisiol6égicas durante as primeiras 24 horas apés a admissao na UTI, levando-se em
conta as co-morbidades prévias e idade. Este escore inclui os seguintes fatores de
risco: temperatura corporal, pressao arterial, média, frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratéria, oxigenacdo sanguinea, pH arterial, sodio, potassio, creatinina,
hematdcrito, contagem de células brancas sanguinea, escala de coma de Glasgow,
idade e dados relativos a anamnese de insuficiéncia organica severa ou estado
imunocomprometido de saude. Esta é, sem dulvida, a escala progndéstica mais
utilizada no contexto clinico, esta validade como preditor de mortalidade em varias
situacdes clinicas (KNAUS et al., 1985; ARRAES et al.; 2006; BOZZA et al., 2010)

O SOFA é um sistema de pontuacao para a extensao da disfuncéo de érgaos
ou sua

taxa de falha de forma individual em pacientes com sepse. Ele é baseado em
uma escala de pontuacdo ou escores na qual a pontuacdo é baseada em seis
pontos diferentes, cada um avaliando as disfungbes dos diferentes sistemas como o
respiratorio, cardiovascular, hepatico, a coagulacédo, os sistemas renal e neuroldgico
(ANEXO 2) (DIAS et al.; 2006; BUENO et al., 2005).

2.3 CITOCINAS ENVOLVIDAS NA SEPSE

A falha das respostas anti-inflamatorias, em pacientes com sepse, pode ser
as alteracGes que ocorrem no processo infeccioso durante todo o tempo. Tem sido
rotulado que durante a sepse, a resposta imunoldgica ocorre devido a uma interagédo

entre dois fenbmenos inflamatorios opostos. Inicialmente, a sepse € caracterizada
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por producdo em excesso de mediadores inflamatérios (statushiperinflamatério) que
€, entdo, gradativamente suprimida pelo surgimento de uma resposta anti-
inflamatoria (statushipoinflamatério), a qual representa uma resposta inflamatéria
(KUMAR et al., 2011).

Estudos mostraram que a resposta inflamatéria € dinAmica e que as citocinas
ndo apresentam um comportamento linear e constante, estando presentes tanto
citocinas proé-inflamatérias (TNF-a e IL-6),como de citocinasanti-inflamatérias, por
exemplo, a IL-10, na fase inicial da sepse (OSUCHOWSKI et al., 2006). O estimulo
anti-inflamatorio fisiolégico é o responsavel pela sobrevida do paciente ja que ira
propiciar um equilibrio destes mediadores. Porém, caso haja um desequilibrio destes
mediadores, a sepse inicial pode evoluir para choque, faléncia multipla dos 6rgéos e
Obito (SCHULTE; BERNHAGEN; BUCALA, 2013).

O estado hiperinflamatério pode conduzir o paciente a vasodilatacéo,
aumento da permeabilidade vascular, hipotensdo, choque, faléncia multipla de
orgdos e morte. No entanto, a resposta anti-inflamatéria excessiva resulta na
supressdo da resposta imune (CHOUTEN, 2008). A Sepse induz também a
producao e elevacao dos niveis de citocinas anti-inflamatorias especificas. A IL-10 é
produzida por macrofagos e células dendriticas e esta relacionada com o controle
,como exemplo classico de feedback negativo, pois inibe a prépria célula que a
sintetiza. Atua ainda inibindo outras citocinas, como a IL-1alfa, IL-1Beta, IL-8, IL-12,
IFNy e TNF ( VAN DER POLL; OPAL, 2008).

A elevacdo do nivel sérico de IL-10 tem sido relacionada com o pior
progndéstico na sespe, sugerindo que a superproducdo pode ser um indicador de
Obito e desta maneira, o equilibrio entre o efeito pr6 e anti-inflamatério determina a
manutencdo da homeostase, preservando a funcédo vital do organismo( WARD,
2011).

2.4 HEMOGRAMA
2.4.1Defini¢cbes e aplicacdes

O hemograma €é um exame laboratorial que quantifica e avalia
morfologicamente as células do sangue periféricopermitindo conclusées

diagnosticas e prognoésticas de grande numero de patologias. Entre todos os
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exames laboratoriais atualmente solicitados por médicos de todas as especialidades,
o hemograma é o mais requerido. Por essa razao reveste-se de grande importancia
no conjunto de dados que devem ser considerados para o diagndstico médico, nao
se admitindo erros ou conclusdes duvidosas (NAOUM FA, 2006).

A contagem das células do sangue se modernizou nas Ultimas décadas com a
sofisticacdo tecnoldgica laboratorialoferecem sensibilidade, agilidade e precisdo na
realizacdo desses hemogramas. Exames como hemoglobina/hematdcrito (Hb/Ht)
.eritrograma, leucograma e contagem de plaquetas foram substituidos pelo
hemograma completo automatizado com contagem diferencial de leucdcitos em
cinco tipos — neutréfilos, linfocitos, mondcitos, eosindfilos e basofilos, sendo
realizado em menos de 1 minuto em analisadores hematoldgicos automatizados. As
bancadas se convertem em estacfes de andlise: esteiras, analisadores
hematolégicos e maquinas que confeccionam e coram laminas (NASCIMENTO,
2005)

Outras metodologias, além da impedancia elétrica, se somam com as
analises mais complexas, como coloracfes citoquimicas especiais, analise celular
pela condutividade e dispersdo do laser e, mais recentemente, com 0 uso de
fluorocromos, como corantes celulares e conjugados de anticorpos monoclonais,
viabilizando a imunofenotipagem (NAOUM FA, 2006).

A andlise automatizada permite a detec¢do de células anormais por meio de
alertas (flags) para presencga de neutrdfilos jovens do “desvio a esquerda”, linfécitos
atipicos reacionais, eritroblastos circulantes e blastos, onde as vantagens na
contagem diferencial de células por analisadores hematolégicos automatizados
incluem diminuicdo do tempo de liberagcdo, maior precisdo com diminuicdo do
coeficiente de variacdo, melhor reprodutibilidade, maior produtividade, e, apds o
desenvolvimento tecnoldgico desses equipamentos aprimorando os tipos de alertas
gue sugerem revisdo de lamina de esfregaco de sangue, tem ocorrido uma melhora

na qualidade total dos exames liberados(NYDIA, 2009).
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Figura 1 - Analisador automatico de hemogramas Sysmex XE-2100.

Sistema hematoldgico automatizado, com correlagdo com a contagem

microscoépica 97 a 99% nos estudos.

@® Hemécia

@ Linfocito

6 Monocito

@ Plagueta

Figura 2. Esquema representativo das diferentes etapas das células hematolégicas.
Adaptado: https://www.google.com.br/search?q=celulas

A presenca no sangue periférico de células jovens, ou seja, diferente das seis
apresentadas, € um indicativo de alteragdo, podendo esta alteracdo ser fisiologica
ou nado. Algumas infeccbes severas, gestacdo, anemias, leucemias, etc. sdo alguns
casos em que podemos encontrar células jovens no sangue periférico. A contagem
diferencial dos leucécitos é representada em porcentagem e em valores absolutos.
Os valores absolutos sédo apenas calculados com base na porcentagem dos
leucdcitos presentes com a contagem global de leucocitos (STACHON et al.; 2007).


https://www.google.com.br/search?q=celulas
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A contagem de eritroblastos e sua subtracdo do total de leucécitos permitem
uma contagem verdadeira de leucécitos na amostra. Um dos equipamentos que
utilizam esse sistema sdo AbbottCellDyn 4000, Sysmex XE2100 e o Beckman-
Coulter LH750 (NYDIA, 2009).

2.5 GLOBULOS VERMELHOS NUCLEADOS (NRBC)
2.5.1 Aspectos clinicos gerais

Os eritroblastossdo células precursoras dos RBC e, excetuando o periodo
neonatal, s&0 normalmente encontradas somente na Medula Ossea (MO). A sua
presenca no sangue periférico ndo € normal e é o reflexo de um aumento extremo
da atividade eritropoiética, habitualmente com eritropoieseextra-medular, ou
resultado de lesdo da MO como sucede em episddios hemoliticos agudos e de
stress hipdxico severo, ou como resultado de uma doenca maligna hematolégica,
incluindo muitas leucemias e sindromes mielodisplasicas, bem como alguns tipos de
linfoma (SABRY et al.; 2012).

Os eritrécitos nucleados (figura 3)podem também estar presentes em caso de
sindromes talassémicas, metastases de tumores solidos na medula Ossea,
hematopoiese extracelular e outras patologias que envolvam stress hematopoiético,
tais como sépsis, ou hemorragias massivas e nestas situacfes, a sua presenca
correlaciona-se com a severidade da doenca. Observou-se que a entidade e
duracdo da presenca de eritrécitos nucleados no sangue periférico se encontram
associada a maus prognosticos em varias doencas hematologicas e néo
hematoldgicas (BRIGGS, 2009).
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Figura 3 — Esfregaco de sangue periférico com presenca de eritroblastos. Adaptado de:
http://www.farmacia.ufmg.br/ACT/Imagens%20Hematologia_arquivos/error.htm

A presenca de NRBC no sangue periférico em adultos e criancas e a
contagem elevada em recém-nascidos podem estar associado a um prognéstico. No
adulto, a eritropoiese ocorre somente na medula 6ssea e envolve uma complexa
interacdo de células progenitora e precursora, citocinas, fatores de crescimento e um
microambiente estromal (FERNADES, 2002).Stachon e col. (2005) em seu estudo
revelaram que a deteccdo de NRBC em sangue periférico esta associada ao
aumento da eritropoietina, Interleucina-3 (IL-3) e Interleucina-6 (IL-6), mostrando um
marcador para lesdes hipdxicase inflamatérias. Estes autores concluiram que
NRBCs positivo esta relacionado com o risco de morte e o aumento de reticuldcitos
nestes pacientes mostra que a medula éssea nao € afetada nestas condicdes.

Em adultos saudéaveis, o valor da contagem automéatica de eritrécitos
nucleados num analisador hematologico deve ser zero, em doentes cuja saude nao
esteja em perfeitas condi¢cdes, o beneficio mais importante da contagem de
eritrécitos nucleados é a exclusdo de falsos positivos para valores elevados na
contagem de leucdcitos. Isto poderia conduzir a um diagnostico e tratamento
incorretos, em particular no caso de recém-nascidos com sépsis e contagens de
leucocitos baixas (BRIGGS, 2009).

Stachon e col. (2007), em um estudo com 383 pacientes de Unidade de
Terapia Intensiva (UTI), realizando o monitoramento diario de NRBCs, verificaram
que a presenca de NRBCs sanguineo é de alto poder prognostico com relacéo a

mortalidade de pacientes criticamente enfermos. Nesse estudo, a incidéncia de
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NRBCs elevou com o aumento da pontuacdo do AcutPhysiologyAndChronic Health
Evaluation 1l (APACHE 11), e do SimplifiedAcutePhysiology Score Il (SAPSII), os
autores concluiram que este parametro pode servir como um indicador diario de
pacientes de alto risco de mortalidade, além disso, pacientes com NRBC positivos
em UTI ndo devem ser transferidos para uma enfermaria normal, mas devem ter um
tratamento de cuidados intensivos.

Sabry et al. (2012) em seu estudo concluiram que para pacientes com NRBC
positivo ou agravamento da eosinopenia — um marcador de infeccdo, deve levantar a
suspeitar de uma deterioracdo patoldgica, entdo pacientes ndo devem ser
transferidos para enfermaria, ainda que aparentemente saudaveis, a menos que
investigados. Os autores observaram também que a pontuacdo do SAPS Il ndo teve
relacdo significativa com a eosinopenia, enquanto que para APACHE existiu uma
relacdo significativa.

De acordo com Desaietal (2012), ao realizar um estudo retrospectivo, com
275 pacientes com sepse cirlrgica, observou a presenca de NRBC positivo em 48
pacientes (17,5%). Ao comparar com aqueles NRBC negativo,notou-se taxa de
mortalidade tanto na unidade de terapia intensiva (UTI), (27% vs 12%, p = 0,007),
quanto naqueles que estavam no periodo de internacdo (35,4%vs 15%, p = 0,001).
Desta forma, espera-se encontrar atraves de uma revisdo da literatura dados
semelhantes. Além dos eritroblastos, outros testes feitos para biomarcadores
estudam as caracteristicas fenotipicas em células sanguineas, do tecido endotelial e
séricas, visando através destes a detec¢do e acompanhamento precoce, além da
sequéncia de eventos celulares gerados em uma resposta imune e leséo tecidual,
como ocorre nos casos de SIRS (Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica) e

sepse.

2.5.2 Anélise laboratorial de NRBC — Eritroblastos

Parte do volume aspirado da amostra de sangue é diluido e tratado com um
reagente de lise celular (hemodlise), realizado automaticamente pelo aparelho
seletivamente remove as células vermelhas do sangue ndo-nucleadas e mantém a
integridade de NRBCs, globulos brancos e plaquetas ou quaisquer detritos celulares
gue possam estar presentes na amostra preparada. Esta analise detalhada coleta
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informacdes celulares que fornece: tamanho celular, caracteristicas celulares

internas, capacidade de disperséo de luz célula individual (Sysmex, 2010).

Lysing Size Fluorescence
intensity
WBC = = large  High
NRBC = Small Low

REC O > Very small Very low

Figura 4 - Mecanismo de agéo no canal NRBC.

Uma vez que os eritrocitos nucleados (NRBC) apresentam uma dimensao e
nacleo semelhante aos linfocitos, muitos analisadores hematolégicos podem
classificar erradamente os NRBCs e produzir uma contagem total de leucdcitos e
linfécitos. Normalmente estas amostras sdo marcadas para analise microscopica,
entdo € necessario proceder a contagem manual dos eritrécitos nucleados no
esfregaco sanguineo, para proceder a correcdo da contagem total de leucécitos e
linfécitos (STOVE, 2009). Este é um procedimento caro, aborrecido e passivel de
erros. Além disso, caso a amostra ndo seja assinalada, a presenca de eritrécitos
nucleados pode permanecer indetectavel originando uma contagem de leucdcitos e
linfécitos incorretamente elevada. Muitos acreditam ainda, que a contagem
automatizada de eritrécitos nucleados ndo € mais do que uma forma de corrigir
estas contagens. Contudo, o valor clinico da medicdo de eritrécitos nucleados
ultrapassa largamente a corre¢cdo da contagem de leucécitos e linfocitos (sysmex,
2010).

A contagem automatizada dos eritroblastos surgida ha mais de uma década e
as pesquisas do grupo de Axel Stachon, com publicacdes na literatura a partir de
2004 com pacientes criticos em unidades de terapia intensiva, despertou na
comunidade cientifica a importancia da contagem sérica dos eritroblastos como um
biomarcador de pior prognéstico (STACHON et al.; 2007). Por longo tempo, a

contagem dos eritroblastos era somente determinada microscopicamente, limitando
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0 numero de células contadas e a variabilidade na dependéncia de habilidade
individual, comprometendo a acuracia e precisdo do método. Com o surgimento
automacdao, analise mecanica sanguinea devido ao avanc¢o tecnoldgico, foi possivel
analisar concentragdes de eritroblastos menores de 100/ul com confiabilidade
metodoldgica (PIPITONE et al.; 2010).

3. OBJETIVOS
3.10bjetivo geral

Avaliar os NRBCs sanguineos como preditor de mortalidade em

paciente de Unidade de Terapia Intensiva com Sepse.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar pacientes admitidos na UTI do Pronto Socorro Cardiologico de
Pernambuco (PROCAPE);

e Classificar os pacientes coronarianos (agudo ou cronico), ou nao
coronariano (valvulopatias, perimiocardiopatias, arritimias cardiacas);

e Classificar pacientes em infectados (com sepse) e nao infectados (sem
sepse);

e Realizar a contagem de NRBCs, leucdcitos, neutréfilos, hemoglobina,
plaquetas e PCR;

e Avaliar o NRBC como preditor de mortalidade entre pacientes
coronarianos e nao-coronarianos na UTI;

e Correlacionar NRBCs com os Escores clinicos APACHE 1l e SOFA

como preditor de mortalidade.

4. METODOLOGIA

4.1 Sujeito e protocolo

Pacientes consecutivos admitidos na UTI do Pronto Socorro Cardiologico de
Pernambuco (PROCAPE), um hospital cardiologico universitario de 250 leitos, da

Universidade de Pernambuco, Recife, Brasil, de maio de 2013 a janeiro de 2014.

O significado prognéstico de NRBCs foi avaliado considerando os modelos de

risco estabelecidos: o AcutePhysiologyandChronic Health Evaluation 1l (APACHE II)
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e 0 Sequencial OrganFailureAssessement (SOFA). O APACHE 1l avalia a
probabilidade de oObito, tendo como parametros os piores valores (12 variaveis
fisiolégicas e laboratoriais, mais a pontuacédo relacionada a idade, Escala de Coma
de Glasgow e a presenca de doenca clinica ou cirurgica) (9-11).0 escore SOFA
objetiva descrever e quantificar a disfuncdo de 6rgdos num processo continuo,
sendo reprodutivel diariamente a beira do leito, com variaveis simples e objetivas de
seis sistemas organico (respiratdrio, hepatico, cardiovascular, renal, neuroldgico e
da coagulagéo), sendo excelente no acompanhamento dos pacientes (12-15). Apés
as primeiras 24 horas da admissdo na UTI, os pacientes tiveram 0s escores
prognésticos APACHE 1l e SOFA calculados. O escore SOFA também foi calculado
no 2° e 3° dias de internacao e, posteriormente, de 48/48 horas até a alta da UTI.

Os pacientes também foram classificados em infectados (com sepse) e ndo
infectados (sem sepse) obedecendo aos critérios estabelecidos para sindrome da
resposta inflamatoria sistémica e que, nos pacientes com sepse existe a presenca
de um foco infeccioso documentado ou presumido (uso de antibioticoterapia) (16).
Os pacientes foram classificados ainda em coronarianos (agudo ou cronico) (17,18)
ou ndo coronarianos (valvulopatias, perimiocardiopatias, arritmias cardiacas). Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa sob o nimero CAAE:
08412412.20000.5192 na Plataforma Brasil.

4.2 Testes laboratoriais

As analises laboratoriais foram obtidas por puncdo venosa pela manha,
diariamente, até a alta da UTI. Parametros sanguineos (NRBCs, leucdcitos,
neutréfilos, hemoglobina e plaquetas) foram medidos usando um analisador
sanguineo Sysmex XE-2100. A Proteina C reativa (PCR) foi medida usando o

analisador Cobas Integra 400 — Roche.
4.3 Analise estatistica

Para comparacdo das variaveis categoricas, foi aplicado o teste do Qui quadrado
(X?) de Pearson, com correcdo de Yates, ou teste exato de Fischer, ambos
bicaudais. Na comparagéo de médias, para identificar a normalidade da distribuigéo,
foi empregado o teste de Kolmogov-Smirnov, seguido do teste t de Student para as
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variaveis de distribuicdo normal ou do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para
as variaveis sem distribuicdo normal. Foi calculado o risco relativo de mortalidade
entre as variaveis clinicas e laboratoriais, com os respectivos intervalos de confianca
de 95%. Foi realizada analise multivariada com aplicacdo de um modelo de
regressao logistica para identificacdo dos preditores independentes de mortalidade.
O nivel de significancia estatistica adotado foi p < 0.05. Para as analises estatisticas,
foi utilizado o programa StatisticalProgram for Social Sciences (SPSS), versao 10.0

para Windows.

5. RESULTADOS

Os resultados constam no artigo “Nucleated RedBlood Cells as Prdictors off
All-Cause Mortalityin Cardiac intensive Care Unit Patients: A Prospective Cohort
Study” na Revista Plos One em 29 de Dezembro de 2015.



@’PLOS ‘ ONE

®

CrossMark

click for updates

E OPEN ACCESS

Citation: Monteiro Junior JGdM, Torres DdOC, da
Silva MCFC, Ramos TMdB, Alves ML, Filho WJN, et
al. (2015) Nucleated Red Blood Cells as Predictors of
All-Cause Mortality in Cardiac Intensive Care Unit
Patients: A Prospective Cohort Study. PLoS ONE 10
(12): €0144259. doi:10.1371/journal.pone.0144259

Editor: Sheila Alexander, University of Pittsburgh,
UNITED STATES

Received: June 5, 2015
Accepted: November 16, 2015
Published: December 29, 2015

Copyright: © 2015 Monteiro Junior et al. This is an
open access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any
medium, provided the original author and source are
credited.

Data Availability Statement: All relevant data are
within the paper.

Funding: These authors have no support or funding
to report.

Competing Interests: The authors have declared
that no competing interests exist.

RESEARCH ARTICLE

Nucleated Red Blood Cells as Predictors of All-
Cause Mortality in Cardiac Intensive Care
Unit Patients: A Prospective Cohort Study

José Gildo de Moura Monteiro Junior' *, Dilénia de Oliveira Cipriano Torres?, Maria Cleide
Freire Clementino da Silva?, Tadzia Maria de Brito Ramos?, Marilene Leite Alves?,
Wellington Jorge Nunes Filho', Edgar Paulo Damasceno', Antdnio Fernandes Brunet',
Marcio Sommer Bittencourt®, Rodrigo Pinto Pedrosa’, Dario Celestino Sobral Filho'

1 Coronary Care Unit of PROCAPE (Pernambuco Cardiac Emergency Hospital), University of Pernambuco
(UPE), Recife, Pernambuco, Brazil, 2 Laboratory of PROCAPE, University of Pernambuco, Recife,
Pernambuco, Brazil, 3 Center for Clinical and Epidemiological Research, University of Sao Paulo, Sao
Paulo, Brazil

* jgildojunior @ uol.com.br

Abstract

Background

The presence of nucleated red blood cells (NRBCs) in the peripheral blood of critically ill
patients is associated with a poorer prognosis, though data on cardiovascular critical care
patients is lacking. The aim of the present study was to assess the role of NRBCs as a pre-
dictor of intensive care unit (ICU) and in hospital all-cause mortality among cardiologic
patients.

Methods

NRBCs were measured daily in consecutive cardiac ICU patients, including individuals with
both coronary and non-coronary acute cardiac care. We excluded patients younger than 18
years, with cancer or hematological disease, on glucocorticoid therapy, those that were
readmitted after hospital discharge and patients who died in the first 24 hours after admis-
sion. We performed a multiple logistic analysis to identify independent predictors of
mortality.

Results

We included 152 patients (60.6 + 16.8 years, 51.8% female, median ICU stay of 7 [4-11]
days). The prevalence of NRBCs was 54.6% (83/152). The presence of NRBC was associ-
ated with a higher ICU mortality (49.4% vs 21.7%, P<0.001) as well as in-hospital mortality
(61.4% vs 33.3%, p = 0.001). NRBC were equally associated with mortality among coronary
disease (64.71% vs 32.5% [OR 3.80; 95%CI: 1.45-10.0; p = 0.007]) and non-coronary dis-
ease patients (61.45% vs 33.3% [OR 3.19; 95%ClI: 1.63-6.21; p<0.001]). In a multivariable
model, the inclusion of NRBC to the APACHE Il score resulted in a significant improvement
in the discrimination (p = 0.01).

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0144259 December 29, 2015
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Conclusions

NRBC are predictors of all-cause in-hospital mortality in patients admitted to a cardiac ICU.
This predictive value is independent and complementary to the well validated APACHE Il
score.

Introduction

In healthy adults, peripheral blood is usually free of nucleated red blood cells (NRBC:s) [1,2].
However, those cells may occur in some diseases, such as cancer, congestive heart failure, acute
and chronic anemia and other hematological disorders [3,4]. Their presence in the peripheral
blood has been associated with hypoxemia or infection in critical patients, owing to the high
concentrations of erythropoietin, interleukin-3 and interleukin-6 [1,3,5-8] caused by local or
systemic disorders, suggesting a reduction in oxidation of the tissue and/or inflammation.

Prior studies have also demonstrated that those cells may have significant prognostic impli-
cations, as their presence may occur in the three weeks prior to death [1-3]. In particular, Sta-
chon et al. have demonstrated that NRBCs are a prognostic indicator in the Intensive Care
Unit (ICU) environment, as its presence is associated with a higher in hospital mortality and
higher ICU readmission rates, particularly when NRBC persist in the peripheral blood even
after patients are clinically stable [1]. Although this has been demonstrated form general ICU
patients, no data on patients admitted in the ICU for acute cardiovascular diseases exist. In the
present study, we tested the hypothesis that the presence of NRBC may predict ICU (primary
end-point) and in hospital (secondary end-point) all-cause mortality among patients admitted
to a cardiac ICU.

Materials and Methods
Subjects and Protocol

All consecutive patients admitted in the cardiovascular ICU of the Pernambuco Cardiac Emer-
gency Unit (PROCAPE), a specialized tertiary care cardiovascular teaching hospital with 250
beds, between May 2013 and January 2014 were included in the present study. This ICU is
devoted to treat clinical patients with cardiovascular diseases. The study was approved by the
Research Ethics Committee in the HOSPITAL COMPLEX HUOC/PROCAPE under number
CAAE: 08412412.20000.5192 (Brazil Plataform). We excluded patients younger than 18 years,
with cancer or hematological diseases, on glucocorticoid therapy, those that were readmitted
after hospital discharge and patients who died in the first 24 hours after ICU admission. All
patients included in the study signed a free and informed consent form.

The Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II (APACHE II) and the Sequential
Organ Failure Assessment (SOFA) scores were calculated from all patients twenty-four hours
after admission to ICU, as previously described [9,10].

In the first twenty-four hours of admission, the patients were also classified as septic or not,
according to previous criteria [11]. At the same time, the patients were also classified according
to the cardiovascular disease etiology as coronary (acute or chronic) [12,13] or non-coronary
(valvulopathies, perimyocardiopathies, cardiac arrhythmias), according to clinical and labora-
torial and echocardiographic parameters.
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Laboratory tests

Blood samples were obtained daily in the morning until discharge from ICU. Blood parameters
(NRBCs, leukocytes, neutrophils, hemoglobin and platelets) were measured using a Sysmex
XE-2100 blood analyzer [14,15]. C-reactive protein was measured using a Roche Cobas Integra
400 analyzer.

For the NRBC measurement, we used the highest value during ICU admission for each indi-
vidual. For the binary analysis, a positive NRBC was defined as any value above zero at any
time during admission.

Statistical analysis

All continuous variables are expressed as means + standard deviation, or median and quartiles,
as appropriate. Categorical variables are presented as absolute values and percents. Categorical
variables were compared using two-tailed Pearson’s chi-squared (X?) test with the Yates corre-
lation or Fisher’s exact test. The comparison of means, to establish the normality of the distri-
bution, was carried out using the Kolmogov-Smirnov test, followed by Student’s t test for
normal distribution variables or Mann-Whitney’s non-parametric test form non-normal dis-
tribution variables. The relative mortality risk was calculated for clinical and laboratory vari-
ables, with confidence intervals of 95%. Logistic univariate regressions were performed to
evaluate predictors of mortality analyzing gender, age, APACHE score, SOFA score, sepsis
diagnosis, presence of coronary artery disease and laboratorial data (Table 1). A multivariate
logistic regression model (forward) was carried out to identify independent predictors of mor-
tality. Variables with P< 0.1 on univariate analysis were entered into a multivariate analysis.
Due to the highly skewed distribution of the NRBC, we chose to perform its analysis as a binary
variable based on the presence or absence of NRBC in the peripheral blood. In order to evaluate
the incremental value of NRBC beyond clinical predictor of mortality in the ICU, we con-
structed ROC curves and calculated the area under the curve for each model, and compared a
model including only the APACHE II score with a model including the APACHE II score and
the NRBC:s. The level of statistical significance adopted was p < 0.05. Sample size was calcu-
lated to assess a mortality odds ratio between patients with and without NRBC of 5.2 according
to previous study by Stachon et al [1], assuming an o-error of 5% and a statistical power of
95%. The minimum sample size was 60 patients. Because many patients from our sample did
not present sepsis criteria and NRBCs in peripheral blood, we decided to recruit more patients
than previously calculated. Statistical analyses were conducted using the Statistical Program for
Social Sciences (SPSS), version 10.0 for Windows.

Results

The study initially screened 199 patients, of whom 47 were excluded as shown in Fig 1. There
were no follow-up losses and the final sample comprised 152 patients (60.6 + 16.8 years, 51.8%
female), with a median stay in ICU of 7 days (P25: 4; P75: 11) (Table 1). Approximately half of
the sample presented NRBCs in the blood (83 patients; 54.6%) and the higher incidence of
NRBC was noted after the ninth ICU day (Table 2). The presence of NRBCs was associated
with older age, longer ICU stay, higher severity (SOFA and APACHE II) scores, sepsis and
non-coronary cardiac etiology (Table 1). There was a negative correlation between levels of
platelets and those of NRBCs (R = -0.25; p = 0.03). However, levels of C-reactive protein
(R=0.18; p = 0.14), leukocytes (R = 0.22; p = 0.06), neutrophils (R = 0.20; p = 0.09), and hemo-
globin (R = -0.02; p = 0.87) were not associated with levels of NRBCs.

While the overall cardiovascular ICU mortality was 36.8% (56/152), increasing levels of
NRBC were associated with a higher ICU mortality (Fig 2). Hospital mortality following
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Table 1. Biological and clinical characteristics of patients in intensive care according to NRBC status.

Characteristics All patients NRBC-positive (n = 83) NRBC-negative (n = 69) p
Sex
Male 67 (44.1%) 40 (48.2%) 27 (22.0%) 0.263
Female 85 (51.8%) 43 (51.8%) 42 (78.0%)
Age (in years) 60.6 £ 16.8 63.0 + 16.1 57.6+17.4 0.049"
Skin color
White 59 (38.8%) 30 (36.1%) 29 (42.0%) 0.707
Mixed 67 (44.1%) 39 (47.0%) 28 (40.6%)
Black 26 (17.1%) 14 (16.9%) 12 (17.4%)
Origin
Emergency 123 (80.9%) 65 (78.3%) 58 (84.1%) 0.568
Wards 22 (14.5%) 13 (15.7%) 9 (13.0%)
CTRU 7 (4.6%) 5 (6.0%) 2 (2.9%)
Median duration of stay in ICU (in days)* 7 (4;11) 10 (5; 13) 4(3;7) <0.001"
Mortality
ICU 56 (36.8%) 41 (49.4%) 15 (21.7%) <0.001"
Hospital 74 (48.7%) 51 (61.4%) 23 (33.3%) 0,0017
Median APACHE II* 21 (14; 27.5) 25 (19; 33) 15 (11; 22) <0.001"
APACHE Il
< 25 points 56 (36.8%) 39 (47.0%) 57 (82.6%) <0.001"
> 25 points 96 (63.2%) 44 (53.0%) 12 (17.4%)
Median SOFA* 5(2;9) 8 (4; 11) 3(1;7) <0.001"
SOFA score
< 7 points 86 (56.6%) 35 (42.2%) 51 (73.9%) <0.0017
> 7 points 66 (43.4%) 48 (57.8%) 18 (26.1%)
SEPSIS
Yes 84 (55.3%) 59 (71.1%) 25 (36.2%) <0.001"
No 68 (44.7%) 24 (28.9%) 44 (63.8%)
Coronary patient
Yes 74 (48.7%) 34 (41.0%) 40 (58.0%) 0.0377
No 78 (51.3%) 49 (59.0%) 29 (42.0%)
Coronary/Sepsis
Sepsis and coronary 30 (19.7%) 19 (22.9%) 11 (15.9%) <0.001T
Sepsis and non-coronary 54 (35.5%) 40 (48.2%) 14 (20.3%)
No sepsis and coronary 44 (29.0%) 15 (18.1%) 29 (42.0%)
No sepsis and non-coronary 24 (15.8%) 9 (10.8%) 15 (21.7%)

NRBCs: nucleated red blood cells APACHE II: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Il. SOFA: Sequential Organ Failure Assessment CTRU:
Cardio-Thoracic Recovery Unit.

T Statistically significant association.

*Median (P25; P75).

doi:10.1371/journal.pone.0144259.t001

discharge from ICU was 18.8% (18/96), with an in-hospital all-cause mortality of 48.7% (74/
152). The presence of NRBC in the peripheral blood was associated with both ICU (49.4% vs.
21.7%, p<0.001) and in-hospital (61.4% vs. 33.3%, p = 0.001) all-cause mortality rates, respec-
tively (Table 1) and was also associated with increased mortality among patients with coronary
disease with 64.7% vs. 32.5% (OR 3.80; 95%CI: 1.45-10.0; p = 0.006), as well as among non-
coronary disease patients with 59.2% vs 34.5% (OR 2.75; 95% CI: 1.06-7.15; p = 0.035) (Fig 3).
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199 patients

Admitted to ICU

Excluded
—

o Neoplasia: 28

o Death<24h: 7

o Chronic corticoid: 8

o Refused: 2

oaged <18 years: 1

o Readmission: 1

v

152 patients

included

Fig 1. Flowchart of patients.
doi:10.1371/journal.pone.0144259.g001

Table 2. Distribution of the measure of the maximum NRBC during the hospital stay in the ICU.

NRBC

Sample
NRBC maximum rating
Zero
From 1 a 100
From 101 a 200
> 200

Presence of NRBC per day of hospitalization

1° day
2° day
3° day
4° day
5° day
6° day
7° day
8° day
9° day
After 9° day

* Number of patients with positive NRBC / Number of patients with measures NRBC.

doi:10.1371/journal.pone.0144259.t002

Statistics

152 patients

69 (45.4%
50 (32.9%
18 (11.8%

15 (9.9%

= o = <

34/152% (22.4%)
36/124 (29.0%)
30/110 (27.3%)

20/77 (25.9%)
24/84 (28.6%)
16/57 (28.1%)

15/67 (22.4%)

10/46 (21.7%)

17/44 (38.6%)

11/35 (31.4%)
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Fig 2. Mortality of ICU patients in relation to concentrations of nucleated red blood cells (NRBCs) P<0.001.

doi:10.1371/journal.pone.0144259.9002
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[ ALLPATIENTS: NRBC -: 33.3% (23/69)  NRBC +: 61.45% (51/83) P<0.001
- CORONARY PATIENTS: NRBC -: 32.5% (13/40)  NRBC+: 64.71% (22/34) P=0.006

I:] NON-CORONARY PATIENTS: NRBC-: 34.5% (10/29) NRBC+: 59.2% (29/49) P=0.035

Fig 3. Mortality among coronary and non-coronary patients.

doi:10.1371/journal.pone.0144259.9003
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After adjustment, for the clinical mortality risk using the APACHE II score, sex and sepsis,
NRBC remained associated with all-cause in hospital mortality (OR 3.96; 95% CI: 1.45-10.8;
p =0.007) (Table 3). The inclusion of NRBC in a model already including the APACHE II
score resulted in a significant increase in the area under the ROC curve from 0.7668 to 0.7929,
p =0.011 (Fig 4).

Discussion

In the present study, we have demonstrated that the presence and levels of NRBC in the
peripheral blood are independent predictors of all-cause in-hospital mortality for patients
admitted to a cardiac ICU. This association also resulted in an important improvement in the
discrimination beyond the well-validated APACHE II score.

Our findings corroborate previous results in patients admitted to general ICUs, suggesting
that NRBCs are equally predictive of events in both the cardiac and non cardiac population.
[1-7]. In this population, coronary pathologies were not found to be associated with mortality
(OR 0.90; p = 0.739) and the presence NRBCs, as in general ICUs, was the best indicator of

Table 3. Univariable and multivariable predictors of ICU mortality.

Variables
OR
Biological
Sex
Male 1.0
Female 2.07
Clinical
APACHE Il Classification
< 25 points 1.0
> 25 points 4.0
SOFA Classification
< 7 points 1.0
> 7 points 7.76
Sepsis
No 1.0
Yes 3.37
Coronary patient
No 1.0
Yes 0.69
Laboratory
NRBC?
Zero 1.0
From 1 a 100 2.21
> 100 7,20
CRP® 1.015

Univariate Model Multivariate Model
Cl (95%) P OR Cl (95%) P

- - 1.0 - -
1.06-4.03 0.034" 1.69 0.81-3.55 0.162

- - 1.0 - -
1.98-8.07 0.000" 2.41 1.08-5.37 0.031
3.67-16.4 0.000" - - -
1.64-6.89 0.0017 1.81 0.79-4.12 0.159
0.36-1.34 0.270 - - -

- - 1.0 - -
0.98-4.95 0.055 1.43 0.59-3.47 0.428
2.86-18.1 0.000 3.96 1.45-10.8 0.007

0.997-1.034 0.100 - - -

OR: Odds Ratio. NRBC: nucleated red blood cells. APACHE II: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Il. SOFA: Sequential Organ Failure

assessment.

@ Divided into (0. 1-100. > 100).

P Calculated risk of 5 unit increase.
TStatistical significance.

doi:10.1371/journal.pone.0144259.1003
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Fig 4. Comparison of ROC curves, p = 0.01.

doi:10.1371/journal.pone.0144259.9004

higher mortality (adjusted OR 3.24; CI (95%) 1.64-6.38; p = 0.001). Possible mechanisms
involved in higher mortality among patients with elevated NRBC are hypoxemia and systemic
inflammation [1,3,5-7]. Interestingly, our results have a much higher prevalence of NRBC
(54.6%) then previous studies such as Stachon et al. [1] (17.5%), Desai et al. [3] (17.5%), Kuert
et al. [5] (28.6%), and Shah et al. [7] (24.8%). The higher frequency of the presence of NRBCs
in the present study may be explained by the overall higher severity of disease in our popula-
tion, as expressed by the fact that 63.2% of the patients had an APACHE II score >25.

When the severity of disease, represented by the APACHE II score, is taken into account,
the prevalence of our study closely replicate those previous studies, as in patients with
APACHE II score >25, in whom the majority were NRBC-positive (53%). This concurs with
the findings of Stachon et al. [1] and Desai et al. [3]. Moreover, the median SOFA score in this
study was 8 in NRBC-positive patients and 3 in those who were NRBC-negative (Table 1).
Desai et al. [3] found a median SOFA score of 10 among NRBC-positive and 8 among the
NRBC-negative. There would therefore appear to be an association between the presence of
NRBCs in the bloodstream and the seriousness of the condition of patients in ICU.

Patients who are candidates for discharge from a general ICU who present with NRBCs
should be carefully evaluated, since they have a higher mortality rate [1]. The present study
corroborates these findings and suggests a possible new use for measurement of NRBC levels
in ICU, since the mortality of NRBC-positive patients discharged from ICU was 61.4%.

Our study must, however, be read within the context of its design. First, we have not split
the coronary group into acute and chronic cases, which may have led to bias in analysis of this
sub-group and influenced other laboratory variables, such as platelets [16-18]. Second, the
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small number of patients in extreme NRBC levels may limit our analysis. However, despite the
relatively small sample size, the power for detecting differences in mortality among patients
with and without NRBC was 92%. The estimates presented in the study are influenced by ran-
dom error and from that standpoint may not be dependable.

In conclusion, NRBC predict all-cause mortality in patients admitted to a cardiac ICU. The
predictive value of NRBC is independent and complementary to the prediction provided by
the well validated APACHE II score.
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6. CONCLUSAO

Nosso estudo encontrou uma associacdo independente entre os niveis de
NRBCs e a mortalidade na UTI e teve significancia estatistica com pacientes
sépticos. Além disso, foi demonstrado um poder incremental entre os niveis de
NRBCs com o escore APACHE Il que foram bons indicadores para predicdo de

risco.
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ANEXO 01

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

1. Dados do participante:

Nome:

RG: CPF:

Data de Nascimento: / / Sexo: () Masculino ( ) Feminino
Endereco:

Complemento:

Bairro: Cidade: Estado:

CEP: Telefone/Operadora: ( )

2. Titulo do Protocolo de Pesquisa:

ESCORES CLINICOS E BIOMARCADORES ASSOCIADOS A MORTALIDADE EM
PACIENTES ADMITIDOS NA UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA DE UM
HOSPITAL CARDIOLOGICO

3. Dados do Investigador Principal:

Investigador Principal: Prof. Dr. Dario Celestino Sobral Filho — CRM - Médico

Cardiologista
Unidade: Pronto Socorro Cardiolégico de Pernambuco (PROCAPE)

Comité de Etica em Pesquisa:
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Dados para contato: Fone:
4. Avaliagao do Risco da Pesquisa:
() Risco minimo ( X) Risco baixo ( ) Risco médio ( ) Risco maior

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou

tardia do estudo)
5. Duracéo da Pesquisa:

3 anos.

Termo de consentimento livre e esclarecido conforme as diretrizes da resolucédo cns
196/96 para projeto: Escores clinicos e biomarcadores associados a
mortalidade em pacientes admitidos na unidade de terapia intensiva de um

hospital cardiolégico.

O estudo intitulado “Escores clinicos e biomarcadores associados a
mortalidade em pacientes admitidos na unidade de terapia intensiva de um
hospital cardiolégico”, sob a responsabilidade de Dr. Déario Celestino Sobral Filho,
a ser realizado no Pronto Socorro Cardiolégico de Pernambuco (PROCAPE) —
Unidade Coronaria | (UCO 1), tem como objetivo verificar a associacdo entre fatores

de risco com a mortalidade em pacientes admitidos na unidade coronaria | .

Vocé foi convidado a participar desse estudo por ser admitido na UCO | do
PROCAPE, caso concorde em participar, sua colabora¢do no estudo consistira

nas seguintes etapas:

1- Como protocolo da UCO |, exames laboratoriais sdo solicitados diariamente para
a sua monitorizagdo durante o periodo de internacdo. Nas primeiras 24 horas de
admissao na UCO | amostras de seu sangue venoso, 10 mL, seréo coletadas como
de rotina para exames laboratoriais, utilizaremos estas amostras para a dosagem de

procalcitonina, proteina C reativa ultrasensivel, ,Interleucina (IL)-3, IL-6, IL-8, IL-10 e
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polimorfismo das interleucinas (IL-3, IL-6, IL-8, IL-10). Os resultados dos seus
exames de NRBCs, eosindfilos, plaquetas, leucocitos, creatinina, bilirrubinas, alanina
aminotransferase, sodio, potassio, gasometria e tempo de protrombina serdo

copilados dos exames laboratoriais de rotina para o seu acompanhamento diario.

2- Seu prontuario hospitalar sera consultado para avaliar a sua pontuacdo do escore
AcutePhysiologyAndChronic  Health Evaluation 1l (APACHE 1) e escore
SepsisRelatedOrganFailureAssessment(SOFA), modelos de risco de gravidade da

doenca utilizados na UCO |.

3- O projeto ndo fornece beneficio ou compensacao financeira para a sua

participacéo no estudo.

4- Se vocé concordar, sua amostra de sangue podera ser guardada e podera ser
utilizada em estudos futuros desde que aprovados por Comité de Etica em Pesquisa.
O armazenamento das amostras de forma organizada e com informacdes
associadas dos pacientes conforme recomendacdes e/ou normas técnicas estarao
sob a responsabilidade da Biomédica Maria Cleide Freire, gerente do laborat6rio do
PROCAPE, a qual tem treinamentos em pesquisa clinica. O referido laboratério tem

uma infra-estruturar com dois freezers a -80°C para este fim.

Riscos:

1- Existe um pequeno risco nas coletas de sangue como a formacdo de um
hematoma e dor. As coletas de sangue serdo feitas por profissional treinado. O

Hospital Ine dara a mesma assisténcia caso isto ocorra com vOceé.

Técnica de puncdo venosa e arterial: inicialmente, deve-se explicar todo o
procedimento ao paciente, seguindo-se da colocacdo do torniquete na porgao
proximal do braco para facilitar a visibilizacdo da veia a ser puncionada. Segue-se
com a assepsia rigorosa do sitio de punc¢éo realizada com solu¢gbes degermantes a
base de clorexidina, polivinilpirrolidona-iodo (PVP-I) ou com alcool a 70%. A
utilizacdo de luvas e mascara é obrigatoria. Entdo, realiza-se a puncdo venosa ou
arterial com agulha e seringa descartaveis para colheita do sangue para exames

laboratoriais e em seguida, nova assepsia e compressa local. Quanto as possiveis
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complicagbes podemos ter: formacdo de hematomas, trombose venosa e

tromboflebites. Para cada complicacdo, deve-se proceder a sua resolucéo imediata.

Técnica liquido cefalorraquidiano (LCR): A coleta de LCR sera feita por meio de uma
puncdo, em ambiente hospitalar, que pode ser suboccipital (logo abaixo do créanio)
ou lombar (entre a terceira, a quarta e a quinta vértebra lombares) é imprescindivel
gue o procedimento seja totalmente estéril e realizado por um profissional treinado.
Por conseguinte a coleta, o paciente deve permanecer em repouso por, no minimo,
12 horas e hidratacdo forcada. Quanto as possiveis complicacbes podemos ter:
sangramento, cefaléia e lombalgia. Para cada complicacdo, deve-se proceder a sua

resolucao imediata.

2- Vocé tem a garantia que suas informacfes pessoais serdo mantidas em sigilo e
gue manteremos o0s resultados deste estudo confidencial. Tanto o questionario

guanto as amostras serdo identificados por nimero c6digo e ndo por seu nhome.

Beneficios:

Vocé nao é obrigado a participar deste estudo e a qualquer momento vocé
poderd tirar a sua permissdo de participacdo. O projeto nao Ihe fornecera nenhum
beneficio pessoal ou compensacao financeira por sua participacdo. Participando,
vocé contribuird para o melhor entendimento sobre biomarcadores que indiguem o
prognoéstico dos pacientes de UTI, como a gravidade da doenca, presenca de
infeccdo ou resposta inflamatoria sistémica, a fim de se obter alternativas
terapéuticas precoces, mais seletivas e menos danosas para 0s pacientes. Se, a
qualquer momento, vocé retirar sua permissao de participacdo no estudo, suas

amostras de sangue serdo descartadas.

Entdo, o projeto em pauta pretende capacitar recursos humanos e contribuir
com as politicas de saude, ciéncia e tecnologia brasileira através da identificacédo de

biomarcadores relevantes para a saude.

Esclarecimentos:

Vocé tem a garantia de qualquer esclarecimento, pelos pesquisadores

responsaveis, antes e durante o curso da pesquisa.
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Nosso estudo nao resultard em despesas para a instituicdo ou para o
paciente e familiar, serd realizado utilizando o prontuario do paciente para a retirada
de dados demograficos e clinicos gerais do pacientes. As dosagens laboratoriais
utilizadas sdo de rotina do laboratério e faz parte do protocolo de avaliacdo dos
pacientes de UTI do PROCAPE, convénio SUS. Eventuais despesas extras seréo de

responsabilidade do pesquisador.

Consentimento para guarda da amostra de sangue e uso em estudo futuro:

Sua amostra de sangue podera ser guardada e podera ser utilizada em

outros estudos futuros se aprovados por Comité de Etica em Pesquisa
*Assinale apenas uma das alternativas abaixo:

( ) Sim, eu permito que minha amostra seja guardada para possivel utilizacdo
em outros estudos, se aprovado pela Comisséo de Etica e eu nédo preciso ser

contatado na ocasiao.

() Sim, eu permito que minha amostra seja guardada para possivel utilizacéo
em outros estudos, se aprovado pela Comisséo de Etica, mas eu quero ser
contatado na ocasido para novo consentimento. Niumero de telefone para

contato: ( )

( ) Nao, eu ndo permito que minha amostra seja guardada para possivel

utilizagcdo em outros estudos.

DECLARO QUE LI E ENTENDI TODAS AS INFORMACOES E CONCORDO NA
MINHA PARTICIPACAO NA PESQUISA ACIMA. TENHO LIBERDADE DE RETIRAR
O MEU CONSENTIMENTO EM QUALQUER FASE DA PESQUISA, CASO NAO
QUEIRA CONTINUAR PARTICIPANDO DA MESMA, SEM PREJUIZO ALGUM.
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Nome do participante:

Assinatura:

Data: / /

SE VOCE NAO ESTIVER EM CONDICOES FiSICAS OU MENTAIS DE DECIDIR
SOBRE SUA PARTICIPACAO NESTE ESTUDO, SEU REPRESENTANTE LEGAL
PODERA ASSINAR ESTE TERMO.

Nome do representante legal:

Assinatura:

Data: / /

Dério Sobral, Médico, PhD, Pesquisador Responséavel



ANEXO 2

EscoreAcute Physiology And Chronic Health Evaluation Il (APACHE 1)

Nome:

Prontuario:

1 - Variaveis fisiol6gicas e laboratoriais coletadas nas primeiras 24 h

Data de admissao:

Idade: anoslLeito:
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+4 +3 +2 +1 0 +1 +2 +3 +4
Temperatura (graus Celsius) | =41 39- 38,5- | 36- 34- 32- 30- <29,9
40,9 38,9 | 384 359 | 339 31,9
Pressao arterial média 2160 | 130- 110- 70- 50-69 <49
(mmHg) 159 129 109
Frequéncia cardiaca (bpm) | 2180 | 140- 110- 70- 55-69 | 40-54 | <39
179 139 109
Frequéncia respiratéria (rpm | 250 35-49 25- 12-24 | 10- 6-9 <5
) 34 11
(A-a)com Fi02=0,5 >500 | 350- 200- <200
499 349
PO2 com FiO2< 0,5 >70 61- 55-60 | <55
70
pH arterial 27,7 7,6- 7,5- 7,3- 7,25- 7,15- <7,15
7,69 7,59 | 7,49 7,3 7,2
Saodio sérico (mEg/L) 2180 | 160- 155- 150- | 130- 120- 111- <110
179 159 154 149 129 119
Potéassio sérico (mEg/L) >7 6-6,9 5,5- 3,5- 3-3,4 | 2,5- <2,5
59 54 2,9
Creatinina sérica (mg%) 23,5 2-3,4 | 1,5- 0,6- <0,6
1,9 1,4
Hematdcrito (%) =60 50- 46- 30- 20- <20
59,9 49,9 | 45,9 29,9
Leucdcitos ( X 1000 mm3 240 20- 15- 3- 1-2,9 <1
39,9 19,9 | 14,9

2 - Escala de Glasgow

3 - Idade (anos ): <44:0 ; 45-54:2 ; 55-64:3 ; 65-74:5 ; 275:6

4 - Doencas cronicas: clinico: 5; cirdrgico de urgéncia: 5 ; cirtrgico eletivo:2

TOTAL DE PONTOS:

0-4: 4% NAO-OP., 1% POS-0P / 5-9:8%, 3% / 10-14:

15%, 7% / 15-19: 24%,12% 20-24: 40%, 30% / 25-29: 55%,
35% / 30-34: 73%, 73%/35-100: 85%, 88%.



ANEXO 3

Sepsis Related Organ Failure Assessment (SOFA)

Nome:

Prontuéario:

Idade: anosLeito:

Data de admissao:
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1 - Variaveis fisiol6gicas e laboratoriais coletadas no primeiro, segundo, terceiro, quinto,
sétimo, 14° e 28° dia de internagéo.

PONTUACAO 0 1 2 3 4
VARIAVEL [
PaO./FiO; > 400 <400 <300 <200+VM | =100tVM
Plaguetas (x10%) > 150 <150 <100 <50 <20
Bilirrubinas (mg%) <1,2 12-19 |2,0-59 6,0-11,9 | >12
Cardiovascular PAM PAM < Dopa<5 Dopa>5 | Dopa> 15
70 e/ou . _
Normal Dobutamina | EPI 0,1 | Epi>0,1
Nor 0,1 | Nor>0,1
Escala de Glasgow 15 13-14 10-12 6-9 <6
Creatinina (mg%) ou <12 12-19 |20-3,4 35— >50
. . 4,90u
Diurese (mL/dia) <500 Ou <200

Fonte: Modificado de Vincent e cols. (1996)

Dopa = Dopamina (ug/Kg/min); Epi = Epinefrina (ug/Kg/min); Nor = Noradrenalina

(Mg/Kg/min)

PAM = Presséo Arterial Média; PaO./FiO, = Pressdo Arterial de Oxigénio/Fracao Inspirada

de Oxigénio; VM = Ventilacdo Mecanica.
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ANEXO4
DECLARACAO DE DIREITOS AUTORAIS

Eu, Marilene Leite Alves, portadora do documento de identidade RG 6276808-PE,
CPFn°® 030.140.174-85, aluna regularmente matriculada no curso de POs-
Graduacdo em Hematologia e Hemoterapia Laboratorial, do programa de Lato
Sensu da INESP — INSTITUTO NACIONAL DE ENSINO SUPERIOR E PESQUISA,
sob 0 n° HC1402519 declaro a quem possa interessar e para todos os fins de direito,

que:

1. Sou a legitima autora da monografia cujo titulo é: “", da qual esta declaragao
faz parte, em seus ANEXOS;

2. Respeitei a legislacdo vigente sobre direitos autorais, em especial, citado
sempre as fontes as quais recorri para transcrever ou adaptar textos

produzidos por terceiros, conforme as normas técnicas em vigor.

Declaro-me, ainda, ciente de que se for apurado a qualquer tempo qualquer
falsidade quanto &s declaragbes 1 e 2, acima, este meu trabalho monografico
podera ser considerado NULO e, consequentemente, o certificado de conclusédo de
curso/diploma correspondente ao curso para o qual entreguei esta monografia sera
cancelado, podendo toda e qualquer informacéo a respeito desse fato vir a tornar-se
de conhecimento publico.

Por ser expresséo da verdade, dato e assino a presente DECLARACAO,

Em Recife, / de 2016.

Autenticacdo dessa assinatura, pelo
Assinatura do (a) aluno (a) funcionario da Secretaria da Pds-
Graduacdo Lato Sensu




