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RESUMO 

 

O Transplante de Células Tronco Hematopoéticas (TCTH) autólogo é um método terapêutico 

no qual as células progenitoras são coletadas do próprio indivíduo a partir do sangue 

periférico para restabelecer sua função medular. O estudo é do tipo longitudinal prospectivo 

com a finalidade de investigar o perfil oxidativo e a genotoxicidade em pacientes adultos 

submetidos a TCTH autólogo, portadores de Mieloma múltiplo, Linfoma de Hodgkin e não 

Hodgkin e em indivíduos considerados saudáveis, no período de janeiro de 2013 a dezembro 

de 2013. Foram coletadas amostras de sangue heparinizado e com EDTA de 37 pacientes, 

antes do Regime de Condicionamento (RC), 24 horas após o RC (D -1), 1 dia (D +1), 10 dias 

(D +10) e 20 (D +20) dias após o TCTH e de 30 indivíduos aparentemente saudáveis. Foram 

analisados os parâmetros de estresse oxidativo: MDA (malonaldeído), óxido nítrico (NO), 

catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e superóxido dismutase (SOD) e a 

genotoxicidade, dada pelo Índice de Dano (ID) ao DNA. As concentrações de MDA 

apresentaram-se significativamente elevadas em todos os grupos de pacientes em relação ao 

grupo controle em todas as etapas do TCTH. Houve diferença estatística na concentração de 

óxido nítrico entre pacientes e controles e entre os pacientes. A concentração da enzima 

catalase apresentou-se significativamente diminuída no momento D -1 em relação ao Pré-RC 

nos grupos de pacientes, sendo recuperada em D +20 nos pacientes com MM e LH, e em D 

+10 nos pacientes com LNH, em relação a D -1. A concentração da glutationa peroxidase não 

diferiu significativamente nos grupos de pacientes em relação ao grupo controle e nem entre 

os grupos de pacientes. A concentração da SOD apresentou-se significativamente reduzida no 

Pré-RC em pacientes com MM em relação ao grupo controle. Em D -1, houve redução 

significativa para todos os pacientes. O índice de dano ao DNA foi significativamente maior 

(p<0,05) no Pré- RC nos grupos de pacientes em relação ao grupo controle. Em D -1 houve 

aumento significante em relação a todos os outros momentos analisados e em relação ao 

grupo controle. Os marcadores do estresse oxidativo e de genotoxicidade podem ser utilizados 

como biomarcadores precoces de toxicidade auxiliando no monitoramento da evolução e no 

prognóstico do paciente. 

   

 

Palavras-chave: Transplante de Medula óssea. Estresse Oxidativo. Genotoxicidade. 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Hematopoietic Stem Cell Transplantation (HSCT) is an autologous therapeutic method in 

which the stem cells are collected from the individual’s own peripheral blood to restore spinal 

cord function. This is a prospective longitudinal study aimed to investigate the genotoxicity 

and oxidative profile in adult patients with multiple myeloma, Hodgkin’s lymphoma and non-

Hodgkin's lymphoma undergoing autologous HSCT and in apparently healthy individuals, 

from January 2013 to December 2013. Samples of heparinized and EDTA blood of 37 

patients before the conditioning regimen (CR), were collected 24 hours after CR (D -1) , 1 

day (D +1) , 10 days (D +10) and 20 (D +20) days after HSCT and from 30 apparently 

healthy individuals. Oxidative stress parameters were analyzed: MDA (malondialdehyde), 

nitric oxide (NO), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) and superoxide dismutase 

(SOD) as well as genotoxicity, given by the Damage Index (DI) to DNA. MDA 

concentrations were significantly elevated in all groups of patients when compared to the 

control group at all stages of HSCT. There was statistical difference in nitric oxide 

concentrations between patients and controls and among patients. The concentration of 

catalase was significantly reduced at D-1 when compared to the pre-CR in the groups of 

patients, having recovered at D +20 in patients with MM and LH and at D+10 in patients with 

LNH in relation to D-1. The concentration of glutathione peroxidase did not differ 

significantly in the groups of patients in the control group and between both groups of 

patients. The concentration of SOD was significantly reduced in the pre-CR in MM patients 

compared to the control group. There was a significant reduction for all patients at D-1. The 

rate of DNA damage was statistically higher (p<0.05) in the pre-CR in the patient groups 

compared to the control group. D-1 significantly increased compared to all other times and 

when analyzed in relation to the control group. Markers of oxidative stress and genotoxicity 

can be used as early biomarkers of toxicity assisting in the monitoring of patient progression 

and prognosis. 

 

Keywords: Bone Marrow Transplantation. Oxidative Stress. Genotoxicity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Transplante de Células Tronco Hematopoéticas 

 

O Transplante de Células Tronco Hematopoéticas (TCTH) ou Transplante de 

Medula Óssea (TMO) é um método terapêutico utilizado em várias doenças imunológicas, 

hematológicas e genéticas, com a finalidade de restabelecer a função medular danificada ou 

defeituosa, através da infusão intravenosa de células progenitoras ou células tronco (stem 

cells) hematopoéticas (ARMITAGE, 1994).  

Embora haja relatos da origem desse procedimento para o final do século passado, 

quando pacientes receberam medula óssea por via oral para o tratamento de doenças 

hematológicas, a primeira evidência de infusão intravenosa de medula óssea data de 1939 de 

um paciente portador de aplasia de medular (OSGOOD; RIDDLE; MATHEWS, 1939). 

Porém o início do desenvolvimento das bases científicas atuais do TMO ocorreu através de 

experiências com roedores que, após serem submetidos a radiação em doses letais, 

sobreviviam ao receber infusão intravenosa de medula óssea (LORENZ et al., 1951). 

Experimentos com cães foram realizados durante as décadas de 50 e 60, quando os animais 

recebiam doses mieloablativas de irradiação corporal total, seguidas da infusão da medula 

(THOMAS et al., 1962; EPSTEIN; BRYANT; THOMAS, 1967). Os estudos com cães foram 

o principal modelo para o desenvolvimento do TMO em humanos. A identificação e 

compreensão do sistema de histocompatibilidade humano também contribuíram de forma 

decisiva para o sucesso dos transplantes (DAUSSET, 1958). Em 1968, foram realizados três 

TMO em crianças portadoras de imunodeficiência, de doadores aparentados com tipagem 

HLA compatível ao do receptor, porém essas não realizaram a fase de condicionamento 

prévio ao transplante (BACH et al., 1968; GATTI; MEUWISSEN; ALLEN, 1968; GOOD et 

al., 1969). Em 1969, Thomas e colaboradores realizaram o primeiro TMO alogênico, em 

Seattle - EUA, em um paciente portador de leucemia aguda, que recebeu elevadas doses de 

irradiação corporal total, seguido da infusão da medula óssea de doador aparentado, 

procedimento validado e utilizado ainda na atualidade (THOMAS et al., 1975).  

Existem três tipos de TMO: transplante alogênico, em que o paciente recebe a 

medula óssea de um doador, que pode ser aparentado ou não; transplante singênico, em que o 

doador é um irmão gêmeo idêntico, sendo a modalidade mais rara de transplante devido à 

baixa frequência de gêmeos idênticos na população; transplante autólogo ou autogênico, que 

utiliza as células do próprio paciente coletadas previamente (AZEVEDO; RIBEIRO, 2000).  
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1.1.1 Transplante de Células Tronco Hematopoéticas Autólogo 

 

O TCTH autólogo envolve a utilização de células progenitoras hematopoéticas do 

próprio paciente para restabelecer a função medular após a administração de elevadas doses 

de quimioterapia. As células tronco hematopoéticas que serão reinfundidas podem ser 

provenientes da medula óssea (TMO ou TCTH) ou de sangue periférico (TCTH), após 

mobilização das células tronco da medula óssea do paciente (ARMITAGE, 1994).  

O principal desafio do TCTH autólogo é garantir que o enxerto não contenha 

células tumorais da doença de base. Vários métodos, incluindo o tratamento in vitro com 

agentes quimioterapêuticos ou anticorpos monoclonais associados ao complemento, têm sido 

desenvolvidos com o propósito de eliminar possíveis células tumorais no enxerto ou para 

concentrar as células tronco hematopoéticas, processo denominado de "seleção positiva" 

(CHANG et al., 1986; ATZPODIEN et al., 1987; GORIN et al., 1990; GRIBBEN et al., 

1991; MORECKI; MARGEL; SLAVIN, 1988; ROY et al., 1991; SHPALL et al., 1992). 

Existem evidências de que o TCTH autólogo seja eficaz no tratamento de linfoma 

de Hodgkin em segunda remissão; linfoma não Hodgkin em segunda remissão; Mieloma 

Múltiplo; neuroblastoma avançado (IV); sarcoma de Ewing em segunda remissão, onde tenha 

havido uma ressecção completa do tumor; Leucemia Mielóide Aguda; tumor de Wilms em 

segunda remissão; tumor de células germinativas em segunda remissão; meduloblastoma de 

alto risco ou em segunda remissão (RAMSAY et al., 1982; MITSUYASU et al., 1986; 

STORB et al., 1986; JIN et al., 1987; STORB et al., 1989; MARTIN et al.,1990; VOSE et 

al., 1993; VERDEGUER et al., 2000). 

O transplante autólogo, quando comparado ao alogênico, promove uma rápida e 

durável reconstituição hematopoética, além de reduzir o número de transfusões, episódios 

febris, uso de antibióticos e frequências de internações e o risco de doença enxerto-versus-

hospedeiro (SCHMITZ et al., 1996; BYRNE; RUSSEL, 1998). No entanto, a elevada 

incidência de recaída em consequência da reinfusão de células tumorais permanece sendo um 

dos maiores desafios do procedimento do TCTH autólogo (DEVETTEN; ARMITAGE, 

2007). 

 

1.1.2 Fontes de células 

 

As células progenitoras hematopoéticas podem ser coletadas diretamente da crista 

ilíaca; do sangue periférico, através de máquinas de aférese; ou mais recentemente do Sangue 
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de Cordão Umbilical (SCU). O termo transplante de medula óssea é mantido apesar de 

genérico, mesmo a aspiração de medula óssea não sendo mais a única fonte direta de se obter 

células progenitoras hematopoéticas (CASTRO JR; GREGIANIN; BRUNETTO, 2001).  

 

1.1.3 Coleta de células progenitoras hematopoéticas (stem cells) 

 

A coleta de Células Progenitoras Hematopoéticas (CPH) de doador ou paciente 

(no caso de TCTH autólogo) pode ser obtida da crista ilíaca posterior, através de múltiplas 

punções e aspirações da medula óssea; leucaférese, através do uso de fatores de crescimento 

como o G-CSF (fator de crescimento de colônias de granulócitos) com a finalidade de 

mobilização das CPH; ou mais recentemente do uso de sangue do cordão umbilical 

(HOROWITZ, 2004). 

No procedimento de obtenção das CPH na medula óssea, o doador é hospitalizado 

e submetido a anestesia geral. Após posicionado em decúbito ventral, são realizadas diversas 

punções nas cristas ilíacas posteriores da qual é aspirada a quantidade de medula óssea 

necessária para o transplante, usualmente estimada em 10 ml/kg de peso do receptor, que 

geralmente corresponde a um número adequado de células progenitoras suficientes para 

permitir a “pega” do enxerto, também denominada enxertia (THOMAS; STORB, 1970). As 

CPH provenientes da MO são armazenadas em uma bolsa apropriada contendo anticoagulante 

e, posteriormente, filtrada para a remoção de gorduras e espículas ósseas. O índice de 

complicações graves deste procedimento é baixo, em torno de 0,4% (BORTIN; BUCKNER, 

1983; BUCKNER et al., 1984). A maioria dos doadores recebe alta 24 horas após a coleta. A 

transfusão de concentrado de hemácias para o doador só é necessária quando há coleta de 

grandes volumes de medula, o que pode ocorrer quando o receptor tem massa corpórea muito 

superior à do doador. A reposição de ferro oral é recomendada por um período de 30 dias. A 

maioria dos transplantes alogênicos ainda é realizada utilizando-se esta forma de coleta 

(HOROWITZ; KEATING, 2000).  

As CPH periféricas são coletadas por leucocitoaférese, após a mobilização das 

mesmas da medula óssea para o sangue periférico, com a utilização de fatores estimuladores 

de colônias de granulócitos (G-CSF); no caso de pacientes submetidos a transplante autólogo, 

pode ser combinada a uma quimioterapia prévia (CASTRO JR; GREGIANIN; BRUNETTO, 

2001). A mobilização visa alcançar uma concentração suficiente de células CD34+ no sangue 

periférico, de modo a garantir o sucesso do transplante (SCHMITZ et al., 1996; BAY et al., 

2006). Normalmente são processadas cerca de duas a quatro volemias do doador para se obter 
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um mínimo de 2 x 106 células CD34+, quantificadas através de citometria de fluxo, e 

criopreservadas em nitrogênio líquido para posterior infusão (HOROWITZ, 2004). O 

procedimento de coleta de CPH por leucocitoaférese se consolidou na década de 80, sendo 

utilizada em mais de 90% dos transplantes autólogos e em cerca de 20% dos transplantes 

alogênicos de medula óssea (KORBLING et al, 1986; REIFFERS et al, 1986; HOROWITZ; 

KEATING, 2000).  

Ainda em relação a coleta de CPH periféricas é importante ressaltar que há 

necessidade de se utilizar um cateter durante o procedimento, fato que exige a participação de 

cirurgiões experientes no referido processo. Além do fato de que o uso dos fatores 

estimulantes de colônias de granulócitos possam induzir efeitos colaterais agudos ou tardios 

(ANDERLINI et al., 1999). A utilização do procedimento de aféreses em pacientes com peso 

abaixo de 10kg é restrita devido às limitações relacionadas à hemodiluição do procedimento 

(ANDERLINI et al., 1999; CAVALLARO et al., 2000).  

A primeira experiência bem sucedida no uso CPH, do sangue de cordão umbilical 

(SCU) ocorreu em 1988, na França, no tratamento de um paciente portador de anemia de 

Fanconi, utilizando células progenitoras do SCU de seu irmão (GLUCKMAN et al, 1989). O 

sangue de cordão umbilical é coletado logo após o nascimento da criança, sendo 

posteriormente processado e as CPH criopreservadas em nitrogênio líquido para posterior 

infusão (RUBINSTEIN et al., 1998). 

 

1.1.4 Criopreservação  

 

O processo de criopreservação permite não só a conservação adequada das CPH 

como também o procedimento de regimes de condicionamento e a realização de transplantes 

por períodos programados (MASSUMOTO; MIZUKAMI, 2000). A falha na recuperação 

hematopoética, geralmente, não é atribuída à criopreservação de células pluripotentes 

hematopoéticas, porém, alguns investigadores correlacionam uma má criopreservação das 

mesmas com o atraso na recuperação hematopoética (ROWLEY, 1992; MASSUMOTO et al, 

1997).  

Existem dois métodos de criopreservação, o congelamento rápido das células, 

quando a medula ou as CPH periféricas são diluídas em solução crioprotetora constituída de 

5% de dimetilsulfóxido (DMSO), 6% de solução de amido hidroxietilamido e de 4% de 

albumina humana em solução salina e são colocadas diretamente em freezer a -80°C. O outro 

método trata-se do congelamento lento e progressivo, onde a solução crioprotetora é 
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constituída por 40% de meio de cultura, 40% de plasma autólogo e 20% de DMSO e o 

processo de congelamento é gradual. Em relação ao processo de descongelamento das células 

o mesmo deve ser realizado de forma rápida para evitar a formação de cristais de gelo que 

podem danificar a membrana celular. As técnicas de congelamento lento e descongelamento 

rápido evitam os danos mecânicos e a desidratação causada pela formação e crescimento de 

cristais de gelo (MASSUMOTO et al., 1996). 

 

1.1.5 Condicionamento pré-transplante 

 

O condicionamento pré-transplante tem a finalidade de erradicar a doença 

residual, assim como a de induzir uma imunossupressão que permita a “pega” das células que 

serão infundidas. A irradiação corporal total foi utilizada isoladamente como agente de 

condicionamento para o transplante, sendo posteriormente associada a ciclofosfamida 

(CASTRO; GREGIANIN; BRUNETTO, 2001).  

A escolha do regime de condicionamento é realizada de acordo com a doença de 

base. O quadro 1 abaixo lista os principais regimes de condicionamento pré-transplante de 

medula óssea de acordo com a doença de base. 
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Quadro 1- Principais regimes de condicionamento pré-transplante de medula óssea. 

REGIME DE CONDICIONAMENTO DOENÇAS MAIS FREQUENTEMENTE 

TRATADAS 

ICT (12 Gy) + Ciclofosfamida (120 mg/Kg) LLA, LMA, LMC, AAG 

ICT (12 Gy) + Etoposide (60 mg/Kg) LLA 

Bussulfan (16 mg/Kg) + Ciclofosfamida (120 

mg/Kg) 

LMC, LMA 

Bussulfan (4 mg/Kg) + Ciclofosfamida (200 

mg/Kg) 

AAG 

Bussulfan (16mg/Kg) + Melfalan (140 mg/Kg) LMA, LMC, tumores sólidos 

Ciclofosfamida (200 mg/Kg) AAG 

ICT (12 Gy) + Citosinaarabinosídeo (36g/m2) LLA 

BEAM – BCNU (300 mg/m2) 

+ Etoposide (800 mg/m2) 

+ Citosinaarabinosídeo (800 mg/m2) 

+ Melfalan (140 mg/m2) 

Linfomas de Hodgkin e não Hodgkin 

BEAC – BCNU (300-400mg/m2) 

+ Etoposide (150-200mg/m2) 

+ Citarabina (200-400mg/m2) 

+ Ciclofosfamida 1,5g-2,5g/m2) 

Linfomas de Hodgkin e não Hodgkin 

ICT: Irradiação Corporal Total, Gy: Grays, LLA: Leucemia Linfocítica Aguda, LMA: Leucemia Mielóide 

Aguda, LMC: Leucemia Mielóide Crônica, AAG: Anemia Aplástica Grave. 

Fonte: adaptada de CASTRO JR; GREGIANIN; BRUNETTO, 2001. 

 

1.1.6 Infusão das células progenitoras hematopoéticas 

 

Na maioria dos serviços que realizam TMO alogênico relacionado e singênico, a 

medula óssea ou as CPH periférico são infundidas imediatamente após a coleta, através do 

cateter venoso central. Caso exista incompatibilidade ABO entre o doador e o receptor, 

procede-se à remoção das hemácias da medula óssea antes de sua infusão ou pode ser 

realizada a plasmaférese no receptor, a fim de evitar reações transfusionais graves 

(SNIECINSKY et al, 1994). 

Quando o transplante é autólogo ou de sangue de cordão umbilical, as células são 

criopreservadas para posterior infusão. Para ocorrer a infusão, essas células são descongeladas 

em banho-maria e então administradas. Rotineiramente utiliza-se hidrocortisona e 
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prometazina ou difenidramida previamente, pois o DMSO, utilizado como criopreservador, 

pode causar reação anafilática (CASTRO JR; GREGIANIN; BRUNETTO, 2001). 

O dia em que as células progenitoras hematopoéticas são infundidas no paciente é 

considerado o dia 0. Os dias anteriores são denominados como negativos (-3, -2, -1) e os 

posteriores como positivos (+1, +2, +-3). 

 

1.1.7 Aplasia da medula óssea e enxertia do TCTH 

 

Após o regime de condicionamento, quimioterapia de elevadas doses, ocorre 

um período de mielossupressão caracterizado por elevada susceptibilidade a infecções, 

anemia e sangramentos. Geralmente as contagens de leucócitos apresentam-se abaixo de 

100 células/mm3 por volta do dia D+4 dependendo do condicionamento utilizado e da 

doença de base. Nessa fase os pacientes recebem infusão de fatores de crescimento 

diariamente até que ocorra a enxertia. Considera-se a enxertia quando as contagens de 

leucócitos mantêm-se acima de 500 células/mm3 por 3 dias consecutivos, o que ocorre em 

média entre os dias D+15 a D+19 após um TMO alogênico relacionado. O número de 

plaquetas também costuma estar abaixo de 10.000/mm3; considera-se sua recuperação 

quando as contagens acima de 20.000/mm3 são atingidas sem a necessidade de transfusões 

por mais de 7 dias, que ocorre aproximadamente nos dias D+19 a D+25. A recuperação da 

função medular é influenciada por fatores como o tipo de transplante, número de células 

infundidas e infecções (CASTRO JR; GREGIANIN; BRUNETTO, 2001). 

 

1.2 Estresse Oxidativo 

 

1.2.1 Radicais livres 

 

O estresse oxidativo ocorre quando há aumento da produção de radicais livres e 

espécies reativas de oxigênio e/ou diminuição da defesa antioxidante (enzimática e não 

enzimática) provocando graves danos às macromoléculas biológicas, tais como o DNA, 

lipídeos e proteínas e desregulação do metabolismo normal (KNIGHT, 1998; TOYOKUNI, 

1999).  

Os radicais livres (RL) podem ser definidos como qualquer íon, átomo ou 

molécula que contenham um ou mais elétrons desemparelhados em sua última camada 

eletrônica conferindo-lhes um considerável grau de reatividade, especialmente como agente 
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oxidante, tendendo a procurar o seu equilíbrio adquirindo um elétron de uma molécula 

estabilizada, desestabilizando-a e causando reações em cadeia. Tais reações em cadeia podem 

ser interrompidas pela ação de enzimas antioxidantes ou pelo reequilíbrio de elétrons 

resultante da combinação de dois RL (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). 

Espécies reativas é um termo que engloba qualquer composto que seja 

potencialmente reativo. As mais importantes são as Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) e 

as Espécies Reativas de Nitrogênio (ERNs) (Quadro 2). Entre as EROs estão incluídas as 

espécies reativas radicais (radicais livres) e não radicais. Da mesma forma para as ERNs. As 

espécies não radicais são agentes oxidantes e podem se converter em radicais livres. Todo 

radical livre é uma espécie reativa, mas nem toda espécie reativa é um radical livre 

(HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).  

 

Quadro 2- Classificação e nomenclatura das espécies reativas de oxigênio e nitrogênio. 

 
Fonte: Adaptada de BARBOSA et al., 2008. 

 

Os radicais derivados de oxigênio representam a classe mais importante de 

espécies reativas geradas nos sistemas vivos. EROs podem ser produzidas a partir de 

substâncias endógenas e exógenas. Durante o metabolismo basal das células aeróbicas existe 
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uma produção constante de EROs acompanhada pela sua contínua inativação, através da ação 

de antioxidantes, de forma a manter a integridade estrutural e funcional das biomoléculas. A 

extensão e os tipos de danos causados pelas EROs dependem tanto da quantidade como da 

natureza das mesmas a que as células estão expostas, bem como das suas defesas 

antioxidantes (DAVIES, 1987). Fontes endógenas potenciais incluem as mitocôndrias, o 

metabolismo do citocromo P450, os peroxissomos e a ativação de células inflamatórias 

(INOUE et al., 2003). Sob condições fisiológicas, a produção de peróxido de hidrogênio está 

estimada em cerca de aproximadamente 2% da absorção total de oxigênio pelo organismo. No 

entanto, é difícil detectar a ocorrência do radical superóxido em mitocôndrias intactas, 

provavelmente em consequência da presença de elevada atividade da enzima antioxidante 

superóxido dismutase (SOD). A reatividade e a capacidade oxidante decorrente da ação direta 

do radical superóxido e do peróxido de hidrogênio são relativamente discretas, sendo que a 

importância deles no processo oxidativo se dá pela sua participação na geração da radical 

hidroxila (DARLEY-USMAR; HALLIWELL, 1996; EMERIT; BEAUMONT; TRIVIN, 

2001). O radical hidroxila é um dos mais potentes agentes oxidantes, tendo a capacidade de 

atravessar membranas e reagir com moléculas, como lipídeos insaturados e DNA, podendo 

ser formado através de reações como a de Fenton (Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH + OH-) e de 

Haber-Weiss (O2
-  + H2O2 → S2 + OH + OH-), mediadas por íons metálicos 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). O radical hidroxila é conhecido por reagir com todos 

os componentes da molécula de DNA, danificando tanto as bases de purina e pirimidina, e 

também o esqueleto de desoxirribose (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). 

 

1.2.2 Peroxidação Lipídica 

 

A peroxidação lipídica (PL) é o processo através do qual as EROs agridem os 

ácidos graxos poli-insaturados dos fosfolipídeos das membranas celulares, desintegrando-as e 

permitindo a entrada dessas espécies nas estruturas intracelulares (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 1999). O processo da peroxidação lipídica é um processo auto catalítico, que 

pode ser encerrado pela recombinação dos radicais (R  + R  → produto não-radical) e/ou o 

esgotamento de substrato, composto por três fases: iniciação, propagação e terminação 

(PINCHUK et al., 1998; NYSKA; KOHEN, 2002; VALKO et al., 2006). Uma vez formados, 

os radicais peroxil (ROO ) podem ser rearranjados através de uma reação de ciclização para 

endoperóxidos (precursores de malonaldeído) com o malonaldeído (MDA) sendo o produto 

final do processo de peroxidação (MARNETT, 1999). 
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Estudos têm revelado que a peroxidação lipídica afeta gravemente as 

biomembranas, induzindo alteração da integridade, da fluidez e permeabilidade, perda 

funcional, inativação de receptores, enzimas e canais iônicos, com consequente liberação do 

conteúdo das organelas, como as enzimas hidrolíticas dos lisossomos e produção de produtos 

citotóxicos, culminando com a morte celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; 

GREENBERG et al., 1997).  

Os produtos da peroxidação lipídica são, principalmente, aldeídos com habilidade 

de exacerbar o dano oxidativo. Sua elevada meia vida e reatividade permitem que essas 

moléculas interajam com ácidos nucléicos e proteínas ocasionando danos irreversíveis aos 

mecanismos que envolvem a funcionalidade celular (DEL RIO; STEWART; PELLEGRINI, 

2005).  Produtos de peroxidação de lipídeos demonstraram ser mutagênicos e carcinogênicos 

e têm sido implicados em mecanismos subjacentes em vários distúrbios e doenças, tais como 

doenças cardiovasculares, câncer, distúrbios neurológicos e no processo de envelhecimento 

(WEST; MARNETT, 2006). 

O MDA é um dos produtos secundários de PL mais conhecidos e biomarcador 

mais frequentemente usado para investigar o dano oxidativo em lipídeos. Elevados 

concentração de MDA indicam aumento da PL e pode ser usado como um indicador de 

injúria à membrana celular, proveniente, por exemplo, de situações de estresse oxidativo 

(GROTTO et al., 2007; VASCONCELOS et al., 2007).   

 

1.2.3 Óxido Nítrico 

 

O óxido nítrico é um gás de radicais livres altamente reativos e instáveis 

produzido da oxidação do aminoácido L-arginina,  necessitando da presença de dois 

cofatores, oxigênio e fosfato dinucleotídeo adenina nicotinamida (NADPH), pela óxido 

nítrico sintase (NOS), que existe em três isoformas: NOS constitutiva endotelial (eNOS) e 

NOS neuronal (nNOS) e NOS induzível (iNOS) (CHOI et al., 2001). iNOS alterada pode 

produzir potencialmente radicais de óxido nítrico (NO), radicais superóxido, ou ambos; estes 

radicais podem em seguida reagir para formar peroxinitrito. Além disso, os produtos da 

decomposição de NO, nitrito (NO2
-) e nitrato (NO3

-), podem agir como espécies reativas de 

nitrogênio (PONNUSWAMY et al., 2009).  

 

 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido
http://pt.wikipedia.org/wiki/L-arginina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%A9nio
http://pt.wikipedia.org/wiki/NADPH
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1.2.4 Antioxidantes 

 

A exposição a radicais livres levou ao desenvolvimento de uma série de 

mecanismos de defesa que equilibram seu efeito através de antioxidantes não enzimáticos e de 

enzimas antioxidantes (CADENAS, 1997). As defesas antioxidantes representam a remoção 

direta de radicais livres (pró-oxidantes), proporcionando máxima proteção para sítios 

biológicos. Um bom antioxidante deve eliminar especificamente os radicais livres, quelar 

metais redox, interagir com outros antioxidantes dentro da "rede antioxidante", ter um efeito 

positivo sobre a expressão do gene, ser prontamente absorvido, ter uma concentração em 

tecidos e fluidos biológicos relevante, funcionar tanto em meio aquoso e / ou domínios de 

membrana (VALKO et al., 2006). 

As principais enzimas antioxidantes do organismo são a superóxido dismutase 

(SOD), glutationa-peroxidase (GPx) e catalase (CAT) (MATES; PEREZ-GOMEZ; DE 

CASTRO, 1999). Os antioxidantes não-enzimáticos são representados por ácido ascórbico 

(vitamina C), α-tocoferol (vitamina E), glutationa (GSH), carotenóides, antioxidantes tiol 

(glutationa, tiorredoxina e ácido lipóico), flavonóides, e outros compostos (MCCALL; FREI, 

1999).  

 

1.2.3.1 Defesa antioxidante enzimática: Catalase (CAT) 

 

A Catalase (CAT) é uma enzima presente em todos os organismos aeróbicos 

(MATES; PEREZ-GOMEZ; DE CASTRO, 1999). Essa enzima é um dos catalisadores mais 

ativos produzidos pela natureza e constitui o mais eficiente e elaborado sistema antioxidante 

para controlar as concentrações de H2O2 em plantas e animais, limitando seu efeito deletério 

(MONTAVON; KUKIC; BORTLIK, 2007). Uma molécula de catalase pode converter 

aproximadamente 6 milhões de moléculas de peróxido de hidrogênio em água e oxigênio a 

cada minuto:  . Essa enzima está presente principalmente nos 

peroxissomos, onde muitas enzimas produzem H2O2 (SCANDALIOS, 2005). 

 A CAT das células animais é formada por quatro subunidades, onde cada uma 

possui um grupo heme contendo ferro em seu sítio ativo. Esses grupos heme estão orientados 

em direção a sítios não polares e conectados na superfície da enzima por canais. Cada 

subunidade está unida a uma molécula de NADH (JOURD’HEUIL et al., 1998; LLEDÍAS; 
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RANGEL; HANSBERG, 1998; McKENZIE; REFFETY; BECKETT, 1998; HALLIWELL, 

1999). 

 

1.2.3.2 Defesa antioxidante enzimática: Glutationa Peroxidase (GPx) 

 

Há dois tipos da enzima glutationa peroxidase, um dos quais é independente de 

selênio (glutationa- S -transferase GST), enquanto o outro é dependente de selênio (GPx,) 

(MATES; PEREZ-GOMEZ; DE CASTRO, 1999). Estas duas isoformas diferem no número 

de subunidades, na natureza da ligação com o selênio no centro ativo e os seus mecanismos 

catalíticos. O metabolismo da glutationa é um dos mais essenciais mecanismos de defesa 

antioxidante (VALKO et al, 2006). 

Os seres humanos têm quatro diferentes glutationa peroxidase Se-dependentes 

(MATES; PEREZ-GOMEZ; DE CASTRO, 1999). Todas as enzimas GPx são conhecidas por 

adicionar dois elétrons para reduzir peróxidos formando Se-OH. As propriedades 

antioxidantes destas seleno-enzimas lhes permite eliminar os peróxidos como potenciais 

substratos para a reação de Fenton.  

 

A GPx atua em conjunto com o tripeptídeo glutationa (GSH), que está presente 

nas células em concentrações elevadas (micromolar). O substrato para a reação catalítica de 

GPx é H2O2, ou um peróxido orgânico, ROOH. A GPx decompõe os peróxidos em água (ou 

álcool), ao mesmo tempo que oxida GSH (VALKO et al, 2006). 

 

1.2.3.3 Defesa antioxidante enzimática: Superóxido Dismutase (SOD) 

 

A Superóxido Dismutase (SOD), presente na quase totalidade dos organismos 

eucarióticos, é um dos mais eficazes antioxidantes intracelulares e tem como função atuar na 

defesa antioxidante primária contra radicais superóxidos. É a enzima que catalisa a 

dismutação do radical O2
- a O2 e H2O2, que tem reatividade limitada (O2

- + O2
- + 2H+                                                                  

H2O2 + O2) (McCORD; FRIDOVICH, 1969). Essa enzima foi isolada em 1939, mas foi em 

1969 que McCord e Fridovich comprovaram a atividade antioxidante da SOD (McCORD; 

FRIDOVICH, 1969). 
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Existem várias isoformas da SOD, diferindo na natureza do centro ativo de metal 

e constituinte aminoácido, bem como seu número de subunidades, cofatores e outros recursos. 

Nos seres humanos, há três isoformas: a superóxido dismutase cobre-zinco (CuZnSOD), 

presente pincipalmente no citoplasma - o íon cobre é essencial para a atividade catalítica da 

enzima e o íon zinco promove a estabilidade da estrutura protéica; a superóxido dismutase 

mitocondrial manganês (MnSOD) e a superóxido dismutase extracelular (ECSOD), que são 

capazes de transformar dois ânions superóxidos em peróxido de hidrogênio e oxigênio 

molecular (RAHMAN, 2006; KARIHTALA; SOINI, 2007). 

 

1.3 Dano oxidativo do DNA- Genotoxicidade 

 

EROs podem danificar moléculas como carboidratos, proteínas, lipídeos e ácidos 

nucleicos (DNA e RNA) devido a sua alta reatividade. Modificações que ocorrem nos 

nucleotídeos e no esqueleto de fosfato de açúcar podem gerar quebras simples e duplas nas 

fitas que compõem as moléculas do DNA e induzir a erros de pareamento das bases 

nitrogenadas possibilitando o aparecimento de mutações genéticas (BERQUIST; WILSON, 

2012).  

De particular interesse entre as espécies reativas de oxigênio estão o radical 

hidroxila, radical superóxido e o não radical peróxido de hidrogênio. No entanto, o radical 

superóxido e o peróxido de hidrogênio possuem muito baixa reatividade química, e não 

reagem com a maioria das moléculas biológicas como o DNA. Radicais hidroxila reagem com 

a maioria das moléculas biológicas acarretando significantes taxas de danos para as bases de 

DNA e a porção de açúcar através de uma variedade de mecanismos. Se não for reparado, o 

dano oxidativo ao DNA pode levar à mutagênese e instabilidade genética, o que é uma 

característica para o desenvolvimento do câncer. Assim, a compreensão do dano oxidativo ao 

DNA, seus mecanismos de reparação e efeitos biológicos é de extrema importância 

(WALLACE, 2002; EVANS; DIZDAROGLU; COOKE, 2004; FRIEDBERG et al., 2006; 

LOEB, 2011). 

O Teste do Cometa, ou técnica de eletroforese celular em microgel, é largamente 

empregado como método padrão para avaliar os danos do DNA em células isoladas e a 

capacidade de reparo do DNA (COLLINS, 2004; WONG et al., 2005). Utiliza o método de 

eletroforese em gel de agarose apresentando como principais vantagens, dentre outras: exige 

um pequeno número de células, pode ser aplicado à análise de células derivadas de uma 
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variedade de diferentes tecidos humanos e pode ser modificado para detectar tipos específicos 

de dano do DNA, como no caso de dano oxidativo (WASSON, 2008). 

 

1.4 Estresse Oxidativo e Genotoxicidade no Transplante Autólogo de Células Tronco 

Hematopoéticas 

 

A quimioterapia em doses elevadas e a radioterapia têm efeitos tóxicos agudos e 

tardios graves sobre vários tecidos, tais como membranas de mucosas gastrointestinais, do 

fígado, do pulmão, da bexiga, do sistema nervoso central, e, raramente, outros tecidos. Esses 

efeitos estão possivelmente relacionados com o aumento na produção de radicais livres, de 

espécies reativas de oxigênio (EROs), com a depleção de antioxidantes nos tecidos (vitamina 

A, C, E, enzimas antioxidantes) e com um aumento dos hidroperóxidos lipídicos plasmáticos 

e TBARS (SANGEETHA; KORATKAR; SURYAPRABHA, 1990; CLEMENS et al., 1990; 

DURKEN et al., 1995; HUNNISETT et al., 1995; WEIJL; CLETON; OSANTO, 1997; 

BHUVARAHAMURTHY; BALASUBRAMANIAN; GOVINDASAMY, 1996; JONAS et 

al., 2000; LIN, 2002; CETIN et al., 2004; SARI et al., 2008; SABUNCUOĞLU et al., 

2012a).  

A produção excessiva de RL que ocorre no procedimento do TCTH tem sido 

implicada na ação de muitos medicamentos citostáticos, mas pouco se sabe sobre como 

citostáticos afetam o sistema antioxidante em seres humanos e poucos estudos têm sido 

realizados nesse contexto (KALYANAMARAN; NEMEC; SINHA, 1989; DURKEN et al., 

1995). O desequilíbrio oxidativo tem sido visto como um denominador comum na patogênese 

de morbidades relacionadas com o tratamento e mortalidade em terapia de elevada dose, 

seguido por transplante de células hematopoéticas (CETIN et al., 2004; EVENS; MEHTA; 

GORDON, 2004). 

Foi demonstrado que leucócitos polimorfonucleares de pacientes que receberam 

quimioterapia para doenças hematológicas e tumores sólidos produzem mais peróxido de 

hidrogênio e ânion superóxido do que os de indivíduos saudáveis (SANGEETHA et al, 1990). 

Aumento de hidroperóxidos lipídicos plasmáticos e ácido tiobarbitúrico também sugerem 

estresse oxidativo em pacientes que receberam quimioterapia (LADNER et al, 1989; 

CLEMENS; LANDER; SCHMIDT, 1989; HUNNISETT et al., 1995; FAURE; COUDRAY; 

MOUSSEAU, 1996). Estudos em modelos animais e em seres humanos mostraram que as 

concentrações plasmáticas de glutationa são bastante reduzidas por agentes 
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quimioterapêuticos, tais como busulfan, carmustina (BCNU) e cisplatina (MITCHELL et al., 

1981; BHUVARAHAMURTHY; BALASUBRAMANIAN; GOVINDASAMY, 1996).  

O G-CSF utilizado para mobilização de células-tronco é capaz de liberar 

proteinases elastase e catepsina G de neutrófilos, sendo capaz de provocar um aumento de 

estresse oxidativo em neutrófilos, pelo aumento da atividade da NADPH oxidase e estímulo 

da expressão de enzimas, tais como a mieloperoxidase (MPO), durante a primeira fase de 

diferenciação mielóide. MPO utiliza H2O2 para converter hidróxido de cloreto, o qual é um 

oxidante para substratos, tais como lipídeos, DNA e, em particular, proteínas (LÉVESQUES 

et al., 2001; BARTH et al., 2002; HAWKINS; PATTISON; DAVIES, 2003). Gonçalves e 

colaboradores (2009) observaram um aumento de malonaldeído, diminuição plasmática de 

vitamina C, catalase e superóxido dismutase após a quimioterapia em pacientes submetidos a 

TCTH autólogo e TMO alogênico.  Sabuncuoğlu e colaboradores (2012) demonstraram um 

aumento na peroxidação lipídica, diminuição da enzima antioxidante catalase e aumento de α-

tocoferol após o regime de condionamento sugerindo um aumento do estresse oxidativo 

quando comparado aos outros momentos relacionados ao TCTH.  

O dano oxidativo causado por espécies reativas de oxigênio (EROs) é um 

importante mecanismo pelo qual algumas substâncias danificam o DNA (ANDREAZZA, 

2006). A análise da associação entre estresse oxidativo e genotoxicidade poderá auxiliar no 

melhor entendimento das complicações pós TCTH e na utilização de novos parâmetros que 

poderão ser utilizados como marcadores de enxertia e de toxicidade pós TCTH. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o perfil oxidativo e a genotoxicidade em pacientes submetidos a TCTH 

autólogo portadores de doenças hematológicas neoplásicas em acompanhamento no Hospital 

Universitário Walter Cantídio.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Determinar a concentração de MDA (malonaldeído) e de óxido nítrico (NO), antes do 

Regime de Condicionamento (RC), 24 horas após o RC e um dia anterior ao TCTH (D 

-1), 1 dia (D +1), 10 dias (D +10) e 20 dias (D +20) após o Transplante de Células 

Tronco Hematopoéticas (TCTH); 

 Analisar o perfil das enzimas antioxidantes: catalase (CAT), glutationa peroxidase 

(GPx) e superóxido dismutase (SOD), antes do RC, 24 horas após o RC e um dia 

anterior ao TCTH (D -1), 1 dia (D +1), 10 dias (D +10) e 20 dias (D +20) após o 

TCTH; 

 Caracterizar o índice de dano no DNA em pacientes submetidos ao TCTH nos 

mesmos momentos em que foram avaliados os parâmetros de estresse oxidativo; 

 Correlacionar o índice de dano no DNA das células dos pacientes com as 

concentrações de MDA, NO, CAT, GPx e SOD. 

 

3 CASUÍSTICA E MÉTODOS 

 

3.1 Desenho do estudo: 

 

O estudo é do tipo longitudinal prospectivo com a finalidade de investigar o perfil 

oxidativo e a genotoxicidade em pacientes adultos submetidos a transplante de células tronco 

hematopoéticas autólogo e portadores de doença hematológica neoplásica (Mieloma 

múltiplo, Linfoma de Hodgkin e não Hodgkin) acompanhados no serviço de Hematologia do 

Hospital Universitário Walter Cantídio (HUWC) e em indivíduos considerados saudáveis, no 

período de janeiro de 2013 a dezembro de 2013.  
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3.2 Casuística: 

 

O estudo foi composto por quatro grupos: 

Grupo I- controle (n=30): composto por indivíduos aparentemente saudáveis, 

funcionários do laboratório de análises clínicas e toxicológicas (LACT) e alunos do curso de 

Farmácia da UFC. A idade e gênero foram pareados de acordo com o grupo de pacientes. 

Grupo II (n=17): pacientes com diagnóstico de Mieloma Múltiplo que atenderem 

às condições básicas à realização do TCTH autólogo acompanhados no serviço de 

Hematologia do HUWC.  

Grupo III (n=10): pacientes com diagnóstico de Linfoma de Hodgkin que 

atenderem às condições básicas à realização do TCTH autólogo acompanhados no serviço de 

Hematologia do HUWC.  

Grupo IV (n=10): pacientes com diagnóstico de Linfoma não-Hodgkin que 

atenderem às condições básicas à realização do TCTH autólogo acompanhados no serviço de 

Hematologia do HUWC.  

Os critérios de seleção para os grupos de pacientes foram de acordo com os 

critérios de inclusão e exclusão abaixo: 

 Critérios de inclusão: pacientes adultos (mínimo de 18 anos), de 

ambos os sexos, atendidos no Serviço de Hematologia do HUWC com indicação de 

transplante autólogo de células tronco hematopoéticas e que concordaram em 

participar da pesquisa de acordo com o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE);  

 Condições Básicas à realização de TCTH: 

o O paciente esteja em condições clínicas adequadas, sem 

disfunção grave de órgãos ou sistemas; 

o Existam células disponíveis em quantidade e qualidade 

suficientes para garantir a enxertia do transplante e para a realização do 

procedimento; 

o O TCTH seja reconhecido como o melhor tratamento para a 

doença de base. No caso da doença ser neoplásica, a mesma deve estar 

preferencialmente em remissão; 

o Haja condições familiares, psicológicas e socioeconômicas para 

seguir o acompanhamento recomendado pós-transplante. 
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 Critérios de exclusão: foram excluídos do estudo os pacientes 

que não atenderam aos critérios para o transplante autólogo de células tronco 

hematopoéticas e/ou não assinaram o TCLE. Pacientes em uso de 

antioxidantes, tabagistas, etilista portadores de infecção para vírus da hepatite, 

HIV e HTLV foram excluídos do estudo. 

Os critérios de inclusão e exclusão para o grupo controle foram: 

 Critérios de inclusão: Indivíduos adultos de ambos os sexos, 

com hemograma normal, sem comorbidades e sem uso de 

medicamentos e que concordaram em participar do estudo 

assinando o TCLE; 

 Critérios de exclusão: Indivíduos adultos em uso de 

antioxidantes, tabagistas e etilista e aqueles que não 

concordarem em participar do referido projeto. 

 

3.3 Local de estudo: 

 

O estudo foi desenvolvido no Laboratório de Pesquisa Hemoglobinopatias e 

Genética das Doenças Hematológicas do Curso de Farmácia da UFC e no Hospital 

Universitário Walter Cantídio (HUWC). 

 

3.4 Coleta das Amostras biológicas 

 

A coleta das amostras foi efetivada após explicação detalhada dos objetivos do 

estudo e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Foram 

coletados 5 mL de sangue por punção venosa em tubo contendo EDTA e 5 mL em tubo 

contendo heparina como anticoagulantes. Cinco amostras de cada paciente foram coletadas: a 

primeira no momento da internação para o procedimento do transplante (Pré-RC), a segunda 

após 24 horas do término do RC, a terceira 1 dia após o TCTH autólogo (D+1), a quarta 10 

dias após o TCTH autólogo (D+10) e a quinta, 20 dias após o transplante (D+20) (Figura 1). 

Durante a intervenção do transplante de células tronco hematopoética autólogo foi 

considerado o momento basal do paciente a coleta realizada no momento da internação do 

mesmo, ou seja, no Pré-RC.  O protocolo para o TCTH difere quanto ao tempo de 

condicionamento entre os portadores de MM e de LH e LNH, sendo de dois dias ou um dia 

para MM e de sete dias para os linfomas. As amostras do grupo controle (indivíduos 
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aparentemente saudáveis) foram coletadas uma única vez. O plasma heparinizado foi obtido 

após centrifugação a 1000 rpm durante 12 min. O hemolisado foi obtido do concentrado de 

hemácias em EDTA. Ambos foram armazenados a -80 ° C por até 6 meses. 

 

Figura 1- Momentos analisados durante o período de acompanhamento dos pacientes.   

 

Fonte: Elaborada pela autora. Pré-RC: momento de internação do paciente para o TCTH (basal), antes do 

Regime de Condicionamento; D-1: 1 dia que antecede o transplante Autólogo; DO é o dia em que ocorreu o 

Transplante de Células Tronco Hematopoéticas (TCTH); D+1: 1 dia após o transplante; D+10: 10 dias após o 

transplante e D+20: 20 dias após o transplante. 

 

3.5 Protocolo do Transplante de Células Tronco Hematopoéticas Autólogo. 

 

 O procedimento do transplante de células tronco hematopoética autólogo 

padronizado no HUWC consiste em critérios estabelecidos pela literatura (APPERLEY et al., 

2012), onde o mesmo é realizado de forma única para todas as doenças hematológicas 

neoplásicas (Mieloma múltiplo, Linfomas não -Hodgkin e Hodgkin), com exceção ao tempo e 

esquema de condicionamento. Inicialmente foi realizado a mobilização das células tronco da 

medula óssea para o sangue periférico através do uso de fator estimulador de colônia de 

granulócitos (G-CSF), Filgrastim- 10-16 µg/Kg/dia, durante 5 dias. Posteriormente foram 

realizadas duas leucaféreses em dias consecutivos, seguido de contagem das células CD34+. 

A contagem foi realizada através do uso da citometria de fluxo, devendo ser utilizada para o 

TCTH em uma quantidade >2,0 x 106 células CD34+/Kg de peso do paciente. As células 

CD34+ foram então armazenadas em solução criopreservante contendo DMSO (Dimetil 

Sulfoxido), albumina humana e solução fisiológica e criopreservadas em nitrogênio líquido 

até o momento do transplante. 

 Previamente ao transplante, os pacientes foram submetidos ao RC de acordo com 

a doença de base (Quadro 3). Após 48hs do término do RC, o transplante autólogo de células 

tronco hematopoéticas foi realizado. As CPH periféricas foram descongeladas em banho 

maria a 37°C e imediatamente infundidas no paciente.   
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Quadro 3- Regimes de condicionamento padronizados para TCTH autólogo nos pacientes em 

estudo de acordo com a Instituição (HUWC). 

. 

Regime de condicionamento 

(RC) 

Dose Total Doenças tratadas com o 

RC 

Melfalano 200 mg/m2 Mieloma Múltiplo 

BEAC: Carmustina 

             Etoposido 

             Citarabina 

             Ciclofosfamida 

             Mesna 

300 mg/m2 

800 mg/m2 

1600 mg/m2 

140 mg/m2 

168 mg/m2 

Linfoma Hodgkin  

BEAM: Carmustina 

              Etoposido 

             Citarabina 

             Melfalano 

300 mg/m2 

800 mg/m2 

1600 mg/m2 

140 mg/m2 

 

Linfoma Não Hodgkin 

Fonte: Elaborada pela autora  

 

3.6 Obtenção do plasma 

 

Para a obtenção do plasma, o sangue coletado em heparina foi centrifugado a 

3.500rpm por 15min, sendo separado o plasma e armazenado ficando sob refrigeração a uma 

temperatura de -80°C por até seis meses. 

 

3.7 Obtenção do hemolisado 

 

 Para a obtenção do hemolisado eritrocitário, foi realizada a remoção de plasma, 

plaquetas e camada leucocitária do sangue total a partir de centrifugações e lavagens 

sucessivas com NaCl 0,9%, com posterior lise dos eritrócitos pela adição de água destilada 

(1:1). 

 

3.8 Testes Realizados: 

 

3.8.1 Perfil oxidativo: 
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Malonaldeído (MDA): 

 

O método mais empregado para determinação do MDA em amostras biológicas é 

baseado na sua reação com ácido tiobarbitúrico (TBARS). Nesta reação, duas moléculas de 

TBARS reagem estequiometricamente com uma molécula de MDA para formar um 

cromóforo róseo que tem absorbância máxima em solução ácida 532 a 535 nm. O coeficiente 

de extinção deste cromóforo num comprimento de onda de 535nm, pH 1,0, é 1,53 x 10 -5 M-1. 

250 mL do plasma heparinizado foram colocados em tubos de vidro e incubados em banho-

maria a 37 °C por 1 h, seguido por adição de 400 mL de ácido perclórico a 35% para 

precipitação das proteínas. A mistura foi centrifugada a 1400 g por 10 minutos e a 600 mL do 

sobrenadante foram adicionados 200 mL de tiobarbiturato de sódio a 1,2%. A mistura foi 

levada a banho-maria e aquecida a 95 °C por 30 min. Após resfriada, a absorbância foi 

medida em um leitor de microplacas a 560 nm (DRAPER; HADLEY, 1990). 

 

Oxido nítrico (NO): 

 

Os níveis de NO foram determinados pela concentração de nitrito/nitrato (NOx) 

segundo o método de GREEN e colaboradores (1981), que se baseia em revelar a presença de 

nitrito em uma amostra por uma reação de diazotização que forma um cromóforo de cor 

rósea, com pico de absorbância de 560 nm. Para esta experiência 100 mL do reativo de Griess 

(sulfanilamida a 1%/ cloridrato de N-(1-naftil)-etilenediamina 0.1% / H3PO4 em 1% / água 

destilada, na proporção de 1:1) foi adicionado a 100 mL do plasma e incubado a temperatura 

ambiente por 10 min. A curva padrão foi elaborada com várias concentrações de NaNO2 

(variando de 0,75 a 100 mM) sob as mesmas condições. Os brancos foram preparados pela 

adição de 100 mL do reativo de Griess a 100 mL do plasma e a absorbância foi medida em 

leitor de microplacas em 540 nm. 

 

Catalase (CAT): 

 

A atividade da CAT nos eritrócitos foi determinada por método 

espectrofotométrico em ultravioleta a 240nm, baseado na monitorização da decomposição de 

H2O2. Os valores brutos obtidos em Δa (delta/min) foram corrigidos por um fator de correção 
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do decaimento da atividade por diluição do hemolisado, divididos pela absortividade molar de 

H2O2 a 240nm (ε 0,0394 L mmol-1mm-1) (AEBI, 1984). 

 

Glutationa Peroxidase (GPx): 

 

A medida da atividade da glutationa peroxidase (GPx) nos eritrócitos foi 

determinada utilizando o kit Ransel Glutathione Peroxidase® (RANDOX BRASIL Ltda). O 

kit utiliza um método de determinação indireta da enzima, baseado na reação de oxidação da 

glutationa reduzida (GSH) à glutationa oxidada (GSSG) catalisada por GPx, utilizando 

glutationa redutase (GR) e NADPH (nicotinamida adenina dinucleotídeo fostato). A 

absorbância é medida por decréscimo a 340 nm do NADPH durante a oxidação de NADPH a 

NADP+ (nicotinamida adenina dinucleotídeo) (PAGLIA; VALENTINE, 1967). 

 

 

Superóxido Dismutase (SOD): 

 

A medida da atividade da Superóxido Dismutase (SOD) nos eritrócitos foi 

determinada utilizando o Kit RANSOD® (RANDOX BRASIL Ltda). Este método emprega a 

xantina e a xantina oxidase para gerar radicais superóxido, os quais reagem com 2-(4-

iodofenil)-3-(4 nitrofenol)-5-cloreto de feniltetrazol (INT) que forma o composto vermelho de 

formazan. A atividade da Superóxido Dismutase foi medida através do grau de inibição dessa 

reação a 505nm. 

Xantina   XOD      Ácido úrico + O2
. 

I.N.T.   O2.
      Corante formazan  

OU 

O2
.
 + O2

. + 2H+     SOD   O2 + H2O2 

3.8.2 Análise de dano do DNA - Ensaio do cometa
 

 

O ensaio do cometa, ou técnica da eletroforese celular em microgel, é muito útil e 

largamente empregado para avaliação de danos e reparos de DNA em células individuais. Seu 

princípio básico é o da lise de membranas celulares, seguida pela indução da migração 
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eletroforética do DNA liberado em matriz de agarose. Quando vista ao microscópio, a célula 

migrada adquire a forma aparente de um cometa, com cabeça, a região nuclear, e cauda, que 

contém fragmentos ou fitas de DNA que migraram na direção do ânodo. A análise dos 

cometas baseia-se no grau de fragmentação do DNA e sua migração pela microeletroforese. 

Medidas como o comprimento total da “cauda” e a densidade de DNA fornecem dados 

indiretos sobre o estado do DNA da amostra (BRIANEZI; CAMARGO; MIOT, 2009). O 

teste segue a metodologia descrita por SINGH e colaboradores (1988), com modificações. 

Lâminas histológicas foram mergulhadas em gel de agarose mantido em banho-maria a 60oC 

e, após remoção do excesso com papel-toalha, secas em temperatura ambiente e mantidas em 

posição horizontal. Amostras de sangue periférico (40μl) dos indivíduos analisados foram 

misturadas com agarose de baixo ponto de fusão 0,5% (400 μl) e solução tampão fosfato-

salino (PBS) livre de Ca++ e Mg++ para formar a suspensão de células. Uma alíquota da 

suspensão de células foi aspirada e gotejada sobre as lâminas previamente revestidas de 

agarose de ponto de fusão normal, que foram recobertas por lamínulas (24x60mm). Para 

garantir adesão adequada das células à agarose, as lâminas foram mantidas na geladeira por 

cinco minutos. A seguir, a lamínula foi retirada e a lâmina mergulhada em solução de lise 

(2,5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris, 1% Triton X-100, 10% DMSO e 1% N-Lauril 

sarcosina; pH 10) a 4ºC e protegida da luz, por no mínimo 1 hora e no máximo 7 dias. 

Ao serem removidas da solução de lise, as lâminas foram mergulhadas por 5 

minutos em solução de neutralização (0,4M tris; pH 7,5). Esta deve estar em um “banho de 

gelo”, para manter a temperatura da eletroforese constante em torno dos 4ºC. A cuba foi, 

então, preenchida com a solução de eletroforese (1mM EDTA, 300mM NaOH; pH>13) 

recém-preparada, a um nível superior (0,25cm, em média) às lâminas. Estas ficaram em 

repouso por 20min para permitir o desenrolamento do DNA, o afrouxamento de suas ligações 

e a exposição dos sítios álcali-lábeis. A eletroforese foi conduzida usando 25V e 300mA por 

20min. Todos esses passos foram realizados na ausência de luminosidade. Após a 

eletroforese, as lâminas foram retiradas da cuba e mergulhadas novamente na solução de 

neutralização por 5min. 

A coloração foi realizada com prata pelo método descrito por NADIN e 

colaboradores (2001) e BRIANEZI; CAMARGO; MIOT (2009). Para tanto, mistura-se em 

uma cubeta 32 ml da solução A (50 g Na2CO3 quantidade suficiente para [q.s.p.] 1.000 ml de 

água bidestilada) e 68 ml da solução B (0,2 g de NH2NO3, 0,2 g de AgNO3, 1 g de ácido 

silicotungstênico, 500 ul de formaldeído, q.s.p. 1.000 ml de água bidestilada) por um minuto. 



38 

 

A seguir, as lâminas foram lavadas por cinco minutos em solução finalizadora (1 ml de ácido 

acético q.s.p. 100 ml de água bidestilada) e depois em água bidestilada por um minuto.  

As lâminas foram visualizadas em microscópio óptico. A análise foi feita pelo 

padrão de escores, onde, de acordo com o tamanho e intensidade da cauda do cometa, os 

mesmos foram divididos em cinco categorias (0-4) de acordo com a percentagem de DNA na 

cauda do cometa, que indicam o grau de lesão sofrido pela célula: 0 = sem danos (<5%); 1 = 

baixo nível de danos (5-20%); 2 = médio nível de danos (20-40%); 3 = alto nível de danos 

(40-95%); 4 = dano total (95%) (BRIANEZI; CAMARGO; MIOT, 2009). 

Assim como fizeram Andrade e colaboradores (2004), foi utilizada a análise 

visual através do Índice de danos (ID), que foi calculado como o total de produtos da 

multiplicação entre o número de cometas de cada classe e o dígito denominador da classe 

(0,1,2,3,4), onde os valores para o ID podem variar de 0 a 400 (unidades arbitrárias): 

 

  

 A Figura 2 resume o método do ensaio do cometa. 

 

Figura 2 - Ensaio do Cometa.  

 

Fonte: Adaptada de SINGH et al., 1988. 

 

 

 

 

 

 

ID = 0x (Nº Classe0) + 1x (Nº Classe 1) + 2x (NºClasse 2) + 3x (Nº Classe 3) + 4x (Nº classe 4) 
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3.9  Descarte do material biológico 

 

 O descarte do material biológico foi realizado segundo a resolução da diretoria 

colegiada – RDC 306, de 7 de dezembro de 2004 da Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária. 

 

3.10  Análise Estatística  

 

 A análise estatística foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 

versão 5.0. A normalidade dos dados foi verificada pelo teste Kolmogorov Smirnov. A 

comparação entre as médias dos grupos foi realizada por análise de variância (anova) seguido 

de pós teste Tukey para dados com distribuição normal e pelo teste Kruskal Wallis seguido de 

pós teste Dunns para dados sem distribuição normal. As análises de correlação foram 

realizadas pelo teste de Pearson para dados com distribuição normal e pelo teste de Spearman 

para dados sem distribuição normal. Foi considerado significante valor de p<0,05. 

 

3.11  Comitê de Ética: 

 

 O projeto foi encaminhado e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 

Hospital Universitário Walter Cantídio (HUWC) da Universidade Federal do Ceará (UFC), 

sob o número de protocolo 08022912.8.0000.5045. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Características dos pacientes 

 

A população em estudo foi constituída de 37 pacientes submetidos ao TCTH 

autólogo, sendo 23 (62,33%) do sexo masculino e 14 (37,84%) do sexo feminino, sendo 17 

(45,94%) portadores de Mieloma Múltiplo, 10 (27,03%) com Linfoma Hodgkin e 10 

(27,03%) com Linfoma não-Hodgkin. O grupo controle foi constituído por indivíduos 

aparentemente saudáveis, com idades entre 19 e 66 anos, com idade média de 48,40 anos (n = 

30). Para os pacientes com MM o regime de condicionamento foi o Melfalano e para os 

Linfomas de Hodgkin e não Hodgkin o esquema BEAC e BEAM, respectivamente. A tabela 1 

resume as características dos pacientes submetidos ao TCTH autólogo. 

 

Tabela 1- Distribuição dos indivíduos incluídos no estudo de acordo com características 

demográficas. 

Características 

demográficas 

MM 

(n=17) 

LH  

(n=10) 

LNH 

 (n=10) 

Controles 

 (n=30) 

Sexo n (%) n (%) n (%) n (%) 

Masculino 7 (41,2) 7 (70,0) 9 (90,0) 15 (50,0) 

Feminino 10 (58,8) 3 (30,0) 1 (10,0) 15 (50,0) 

Amplitude Idade 30-69 anos 22-58 anos 18-60 anos 19-66 anos 

Média 55,2 anos 36,3 anos 42,0 anos 48,4 anos 

MM: Mieloma Múltiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma Não Hodgkin. 

 

4.2 Perfil oxidativo 

 

4.2.1 Concentrações de Malonaldeído- MDA 

 

A tabela 2 apresenta a distribuição das concentrações basais de MDA nos 

pacientes com Mieloma Múltiplo (MM), Linfoma de Hodgkin (LH), Linfoma Não Hodkgin 

(LNH) e no grupo controle.  

Foi possível observar que as concentrações basais de MDA foram 

significantemente elevados nos pacientes submetidos ao TCTH em relação ao grupo controle. 
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Entre os grupos de pacientes, as concentrações desse biomarcador foram significantemente 

mais elevados nos pacientes com LNH. 

 

Tabela 2- Concentrações basais de MDA em relação à doença de base. 

MDA Doença de base 

 Controle 

(n=30) 

MM    

(n=17) 

LH      

(n=10) 

LNH      

(n=10) 
Valor de p 

Estado basal 

(Pré-RC) 

1,05 ± 0,57 2,65 ± 0,72a 2,45 ± 1,46a 3,88 ± 1,16a,b <0,01 

MM: Mieloma Múltiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma Não Hodgkin. Os resultados estão expressos 
em média±desvio-padrão. a p<0,05 versus Controle. b p<0,05 versus LH. 

 

A tabela 3 apresenta as concentrações de MDA nos pacientes com MM, LH e 

LNH em todos os momentos avaliados. Foi possível observar elevação significante das 

concentrações de MDA em todos os momentos analisados para todos os grupos de pacientes 

em relação ao grupo controle. Nos pacientes com MM, houve elevação significante das 

concentrações de MDA no momento D-1 (após o Regime de Condicionamento) em relação ao 

estado basal (p=0,046) e aos demais momentos. Em todos os momentos após o TCTH, as 

concentrações desse biomarcador assemelharam-se ao estado basal.  

Para os pacientes com LH, as concentrações de MDA no momento D-1 foram 

significantemente elevados em relação ao estado basal (p=0,02); no entanto, após o TCTH, 

não houve redução significante dos níveis (p>0,05). Para os pacientes com LNH, as 

concentrações de MDA não diferiram entre os momentos analisados.  

Após o regime de condicionamento, nos momentos D+1, D+10 e D+20 observou-

se que as concentrações de MDA dos pacientes com LH e LNH foram significantemente 

elevados em relação às concentrações dos pacientes com MM (p<0,05) 
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Tabela 3- Concentrações de MDA nos pacientes com Mieloma Múltiplo, Linfoma de 

Hodgkin e Linfoma Não Hodgkin em todos os momentos do TCTH. 

 Momentos  

 PRÉ-RC D -1 D +1 D +10 D +20 Controle 

(n=30) 

MM                        

(n=17) 

2,65 ±0,72a 4,32 ±3,24 a,c,d 2,79 ±1,0 a 2,71 ±0,83 a 2,43 ±0,70 a 1,05 ±0,57 

LH                             

(n=10) 

2,45 ±1,46 a  4,90 ±2,78a,c 3,48 ±1,36 a,e 3,34 ±1,47 a,e 3,06 ±1,03 a,e 1,05 ±0,57 

LNH                       

(n=10) 

3,26 ±1,16 a,b 4,94 ±1,2 a 4,76 ±1,92 a,e 5,23 ±2,73 a,e 4,51 ±1,52 a,e 1,05 ±0,57 

MM: Mieloma Múltiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma Não Hodgkin. Os resultados estão expressos 

em média±desvio-padrão. a p<0,05 versus Controle, b p<0,05 versus LH em Pré-RC, c p<0,05 versus momento 

Pré-RC. d p<0,05 versus momentos D +1, D +10 e D +20, e  p< 0,05 versus MM. 

 

Figura 3- Concentrações de MDA nos pacientes com Mieloma Múltiplo, Linfoma de Hodgkin 

e Linfoma Não Hodgkin em todos os momentos do TCTH. 
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4.2.2 Níveis de óxido nítrico (NO) 

A tabela 4 apresenta a distribuição da concentração basal de NO (antes do regime 

de condicionamento) nos pacientes com MM, LH, LNH e no grupo controle.  

A concentração basal de NO foi significantemente elevada nos pacientes 

submetidos ao TCTH em relação ao grupo controle.  

 

Tabela 4- Concentração de NO nas doenças em relação à doença de base. 

Nitrito  Doença de base   

 Controle 

(n=30) 

MM        

(n=17) 

LH         

(n=10) 

LNH            

(n=10) 

Valor de p 

Estado basal 

(Pré-RC) 

0,443 ± 0,24 52,92 ± 28,9a 60,02 ± 20,3a 39,80 ± 12,7a,b <0,0001 

MM: Mieloma Múltiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma Não Hodgkin. Os resultados estão expressos 
em média±desvio-padrão. a p<0,05 versus Controle. b p<0,05 versus LH em Pré-RC 

 

A tabela 5 apresenta as concentrações de NO nos pacientes com MM, LH e LNH 

em todos os momentos avaliados. Houve diferença significante da concentração de NO em 

relação ao grupo controle em todos os momentos analisados e em todos os grupos de 

pacientes. Não houve diferença entre todos os momentos do TCTH nos três grupos de 

pacientes (p=0,51 para MM, p=0,083 para LH e p=0,784 para LNH). Também não houve 

diferença entre as doenças em momentos específicos (p>0,05). 

 

Tabela 5- Concentrações de NO nos pacientes com MM, LH e LNH em todos os momentos 

do TCTH. 

 Momentos  

 PRÉ-RC D -1 D +1 D +10 D +20 Controle 

(n=30) 

MM    

(n=17) 

52,92 ± 28,9a 42,79 ±4,4 a 47,39 ±21,6a 39,48 ±28,4a 40,91 ±19,2a 0,443 ±0,24 

LH     

(n=10) 

60,02 ±20,3a 48,05 ±15,5a 43,03 ±11,1a 43,15 ±15,6a 59,02 ±23,7a 0,443 ±0,24 

LNH  

(n=10) 

39,80 ±12,6a,b 37,40 ±10,5a 36,33 ±10,9a 41,87 ±23,1a 43,21 ±6,97a 0,443 ±0,24 

MM: Mieloma Múltiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma Não Hodgkin. Os resultados estão expressos 

em média±desvio-padrão. a p<0,05 versus Controle. b p<0,05 versus LH em Pré-RC 
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Figura 4- Concentrações de NO nos pacientes com MM, LH e LNH em todos os momentos 

do    TCTH. 

 

 

4.2.3 Atividade da enzima antioxidante Catalase (CAT) 

 

A tabela 6 apresenta a distribuição da atividade basal de catalase nos pacientes 

com MM, LH, LNH e no grupo controle.  

Foi possível observar que as concentrações basais de catalase foram 

significantemente elevados nos pacientes submetidos ao TCTH com Mieloma, LH e LNH em 

relação ao grupo controle (p<0,0001). Não houve diferença entre os grupos de pacientes 

(p>0,05).  
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Tabela 6- Atividade basal de catalase em relação à doença de base. 

Catalase  Doença de base   

 Controle 

(n=30) 

MM          

(n=17) 

LH         

(n=10) 

LNH         

(n=10) 

Valor de p 

Estado basal 

(Pré-RC) 

121,3 ± 123,4 299,3 ± 128a 254,1 ± 96,5a 263,1 ± 85,1 a <0,0001 

MM: Mieloma Múltiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma Não Hodgkin. Os resultados estão expressos 

em média±desvio-padrão. a p<0,05 versus Controle.  

 
A tabela 7 apresenta a atividade de catalase nos pacientes com MM, LH e LNH 

em todos os momentos avaliados. O comportamento da atividade da enzima foi semelhante 

em todos os momentos do TCTH. Houve redução significante da atividade de catalase no 

momento D -1 em relação ao estado basal (p= 0,0068 para Mieloma, p=0,012 para LH e 

p<0,0001 para LNH). Após o TCTH, a atividade de catalase foi recuperada em relação ao 

momento D -1, no momento D +20 para pacientes com Mieloma e LH e no momento D +10 

para pacientes com LNH. 

Não houve diferença entre as doenças em momentos específicos (p>0,05). 

 

Tabela 7- Atividade de catalase nos pacientes com MM, LH e LNH em todos os momentos do 

TCTH. 

 Momentos  

 PRÉ-RC D -1 D +1 D +10 D +20 Controle 

(n=30) 

MM    

(n=17) 

299,3 

±128a 

166,9 

±95,6b,c 

264,0 

±101,5a 

266,4 

±161,1a 

325,4 

±197,1a 

121,3 

±123,4 

LH     

(n=10) 

254,1 

±96,5a 

127,6 

±91,4b,c 

192,9 

±105,1 

262,9 

±234,6 

276,3 

±136,7a 

121,3 

±123,4 

LNH  

(n=10) 

263,1 

±85,14a 

91,24 

±33,28b,d 

231,1 

±201,4 

263,5 

±118,0a 

235,9 

±90,8 

121,3 

±123,4 

MM: Mieloma Múltiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma Não Hodgkin. Os resultados estão expressos 

em média±desvio-padrão. a p<0,05 versus Controle. b p<0,05 versus momento Pré-RC. c p<0,05 versus momento 
D +20. d p<0,05 versus momentos D +10 e D +20.  
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Figura 5- Concentração de catalase nos pacientes com MM, LH e LNH em todos os 

momentos do TCTH. 

 

4.2.4 Atividade da enzima antioxidante Glutationa Peroxidase (GPx) 

 

 A tabela 8 apresenta a distribuição da concentração basal de GPx nos pacientes 

com MM, LH, LNH e no grupo controle.  

A concentração de GPx dos pacientes não diferiu significantemente da 

concentração do controle. Também não foi observada diferença entre os grupos de pacientes 

(p>0,05).  
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Tabela 8- Concentração basal de GPx em relação a doença de base. 

Glutationa 

Peroxidase 

Doença de base 

 Controle 

(n=30) 

MM  

(n=17) 

LH    

(n=10) 

LNH 

(n=10) 

Valor de 

p 

Estado basal (Pré-

RC) 

359,1 ±161,2 386,4 

±147,2 

419,8 

±204,8 

325,0 

±133,3 

>0,05 

MM: Mieloma Múltiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma Não Hodgkin. Os resultados estão expressos 

em média±desvio-padrão.  

 

 

A tabela 9 apresenta as concentrações de GPx nos pacientes com Mieloma e 

Linfoma em todos os momentos avaliados. Não houve diferença estatística entre as dosagens 

de GPx nos pacientes em relação ao grupo controle. Também não houve diferença entre todos 

os momentos do TCTH nos três grupos de pacientes (p=0,2820 para Mieloma, p=0,546 para 

LH e p=0,0818 para LNH) e entre as doenças em momentos específicos (p>0,05). 

 

Tabela 9- Concentração de GPx nos pacientes com MM, LH e LNH em todos os momentos 

do TCTH. 

 Momentos  

 PRÉ-RC D -1 D +1 D +10 D +20 Controle 

(n=30) 

MM                   

(n=17) 

386,4 

±147,2 

290,6 

±174,4 

315,5 

±122,3 

314,8 

±105,8 

369,3 

±174,1 

359,1 ±161,2 

LH     

(n=10) 

419,8 

±204,8 

291,3 

±130,8 

393,7 

±205 

427,8 

±217 

385,1 

±202,6 

359,1 ±161,2 

LNH 

(n=10) 

325,0 

±133,3 

190,3 

±97,3 

251,2 

±116,6 

291,2 

±112,1 

328,9 

±124,2 

359,1 ±161,2 

MM: Mieloma Múltiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma Não Hodgkin. Os resultados estão expressos 

em média±desvio-padrão.  
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Figura 6- Concentração de GPx nos pacientes com MM, LH e LNH em todos os momentos 

do TCTH. 

 

 

4.2.5 Atividade da enzima antioxidante Superóxido Dismutase (SOD) 

 

 A tabela 10 apresenta a distribuição da atividade basal de SOD nos pacientes 

com MM, LH, LNH e no grupo controle.  

Foi possível observar que as concentrações basais de SOD foram 

significantemente reduzidos nos pacientes submetidos ao TCTH com MM em relação ao 

grupo controle (p=0,04). Os pacientes com LH e LNH apresentaram atividade basal de SOD 

semelhante ao grupo controle. Não houve diferença entre os grupos de pacientes (p>0,05).  
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Tabela 10- Atividade basal de SOD em relação à doença de base. 

SOD  Doença de base   

 Controle MM         

(n=17) 

LH           

(n=10) 

LNH        

(n=10) 

Valor de p 

Estado basal 

(Pré-RC) 

3200 ± 1527 1996 ± 1233a 2811 ± 1227 2834 ± 1021 0,04 

MM: Mieloma Múltiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma Não Hodgkin. Os resultados estão expressos 

em média±desvio-padrão. a p<0,05 versus Controle. 

 

A tabela 11 apresenta a atividade de SOD nos pacientes com MM, LH e LNH em 

todos os momentos avaliados. Houve redução significante das concentrações de SOD nos 

pacientes com MM no Pré-RC e no D -1, com LH no D -1 e com LNH no D -1 em relação ao 

grupo controle. Nos pacientes com MM, houve redução significante da atividade de SOD no 

momento D-1 em relação ao estado basal (p=0,0002) e aos demais momentos.  

Para os pacientes dos grupos LH e LNH, a atividade de SOD foi 

significantemente reduzida no momento D -1 em relação ao estado basal (p<0,01 para LH e 

p=0,02 para LNH). Após o TCTH, observou-se elevação significante da atividade de SOD em 

relação ao momento D -1 somente no momento D +1 para os pacientes com LH e nos 

momentos D +1 e D +10 para os pacientes com LNH.  

Em todos os momentos após o TCTH, as concentrações desse biomarcador 

assemelharam-se ao estado basal para os três grupos de pacientes (p>0,05). 

Não houve diferenças entre as doenças em momentos específicos (p>0,05). 
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Tabela 11- Atividade de SOD nos pacientes com Mieloma Múltiplo, Linfoma de Hodgkin e 

Linfoma Não Hodgkin em todos os momentos do TCTH. 

 Momentos  

 PRÉ-RC D -1 D +1 D +10 D +20 Controle 

(n=30) 

MM 

(n=17) 

1996 

±1233a 

1120 ±561,5a,b,c 2707±1120 2856 

±1620 

2036 ±1240 3200 ±1527 

LH 

(n=10) 

2811 ±1227 1543 ±1123a,b,d 4132 

±2562 

2836 

±1388 

3061 ±1843 3200 ±1527 

LNH 

(n=10) 

2834 ±1021 900,1 

±542,8a,b,e 

3817 

±1630 

3619 

±2240 

2200 

±900,0 

3200 ±1527 

MM: Mieloma Múltiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma Não Hodgkin. Os resultados estão expressos 

em média±desvio-padrão. a p<0,05 versus Controle. b p<0,05 versus momento Pré-RC. c p<0,05 versus 

momentos D +1, D +10 e D +20. d p<0,05 versus momento D +1. e p<0,05 versus momentos D +1 e D +10.  

 

Figura 7- Atividade de SOD nos pacientes com Mieloma Múltiplo, Linfoma de Hodgkin e 

Linfoma Não Hodgkin em todos os momentos do TCTH. 
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4.3 Avaliação do Índice de Dano no DNA  

 

A tabela 12 apresenta a distribuição do índice de dano nos pacientes com MM, 

LH, LNH e no grupo controle.  

Foi possível observar que os valores de ID foram significantemente elevados nos 

grupos de pacientes em relação ao grupo controle (p<0,0001). Não houve diferença entre os 

grupos de pacientes (p>0,05).  

 

Tabela 12- Índice de dano em relação a doença de base. 

Índice de dano  Doença de base   

 Controle 

(n=30) 

MM      

(n=17) 

LH      

(n=10) 

LNH    

(n=10) 

Valor de p 

Estado basal 

(Pré-RC) 

4,90 ± 1,92 17,24 ± 5,99a 12,90 ± 

8,27a 

16,30 ± 7,27a <0,0001 

MM: Mieloma Múltiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma Não Hodgkin. Os resultados estão expressos 

em média±desvio-padrão. a p<0,05 versus Controle. 

 

A tabela 13 apresenta os valores de ID nos pacientes com MM, LH e LNH em 

todos os momentos avaliados. Em todos os grupos de pacientes, o padrão de lesão no DNA 

foi semelhante em todos os momentos do TCTH. Houve elevação significante do ID nos 

momentos D -1 e D +1 em relação ao estado basal (p<0,0001) para todos os grupos. Após o 

TCTH, os valores de ID assemelharam-se aos do estado basal, a partir no momento D +20 

para os pacientes com MM e LH e a partir do momento D +10 para os pacientes com LNH.  

Não houve diferença para os valores de ID entre as doenças em momentos 

específicos (p>0,05). 
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Tabela 13- Valores de ID nos pacientes com Mieloma Múltiplo, Linfoma de Hodgkin e Linfoma 

Não Hodgkin em todos os momentos do TCTH. 

 Momentos  

 PRÉ-RC D -1 D +1 D +10 D +20 Controle 

(n=30) 

MM   

(n=17) 

17,24 

±5,99a 

60,82 

±11,8a,b,c 

32,29 

±12a,b,d 

22,88± 

14,6a 

14,47 

±6,63a 

4,90 ±1,92 

LH   

(n=10) 

12,90 

±8,17a 

50,50 

±11,98a,b,c 

24,00 

±4,7a,b,d 

16,30 

±8,3a 

11,70 

±5,14 

4,90 ±1,92 

LNH  

(n=10) 

16,30 

±7,27a 

54,10 

±11,19a,b,c 

25,60 

±6,11a,b,e 

13,50 

±5,48a 

10,40 

±2,98 

4,90 ±1,92 

MM: Mieloma Múltiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma Não Hodgkin. Os resultados estão expressos em 
média±desvio-padrão. a p<0,05 versus Controle. b p<0,05 versus Pré-RC. c p<0,05 versus momentos D +1, D +10 e D 

+20. d p<0,05 versus D +20. e p<0,05 versus D +10 e D +20.  

 

Figura 8- Valores de ID nos pacientes com Mieloma Múltiplo, Linfoma de Hodgkin e 

Linfoma Não Hodgkin em todos os momentos do TCTH. 
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4.4 Correlação entre Índice de Dano ao DNA e marcadores de estresse oxidativo 

 

4.4.1 Índice de Dano (ID) versus MDA 

 

4.4.1.1 Mieloma Múltiplo (n=17) 

 

Figura 9- Gráfico de dispersão do Índice de Dano ao DNA e Malonaldeído para pacientes 

com Mieloma Múltiplo nos momentos do TCTH. 
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4.4.1.2 Linfoma de Hodgkin (n=10) 

 

Figura 10- Gráfico de dispersão do Índice de Dano ao DNA e Malonaldeído para pacientes 

com Linfoma de Hodgkin nos momentos do TCTH. 
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4.4.1.3 Linfoma Não Hodgkin (n=10) 

 

Figura 11 - Gráfico de dispersão do Índice de Dano ao DNA e Malonaldeído para pacientes 

com Linfoma Não Hodgkin nos momentos do TCTH. 

 

 

Pelos gráficos de dispersão do Índice de Dano ao DNA e Malonaldeído (MDA), 

observa-se que existe correlação significativa ao nível de 5% é no Pré- Regime de 

condicionamento, para os pacientes com MM e com LNH. No primeiro caso, existe uma 

correlação negativa e no segundo, uma correlação positiva.  
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4.4.2 Índice de Dano (ID) versus NO 

 

4.4.2.1 Mieloma Múltiplo (n=17) 

 

 Figura 12 - Gráfico de dispersão do Índice de Dano ao DNA e NO para pacientes com 

Mieloma Múltiplo nos momentos do TCTH. 
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4.4.2.2 Linfoma de Hodgkin (n=10) 

 

Figura 13 - Gráfico de dispersão do Índice de Dano ao DNA e NO para pacientes com 

Linfoma de Hodgkin nos momentos do TCTH. 
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4.4.2.3 Linfoma Não Hodgkin (n=10) 

 

Figura 14- Gráfico de dispersão do Índice de Dano ao DNA e NO para pacientes com 

Linfoma Não Hodgkin nos momentos do TCTH. 

 

 

Pelos gráficos de dispersão do Índice de Dano ao DNA e NO, observa-se que a 

única situação em que existe correlação significativa ao nível de 5% é no D +10, para os 

pacientes com Mieloma Múltiplo. No caso, existe uma correlação positiva.  
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4.4.3 Índice de Dano (ID) versus SOD 

 

4.4.3.1 Mieloma Múltiplo (n=17) 

 

Figura 15- Gráfico de dispersão do Índice de Dano ao DNA e Superóxido Dismutase (SOD) 

para pacientes com Mieloma Múltiplo nos momentos do TCTH. 
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4.4.3.2 Linfoma de Hodgkin (n=10) 

 

Figura 16- Gráfico de dispersão do Índice de Dano ao DNA e Superóxido Dismutase (SOD) 

para pacientes com Linfoma de Hodgkin nos momentos do TCTH. 
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4.4.3.3 Linfoma Não Hodgkin (n=10) 

 

Figura 17- Gráfico de dispersão do Índice de Dano ao DNA e Superóxido Dismutase (SOD) 

para pacientes com Linfoma Não Hodgkin nos momentos do TCTH. 

 

 

Pelos gráficos de dispersão do Índice de Dano ao DNA e SOD, observa-se que 

existe correlação significativa ao nível de 5% no Pré- Regime de condicionamento, para os 

pacientes com MM e no Pré- Regime de condicionamento e em D +1, para os pacientes com 

LNH.   
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4.4.4 Índice de Dano (ID) versus Catalase (CAT) 

 

4.4.4.1 Mieloma Múltiplo (n=17) 

 

Figura 18- Gráfico de dispersão do Índice de Dano ao DNA e Catalase (CAT) para pacientes 

com Mieloma Múltiplo nos momentos do TCTH. 
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4.4.4.2 Linfoma de Hodgkin (n=10) 

 

Figura 19- Gráfico de dispersão do Índice de Dano ao DNA e Catalase (CAT) para pacientes 

com Linfoma de Hodgkin nos momentos do TCTH. 
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4.4.4.3 Linfoma Não Hodgkin (n=10) 

 

Figura 20- Gráfico de dispersão do Índice de Dano ao DNA e Catalase (CAT) para pacientes 

com Linfoma Não Hodgkin nos momentos do TCTH. 

 

 

Pelos gráficos de dispersão do Índice de Dano ao DNA e CAT, observa-se que 

não houve correlação significativa ao nível de 5% para nenhuma doença, em nenhum 

momento analisado. 
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4.4.5 Índice de Dano (ID) versus Glutationa Peroxidase (GPx) 

 

4.4.5.1 Mieloma Múltiplo (n=17) 

 

Figura 21- Gráfico de dispersão do Índice de Dano ao DNA e Glutationa Peroxidase para 

pacientes com Mieloma Múltiplo nos momentos do TCTH. 
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4.4.5.2 Linfoma de Hodgkin (n=10) 

 

Figura 22- Gráfico de dispersão do Índice de Dano ao DNA e Glutationa Peroxidase para 

pacientes com Linfoma de Hodgkin nos momentos do TCTH. 
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4.4.5.3 Linfoma Não Hodgkin (n=10) 

 

Figura 23- Gráfico de dispersão do Índice de Dano ao DNA e Glutationa Peroxidase para 

pacientes com Linfoma Não Hodgkin nos momentos do TCTH. 

 

 

Pelos gráficos de dispersão do Índice de Dano ao DNA e GPx, observa-se que não 

houve correlação significativa ao nível de 5% para nenhuma doença, em nenhum momento 

analisado. 
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5 DISCUSSÃO 

 

O procedimento de transplante de células tronco hematopoéticas leva a um 

aumento do estresse oxidativo, devido ao aumento na produção de radicais livres e depleção 

de enzimas antioxidantes (DÜRKEN et al., 1995; CLEMENS et al., 1997; SARI et al., 2008; 

SABUNCUOĞLU et al., 2012). São poucos os relatos na literatura que avaliaram 

conjuntamente a ocorrência de estresse oxidativo e genotoxicidade em pacientes submetidos a 

TCTH autólogo. 

No presente estudo, as concentrações de MDA apresentaram-se 

significativamente elevadas em todos os grupos de pacientes em relação ao grupo controle no 

decorrer de cada etapa do TCTH. Em relação às fases do processo do TCTH verificou-se uma 

elevação significante das concentrações de MDA no momento D -1 em pacientes com MM 

em relação a todos os momentos e ao grupo controle e concentração desse biomarcador após o 

TCTH assemelhando-se ao Pré-RC. Para os pacientes com LH, as concentrações de MDA 

aumentaram significativamente no momento D -1 em relação ao Pré-RC não havendo redução 

significante desse biomarcador após o TCTH. Para os pacientes com LNH, houve um 

aumento nas concentrações de MDA em todos os momentos em relação ao Pré-RC, mas que 

não foram significantes. O aumento do MDA na fase de pré-RC é de causa multifatorial, 

provavelmente pela doença de base e/ou a outros fatores tais como tratamentos prévios, uso 

de medicamentos, entre outros (WHITE et al., 2006). Resultados semelhantes foram obtidos 

por Gonçalves e colaboradores (2009) que demonstraram um aumento da concentração de 

MDA em relação ao grupo controle, na fase de antes e depois do RC, em pacientes portadores 

de MM, LH, LNH, LMA, LLA e tumor de Ewing submetidos a TCTH. Em nosso estudo, a 

elevação das concentrações de MDA foi mais pronunciada 24 horas após o regime 

mieloablativo (D-1), demonstrando o efeito da quimioterapia no aumento dos produtos da 

peroxidação lipídica (MDA) potencializando o processo do estresse oxidativo. A peroxidação 

lipídica pode causar alterações na integridade estrutural e funcional das membranas celulares 

e quando induzida por radicais livres tem sido implicada na patogênese e progressão de 

diversas doenças, inclusive o câncer (SAINTOT et al., 1996). Apesar do tratamento com a 

quimioterapia esteja associada com a formação de espécies reativas de oxigênio e com a 

diminuição de antioxidantes, os mecanismos pelo quais as drogas citostáticas afetam o 

sistema antioxidante em seres humanos ainda não estão bem esclarecidos (SARI et al., 2008).  

Em relação a concentração de óxido nítrico foi verificado também um aumento 

significante em relação ao grupo controle, porém sem diferença estatisticamente significante 
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entre os grupos. Assim como no MDA, a doença ou os processos que envolvem o pré-TCTH 

estão interferindo na concentração plasmática de NO. A avaliação da concentração do NO em 

diferentes etapas do TCTH autólogo é rara na literatura. Um estudo realizado por Sari e 

colaboradores (2008) avaliou a concentração de NO em 25 pacientes submetidos a transplante 

alogênico de medula óssea, com Leucemia Mielóide Aguda (LMA, n=10), Leucemia 

Linfoblástica Aguda (LLA), Leucemia Mielóide Crônica (LMC, n=3), Linfoma Não Hodgkin 

(n=2) e Mielofibrose (n=1), tendo como resultados um aumento nas concentrações de NO 

após o transplante (D +30) em relação a D -1 em todos os pacientes. 

Em relação às enzimas antioxidantes, a concentração da enzima catalase 

apresentou-se significativamente diminuída em D -1 em relação ao Pré-RC para os pacientes 

com MM, LH e LNH. Após o transplante, a atividade da enzima foi recuperada mais 

tardiamente (D +20) nos pacientes com MM e LH, enquanto para os pacientes com LNH, a 

recuperação ocorreu em D +10, em relação ao momento D -1. Resultados semelhantes foram 

encontrados por Sabuncuoğlu e colaboradores (2012) que obtiveram uma redução das 

concentrações dessa enzima após o RC, D +7 e D +14 quando comparados ao Pré-RC (D -

10). Os quimioterápicos utilizados para mielossupressão no RC causam estresse oxidativo e, 

na tentativa de diminuir os danos causados por esse processo, há um maior consumo de 

enzimas anti-oxidantes, como a catalase, justificando a diminuição da atividade desse 

biomarcador, principalmente após o RC (D -1). 

A concentração da enzima glutationa peroxidase não diferiu significativamente 

nos grupos de pacientes em relação ao grupo controle. Também não houve diferença 

estatística entre todos os momentos nos três grupos de pacientes. Assim, essa enzima não 

representou um parâmetro importante para a avaliação do estresse oxidativo em pacientes 

submetidos a TCTH autólogo.  

A concentração da SOD apresentou-se significativamente reduzida no Pré-RC em 

pacientes com MM submetidos ao TCTH autólogo em relação ao grupo controle. Em D -1 

houve redução significativa para os pacientes portadores de MM em relação à D +1, D +10 e 

D +20, para os pacientes com LH em relação a D +1 e para os pacientes com LNH, em 

relação a D +1 e D +10. Sabuncuoglu e colaboradores (2012) obtiveram resultados 

semelhantes em pacientes submetidos a transplante alogênico portadores de LMC (n=5), 

LMA (n=3), Anemia Aplástica (n=3), Anemia de Fanconi (n=3), SMD (n=1), Talassemia 

major (n=1), osteopetrose (n=1), síndrome hipereosinofílica (n=1), onde obtiveram 

significante redução das concentrações de SOD após o RC. A diminuição da concentração da 

SOD pode indicar um aumento de seu consumo em função do estresse oxidativo, na tentativa 
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de diminuir os danos causados pelos radicais livres. A participação da SOD no mecanismo de 

defesa contra estresse oxidativo celular foi comprovada por meio de análises in vitro, onde foi 

demonstrado que a enzima inibe a lesão do DNA celular provocada pelo radical hidroxil e 

mediada pelo ferro, o que sugere também a participação do radical superóxido no processo de 

agressão celular (ARUOMA et al., 1989).  

No presente estudo o índice de dano ao DNA foi estatisticamente elevado nos 

grupos de pacientes em relação ao grupo controle, no Pré- RC. Portanto a genotoxicidade foi 

determinada em todas as patologias (MM, LH ou LNH) em estudo. Em D -1 houve aumento 

estatisticamente significante em relação a todos os outros momentos analisados e em relação 

ao grupo controle. Observou-se uma queda do ID assemelhando-se aos do Pré-RC, a partir do 

momento D +20 para os pacientes com MM e LH e a partir do momento D +10 para os 

pacientes com LNH. Este dado está corroborando com os resultados obtidos do perfil de 

estresse oxidativo, pois o mesmo pode levar a danos no DNA. Os radicais livres podem reagir 

com todos os componentes da molécula de DNA (bases de purina e pirimidina, e também a 

desoxirribose) podendo induzir alterações permanentes do material genético (VALKO et al., 

2007).  Há poucos relatos na literatura que avaliaram conjuntamente o dano oxidativo e a 

genotoxicidade causadas pelo transplante de células tronco hematopoéticas. 

Em relação as análises das correlações entre os parâmetros de estresse oxidativo e 

o índice de dano ao DNA, foi possível observar correlação negativa entre MDA e ID em 

pacientes com MM no Pré- RC. Além disso, verificou-se uma correlação positiva entre MDA 

e ID em pacientes com LNH no Pré-RC, entre NO e ID no D +10 em pacientes com MM e 

entre SOD e ID em pacientes com MM no Pré-RC e em pacientes com LNH no Pré- RC e no 

D +1. Portanto os dados são conflitantes com relação à associação de alguns marcadores do 

estresse oxidativo, fato atribuído a vários fatores dentre os quais a casuística, tipo de 

patologia, regime de condicionamento, entre outros.   

O TCTH é uma modalidade terapêutica cada vez mais utilizada e indicada para 

diversas doenças. No entanto, mesmo com os avanços científicos na área, o sucesso do 

transplante é às vezes limitado pela toxicidade e mortalidade inerentes ao processo. Os dados 

do presente estudo demonstram que os marcadores do estresse oxidativo e de genotoxicidade 

podem ser utilizados como biomarcadores precoces de toxicidade auxiliando no 

monitoramento da evolução e no prognóstico do paciente. 
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CONCLUSÃO 

 

 O estresse oxidativo foi verificado em todas as fases do TCTH, no MM, LH e 

LNH em relação ao grupo controle; 

 O estresse oxidativo foi observado principalmente no momento D -1 em 

relação ao estado basal e aos demais momentos para todos os grupos de 

pacientes. 

 As concentrações de MDA foram significantemente elevadas nos pacientes 

submetidos ao TCTH em relação ao grupo controle em todos os momentos 

analisados. Para todos os pacientes houve elevação significante de MDA após 

o RC, sendo em relação a todos os momentos para os pacientes com MM, em 

relação ao estado basal para os pacientes com LH e em relação ao controle para 

os pacientes com LNH. 

 As concentrações de óxido nítrico foram significativamente elevadas nos 

pacientes submetidos ao TCTH em relação ao grupo controle em todos os 

momentos analisados. Pacientes com LNH apresentaram diminuição 

significante na concentração de NO em relação aos pacientes com LH no pré-

RC. Entre os grupos de pacientes, não houve diferença significante para os 

níveis basais desse biomarcador.  

 As concentrações basais de catalase foram significantemente elevadas nos 

pacientes submetido ao TCTH em relação ao grupo controle. Houve redução 

significante da atividade de catalase no momento D -1 em relação ao estado 

basal para todos os pacientes. Após o TCTH, a atividade de catalase foi 

recuperada em D +20 para pacientes com MM e LH e em D +10 para pacientes 

com LNH. Não houve diferença entre as doenças em momentos específicos. 

 A concentração de GPx dos pacientes não diferiu significantemente da 

concentração do controle em nenhum momento, nem entre os grupos de 

pacientes, nem entre os momentos avaliados.  

 Nos pacientes com MM, observamos redução significante da atividade de SOD 

no momento basal em relação ao controle e após o RC em relação aos demais 

momentos. Para os pacientes dos grupos LH e LNH, a atividade de SOD foi 

significantemente reduzida após o RC em relação ao estado basal. Não houve 

diferença entre os grupos de pacientes. 
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 O ID foi significantemente elevados nos grupos de pacientes em relação ao 

grupo controle. Houve elevação significante do ID em D -1 e D +1 em relação 

ao estado basal para todos os grupos de pacientes. Após o TCTH, os valores de 

ID assemelharam-se aos do estado basal. 

 As correlações obtidas entre os parâmetros de estresse oxidativo e ID 

apresentaram-se conflitantes, levando a um questionamento sobre a 

possibilidade de haverem outros fatores envolvidos na genotoxicidade durante 

o TCTH. O parâmetro de estresse oxidativo que apresentou melhor correlação 

com o ID foi a enzima antioxidante SOD. 
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APÊNDICE A – PARÂMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO E 

GENOTOXICIDADE NOS 37 PACIENTES SUBMETIDOS A TCTH AUTÓLOGO. 
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APÊNDICE B – PARÂMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO E 

GENOTOXICIDADE NOS 37 PACIENTES SUBMETIDOS A TCTH AUTÓLOGO. 
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APÊNDICE C – PARÂMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO E 

GENOTOXICIDADE NOS 37 PACIENTES SUBMETIDOS A TCTH AUTÓLOGO. 
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APÊNDICE D – PARÂMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO E 

GENOTOXICIDADE NOS 30 INDIVÍDUOS SAUDÁVEIS QUE PARTICIPARAM DO 

ESTUDO. 
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ANEXO A – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO- TCLE. 
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ANEXO B – PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP. 
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