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RESUMO

O Transplante de Células Tronco Hematopoéticas (TCTH) aut6logo é um método terapéutico
no qual as células progenitoras sdo coletadas do préprio individuo a partir do sangue
periférico para restabelecer sua funcdo 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 aut6logo, portadores de Mieloma mdltiplo, Linfoma de Hodgkin e néo
Hodgkin e em individuos considerados saudaveis, no periodo 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 ap6s o RC (D -1), 1 dia (D +1), 10 dias
(D +10) e 20 (D +20) dias ap6s o TCTH e de 30 individuos aparentemente saudaveis. Foram
analisados os parametros de estresse oxidativo: MDA (malonaldeido), 6xido nitrico (NO),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e superdxido dismutase (SOD) e a
genotoxicidade, dada pelo indice de Dano (ID) ao DNA. As concentracbes de MDA
apresentaram-se significativamente elevadas em todos os grupos de pacientes em relacéo ao
grupo controle em todas as etapas do TCTH. Houve diferenca estatistica na concentragdo de
oxido nitrico entre pacientes e controles e entre os pacientes. A concentragdo da enzima
catalase apresentou-se significativamente diminuida no momento D -1 em relagcdo 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 relagcdo a D -1. A concentracdo da glutationa peroxidase ndo
diferiu significativamente nos grupos de pacientes em relacdo ao grupo controle e nem entre
0s grupos de pacientes. A concentracdo da SOD apresentou-se significativamente reduzida no
Pré-RC em pacientes com MM em relacdo ao grupo controle. Em D -1, houve reducédo
significativa para todos os pacientes. O indice de dano ao DNA foi significativamente maior
(p<0,05) no Pré- RC nos grupos de pacientes em relacdo ao grupo controle. Em D -1 houve
aumento significante em relacdo a todos os outros momentos analisados e em relacdo ao
grupo controle. Os marcadores do estresse oxidativo e de genotoxicidade podem ser utilizados
como biomarcadores precoces de toxicidade auxiliando no monitoramento da evolugdo e no

prognostico do paciente.

Palavras-chave: Transplante de Medula 6ssea. 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. INTRODUCAO

1.1 Transplante de Células Tronco Hematopoéticas

O Transplante de Células Tronco Hematopoéticas (TCTH) ou Transplante de
Medula Ossea (TMO) é um método terapéutico utilizado em vérias doengas imunoldgicas,
hematoldgicas e genéticas, com a finalidade de restabelecer a fungdo medular danificada ou
defeituosa, através da infusdo 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 déssea por via oral para o tratamento de doencas
hematologicas, a primeira evidéncia de infuséo intravenosa de medula 0ssea data de 1939 de
um paciente portador de aplasia de medular (OSGOOD; RIDDLE; MATHEWS, 1939).
Porém o inicio do desenvolvimento das bases cientificas atuais do TMO ocorreu através de
experiéncias com roedores que, apos serem submetidos a radiacdo em doses letais,
sobreviviam ao receber infusdo intravenosa de medula Ossea (LORENZ et al., 1951).
Experimentos com cdes foram realizados durante as décadas de 50 e 60, quando 0s animais
recebiam doses mieloablativas de irradiacdo corporal total, seguidas da infusdo da medula
(THOMAS et al., 1962; EPSTEIN; BRYANT; THOMAS, 1967). Os estudos com cées foram
0 principal modelo para o desenvolvimento do TMO em humanos. A identificacdo e
compreensdo do sistema de histocompatibilidade humano também contribuiram de forma
decisiva para o sucesso dos transplantes (DAUSSET, 1958). Em 1968, foram realizados trés
TMO em criancas portadoras de imunodeficiéncia, de doadores aparentados com tipagem
HLA compativel ao do receptor, porém essas nao 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 alogénico, em
Seattle - EUA, em um paciente portador de leucemia aguda, que recebeu elevadas doses de
irradiacdo corporal total, seguido da infusdo da medula 6ssea de doador aparentado,
procedimento validado e utilizado ainda na atualidade (THOMAS et al., 1975).

Existem trés tipos de TMO: transplante alogénico, em que o paciente recebe a
medula éssea de um doador, que pode ser aparentado ou néo; transplante singénico, em que 0
doador € um irmdo gémeo idéntico, sendo a modalidade mais rara de transplante devido a
baixa frequéncia de gémeos idénticos na populacdo; transplante aut6logo ou autogénico, que

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

O TCTH aut6logo envolve a utilizagdo de células progenitoras hematopoéticas do
proprio paciente para restabelecer a fungdo medular apds a administracdo de elevadas doses
de quimioterapia. As células tronco hematopoéticas que serdo reinfundidas podem ser
provenientes da medula 6ssea (TMO ou TCTH) ou de sangue periférico (TCTH), ap0s
mobilizagdo das células tronco da medula dssea do paciente (ARMITAGE, 1994).

O principal desafio do TCTH aut6logo é garantir que o enxerto ndo contenha
células tumorais da doenca de base. Varios métodos, incluindo o tratamento in vitro com
agentes quimioterapéuticos ou anticorpos monoclonais associados ao complemento, tém sido
desenvolvidos com o propoésito de eliminar possiveis células tumorais no enxerto ou para
concentrar as células tronco hematopoéticas, processo denominado de "sele¢do 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 evidéncias de que o TCTH autdlogo seja eficaz no tratamento de linfoma
de Hodgkin em segunda remissdo; linfoma ndo Hodgkin em segunda remissdo; Mieloma
Multiplo; neuroblastoma avangado (I1V); sarcoma de Ewing em segunda remissao, onde tenha
havido uma resseccdo completa do tumor; Leucemia Mieldide Aguda; tumor de Wilms em
segunda remissdo; tumor de células germinativas em segunda remissao; meduloblastoma de
alto risco ou em segunda remissdo (RAMSAY et al., 1982; MITSUYASU et al., 1986;
STORSB 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 aut6logo, quando comparado ao alogénico, promove uma rapida e
duravel reconstituicdo hematopoética, além de reduzir o nimero de transfusdes, episodios
febris, uso de antibioticos e frequéncias de internacdes e o risco de doenca enxerto-versus-
hospedeiro (SCHMITZ et al., 1996; BYRNE; RUSSEL, 1998). No entanto, a elevada
incidéncia de recaida em consequéncia da reinfusdo de células tumorais permanece sendo um
dos maiores desafios do procedimento do TCTH autélogo (DEVETTEN; ARMITAGE,
2007).

1.1.2 Fontes de células

As células progenitoras hematopoéticas podem ser coletadas diretamente da crista

iliaca; do sangue periférico, através de maquinas de aferese; ou mais recentemente do Sangue
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de Cordao Umbilical (SCU). O termo transplante de medula éssea é mantido apesar de
genérico, mesmo a aspiracdo de medula 6ssea ndo sendo mais a unica 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 autélogo) pode ser obtida da crista iliaca posterior, através de multiplas
puncOes e aspiracOes da medula dssea; leucaférese, através do uso de fatores de crescimento
como 0 G-CSF (fator de crescimento de coldnias de granuldcitos) com a finalidade de
mobilizacdo das CPH; ou mais recentemente do uso de sangue do corddo umbilical
(HOROWITZ, 2004).

No procedimento de obtencdo das CPH na medula 6ssea, o doador é hospitalizado
e submetido a anestesia geral. Apos posicionado em decubito ventral, séo realizadas diversas
puncdes nas cristas iliacas posteriores da qual é aspirada a quantidade de medula Ossea
necessaria para o transplante, usualmente estimada em 10 ml/kg de peso do receptor, que
geralmente corresponde a um numero adequado de células progenitoras suficientes para
permitir a “pega” do enxerto, também denominada enxertia (THOMAS; STORB, 1970). As
CPH provenientes da MO sdo armazenadas em uma bolsa apropriada contendo anticoagulante
e, posteriormente, filtrada para a remocdo de gorduras e espiculas dsseas. O indice de
complicacbes 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 ap6s a coleta. A
transfusdo de concentrado de hemacias para o doador s6 é necessaria quando ha coleta de
grandes volumes de medula, o que pode ocorrer quando o receptor tem massa corpdrea muito
superior a do doador. A reposicdo de ferro oral é recomendada por um periodo de 30 dias. A
maioria dos transplantes alogénicos ainda é realizada utilizando-se esta forma de coleta
(HOROWITZ; KEATING, 2000).

As CPH periféricas sdo coletadas por leucocitoaférese, ap6s a mobilizacdo das
mesmas da medula 6ssea para 0 sangue periférico, com a utilizacdo de fatores estimuladores
de colbnias de granuldcitos (G-CSF); no caso de pacientes submetidos a transplante autélogo,
pode ser combinada a uma quimioterapia prévia (CASTRO JR; GREGIANIN; BRUNETTO,
2001). A mobilizacdo visa alcancar uma concentracgdo suficiente de células CD34+ no sangue
periférico, de modo a garantir o sucesso do transplante (SCHMITZ et al., 1996; BAY et al.,
2006). Normalmente sdo processadas cerca de duas a quatro volemias do doador para se obter
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um minimo de 2 x 10° células CD34+, quantificadas através de citometria de fluxo, e
criopreservadas em nitrogénio liquido para posterior infusdio (HOROWITZ, 2004). O
procedimento de coleta de CPH por leucocitoaférese se consolidou na década de 80, sendo
utilizada em mais de 90% dos transplantes aut6logos e em cerca de 20% dos transplantes
alogénicos de medula 6ssea (KORBLING et al, 1986; REIFFERS et al, 1986; HOROWITZ;
KEATING, 2000).

Ainda em relacdo a coleta de CPH periféricas é importante ressaltar que ha
necessidade de se utilizar um cateter durante o procedimento, fato que exige a participacao de
cirurgibes experientes no referido processo. Além do fato de que o uso dos fatores
estimulantes de colbnias de granuldcitos possam induzir efeitos colaterais agudos ou tardios
(ANDERLINI et al., 1999). A utilizacdo do procedimento de aféreses em pacientes com peso
abaixo de 10kg é restrita devido as limitagOes relacionadas a hemodiluigdo do procedimento
(ANDERLINI et al., 1999; CAVALLARQO et al., 2000).

A primeira experiéncia bem sucedida no uso CPH, do sangue de corddo umbilical
(SCU) ocorreu em 1988, na Franca, no tratamento de um paciente portador de anemia de
Fanconi, utilizando células progenitoras do SCU de seu irmdo (GLUCKMAN et al, 1989). O
sangue de corddo umbilical é coletado logo ap6s o nascimento da crianca, sendo
posteriormente processado e as CPH criopreservadas em nitrogénio liquido para posterior
infusdo (RUBINSTEIN et al., 1998).

1.1.4 Criopreservacao

O processo de criopreservacdo permite ndo sé a conservacdo adequada das CPH
como também o procedimento de regimes de condicionamento e a realizacdo de transplantes
por periodos programados (MASSUMOTO; MIZUKAMI, 2000). A falha na recuperacdo
hematopoética, geralmente, ndo é atribuida a criopreservacdo de células pluripotentes
hematopoéticas, porém, alguns investigadores correlacionam uma ma criopreservacdo das
mesmas com o0 atraso na recuperacao hematopoética (ROWLEY, 1992; MASSUMOTO et al,
1997).

Existem dois métodos de criopreservagdo, o congelamento répido das células,
quando a medula ou as CPH periféricas sdo diluidas em solucdo crioprotetora constituida de
5% de dimetilsulfoxido (DMSO), 6% de solu¢do de amido hidroxietilamido e de 4% de
albumina humana em solugéo salina e séo colocadas diretamente em freezer a -80°C. O outro

método trata-se do congelamento lento e progressivo, onde a solucdo crioprotetora €
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constituida por 40% de meio de cultura, 40% de plasma aut6logo e 20% de DMSO e o
processo de congelamento é gradual. Em relagdo ao processo de descongelamento das células
0 mesmo deve ser realizado de forma répida para evitar a formacdo de cristais de gelo que
podem danificar a membrana celular. As técnicas de congelamento lento e descongelamento
rapido evitam os danos mecénicos e a desidratacdo causada pela formagdo 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 doenca
residual, assim como a de induzir uma imunossupressao que permita a “pega” das células que
serdo infundidas. A irradiacdo 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 doenca de
base. O quadro 1 abaixo lista os principais regimes de condicionamento pré-transplante de

medula 0ssea de acordo com a doenca de base.
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Quadro 1- Principais regimes de condicionamento pré-transplante de medula dssea.

REGIME DE CONDICIONAMENTO DOENCAS 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 | LMC, LMA

mg/Kg)

Bussulfan (4 mg/Kg) + Ciclofosfamida (200 | AAG

mg/Kg)

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

Ciclofosfamida (200 mg/Kg) AAG

ICT (12 Gy) + Citosinaarabinosideo (36g/m?) | LLA

BEAM — BCNU (300 mg/m?) Linfomas de Hodgkin e ndo Hodgkin

+ Etoposide (800 mg/m?)

+ Citosinaarabinosideo (800 mg/m?)

+ Melfalan (140 mg/m?)

BEAC — BCNU (300-400mg/m?) Linfomas de Hodgkin e ndo Hodgkin

+ Etoposide (150-200mg/m?)

+ Citarabina (200-400mg/m?)

+ Ciclofosfamida 1,5g-2,59/m?)

ICT: Irradiacdo Corporal Total, Gy: Grays, LLA: Leucemia Linfocitica Aguda, LMA: Leucemia Miel6ide
Aguda, LMC: Leucemia Miel6ide Cronica, AAG: Anemia Aplastica Grave.
Fonte: adaptada de CASTRO JR; GREGIANIN; BRUNETTO, 2001.

1.1.6 Infusdo das células progenitoras hematopoéticas

Na maioria dos servicos que realizam TMO alogénico relacionado e singénico, a
medula déssea ou as CPH periférico sdo infundidas imediatamente apds a coleta, atraves do
cateter venoso central. Caso exista incompatibilidade ABO entre o doador e o receptor,
procede-se a remocdo das hemacias da medula Ossea antes de sua infusdo ou pode ser
realizada a plasmaférese no receptor, a fim de evitar reacdes transfusionais graves
(SNIECINSKY et al, 1994).

Quando o transplante é aut6logo ou de sangue de corddo umbilical, as células sédo
criopreservadas para posterior infusdo. Para ocorrer a infusdo, essas células sdo descongeladas

em banho-maria e entdo administradas. Rotineiramente utiliza-se hidrocortisona e
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prometazina ou difenidramida previamente, pois 0 DMSO, utilizado como criopreservador,
pode causar reagdo anafilatica (CASTRO JR; GREGIANIN; BRUNETTO, 2001).

O dia em que as células progenitoras hematopoéticas sdo infundidas no paciente €
considerado o dia 0. Os dias anteriores s&o denominados como negativos (-3, -2, -1) e 0s
posteriores como positivos (+1, +2, +-3).

1.1.7 Aplasia da medula dssea e enxertia do TCTH

Apds o regime de condicionamento, quimioterapia de elevadas doses, ocorre
um periodo de mielossupressdo caracterizado por elevada susceptibilidade a infecgdes,
anemia e sangramentos. Geralmente as contagens de leucdcitos apresentam-se abaixo de
100 células/mm? por volta do dia D+4 dependendo do condicionamento utilizado e da
doenca de base. Nessa fase os pacientes recebem infusdo de fatores de crescimento
diariamente até que ocorra a enxertia. Considera-se a enxertia quando as contagens de
leucdcitos mantém-se acima de 500 células/mm? por 3 dias consecutivos, 0 que ocorre em
média entre os dias D+15 a D+19 ap6s um TMO alogénico relacionado. O namero de
plaquetas também costuma estar abaixo de 10.000/mm?3; considera-se sua recuperacio
quando as contagens acima de 20.000/mm? sio atingidas sem a necessidade de transfusdes
por mais de 7 dias, que ocorre aproximadamente nos dias D+19 a D+25. A recuperacgéo da
funcdo medular € influenciada por fatores como o tipo de transplante, nimero de células
infundidas e infecgdes (CASTRO JR; GREGIANIN; BRUNETTO, 2001).

1.2 Estresse Oxidativo

1.2.1 Radicais livres

O estresse oxidativo ocorre quando hd aumento da producao de radicais livres e
espécies reativas de oxigénio e/ou diminuicdo da defesa antioxidante (enzimética e ndo
enzimatica) provocando graves danos as macromoléculas bioldgicas, tais como o DNA,
lipideos e proteinas e desregulagdo do metabolismo normal (KNIGHT, 1998; TOYOKUNI,
1999).

Os radicais livres (RL) podem ser definidos como qualquer ion, atomo ou
molécula que contenham um ou mais elétrons desemparelhados em sua Ultima camada

eletrnica conferindo-lhes um consideravel grau de reatividade, especialmente como agente
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oxidante, tendendo a procurar o seu equilibrio adquirindo um elétron de uma molécula
estabilizada, desestabilizando-a e causando reagcfes em cadeia. Tais reagdes em cadeia podem
ser interrompidas pela acdo de enzimas antioxidantes ou pelo reequilibrio de elétrons
resultante da combinagéo de dois RL (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Espécies reativas € um termo que engloba qualquer composto que seja
potencialmente reativo. As mais importantes sdo as Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e
as Espécies Reativas de Nitrogénio (ERNs) (Quadro 2). Entre as EROs estdo incluidas as
espécies reativas radicais (radicais livres) e ndo radicais. Da mesma forma para as ERNs. As
espécies ndo radicais sdo agentes oxidantes e podem se converter em radicais livres. Todo
radical livre é uma espécie reativa, mas nem toda espécie reativa € um radical livre
(HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

Quadro 2- Classificagdo e nomenclatura das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.

Espécies Reativas
Radicais Livres Nio Radicais

Espécies Reativas de Oxigénio (ERO’s)

Superoxido (0,") Peroxido de Hidrogénio (H,0,)
Hidroxila (OH") Acido Hipobromoso (HOBr)
Hidroperoxila (HO,") Acido hipocloroso (HOCI)
Peroxila (RO,") Ozonio (O;)

Alcoxila (RO*) Oxigénio Singlet (10,)
Carbonato (CO;") Peroxidos Organicos (ROOH)
Dioxido de Carbono (CO,*) Peroxinitrito (ONOO)

Acido Peroxinitroso (ONOOH)
Espécies Reativas de Oxidos de Nitrogénio (ERON’s)

Oxido Nitrico (NO*) Acido Nitroso (HNO,)

Dioxido de Nitrogénio (NO,") Cation Nitroxil (NO™*)
Anion Nitroxil (NO™)
Trioxido de Dinitrogénio (N,O5)
Tetroxido de Dinitrogénio (N,O,)
Peroxinitrito (ONOO)
Acido Peroxinitroso (ONOOH)
Cation Nitril (NO,")
Peroxinitritos Alxil (ROONQ)

Fonte: Adaptada de BARBOSA et al., 2008.

Os radicais derivados de oxigénio representam a classe mais importante de
espécies reativas geradas nos sistemas vivos. EROs podem ser produzidas a partir de

substancias enddgenas e exdgenas. Durante o metabolismo basal das células aerdbicas existe
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uma producdo constante de EROs acompanhada pela sua continua inativacéo, através da agdo
de antioxidantes, de forma a manter a integridade estrutural e funcional das biomoléculas. A
extensdo e os tipos de danos causados pelas EROs dependem tanto da quantidade como da
natureza das mesmas a que as células estdo expostas, bem como das suas defesas
antioxidantes (DAVIES, 1987). Fontes enddgenas potenciais incluem as mitocondrias, o
metabolismo do citocromo P450, os peroxissomos e a ativacdo de células inflamatorias
(INOUE et al., 2003). Sob condicbes fisiologicas, a produgdo de perdxido de hidrogénio esta
estimada em cerca de aproximadamente 2% da absorcéo total de oxigénio pelo organismo. No
entanto, é dificil detectar a ocorréncia do radical superéxido em mitocondrias intactas,
provavelmente em consequéncia da presenca de elevada atividade da enzima antioxidante
superdxido dismutase (SOD). A reatividade e a capacidade oxidante decorrente da acdo direta
do radical superdxido e do peroxido de hidrogénio séo relativamente discretas, sendo que a
importancia deles no processo oxidativo se da pela sua participacdo na geracdo da radical
hidroxila (DARLEY-USMAR; HALLIWELL, 1996; EMERIT; BEAUMONT; TRIVIN,
2001). O radical hidroxila € um dos mais potentes agentes oxidantes, tendo a capacidade de
atravessar membranas e reagir com moléculas, como lipideos insaturados e DNA, podendo
ser formado através de reagbes como a de Fenton (Fe?* + H.0, — Fe®* + - OH + OH") e de
Haber-Weiss (O2-~ + H02 — S + =OH + OH), mediadas por ions metélicos
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). O radical hidroxila € conhecido por reagir com todos
0s 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 Peroxidacéo Lipidica

A peroxidacdo lipidica (PL) é o processo através do qual as EROs agridem os
acidos graxos poli-insaturados dos fosfolipideos das membranas celulares, desintegrando-as e
permitindo a entrada dessas espécies nas estruturas intracelulares (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999). O processo da peroxidacdo lipidica € um processo auto catalitico, que
pode ser encerrado pela recombinagéo dos radicais (R- + R- — produto nao-radical) e/ou o
esgotamento de substrato, composto por trés fases: iniciacdo, propagacdo e terminagdo
(PINCHUK et al., 1998; NYSKA; KOHEN, 2002; VALKO et al., 2006). Uma vez formados,
os radicais peroxil (ROO~-) podem ser rearranjados através de uma reacdo de ciclizagdo para
endoperoxidos (precursores de malonaldeido) com o malonaldeido (MDA) sendo o produto
final do processo de peroxidagdo (MARNETT, 1999).
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Estudos tém revelado que a peroxidacdo lipidica afeta gravemente as
biomembranas, induzindo alteracdo da integridade, da fluidez e permeabilidade, perda
funcional, inativacdo de receptores, enzimas e canais ibnicos, com consequente liberacdo do
contetdo das organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomos e producdo de produtos
citotoxicos, culminando com a morte celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997,
GREENBERG et al., 1997).

Os produtos da peroxidacao lipidica sdo, principalmente, aldeidos com habilidade
de exacerbar o dano oxidativo. Sua elevada meia vida e reatividade permitem que essas
moléculas interajam com &cidos nucléicos e proteinas ocasionando danos irreversiveis aos
mecanismos que envolvem a funcionalidade celular (DEL RI1O; STEWART; PELLEGRINI,
2005). Produtos de peroxidacédo de lipideos demonstraram ser mutagénicos e carcinogénicos
e tém sido implicados em mecanismos subjacentes em varios distdrbios e doengas, tais como
doencas cardiovasculares, cancer, distarbios neurologicos e no processo de envelhecimento
(WEST; MARNETT, 2006).

O MDA ¢ um dos produtos secundarios de PL mais conhecidos e biomarcador
mais frequentemente usado para investigar o dano oxidativo em lipideos. Elevados
concentracdo de MDA indicam aumento da PL e pode ser usado como um indicador de
injaria @ membrana celular, proveniente, por exemplo, de situacGes de estresse oxidativo
(GROTTO etal., 2007; VASCONCELOS et al., 2007).

1.2.3 Oxido Nitrico

O oxido nitrico € um gas de radicais livres altamente reativos e instaveis
produzido da oxidacdo do aminoacido L-arginina, necessitando da presenca de dois
cofatores, oxigénio e fosfato dinucleotideo adenina nicotinamida (NADPH), pela oOxido
nitrico sintase (NOS), que existe em trés isoformas: NOS constitutiva endotelial (eNOS) e
NOS neuronal (NNOS) e NOS induzivel (iNOS) (CHOI et al., 2001). iNOS alterada pode
produzir potencialmente radicais de 6xido nitrico (NO), radicais superéxido, ou ambos; estes
radicais podem em seguida reagir para formar peroxinitrito. Além disso, os produtos da
decomposicdo de NO, nitrito (NO2) e nitrato (NO3’), podem agir como espécies reativas de
nitrogénio (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

25

1.2.4 Antioxidantes

A exposicdo a radicais livres levou ao desenvolvimento de uma série de
mecanismos de defesa que equilibram seu efeito atraves de antioxidantes ndo enzimaticos e de
enzimas antioxidantes (CADENAS, 1997). As defesas antioxidantes representam a remocao
direta de radicais livres (pré-oxidantes), proporcionando maxima protecdo para sitios
biolégicos. 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 expressdo do gene, ser prontamente absorvido, ter uma concentracdo em
tecidos e fluidos biolégicos relevante, funcionar tanto em meio aquoso e / ou dominios de
membrana (VALKO et al., 2006).

As principais enzimas antioxidantes do organismo sdo a superoxido dismutase
(SOD), glutationa-peroxidase (GPx) e catalase (CAT) (MATES; PEREZ-GOMEZ; DE
CASTRO, 1999). Os antioxidantes ndo-enzimaticos sdo representados por acido ascorbico
(vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutationa (GSH), carotenoides, antioxidantes tiol
(glutationa, tiorredoxina e acido lipdico), flavondides, e outros compostos (MCCALL; FREI,
1999).

1.2.3.1 Defesa antioxidante enzimatica: Catalase (CAT)

A Catalase (CAT) é uma enzima presente em todos 0s organismos aerdbicos

(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 concentragdes de H>O> em plantas e animais, limitando seu efeito deletério

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

aproximadamente 6 milhdes de moléculas de perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio a
catalase

cada minuto: 2Hz0z — 2Hz0 + 07

. Essa enzima esta presente principalmente nos
peroxissomos, onde muitas enzimas produzem H.O, (SCANDALIQOS, 2005).

A CAT das células animais € formada por quatro subunidades, onde cada uma
possui um grupo heme contendo ferro em seu sitio ativo. Esses grupos heme estao orientados
em direcdo a sitios ndo polares e conectados na superficie da enzima por canais. Cada

subunidade esta unida a uma molécula de NADH (JOURD’HEUIL et al., 1998; LLEDIAS:
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RANGEL; HANSBERG, 1998; McKENZIE; REFFETY: BECKETT, 1998;: HALLIWELL,
1999).

1.2.3.2 Defesa antioxidante enzimatica: Glutationa Peroxidase (GPx)

Ha& dois tipos da enzima glutationa peroxidase, um dos quais é independente de
selénio (glutationa- S -transferase GST), enquanto o outro é dependente de selénio (GPx,)
(MATES; PEREZ-GOMEZ; DE CASTRO, 1999). Estas duas isoformas diferem no nimero
de subunidades, na natureza da ligacdo com o selénio no centro ativo e 0S seus mecanismos
cataliticos. O metabolismo da glutationa € um dos mais essenciais mecanismos de defesa
antioxidante (VALKO et al, 2006).

Os seres humanos tém quatro diferentes glutationa peroxidase Se-dependentes
(MATES; PEREZ-GOMEZ; DE CASTRO, 1999). Todas as enzimas GPx sdo conhecidas por
adicionar dois elétrons para reduzir peroxidos formando Se-OH. As propriedades
antioxidantes destas seleno-enzimas lhes permite eliminar os perdxidos como potenciais
substratos para a reacdo de Fenton.

2GSH + Hgnzﬂﬂﬁsc} + 2H20

2005H + EH)(}]IL]:T-HSS(} + ROH 4+ H=0

A GPx atua em conjunto com o tripeptideo glutationa (GSH), que esta presente
nas celulas em concentracdes elevadas (micromolar). O substrato para a reacdo catalitica de
GPx é H>02, ou um peroxido organico, ROOH. A GPx decompde os peroxidos em agua (ou
alcool), a0 mesmo tempo que oxida GSH (VALKO et al, 2006).

1.2.3.3 Defesa antioxidante enzimatica: Superoxido Dismutase (SOD)

A Superoxido Dismutase (SOD), presente na quase totalidade dos organismos
eucarioticos, € um dos mais eficazes antioxidantes intracelulares e tem como fungdo atuar na
defesa antioxidante primaria contra radicais superdxidos. E a enzima que catalisa a
dismutacdo do radical O2-"a Oz e H202, que tem reatividade limitada (O2-~ + Oz-~ + 2H'"—»
H20; + 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 vérias isoformas da SOD, diferindo na natureza do centro ativo de metal
e constituinte amino&cido, bem como seu nimero de subunidades, cofatores e outros recursos.
Nos seres humanos, ha trés isoformas: a superoxido dismutase cobre-zinco (CuzZnSOD),
presente pincipalmente no citoplasma - o ion cobre é essencial para a atividade catalitica da
enzima e o ion zinco promove a estabilidade da estrutura protéica; a superoxido dismutase
mitocondrial manganés (MnSOD) e a superoxido dismutase extracelular (ECSOD), que sdo
capazes de transformar dois anions superoxidos em peroxido de hidrogénio e oxigénio
molecular (RAHMAN, 2006; KARIHTALA,; SOINI, 2007).

1.3 Dano oxidativo do DNA- Genotoxicidade

EROs podem danificar moléculas como carboidratos, proteinas, lipideos e acidos
nucleicos (DNA e RNA) devido a sua alta reatividade. Modificagbes que ocorrem nos
nucleotideos e no esqueleto de fosfato de agucar podem gerar quebras simples e duplas nas
fitas que compdem as moléculas do DNA e induzir a erros de pareamento das bases
nitrogenadas possibilitando o aparecimento de mutacdes genéticas (BERQUIST; WILSON,
2012).

De particular interesse entre as espécies reativas de oxigénio estdo o radical
hidroxila, radical superoxido e o ndo radical peroxido de hidrogénio. No entanto, o radical
superdxido e o perdxido de hidrogénio possuem muito baixa reatividade quimica, e nédo
reagem com a maioria das moléculas bioldgicas como o DNA. Radicais hidroxila reagem com
a maioria das moléculas biologicas acarretando significantes taxas de danos para as bases de
DNA e a porcédo de acUcar atraves de uma variedade de mecanismos. Se nao for reparado, 0
dano oxidativo ao DNA pode levar a mutagénese e instabilidade genética, o que é uma
caracteristica para o desenvolvimento do cancer. Assim, a compreensdo do dano oxidativo ao
DNA, seus mecanismos de reparacdo e efeitos bioldgicos é de extrema importancia
(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 padrdo 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 numero de células, pode ser aplicado a andlise de células derivadas de uma
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variedade de diferentes tecidos humanos e pode ser modificado para detectar tipos especificos
de dano do DNA, como no caso de dano oxidativo (WASSON, 2008).

1.4 Estresse Oxidativo e Genotoxicidade no Transplante Autdlogo de Células Tronco
Hematopoéticas

A quimioterapia em doses elevadas e a radioterapia tém efeitos toxicos agudos e
tardios graves sobre varios tecidos, tais como membranas de mucosas gastrointestinais, do
figado, do pulméo, da bexiga, do sistema nervoso central, e, raramente, outros tecidos. Esses
efeitos estdo possivelmente relacionados com o aumento na producdo de radicais livres, de
espécies reativas de oxigénio (EROs), com a deplecdo de antioxidantes nos tecidos (vitamina
A, C, E, enzimas antioxidantes) e com um aumento dos hidroperoxidos lipidicos plasmaticos
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; SABUNCUOGLU et al.,
2012a).

A producdo excessiva de RL que ocorre no procedimento do TCTH tem sido
implicada na acdo de muitos medicamentos citostaticos, mas pouco se sabe sobre como
citostaticos afetam o sistema antioxidante em seres humanos e poucos estudos tém sido
realizados nesse contexto (KALYANAMARAN; NEMEC; SINHA, 1989; DURKEN et al.,
1995). O desequilibrio oxidativo tem sido visto como um denominador comum na patogénese
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 leucdcitos polimorfonucleares de pacientes que receberam
quimioterapia para doencas hematoldgicas e tumores sélidos produzem mais perdxido de
hidrogénio e anion superédxido do que os de individuos saudaveis (SANGEETHA et al, 1990).
Aumento de hidroperoxidos lipidicos plasmaticos e acido tiobarbitrico 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

concentragbes plasméticas de glutationa sdo bastante reduzidas por agentes
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quimioterapéuticos, tais como busulfan, carmustina (BCNU) e cisplatina (MITCHELL et al.,
1981; BHUVARAHAMURTHY; BALASUBRAMANIAN; GOVINDASAMY, 1996).

O G-CSF utilizado para mobilizacdo de células-tronco é capaz de liberar
proteinases elastase e catepsina G de neutrofilos, sendo capaz de provocar um aumento de
estresse oxidativo em neutrofilos, pelo aumento da atividade da NADPH oxidase e estimulo
da expressdo de enzimas, tais como a mieloperoxidase (MPOQO), durante a primeira fase de
diferenciacdo mieldide. MPO utiliza H20O. para converter hidroxido de cloreto, o qual é um
oxidante para substratos, tais como lipideos, DNA e, em particular, proteinas (LEVESQUES
et al.,, 2001; BARTH et al., 2002; HAWKINS; PATTISON; DAVIES, 2003). Goncalves e
colaboradores (2009) observaram um aumento de malonaldeido, diminuicdo plasmética de
vitamina C, catalase e superoxido dismutase ap0s a quimioterapia em pacientes submetidos a
TCTH aut6logo e TMO alogénico. Sabuncuoglu e colaboradores (2012) demonstraram um
aumento na peroxidacdo lipidica, diminuicdo da enzima antioxidante catalase e aumento de a-
tocoferol apds 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 oxigénio (EROs) é um
importante mecanismo pelo qual algumas substancias danificam o DNA (ANDREAZZA,
2006). A analise da associacdo entre estresse oxidativo e genotoxicidade podera auxiliar no
melhor entendimento das complicacGes pos TCTH e na utilizagdo de novos parametros que

poderdo ser utilizados como marcadores de enxertia e de toxicidade p6s TCTH.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil oxidativo e a genotoxicidade em pacientes submetidos a TCTH
autologo portadores de doencas hematoldgicas neoplasicas em acompanhamento no Hospital
Universitario Walter Cantidio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a concentracdo de MDA (malonaldeido) e de 6xido nitrico (NO), antes do
Regime de Condicionamento (RC), 24 horas apds 0 RC e um dia anterior ao TCTH (D
-1), 1 dia (D +1), 10 dias (D +10) e 20 dias (D +20) apds o Transplante de Células
Tronco Hematopoéticas (TCTH);

e Analisar o perfil das enzimas antioxidantes: catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx) e superdxido dismutase (SOD), antes do RC, 24 horas apés 0 RC e um dia
anterior ao TCTH (D -1), 1 dia (D +1), 10 dias (D +10) e 20 dias (D +20) apés o
TCTH;

e Caracterizar o indice de dano no DNA em pacientes submetidos ao TCTH nos
mesmos momentos em que foram avaliados os parametros de estresse oxidativo;

e Correlacionar o indice de dano no DNA das células dos pacientes com as
concentracfes de MDA, NO, CAT, GPx e SOD.

3 CASUISTICA E METODOS

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 autdlogo e portadores de doenga hematologica neoplésica (Mieloma
maltiplo, Linfoma de Hodgkin e ndo Hodgkin) acompanhados no servigo de Hematologia do
Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC) e em individuos considerados saudaveis, no

periodo de janeiro de 2013 a dezembro de 2013.
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3.2 Casuistica:

O estudo foi composto por quatro grupos:

Grupo |- controle (n=30): composto por individuos aparentemente saudaveis,
funcionarios do laboratério de analises clinicas e toxicoldgicas (LACT) e alunos do curso de
Farmécia da UFC. A idade e género foram pareados de acordo com o grupo de pacientes.

Grupo Il (n=17): pacientes com diagnostico de Mieloma Multiplo que atenderem
as condicBes basicas a realizacdo do TCTH autdlogo acompanhados no servico de
Hematologia do HUWC.

Grupo Il (n=10): pacientes com diagndstico de Linfoma de Hodgkin que
atenderem as condic@es basicas a realizacdo do TCTH autélogo acompanhados no servico de
Hematologia do HUWC.

Grupo IV (n=10): pacientes com diagnostico de Linfoma ndo-Hodgkin que
atenderem as condicOes basicas a realizacdo do TCTH aut6logo acompanhados no servigo de
Hematologia do HUWC.

Os critérios de selecdo para os grupos de pacientes foram de acordo com 0s
critérios de inclusdo e excluséo abaixo:

e Critérios de inclusdo: pacientes adultos (minimo de 18 anos), de
ambos 0s sexos, atendidos no Servico de Hematologia do HUWC com indicacdo de
transplante autélogo de células tronco hematopoéticas e que concordaram em
participar da pesquisa de acordo com o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE);

v Condi¢des Basicas a realizacdo de TCTH:

o O paciente esteja em condigdes clinicas adequadas, sem
disfuncdo grave de 6rgaos ou sistemas;

o Existam células disponiveis em quantidade e qualidade
suficientes para garantir a enxertia do transplante e para a realizacdo do
procedimento;

o O TCTH seja reconhecido como o melhor tratamento para a
doenca de base. No caso da doenca ser neoplasica, a mesma deve estar
preferencialmente em remissao;

o Haja condigdes familiares, psicologicas e socioecondmicas para

seguir o acompanhamento recomendado pos-transplante.
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e Criterios de exclusdo: foram excluidos do estudo os pacientes
que ndo atenderam aos critérios para o transplante autélogo de células tronco
hematopoéticas e/ou ndo assinaram o TCLE. Pacientes em uso de
antioxidantes, tabagistas, etilista portadores de infec¢do para virus da hepatite,
HIV e HTLV foram excluidos do estudo.

Os critérios de inclusédo e exclusdo para o grupo controle foram:
= Critérios de inclusdo: Individuos 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 exclusdo: Individuos adultos em uso de
antioxidantes, tabagistas e etilista e aqueles que néao
concordarem em participar do referido projeto.

3.3 Local de estudo:

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Pesquisa Hemoglobinopatias e
Genetica das Doencas Hematologicas do Curso de Farméacia da UFC e no Hospital
Universitario Walter Cantidio (HUWC).

3.4 Coleta das Amostras bioldgicas

A coleta das amostras foi efetivada apos explicacdo detalhada dos objetivos do
estudo e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Foram
coletados 5 mL de sangue por puncdo 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 internacdo para o procedimento do transplante (Pré-RC), a segunda
apos 24 horas do término do RC, a terceira 1 dia apés o TCTH aut6logo (D+1), a quarta 10
dias ap6s o TCTH aut6logo (D+10) e a quinta, 20 dias ap6s o transplante (D+20) (Figura 1).
Durante a intervengdo do transplante de células tronco hematopoética autélogo foi
considerado o0 momento basal do paciente a coleta realizada no momento da internagéo 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 (individuos
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aparentemente saudaveis) foram coletadas uma Unica vez. O plasma heparinizado foi obtido
apos centrifugacdo a 1000 rpm durante 12 min. O hemolisado foi obtido do concentrado de
hemécias em EDTA. Ambos foram armazenados a -80 ° C por até 6 meses.

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

Pré- RC 94hs DO D+1 D+10 D+20

Pés- RC
D-1

Fonte: Elaborada pela autora. Pré-RC: momento de internacdo do paciente para o TCTH (basal), antes do
Regime de Condicionamento; D-1: 1 dia que antecede o transplante Autélogo; DO é o dia em que ocorreu o
Transplante de Células Tronco Hematopoéticas (TCTH); D+1: 1 dia ap6s o transplante; D+10: 10 dias apds o
transplante e D+20: 20 dias ap0s o transplante.

3.5 Protocolo do Transplante de Células Tronco Hematopoéticas Autologo.

O procedimento do transplante de células tronco hematopoética autdlogo
padronizado no HUWC consiste em critérios estabelecidos pela literatura (APPERLEY et al.,
2012), onde o mesmo é realizado de forma Unica para todas as doencas hematoldgicas
neoplasicas (Mieloma maltiplo, Linfomas ndo -Hodgkin e Hodgkin), com exce¢éo ao tempo e
esquema de condicionamento. Inicialmente foi realizado a mobilizacdo das células tronco da
medula 6ssea para o sangue periférico através do uso de fator estimulador de colbnia de
granulécitos (G-CSF), Filgrastim- 10-16 pg/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 10° células CD34+/Kg de peso do paciente. As células
CD34+ foram entdo armazenadas em solucdo criopreservante contendo DMSO (Dimetil
Sulfoxido), albumina humana e solucéo fisiologica e criopreservadas em nitrogénio liquido
até o momento do transplante.

Previamente ao transplante, os pacientes foram submetidos ao RC de acordo com
a doenga de base (Quadro 3). Apds 48hs do término do RC, o transplante autologo 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 aut6logo nos pacientes em

estudo de acordo com a Instituicdo (HUWC).

Regime de condicionamento Dose Total Doengas tratadas com o
(RC) RC
Melfalano 200 mg/m? Mieloma Mdltiplo
BEAC: Carmustina 300 mg/m? Linfoma Hodgkin
Etoposido 800 mg/m?
Citarabina 1600 mg/m?
Ciclofosfamida 140 mg/m?
Mesna 168 mg/m?
BEAM: Carmustina 300 mg/m? Linfoma N&o Hodgkin
Etoposido 800 mg/m?
Citarabina 1600 mg/m?
Melfalano 140 mg/m?

Fonte: Elaborada pela autora

3.6 Obtencao do plasma

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

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

temperatura de -80°C por até seis meses.

3.7 Obtencao do hemolisado

Para a obtencdo do hemolisado eritrocitario, foi realizada a remocéo de plasma,

plaquetas e camada leucocitaria do sangue total a partir de centrifugacGes e lavagens

sucessivas com NaCl 0,9%, com posterior lise dos eritrocitos pela adicdo de agua destilada

(1:2).

3.8 Testes Realizados:

3.8.1 Perfil oxidativo:
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Malonaldeido (MDA):

O método mais empregado para determinagdo do MDA em amostras biolégicas é
baseado na sua reacdo com acido tiobarbitdrico (TBARS). Nesta reagdo, duas moléculas de
TBARS reagem estequiometricamente com uma molécula de MDA para formar um
croméforo réseo que tem absorbancia maxima em solucdo acida 532 a 535 nm. O coeficiente
de extingédo deste cromdforo num comprimento de onda de 535nm, pH 1,0, é 1,53 x 10° M.
250 mL do plasma heparinizado foram colocados em tubos de vidro e incubados em banho-
maria a 37 °C por 1 h, seguido por adicdo de 400 mL de acido perclérico a 35% para
precipitacdo das proteinas. A mistura foi centrifugada a 1400 g por 10 minutos e a 600 mL do
sobrenadante foram adicionados 200 mL de tiobarbiturato de sodio a 1,2%. A mistura foi
levada a banho-maria e aquecida a 95 °C por 30 min. Apoés resfriada, a absorbancia foi
medida em um leitor de microplacas a 560 nm (DRAPER; HADLEY, 1990).

Oxido nitrico (NO):

Os niveis de NO foram determinados pela concentracdo de nitrito/nitrato (NOX)
segundo o método de GREEN e colaboradores (1981), que se baseia em revelar a presenca de
nitrito em uma amostra por uma reacdo de diazotizacdo que forma um cromoforo de cor
rosea, com pico de absorbancia de 560 nm. Para esta experiéncia 100 mL do reativo de Griess
(sulfanilamida a 1%/ cloridrato de N-(1-naftil)-etilenediamina 0.1% / H3POs em 1% / 4gua
destilada, na proporc¢éo de 1:1) foi adicionado a 100 mL do plasma e incubado a temperatura
ambiente por 10 min. A curva padrdo foi elaborada com varias concentracfes de NaNO:
(variando de 0,75 a 100 mM) sob as mesmas condi¢des. Os brancos foram preparados pela
adicdo de 100 mL do reativo de Griess a 100 mL do plasma e a absorbancia foi medida em

leitor de microplacas em 540 nm.
Catalase (CAT):
A atividade da CAT nos eritrécitos foi determinada por método

espectrofotométrico em ultravioleta a 240nm, baseado na monitorizacdo da decomposicao de

H20,. Os valores brutos obtidos em Aa (delta/min) foram corrigidos por um fator de corregao



36

do decaimento da atividade por diluicdo do hemolisado, divididos pela absortividade molar de
H202a 240nm (¢ 0,0394 L mmol-1mm-1) (AEBI, 1984).

Glutationa Peroxidase (GPx):

A medida da atividade da glutationa peroxidase (GPx) nos eritrécitos foi
determinada utilizando o kit Ransel Glutathione Peroxidase® (RANDOX BRASIL Ltda). O
kit utiliza um método de determinacdo indireta da enzima, baseado na reacdo de oxidagdo da
glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG) catalisada por GPx, utilizando
glutationa redutase (GR) e NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fostato). A
absorbancia é medida por decréscimo a 340 nm do NADPH durante a oxidagdo de NADPH a
NADP+ (nicotinamida adenina dinucleotideo) (PAGLIA; VALENTINE, 1967).

GPX
2GSH + ROOH — ROH + GSSG + H;0O

GR
GSSG + NADPH + H" —» NADP™ + 2GSH

Superdxido Dismutase (SOD):

A medida da atividade da Superdxido Dismutase (SOD) nos eritrocitos foi
determinada utilizando o Kit RANSOD® (RANDOX BRASIL Ltda). Este método emprega a
Xantina e a xantina oxidase para gerar radicais superoxido, 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 Superdxido Dismutase foi medida através do grau de inibicdo dessa

reacdo a 505nm.
Xantina %2 Acido Grico + O
I.N.T. 22, Corante formazan
ou
Oz + Oy +2HY =2 0, + H,0;

3.8.2 Analise de dano do DNA - Ensaio do cometa

O ensaio do cometa, ou técnica da eletroforese celular em microgel, € muito Gtil e
largamente empregado para avaliacdo de danos e reparos de DNA em células individuais. Seu

principio basico é o da lise de membranas celulares, seguida pela inducdo da migracdo
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eletroforética do DNA liberado em matriz de agarose. Quando vista ao microscépio, a célula
migrada adquire a forma aparente de um cometa, com cabeca, a regido nuclear, e cauda, que
contém fragmentos ou fitas de DNA que migraram na direcdo do anodo. A analise dos
cometas baseia-se no grau de fragmentagdo do DNA e sua migragdo 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 modificacdes.
Laminas histoldgicas foram mergulhadas em gel de agarose mantido em banho-maria a 60°C
e, apos remocao do excesso com papel-toalha, secas em temperatura ambiente e mantidas em
posicdo horizontal. Amostras de sangue periférico (40ul) dos individuos analisados foram
misturadas com agarose de baixo ponto de fusdo 0,5% (400 pl) e solugdo tampao fosfato-
salino (PBS) livre de Ca™ e Mg*™ para formar a suspensdo de células. Uma aliquota da
suspensdo de células foi aspirada e gotejada sobre as laminas previamente revestidas de
agarose de ponto de fusdo normal, que foram recobertas por laminulas (24x60mm). Para
garantir adesdo adequada das células a agarose, as laminas foram mantidas na geladeira por
cinco minutos. A seguir, a laminula foi retirada e a ldamina mergulhada em solucao de lise
(2,5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris, 1% Triton X-100, 10% DMSO e 1% N-Lauril
sarcosina; pH 10) a 4°C e protegida da luz, por no minimo 1 hora e no maximo 7 dias.

Ao serem removidas da solucdo de lise, as laminas foram mergulhadas por 5
minutos em soluc¢do de neutralizagao (0,4M tris; pH 7,5). Esta deve estar em um “banho de
gelo”, para manter a temperatura da eletroforese constante em torno dos 4°C. A cuba foi,
entdo, preenchida com a solucdo de eletroforese (1ImM EDTA, 300mM NaOH; pH>13)
recém-preparada, a um nivel superior (0,25cm, em média) as laminas. Estas ficaram em
repouso por 20min para permitir o desenrolamento do DNA, o afrouxamento de suas ligac6es
e a exposicdo dos sitios alcali-labeis. A eletroforese foi conduzida usando 25V e 300mA por
20min. Todos esses passos foram realizados na auséncia de luminosidade. Apds a
eletroforese, as laminas foram retiradas da cuba e mergulhadas novamente na solucdo de
neutralizacdo por 5min.

A coloracdo 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 solugdo A (50 g Na.COz quantidade suficiente para [g.s.p.] 1.000 ml de
agua bidestilada) e 68 ml da solucdo B (0,2 g de NH2NOs, 0,2 g de AgNOs, 1 g de 4cido

silicotungsténico, 500 ul de formaldeido, g.s.p. 1.000 ml de agua bidestilada) por um minuto.
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A seguir, as laminas foram lavadas por cinco minutos em solucéo finalizadora (1 ml de &cido
acético g.s.p. 100 ml de agua bidestilada) e depois em &gua bidestilada por um minuto.

As laminas foram visualizadas em microscopio éptico. A analise foi feita pelo
padrédo de escores, onde, de acordo com o tamanho e intensidade da cauda do cometa, 0s
mesmos foram divididos em cinco categorias (0-4) de acordo com a percentagem de DNA na
cauda do cometa, que indicam o grau de lesdo sofrido pela célula: 0 = sem danos (<5%); 1 =
baixo nivel de danos (5-20%); 2 = médio nivel de danos (20-40%); 3 = alto nivel de danos
(40-95%): 4 = dano total (95%) (BRIANEZI; CAMARGO; MIOT, 2009).

Assim como fizeram Andrade e colaboradores (2004), foi utilizada a analise
visual através do Indice de danos (ID), que foi calculado como o total de produtos da
multiplicacdo entre o nimero de cometas de cada classe e o digito denominador da classe

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

ID = 0x (N° Classe0) + 1x (N° Classe 1) + 2x (N°Classe 2) + 3x (N° Classe 3) + 4x (N° classe 4)

A Figura 2 resume o método do ensaio do cometa.

Figura 2 - Ensaio do Cometa.
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Fonte: Adaptada de SINGH et al., 1988.
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3.9 Descarte do material bioldgico

O descarte do material bioldgico foi realizado segundo a resolucéo da diretoria
colegiada — RDC 306, de 7 de dezembro de 2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitéria.

3.10 Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism
versdo 5.0. A normalidade dos dados foi verificada pelo teste Kolmogorov Smirnov. A
comparacdo entre as medias dos grupos foi realizada por anélise de variancia (anova) seguido
de pos teste Tukey para dados com distribuicdo normal e pelo teste Kruskal Wallis seguido de
pos teste Dunns para dados sem distribuicdo normal. As analises de correlagdo foram
realizadas pelo teste de Pearson para dados com distribui¢cdo normal e pelo teste de Spearman

para dados sem distribuicdo normal. Foi considerado significante valor de p<0,05.
3.11  Comité de Etica:
O projeto foi encaminhado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do

Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC) da Universidade Federal do Ceard (UFC),
sob 0 numero de protocolo 08022912.8.0000.5045.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas dos pacientes

A populacdo em estudo foi constituida de 37 pacientes submetidos ao TCTH
autologo, sendo 23 (62,33%) do sexo masculino e 14 (37,84%) do sexo feminino, sendo 17
(45,94%) portadores de Mieloma Multiplo, 10 (27,03%) com Linfoma Hodgkin e 10
(27,03%) com Linfoma ndo-Hodgkin. O grupo controle foi constituido por individuos
aparentemente saudaveis, 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 ndo Hodgkin o esquema BEAC e BEAM, respectivamente. A tabela 1
resume as caracteristicas dos pacientes submetidos ao TCTH auto6logo.

Tabela 1- Distribuicdo dos individuos incluidos no estudo de acordo com caracteristicas

demogréficas.

Caracteristicas MM LH LNH Controles
demograéficas (n=17) (n=10) (n=10) (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 Mdltiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma Nao Hodgkin.

4.2 Perfil oxidativo

4.2.1 Concentracdes de Malonaldeido- MDA

A tabela 2 apresenta a distribuicdo das concentracbes basais de MDA nos

pacientes com Mieloma Multiplo (MM), Linfoma de Hodgkin (LH), Linfoma Ndo Hodkgin

(LNH) e no grupo controle.

Foi possivel

observar

que as concentracbes basais de MDA foram

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

mais elevados nos pacientes com LNH.

Tabela 2- Concentragdes basais de MDA em relagdo a doenca de base.

MDA Doenga de base
Controle MM LH LNH Valor de p
(n=30) (n=17) (n=10) (n=10)

Estado  basal | 1,05 0,57 2,65+0,72° |245+1,46° |3,88+1,16% <0,01
(Pré-RC)

MM: Mieloma Mdltiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma N&o Hodgkin. Os resultados estdo expressos
em média+desvio-padrio. 2 p<0,05 versus Controle. ® p<0,05 versus LH.

A tabela 3 apresenta as concentragdes de MDA nos pacientes com MM, LH e
LNH em todos os momentos avaliados. Foi possivel observar elevagdo significante das
concentraces de MDA em todos os momentos analisados para todos 0s grupos de pacientes
em relagdo ao grupo controle. Nos pacientes com MM, houve elevagdo significante das
concentracdes de MDA no momento D-1 (ap0s 0 Regime de Condicionamento) em relacéo ao
estado basal (p=0,046) e aos demais momentos. Em todos os momentos apds o TCTH, as
concentracdes desse biomarcador assemelharam-se ao estado basal.

Para os pacientes com LH, as concentragdes de MDA no momento D-1 foram
significantemente elevados em relacdo ao estado basal (p=0,02); no entanto, ap6s o0 TCTH,
ndo houve reducdo significante dos niveis (p>0,05). Para os pacientes com LNH, as
concentracfes de MDA ndo diferiram entre 0s momentos analisados.

Apos o regime de condicionamento, nos momentos D+1, D+10 e D+20 observou-
se que as concentracdes de MDA dos pacientes com LH e LNH foram significantemente

elevados em relacao as concentragdes dos pacientes com MM (p<0,05)
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Tabela 3- Concentracbes de MDA nos pacientes com Mieloma Multiplo, Linfoma de

Hodgkin e Linfoma N&o Hodgkin em todos os momentos do TCTH.

Momentos
PRE-RC D-1 D +1 D +10 D +20 Controle
(n=30)

MM 2,65 +0,72% | 4,32 +3,242%4 | 279 +1,02 2,71 +0,832 2,43 £0,702 1,05 +0,57
(n=17)

LH 2,45 +1,46% | 4,90 £2,78%¢ 3,48 £1,36%¢ | 3,34 £1,47%¢ | 3,06 £1,03%¢ | 1,05 +0,57
(n=10)

LNH 3,26 1,162 | 4,94 +1,22 476 +£1,92%¢ | 523 +2,73% |4,51+152% | 1,05+057
(n=10)

MM: Mieloma Mdltiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma N&o Hodgkin. Os resultados estdo expressos
em médiaxdesvio-padrdo. @ p<0,05 versus Controle, ® p<0,05 versus LH em Pré-RC, ¢ p<0,05 versus momento
Pré-RC. 9 p<0,05 versus momentos D +1, D +10 e D +20, ¢ p< 0,05 versus MM.

Figura 3- Concentrac6es de MDA nos pacientes com Mieloma Multiplo, Linfoma de Hodgkin

e Linfoma Ndo Hodgkin em todos os momentos do TCTH.
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4.2.2 Niveis de 6xido nitrico (NO)

A tabela 4 apresenta a distribuicdo da concentracdo basal de NO (antes do regime
de condicionamento) nos pacientes com MM, LH, LNH e no grupo controle.
A concentracdo basal de NO foi significantemente elevada nos pacientes

submetidos ao TCTH em relag&o ao grupo controle.

Tabela 4- Concentracdo de NO nas doencas em relacdo a doenca de base.

Nitrito Doenga de base
Controle MM LH LNH Valor de p
(n=30) (n=17) (n=10) (n=10)
Estado basal 0,443+024 52,92+289% 60,02+20,3* 39,80+12,7*" <0,0001
(Pré-RC)

MM: Mieloma Mdltiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma Nao Hodgkin. Os resultados estdo expressos
em média+desvio-padrio. 2 p<0,05 versus Controle. ® p<0,05 versus LH em Pré-RC

A tabela 5 apresenta as concentracdes de NO nos pacientes com MM, LH e LNH
em todos os momentos avaliados. Houve diferenca significante da concentracdo de NO em
relacdo ao grupo controle em todos os momentos analisados e em todos 0s grupos de
pacientes. Ndo houve diferenca entre todos os momentos do TCTH nos trés grupos de
pacientes (p=0,51 para MM, p=0,083 para LH e p=0,784 para LNH). Também ndo houve

diferenca entre as doencas em momentos especificos (p>0,05).

Tabela 5- ConcentracGes de NO nos pacientes com MM, LH e LNH em todos os momentos
do TCTH.

Momentos
PRE-RC D-1 D+1 D +10 D +20 Controle
(n=30)
MM 52,92 +£28,9% | 42,79 +4,4% | 47,39 £21,6%| 39,48 +28,4% | 40,91 £19,2* | 0,443 £0,24
(n=17)
LH 60,02 £20,3* | 48,05 +15,5% | 43,03 £11,1% | 43,15 £15,6* | 59,02 +23,7% | 0,443 £0,24
(n=10)
LNH 39,80 +12,6%° | 37,40 +10,5% | 36,33 +10,9? | 41,87 +23,1% | 43,21 +6,97% | 0,443 0,24
(n=10)

MM: Mieloma Multiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma Nao Hodgkin. Os resultados estdo expressos
em média+desvio-padrao. *p<0,05 versus Controle. ® p<0,05 versus LH em Pré-RC
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Figura 4- Concentragdes de NO nos pacientes com MM, LH e LNH em todos os momentos

do TCTH.
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4.2.3 Atividade da enzima antioxidante Catalase (CAT)

A tabela 6 apresenta a distribuicdo da atividade basal de catalase nos pacientes
com MM, LH, LNH e no grupo controle.

Foi possivel observar que as concentracdes basais de catalase foram
significantemente elevados nos pacientes submetidos ao TCTH com Mieloma, LH e LNH em

relacdo ao grupo controle (p<0,0001). Ndo houve diferenca entre os grupos de pacientes

(p>0,05).
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Tabela 6- Atividade basal de catalase em relacdo a doenca de base.

Catalase Doenca de base
Controle MM LH LNH Valor de p
(n=30) (n=17) (n=10) (n=10)
Estado basal 121,3+1234 299,3+128" 254,1+96,5%° 263,1+851% <0,0001

(Pré-RC)

MM: Mieloma Mdltiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma N&o Hodgkin. Os resultados estdo expressos
em médiatdesvio-padrdo. ? 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 reducéo significante da atividade de catalase no
momento D -1 em relacdo ao estado basal (p= 0,0068 para Mieloma, p=0,012 para LH e
p<0,0001 para LNH). Apdés o TCTH, a atividade de catalase foi recuperada em relacdo ao
momento D -1, no momento D +20 para pacientes com Mieloma e LH e no momento D +10
para pacientes com LNH.

N&o houve diferenca entre as doengcas em momentos especificos (p>0,05).

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

Momentos
PRE-RC D-1 D +1 D +10 D +20 Controle
(n=30)

MM 299,3 166,9 264,0 266,4 325,4 121,3
(n=17) | £128% +95,6"¢ +101,52 +161,1° +197,12 +123,4

LH 254,1 127,6 192,9 262,9 276,3 121,3
(n=10) | +96,5° +91,40¢ +105,1 1234,6 +136,72 +123,4
LNH 263,1 91,24 231,1 263,5 235,9 121,3
(n=10) | 85,142 +33,284¢ +201,4 +118,0° +90,8 +123,4

MM: Mieloma Multiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma Nao Hodgkin. Os resultados estdo expressos
em média+desvio-padréo. 2 p<0,05 versus Controle. ® p<0,05 versus momento Pré-RC. ¢ p<0,05 versus momento
D +20. 9 p<0,05 versus momentos D +10 e D +20.
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Figura 5- Concentracdo de catalase nos pacientes com MM, LH e LNH em todos os

momentos do TCTH.
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4.2.4 Atividade da enzima antioxidante Glutationa Peroxidase (GPXx)

A tabela 8 apresenta a distribui¢do da concentracdo basal de GPx nos pacientes

com MM, LH, LNH e no grupo controle.
A concentracdo de GPx dos pacientes ndo diferiu significantemente da

concentracdo do controle. Também ndo foi observada diferenca entre os grupos de pacientes

(p>0,05).
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Tabela 8- Concentragdo basal de GPx em relagéo a doenca de base.

Glutationa Doenca de base
Peroxidase
Controle MM LH LNH Valor de
(n=30) (n=17) (n=10) (n=10) 0
Estado basal (Pré-|359,1+161,2 | 386,4 419,8 325,0 >0,05
RC) +147,2 +204,8 +133,3

MM: Mieloma Mdltiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma N&o Hodgkin. Os resultados estdo expressos
em médiatdesvio-padrao.

A tabela 9 apresenta as concentracfes de GPx nos pacientes com Mieloma e
Linfoma em todos os momentos avaliados. N&do houve diferenca estatistica entre as dosagens
de GPx nos pacientes em relagdo ao grupo controle. Também nédo houve diferenca entre todos
0s momentos do TCTH nos trés grupos de pacientes (p=0,2820 para Mieloma, p=0,546 para

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

Tabela 9- Concentracdo de GPx nos pacientes com MM, LH e LNH em todos 0os momentos
do TCTH.

Momentos
PRE-RC | D-1 D +1 D+10 | D+20 | Controle
(n=30)

MM | 386,4 290,6 3155 314,8 369,3 359,1 £161,2
(V=17) 1 iqa72 | #1744 | #1223 | #1058 | +1741

LH | 4198 2913 3937 27,8 385,1 359,1 +161,2
(0=10) | 4p0a8 | +1308 | +205 217 £202,6

LNH | 325,0 1903 251,2 201,2 328,9 359,1 +161,2
(0=10) | 41333 | 4973 £116,6 | +1121 | +1242

MM: Mieloma Multiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma Nao Hodgkin. Os resultados estdo expressos
em médiatdesvio-padrao.
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Figura 6- Concentracdo de GPx nos pacientes com MM, LH e LNH em todos os momentos

do TCTH.
3 PRE-RC
&= D1
D +1
D +10
800 - .
@8 D +20

[~ 2]
o
o
1
H
Jr—

Gpx (U/L)
P
3

N

o

o
1

Controle -
Mieloma -
LH 4
LNH 4
Mieloma 4
LH 4
LNH 4
Mieloma 1.
LH 1
LNH 1
Mieloma
LH
LNH
Mieloma
LH
LNH

4.2.5 Atividade da enzima antioxidante Superoxido Dismutase (SOD)

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

com MM, LH, LNH e no grupo controle.

Foi possivel observar que as concentracBes basais de SOD foram
significantemente reduzidos nos pacientes submetidos ao TCTH com MM em relacdo ao
grupo controle (p=0,04). Os pacientes com LH e LNH apresentaram atividade basal de SOD

semelhante ao grupo controle. N&o houve diferenca entre os grupos de pacientes (p>0,05).
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Tabela 10- Atividade basal de SOD em relagdo a doenca de base.

SOD Doenga de base
Controle MM LH LNH Valor de p
(n=17) (n=10) (n=10)

Estado  basal | 3200 + 1527 | 1996 + 1233° 2811 £1227 | 2834 +1021 | 0,04
(Pré-RC)

MM: Mieloma Mdltiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma N&o Hodgkin. Os resultados estdo expressos
em médiatdesvio-padrdo. ? 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 reducédo significante das concentracfes de SOD nos
pacientes com MM no Prée-RC e no D -1, com LH no D -1 e com LNH no D -1 em relagéo ao
grupo controle. Nos pacientes com MM, houve reducéo significante da atividade de SOD no
momento D-1 em relacdo 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 relacdo ao estado basal (p<0,01 para LH e
p=0,02 para LNH). Apdés o TCTH, observou-se elevacdo significante da atividade de SOD em
relacio a0 momento D -1 somente no momento D +1 para 0s pacientes com LH e nos
momentos D +1 e D +10 para os pacientes com LNH.

Em todos os momentos ap6s o TCTH, as concentracbes desse biomarcador
assemelharam-se ao estado basal para os trés grupos de pacientes (p>0,05).

N&o houve diferencas entre as doencas em momentos especificos (p>0,05).
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Tabela 11- Atividade de SOD nos pacientes com Mieloma Mdltiplo, Linfoma de Hodgkin e

Linfoma N&o Hodgkin em todos os momentos do TCTH.

Momentos
PRE-RC D-1 D+1 D +10 D +20 Controle
(n=30)
MM 1996 1120 +561,5*>¢ | 270741120 2856 2036 +£1240 | 3200 +1527
(n=17) | +1233° +1620
LH | 2811 #1227 | 1543 +1123%¢ 4132 2836 3061 +1843 | 3200 +1527
(n=10) +2562 +1388
LNH | 2834 +1021 900,1 3817 3619 2200 3200 +1527
(n=10) +542 8%0¢ +1630 +2240 +900,0

MM: Mieloma Mdltiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma Néo Hodgkin. Os resultados estdo expressos
em média+desvio-padrdo. 2 p<0,05 versus Controle. ? p<0,05 versus momento Pré-RC. ¢ p<0,05 versus
momentos D +1, D +10 e D +20. ¢ p<0,05 versus momento D +1. € p<0,05 versus momentos D +1 e D +10.

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

Linfoma N&o Hodgkin em todos os momentos do TCTH.
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4.3 Avaliacdo do Indice de Dano no DNA

A tabela 12 apresenta a distribuicdo do indice de dano nos pacientes com MM,
LH, LNH e no grupo controle.

Foi possivel observar que os valores de ID foram significantemente elevados nos
grupos de pacientes em relagdo ao grupo controle (p<0,0001). Nao houve diferenga entre 0s
grupos de pacientes (p>0,05).

Tabela 12- indice de dano em relacio a doenca de base.

Indice de dano Doenca de base
Controle MM LH LNH Valor de p
(n=30) (n=17) (n=10) (n=10)
Estado basal | 4,90+1,92 | 17,24 +£5,99% | 12,90 +| 16,30+ 7,27* | <0,0001
(Pré-RC) 8,272

MM: Mieloma Multiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma N&o Hodgkin. Os resultados estdo expressos
em médiatdesvio-padrdo. 2 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 padrdo de lesdo no DNA
foi semelhante em todos os momentos do TCTH. Houve elevacdo significante do ID nos
momentos D -1 e D +1 em relacdo ao estado basal (p<0,0001) para todos 0s grupos. Apos 0
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.

Nédo houve diferenca para os valores de ID entre as doengas em momentos

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

N&o Hodgkin em todos os momentos do TCTH.

Momentos
PRE-RC D-1 D +1 D +10 D +20 Controle
(n=30)

MM | 17.24 | 60,82 32.29 2288t | 1447 | 4,90 1,02
(0=17) | 45900 | 411,80 | 41280 1460 | +6,63°

LH 1290 | 50,50 24,00 1630 | 11,70 | 4,90 1,02
(0=10) 148172 | +11,08%0¢ |+47209 |83 | 4514

LNH | 1630 | 5410 25,60 1350 1040 | 4,90 +1,92
(0=10) 147072 | 411,10%¢ | 26,110 | +548% | 42,98

MM: Mieloma Mdltiplo; LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma N&o Hodgkin. Os resultados estdo expressos em
média+desvio-padrdo. 2 p<0,05 versus Controle. ® p<0,05 versus Pré-RC. ¢ p<0,05 versus momentos D +1, D +10 e D
+20. 9p<0,05 versus D +20. ¢ p<0,05 versus D +10 e D +20.

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

Linfoma N&o Hodgkin em todos os momentos do TCTH.
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4.4 Correlacdo entre Indice de Dano ao DNA e marcadores de estresse oxidativo

4.4.1 Indice de Dano (ID) versus MDA

4.4.1.1 Mieloma Multiplo (n=17)

Figura 9- Gréafico de dispersdo do indice de Dano ao DNA e Malonaldeido para pacientes

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

Figura 10- Grafico de dispersdo do indice de Dano ao DNA e Malonaldeido para pacientes

com Linfoma de Hodgkin nos momentos do TCTH.
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4.4.1.3 Linfoma N&o Hodgkin (n=10)

Figura 11 - Grafico de dispersdo do indice de Dano ao DNA e Malonaldeido para pacientes
com Linfoma Nao Hodgkin nos momentos do TCTH.
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Pelos graficos de dispersdo do indice de Dano ao DNA e Malonaldeido (MDA),
observa-se que existe correlacdo significativa ao nivel de 5% é no Pré- Regime de
condicionamento, para os pacientes com MM e com LNH. No primeiro caso, existe uma

correlacdo negativa e no segundo, uma correlagéo positiva.



4.4.2 indice de Dano (ID) versus NO

4.4.2.1 Mieloma Multiplo (n=17)

Figura 12 - Grafico de dispersdo do indice de Dano ao DNA e NO para pacientes com

Mieloma Mdltiplo nos momentos do TCTH.
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4.4.2.2 Linfoma de Hodgkin (n=10)
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Figura 13 - Gréfico de dispersdo do indice 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 Nao Hodgkin (n=10)

Figura 14- Grafico de dispersdo do indice de Dano ao DNA e NO para pacientes com

Linfoma N&o Hodgkin nos momentos do TCTH.
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Pelos graficos de dispersdo do indice de Dano ao DNA e NO, observa-se que a
Unica situacdo em que existe correlacdo significativa ao nivel de 5% € no D +10, para 0s

pacientes com Mieloma Multiplo. No caso, existe uma correlacao positiva.



4.4.3 indice de Dano (ID) versus SOD

4.4.3.1 Mieloma Multiplo (n=17)

Figura 15- Grafico de dispersdo do Indice de Dano ao DNA e Superdxido Dismutase (SOD)

para pacientes com Mieloma Multiplo nos momentos do TCTH.
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4.4.3.2 Linfoma de Hodgkin (n=10)
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Figura 16- Grafico de dispersdo do Indice de Dano ao DNA e Superdxido Dismutase (SOD)

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

Figura 17- Grafico de dispersdo do indice de Dano ao DNA e Superdxido Dismutase (SOD)

para pacientes com Linfoma N&o Hodgkin nos momentos do TCTH.
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Pelos graficos de dispersdo do indice de Dano ao DNA e SOD, observa-se que
existe correlagcdo significativa ao nivel de 5% no Pré- Regime de condicionamento, para 0s
pacientes com MM e no Pré- Regime de condicionamento e em D +1, para 0s pacientes com

LNH.



4.4.4 indice de Dano (ID) versus Catalase (CAT)

4.4.4.1 Mieloma Multiplo (n=17)
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Figura 18- Grafico de dispersdo do indice de Dano ao DNA e Catalase (CAT) para pacientes

com Mieloma Multiplo nos momentos do TCTH.
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4.4.4.2 Linfoma de Hodgkin (n=10)
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Figura 19- Grafico de dispersdo do Indice 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 N&o Hodgkin (n=10)
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Figura 20- Grafico de dispersdo do indice de Dano ao DNA e Catalase (CAT) para pacientes

com Linfoma Nao Hodgkin nos momentos do TCTH.
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Pelos graficos de dispersdo do indice de Dano ao DNA e CAT, observa-se que

ndo houve correlagdo significativa ao nivel de 5% para nenhuma doenca, em nenhum

momento analisado.



4.4.5 indice de Dano (ID) versus Glutationa Peroxidase (GPx)

4.4.5.1 Mieloma Multiplo (n=17)
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Figura 21- Grafico de dispersdo do Indice de Dano ao DNA e Glutationa Peroxidase para

pacientes com Mieloma Multiplo nos momentos do TCTH.
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4.4.5.2 Linfoma de Hodgkin (n=10)
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Figura 22- Grafico de dispersdo do Indice 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 Néo Hodgkin (n=10)

Figura 23- Grafico de dispersdo do Indice de Dano ao DNA e Glutationa Peroxidase para

pacientes com Linfoma N&o Hodgkin nos momentos do TCTH.
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Pelos graficos de dispersdo do indice de Dano ao DNA e GPx, observa-se que nio

houve correlagdo significativa ao nivel de 5% para nenhuma doenca, em nenhum momento

analisado.
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5 DISCUSSAO

O procedimento de transplante de células tronco hematopoéticas leva a um
aumento do estresse oxidativo, devido ao aumento na producédo de radicais livres e deplecéo
de enzimas antioxidantes (DURKEN et al., 1995; CLEMENS et al., 1997; SARI et al., 2008;
SABUNCUOGLU et al., 2012). Sio poucos os relatos na literatura que avaliaram
conjuntamente a ocorréncia de estresse oxidativo e genotoxicidade em pacientes submetidos a
TCTH aut6logo.

No presente estudo, as concentragbes de MDA apresentaram-se
significativamente elevadas em todos os grupos de pacientes em relagcdo ao grupo controle no
decorrer de cada etapa do TCTH. Em relagéo as fases do processo do TCTH verificou-se uma
elevacdo significante das concentragfes de MDA no momento D -1 em pacientes com MM
em relacdo a todos 0s momentos e ao grupo controle e concentragdo desse biomarcador apos o
TCTH assemelhando-se ao Pré-RC. Para os pacientes com LH, as concentragfes de MDA
aumentaram significativamente no momento D -1 em relacdo ao Pré-RC ndo havendo reducéo
significante desse biomarcador apés o TCTH. Para os pacientes com LNH, houve um
aumento nas concentracdes de MDA em todos os momentos em relagdo ao Pré-RC, mas que
ndo foram significantes. O aumento do MDA na fase de pré-RC ¢é de causa multifatorial,
provavelmente pela doenca 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 Gongalves e colaboradores (2009) que demonstraram um aumento da concentracdo de
MDA em relacdo 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
elevacdo das concentragdes de MDA foi mais pronunciada 24 horas apds o regime
mieloablativo (D-1), demonstrando o efeito da quimioterapia no aumento dos produtos da
peroxidacao lipidica (MDA) potencializando o processo do estresse oxidativo. A peroxidacédo
lipidica pode causar alteracdes na integridade estrutural e funcional das membranas celulares
e quando induzida por radicais livres tem sido implicada na patogénese e progressdo de
diversas doencas, inclusive o cancer (SAINTOT et al., 1996). Apesar do tratamento com a
quimioterapia esteja associada com a formacdo de espécies reativas de oxigénio e com a
diminuicdo de antioxidantes, os mecanismos pelo quais as drogas citostaticas afetam o
sistema antioxidante em seres humanos ainda ndo estdo bem esclarecidos (SARI et al., 2008).

Em relacdo a concentracdo de Oxido nitrico foi verificado também um aumento

significante em relacdo ao grupo controle, porém sem diferenca estatisticamente significante
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entre os grupos. Assim como no MDA, a doenga ou 0s processos que envolvem o pré-TCTH
estdo interferindo na concentragdo plasmatica de NO. A avaliacdo da concentragdo do NO em
diferentes etapas do TCTH autélogo é rara na literatura. Um estudo realizado por Sari e
colaboradores (2008) avaliou a concentragdo de NO em 25 pacientes submetidos a transplante
alogénico de medula Ossea, com Leucemia Miel6ide Aguda (LMA, n=10), Leucemia
Linfoblastica Aguda (LLA), Leucemia Miel6dide Cronica (LMC, n=3), Linfoma Ndo Hodgkin
(n=2) e Mielofibrose (n=1), tendo como resultados um aumento nas concentragdes de NO
apos o transplante (D +30) em relacdo a D -1 em todos os pacientes.

Em relacdo as enzimas antioxidantes, a concentracdo da enzima catalase
apresentou-se significativamente diminuida em D -1 em relagdo ao Pré-RC para 0s pacientes
com MM, LH e LNH. Apos 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
recuperacao ocorreu em D +10, em relacdo ao momento D -1. Resultados semelhantes foram
encontrados por Sabuncuoglu e colaboradores (2012) que obtiveram uma reducdo das
concentracfes dessa enzima apos 0 RC, D +7 e D +14 quando comparados ao Pré-RC (D -
10). Os quimioterapicos utilizados para mielossupressdo no RC causam estresse oxidativo e,
na tentativa de diminuir os danos causados por esse processo, hd um maior consumo de
enzimas anti-oxidantes, como a catalase, justificando a diminuicdo da atividade desse
biomarcador, principalmente apés o RC (D -1).

A concentracdo da enzima glutationa peroxidase ndo diferiu significativamente
nos grupos de pacientes em relacdo ao grupo controle. Também ndo houve diferenca
estatistica entre todos os momentos nos trés grupos de pacientes. Assim, essa enzima nao
representou um parametro importante para a avaliacdo do estresse oxidativo em pacientes
submetidos a TCTH autélogo.

A concentracdo da SOD apresentou-se significativamente reduzida no Pré-RC em
pacientes com MM submetidos ao TCTH aut6logo em relagdo ao grupo controle. Em D -1
houve reducdo significativa para os pacientes portadores de MM em rela¢do a D +1, D +10 e
D +20, para os pacientes com LH em relacdo a D +1 e para os pacientes com LNH, em
relacio a D +1 e D +10. Sabuncuoglu e colaboradores (2012) obtiveram resultados
semelhantes em pacientes submetidos a transplante alogénico portadores de LMC (n=5),
LMA (n=3), Anemia Aplastica (n=3), Anemia de Fanconi (n=3), SMD (n=1), Talassemia
major (n=1), osteopetrose (n=1), sindrome hipereosinofilica (n=1), onde obtiveram
significante reducao das concentracdes de SOD apds o RC. A diminuic¢do da concentragdo da

SOD pode indicar um aumento de seu consumo em funcdo do estresse oxidativo, na tentativa
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de diminuir os danos causados pelos radicais livres. A participacdo da SOD no mecanismo de
defesa contra estresse oxidativo celular foi comprovada por meio de analises in vitro, onde foi
demonstrado que a enzima inibe a lesdo do DNA celular provocada pelo radical hidroxil e
mediada pelo ferro, o que sugere também a participacdo do radical superdxido no processo de
agressdo celular (ARUOMA et al., 1989).

No presente estudo o indice de dano ao DNA foi estatisticamente elevado nos
grupos de pacientes em relacdo 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 relacdo a todos os outros momentos analisados e em relacéo
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 0s
pacientes com LNH. Este dado esta corroborando com os resultados obtidos do perfil de
estresse oxidativo, pois 0 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 alteracbes permanentes do material genético (VALKO et al.,
2007). Ha poucos relatos na literatura que avaliaram conjuntamente o dano oxidativo e a
genotoxicidade causadas pelo transplante de células tronco hematopoéticas.

Em relacdo as analises das correlagcdes entre 0s parametros de estresse oxidativo e
o indice de dano ao DNA, foi possivel observar correlacdo negativa entre MDA e ID em
pacientes com MM no Pré- RC. Além disso, verificou-se uma correlacao 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 sdo conflitantes com relacdo a associacdo de alguns marcadores do
estresse oxidativo, fato atribuido a varios fatores dentre os quais a casuistica, tipo de
patologia, regime de condicionamento, entre outros.

O TCTH é uma modalidade terapéutica cada vez mais utilizada e indicada para
diversas doencas. No entanto, mesmo com 0s avancos cientificos na area, o sucesso do
transplante é as vezes limitado pela toxicidade e mortalidade inerentes ao processo. Os dados
do presente estudo demonstram que 0s marcadores do estresse oxidativo e de genotoxicidade
podem ser utilizados como biomarcadores precoces de toxicidade auxiliando no

monitoramento da evolugdo e no progndstico do paciente.
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CONCLUSAO

O estresse oxidativo foi verificado em todas as fases do TCTH, no MM, LH e
LNH em relacéo ao grupo controle;

O estresse oxidativo foi observado principalmente no momento D -1 em
relacdo ao estado basal e aos demais momentos para todos os grupos de
pacientes.

As concentracdes de MDA foram significantemente elevadas nos pacientes
submetidos ao TCTH em relacdo ao grupo controle em todos 0os momentos
analisados. Para todos os pacientes houve elevacao significante de MDA apds
0 RC, sendo em relagédo a todos 0s momentos para os pacientes com MM, em
relacdo ao estado basal para os pacientes com LH e em relacéo ao controle para
0s pacientes com LNH.

As concentracdes de Oxido nitrico foram significativamente elevadas nos
pacientes submetidos ao TCTH em relacdo ao grupo controle em todos o0s
momentos analisados. Pacientes com LNH apresentaram diminuicao
significante na concentracdo de NO em relacdo aos pacientes com LH no pré-
RC. Entre os grupos de pacientes, ndo houve diferenca significante para os
niveis basais desse biomarcador.

As concentracfes basais de catalase foram significantemente elevadas nos
pacientes submetido ao TCTH em relacdo ao grupo controle. Houve reducéo
significante da atividade de catalase no momento D -1 em relacdo ao estado
basal para todos os pacientes. Apés 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. N&o houve diferenca entre as doengcas em momentos especificos.

A concentracdo de GPx dos pacientes ndo diferiu significantemente da
concentracdo do controle em nenhum momento, nem entre 0s grupos de
pacientes, nem entre 0s momentos avaliados.

Nos pacientes com MM, observamos reducéo significante da atividade de SOD
no momento basal em relacdo ao controle e apés 0 RC em relacdo aos demais
momentos. Para os pacientes dos grupos LH e LNH, a atividade de SOD foi
significantemente reduzida ap6s o RC em relagcdo ao estado basal. N&do houve

diferenca entre os grupos de pacientes.
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e O ID foi significantemente elevados nos grupos de pacientes em relagdo ao
grupo controle. Houve elevagéo significante do ID em D -1 e D +1 em relagéo
ao estado basal para todos 0s grupos de pacientes. Apds o TCTH, os valores de
ID assemelharam-se aos do estado basal.

e As correlacbes obtidas entre os parametros de estresse oxidativo e ID
apresentaram-se conflitantes, levando a um questionamento sobre a
possibilidade de haverem outros fatores envolvidos na genotoxicidade durante
0 TCTH. O parametro de estresse oxidativo que apresentou melhor correlagédo
com o ID foi a enzima antioxidante SOD.
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|GrRuPO

APENDICE A - PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO E
GENOTOXICIDADE NOS 37 PACIENTES SUBMETIDOS A TCTH AUTOLOGO.

1GE
1 MFS

11RS

1EVS

1 ABC

1 FEOA

1 MSsL

1 SRL

1 RMO

1 RCN

1 EAC

1 FMP

1 ERR

1 RNP

1 FPF

1 RMHTO

1 HMPS

3 DRSS (LNH)
2 MFM

2 GF

2 HBM

2 FARC

3 JMN (LNH)
2 AFSA

3 RIA (LNH)
2 FCNS

2 RSMC

2 RRN

3 DSL (LNH)
2 AGS

3 VPS (LNH)
3 MAHP (LNH)
3 WL (LNH)
2 EOS

3 ROM (LNH)

3 CABO (LNH
3|JLBN (LNH)

IDADES  SEXO
67 M
55 F
63 F
61 M
30M
55 F
61F
48 F
60 M
53 M
53 F
44 F
51F
69 M
47 M
62 F
60 F
83 M
58 F
34 M
27 M
41 M
59 M
32 M
56 M
2 M
27 F
35F
25 M
40 M
45 M
50 M
39F
47 M
60 M
43 M
25 M

83

CM Pré-RC |CM D-1 CMD+1 |CMD+10 CM D+20 MDA Pré-RC_ MDA D-1 MDA D+1 MDA D+10 MDA D+20
16 73 41 23 13 3.49 4,55 3,56 3.68 2,65
15 62 21 64 24 2,88 14,84 5.87 3,77 2,31
12 55 15 16 29 4.21 5.27 3.56 2,65 2.80

7 75 7 16 9 2,92 12,72 3,05 2,77 2,80
16 64 32 23 16 2,65 8,33 3,74 3,65 3,38
14 63 46 32 15 3,18 3,30 2,16 3,01 2,88
17 63 36 31 16 3,49 246 2,80 1,06 2,84
15 75 49 16 29 2,97 1.71 2,27 2,58 341
27 89 55 16 9 1,56 224 2,27 2,16 3.1
16 52 31 32 12 2,33 3,18 1,52 3.33 2,35
12 51 39 31 11 2,20 421 3,35 3,81 2,84
17 55 35 37 12 2,16 2,05 2,12 2,31 1,90
14 46 31 19 8 1,86 2,05 2,43 2,20 1,10
24 64 32 10 12 1,55 1,86 1,67 1,74 1,48
15 47 29 9 11 2,96 3,60 2,20 1,55 1,45
27 54 26 7 10 2,12 2,58 1,90 2,27 1,56
29 46 24 7 10 2,58 2,69 3,11 3,49 2,61
10 72 35 22 13 2,27 5,15 3,54 1,90 3,56

9 50 24 18 11 1,58 1,86 1,78 1,90 1,97

8 51 28 24 24 2,69 3,75 3,21 2,46 3,60
10 58 17 10 8 2,31 4,02 3,97 3,79 3,94

6 27 19 6 12 2,73 5,80 2,56 2,58 3,15

5 63 16 13 10 2,73 6,44 3,90 3,10 4,02

6 39 23 4 4 2,65 7,16 2,92 4,24 2,77
11 73 27 22 13 4,70 6,33 2,16 5,87 5,45
18 73 31 20 12 1,97 6,78 4,89 4,96 3,98
10 45 23 26 14 1,33 6,93 4,23 2,65 2,27

8 50 28 27 12 1,48 1,29 3,75 2,69 1,86

7 45 35 8 14 2,09 2,92 3,11 1,78 1,35
30 57 28 18 11 1,48 1,82 1,74 1,77 2,16
24 43 22 15 13 5,57 5,95 6,59 4,45 5,81
22 44 21 11 7 4,66 4,28 4,66 7,16 4,88
22 47 27 7 10 3,83 3,15 4,93 10,38 7,08
24 51 19 10 9 8,33 9,62 7,76 6,36 4,96
18 53 21 8 5 3,85 5,2 8,9 8,0 3,98
21 50 24 12 8 4,73 5,08 5,64 5,42 4,59
23 47 28 17 11 4,36 4,950 4,18 4,25 4,34




APENDICE B - PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO E
GENOTOXICIDADE NOS 37 PACIENTES SUBMETIDOS A TCTH AUTOLOGO.

GRUPO
1GE
1 MFS
1 LRS
1EVS
1 ABC
1 FEOA
1 MSSL
1 SRL
1 RMO
1 RCN
1 EAC
1 FMP
1 ERR
1 RNP
1 FPF
1 RMHTO
1 HMPS
3 DRSS (LNH)
2 MFM
2 GF
2 HBM
2 FARC
3 JMN (LNH)
2 AFSA
3 RIA (LNH)
2 FCNS
2 RSMC
2 RRN
3 DSL (LNH)
2 AGS
3 VPS (LNH)
3 MAHP (LNH)
3 WL (LNH)
2 EOS
3 ROM (LNH)

3 CABO (LNH
3[iLBN (LNH)

IDADES  SEXO

67 M
55 F
63 F
61 M
30M
55 F
61 F
48 F
60 M
53 M
53 F
44 F
51F
69 M
47 M
62 F
60 F
8 M
58 F
34 M
27M
41 M
59 M
32M
56 M
2 M
27 F
35F
25 M
40 M
45 M
50 M
39 F
47 M
60 M
43 M
25 M

SOD Prée-RC  SOD D-1

2232,71
1683,96
1849,97
1331,21

1996,13|

2340,17
1849,97
1983,96
2452,82

757,27

793,72

193,72
1532,84
5203,93

793,72
2824,33
4113,85
1606,63
4736,94
2452,82
2746,00
1532,84
2454,42
1793,72
3102,76
4519,41
3102,76
3572,71
1019,89

957,92
3252,11
4736,94
3572,71
2694,62
2965,05
2805,01
2821,01

2130,17
831,92
831,92
913,93

1084,45)|

2232,71
871,00
519,89
233,79
340,00

1395,29

2130,17

1311,86

1252,11

1462,45

1736,94
757,00
913,93

1052,36

1331,21

3744,68

3102,76
952,82
627,45
913,93

2340,17
913,93
975,74
571,96
473,24

1939,02

1211,75
115,50
871,96
149,55

1331,21
901,58

SOD D+1

3643

1578

2656
1103,02
2707,13
1849,97
2452,82
2340,17
1749,97
4964,95
1683,96
3744,68
4113,85
2960,27
1156,11
3744,68
3572,71
6789,00
9865,00
2468,00
4688,00
5992,14
1532,84
2452,82
5716,96
1765,01
3252,11
3789,85
4964,95
5716,96
2960,27
2824,33
3924,93
1331,21
2032,35
3744,68
3675,25

SOD D+10 SOD D+20 GPx Pré-RC GPxD-1

2694,62 5716,96
1462,45 2032,35
3519,41 757,27
1685 2745
2856,27| 2035,51
2032,35 2130,17
5992,14 1689,31
1532,84 3572,71
1395,29 831,92
3744,68 1052,36
5454,42 1052,36
3408,64 3252,11
5454,42 1270,08
1395,29 1211,75
1270,08 1689,31
3744,69 1957,92
913,93 1606,63
8040,75 1683,956
1939,02 4311,86
1765,01 5454,42
2452,82 3252,11
1211,75 2130,17
1331,21 3584,00
4736,94 5765,00
1765,01 2694,62
5454,42 4311,86
2130,17 722,49
3408,64 1103,02
2232,71 1331,21
3408,64 1103,02
3508,91 2028,06
5203,93 3056,15
6280,56 451,51
1849,97 2452,82
2340,17 2033,02
1683,96 2563,25
3806,96 2578,36

412,19
302,83
243,95
462,66
437,42
396,25
740,26
504,72
336,48
252,36
593,89
284,12
484,12
159,83
374,69
385,45
197,23
471,07
353,30
521,54
294,04
368,24
134,59
672,96
504,72
209,44
672,96
336,48
231,58
668,24
504,72
336,48
168,24
100,94
292,54
269,34

336,48

445,84

210,3
235,54
319,66
226,10
195,45
479,48
269,18
252,36
168,24
184,12

841,2
336,48
134,59
342,06
189,52
109,36
260,77
311,24
336,48
186,95
282,40
108,41
336,48
267,30
195,58
472,96
201,89
100,94
504,72
368,24
168,24
122,49

84,12
100,94
117,77
288,31

84

GPxD+1 GPxD+10 GPx D+20

452,23
309,41
336,25
386,95
296,36
309,85
588,84
403,78
243,95
109,36
109,36
357,71

420,6
269,18
319,68
299,36
151,42
398,34
289,29
359,28
305,26
336,48
143,00

841,2
288,41
336,48
509,44
285,06
186,25
582,40
486,24
236,48
159,54

92,53
168,24
148,29
297,35

462,66
361,72
479,484
303,87
310,97
356,73
409,23
361,72
336,48
218,712
192,532
336,48
357,08
167,30
176,65
403,78
116,82
403,78
513,13
386,95
437,42
350,64
125,24
850,64
351,42
168,24
572,96
233,65
219,45
605,92
499,56
306,48
178,39
158,88
304,72
207,94
315,28

563,60
344,89
284,12
432,63
410,96
352,99
628,96
584,12
393,48
220,6
605,36
117,77
483,56
136,54
422,06
100,94
185,48
370,128
386,95
344,89
288,84
336,48
146,51
641,20
475,71
154,16
636,48
275,71
209,44
677,68
536,52
386,27
189,51
108,41
320,49
295,37
355,16



APENDICE C - PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO E

85

GENOTOXICIDADE NOS 37 PACIENTES SUBMETIDOS A TCTH AUTOLOGO.

3;RUPO

1GE
1 MFS

1LRS

1EVS

1 ABC

1 FEOA

1 MSsL

1 SRL

1 RMO

1 RCN

1 EAC

1 FMP

1 ERR

1 RNP

1 FPF

1 RMHTO

1 HMPS

3 DRSS (LNH)
2 MFM

2 GF

2 HBM

2 FARC

3 JMN (LNH)
2 AFSA

3 RIA (LNH)
2 FCNS

2 RSMC

2 RRN

3 DSL (LNH)
2 AGS

3 VPS (LNH)
3 MAHP (LNH)
3 WL (LNH)
2 EOS

3 ROM (LNH)

3 CABO (LNH
3[JLBN (LNH)

IDADES SEXO
67 M
55 F
63 F
61 M
30 M
55 F
61 F
48 F
60 M
53 M
53 F
44 F
51F
69 M
47 M
62 F
60 F
18 M
58 F
34 M
27 M
41 M
59 M
32 M
56 M
2 M
27 F
35F
25 M
40 M
45 M
50 M
39 F
47 M
60 M
43 M
25 M

CAT Pré-RC  CATD-1

CATD+1 CATD+10 CATD+20 NITPré-RC NITD-1

330,99 230,99 309,35 215,45 191,55
153,52 70,42 169,26 107,04 115,45
301,41 80,28 208,31 215,45 115,49
184,51 76,06 325,46 456,09 611,27
304,12 166,90 263,98 360,55 338,54
133,80 53,52 202,82 132,39 153,28
304,23 114,08 142,25 321,13 319,28
242,06 153,52 228,17 123,54 264,79
291,55 107,04 150,14 111,27 181,69
380,28 215,49 288,73 242,25 384,51
309,86 177,46 221,13 173,24 320,03
487,32 294,37 378,87 307,04 687,32
254,93 209,86 214,08 207,04 290,14
381,69 245,07 476,06 538,03 322,54
283,67 115,49 178,87 160,56 306,59
630,99 421,13 483,10 676,06 784,51
112,68 105,63 207,04 181,69 145,07
273,24 98,59 152,80 185,92 164,79
319,72 116,90 138,75 138,03 102,82
321,13 150,70 198,59 316,50 338,03
239,79 170,42 201,40 833,80 308,45
267,61 73,24 187,32 347,83 525,35
226,76 102,82 332,39 414,08 280,4
315,49 69,01 57,75 45,07 290,36
156,34 60,56 245,07 425,35 180,28
136,62 128,56 361,57 119,72 261,97
316,90 92,96 259,15 370,42 332,39
101,41 87,32 146,48 164,75 310,25
352,11 105,63 181,69 170,42 287,32
383,10 359,15 335,21 262,91 274,65
419,72 163,38 745,07 267,40 395,26
145,07 76,06 178,87 166,20 156,08
257,75 60,56 67,61 94,37 90,14
135,44 28,17 42,25 29,58 18,31
283,10 107,04 163,38 239,83 240,15
311,17 46,48 12,68 415,49 327,99
205,63 91,24 231,06 255,61 236,52

51,46
61,50
61,06
113,17
57,62
109,91
57,00
23,99
66,42
35,01
81,82
12,65
33,66
13,33
30,62
46,53
35,81
8,90
47,27
73,14
51,02
75,66
58,85
23,74
41,60
84,59
67,10
85,02
40,99
52,50
46,22
42,71
45,73
40,12
38,52
40,25
34,27

61,99
70,67
36,24

113,79
45,46
57,43
50,84
26,20
25,77
32,85
48,87
31,44
17,27
17,64
41,54
13,45
36,00
45,24
48,44
55,13
42,16
47,02
25,03
79,36
46,34
63,69
29,41
43,33
52,81
26,20
21,83
36,80
37,78
45,71
24,36
41,11
42,72

NITD+1 NITD+10 NIT D+20

55,74
65,30
45,78

100,11
51,13
56,63
51,27
25,28
44,80
38,15
53,92
80,96
37,84
14,44
21,71
26,20
36,37
35,26
43,04
52,48
40,35
45,42
40,86
27,93
49,92
68,64
40,18
35,13
22,88
41,05
18,75
41,35
27,99
36,06
33,96
52,69
39,68

41,42
88,23
76,77
80,44
40,19
82,25
69,13
17,15
18,38
22,51
27,07
29,16
10,19
2,98
28,54
22,51
14,25
40,49
40,68
73,14
45,24
58,26
29,41
19,61
33,29
46,65
45,48
28,97
24,25
41,87
38,63
29,96
35,81
27,56
39,81
105,60
41,42

18,32
59,96
61,25
65,28
33,60
47,92
55,48
18,57
53,61
15,55
25,83
78,06
33,41
24,36
23,87
51,76
24,60
50,10
49,79
46,65
47,08
88,66
56,36
24,65
32,05
69,63
96,05
78,09
46,53
58,35
45,81
41,62
42,16
31,19
37,98
42,95
36,54
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GENOTOXICIDADE NOS 30 INDIVIDUOS SAUDAVEIS QUE PARTICIPARAM DO
ESTUDO.

1 53

2 45

3 28

- 40

5 58

6 61

7 47

8 45

9 58
10 42
11 33
12 63
13 18
14 33
15 46
16 48
17 65
18 54
18 37
20 56
21 49
22 58
23 66
24 30
25 46
26 64
27 36
28 53
29 60
30 59

MDA SOD NIT
5 0,57| 2232,71 1085,15 80,28 0,58
6 0,25| 2570,88 622,49 25,35 0,40
5,5 0,26 1245,05 277,60 33,80 0,40
3,5 0,84 545442 168,24 83,10 0,46
7,5 0,25 2960,27 353,30 204,23 0,27
- 0,23 957,92 386,95 408,86 0,52
1 0,72 3102,75 386,95 54,83 0,10
3,33 1,83| 451841 268,18 69,01 0,40
4,5 1,44| 37445868 328,07 38,03 0,40
5,33 2,73| 3102,76 370,13 28,17 0,46
3 1,06] 1939,02 378,54 30,99 0,33
7 1,10] 1606,63 344,88 77,46 0,64
1 1,97] 1765,01 286,01 67,61 0,89
5 1,59] 5716,96 420,60 45,07 0,09
3,33 1,56] 2570,88 227,12 35,21 0,21
5,33 1,78] 451841 420,60 502,82 1,07
4,5 1,14] 1156,11 284,42 2,82 0,52
2,5 0,80 139529 412,18 36,62 0,52
7,5 0,38| 2694,62 227,12 59,15 0,46
5 0,50] 5716,96 328,07 225,35 0,15
7,66 1,05 3102,76 370,13 26,76|na
10 0,99| 5203,93 269,18 228,17|na
6 1,16 1849,97 302,83 58,15[na
5,5 1,06] 3408,64 269,18 58,15[na
5,33 0,98| 5716,96 361,72 230,99|na
4 0,88| 545442 395,36 115,48|na
4,55 1,09] 223271 218,71 197,18[na
5,44 1,11 473694 361,72 136,62|na
3,45 0,99] 2232,71 277,60 354,93[na
5,33 1,06| 3102,76 359,11 121,32|na
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAGAO EM PESQUISA

Vocé esta sendo convidado () a participar do projeto de pesquisa intitulado
“Avaliacdo do Perfil Oxidativo e da Genotoxicidade em Pacientes Submetidos a
Transplante Autélogo de Células Tronco Hematopoéticas”, que tem por objetivo principal
avaliar o perfil oxidativo e a genotoxicidade nas diversas fases que envolvem o TCTH,
comparando os diferentes regimes de condicionamento em pacientes submetidos a transplanie
aut6logo de células tronco hematopoéticas. Serdo coletadas de cada paciente amostras de
sangue, através de puncio periférica da veia do antebrago, em cinco momentos: antes da
quimioterapia, 24 horas ap6s a quimioterapia, 1 dia ap6és o transplante 30 dias ap6s o
transplante e 20 dias apds o transplante. Apés a coleta serdo realizados uma série de exames
laboratoriais para avaliar o perfil oxidativo e a genotoxicidade nos diferentes momentos que
envolvem o transplante de células tronco hematopoéticas autélogo, comparando também os
regimes de condicionamento. Somente no final do estudo poderemos concluir a presenga de
algum beneficio direto para o participante. Espera-se que o resultado desses exames podera
contribuir na validagdo de novos parametros que direcionem intervengdes médicas capazes de
melhorar a qualidade do transplante e a evolucdo do paciente.

A participagdo do(a) senhor(a) na pesquisa sera plenamente voluntaria € consciente,
n3o havendo qualquer forma de pagamento ou compensacdo material, sendo que, ao participar
da pesquisa, ndo ficara exposto(@) a nenhum risco que possa comprometer a sua sadde,
havendo apenas a possibilidade de formacio de uma pequena mancha roxa devido a coleta do
sangue. O senhor(a) pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, sem prejuizo
de sua assisténcia médica. Sua identidade serd mantida em sigilo absoluto, sendo a divulgagéo
dos resultados totalmente proibida a terceiros, ficando restrita & discussdo académica de
ambito cientifico e, ainda assim, sem qualquer possibilidade de identificacdo dos pacientes.
Sera, no entanto, permitido o acesso as informacdes sobre procedimentos relacionados a
pesquisa.

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas. O principal investigador é a Thayna
Nogueira dos Santos, que reside na rua Parana, 700, Apto 102, bairro Demdcrito Rocha,
Fortaleza,CE. Fone: (0xx85) 3482-9099/ 88646683. Para tanto, necessitamos que a Senhor (a)
autorize a obtencdo da coleta de sangue e das informagdes para que seja realizada a
pesquisa.

Se o Senhor(a) tiver alguma consideracio ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Comité de Etica e Pesquisa (CEP) do HUWC- Rua Capitdo Francisco Pedro,
1290 - Rodolfo Tedfilo; Fone: (0xx)85 3366-8589- E-mail: cephuwc@huwc.ufc.br.

Caso o Senhor (a) se sinta suficientemente informado a respeito das informacdes que
leu ou que foram lidas para vocé sobre os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos € riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes e que sua participacdo € voluntaria, que ndo ha remuneracéo para participar do
estudo e se o Senhor{a) concordar em participar solicitamos que assine no espaco abaixo.

Assinatura do paciente/ representante legal Data: / /

Assinatura da testemunha Data: / /
*Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data: / /
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ANEXO B - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP.

HOSPITAL UNIVERSITARIO

WALTER CANTIDIO/ W
UNIVERSIDADE FEDERAL DO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAQ DO PERFIL OXIDATIVO E DA GENOTOXICIDADE EM PACIENTES
SUBMETIDOS A TRANSPLANTE AUTOLOGO DE CELULAS TRONCO
HEMATOPOETICAS.

Pesquisador: Thayna Nogueira dos Santos

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 08022912.5.0000.5045

Instituigao Proponente: Hospital Universitario Walter Cantidio/ Universidade Federal do Ceara/

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 167.483
Data da Relatoria: 10/12/2012

Apresentagao do Projeto:

Estudo do tipo longitudinal prospectivo com a finalidade de investigar o perfil oxidativo e a genotoxicidade
em pacientes adultos que serdo submetidos a transplante autdlogo de células tronco hematopoéticas
(TACTH. Tem comoe hipotese que possivelmente tanto o periil do estresse oxidative quanto da genotipagem
véo variar quanto ao regime de condicionamento, podendo com isso haver mutagoes nas hélices do DNA
prejuizo no tratamento e prognostico do paciente. Assim a pergunta de partida € se ha regime de
condicionamento mais toxico que outro?

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar o perfil oxidative e a genotoxicidade nas diversas fases que envolvem o TCTH, comparando os
diferentes regimes de condicionamento em pacientes submetidos a transplante autélogo de células tronco
hematopoéticas

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Sera possivel validacdo de novos condicionamentos e parametros que direcionem intervencdes médicas
capazes de melhorar a qualidade do transplante e o prognostico do paciente. Os riscos serdo referentes a
coleta de sangue.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa esta adequada.

Enderego: Rua Capit3o Francisco Pedro, n° 1220

Bairro: RodolfoTedfilo CEP: B80.430-370

UF: CE Municipio: FORTALEZA

Telefone: (353)388.-8613 Fax: (853)281.4061 E-mail: cephuwc@huwc.ufc br



HOSPITAL UNIVERSITARIO
WALTER CANTIDIO/ W
UNIVERSIDADE FEDERAL DO

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos apresentados corretamente

Recomendagoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Atendidas. Pesquisa adequada.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Néo

Consideragoes Finais a critério do CEP:

A pesquisadora devera encaminhar a este CEP relatdrio via Plataforma Brasil até 30 dias apos concluséo do
projeto.

FORTALEZA, 10 de Dezembro de 2012

Assinador por:

Maria de Fatima de Souza
(Coordenador)

Enderego: Rua Capit3o Francisco Pedro, n® 1220

Bairro: RodolfoTedfilo CEP: 80.430-370

UF: CE Municipio: FORTALEZA

Telefone: (353)388 -8613 Fax: (853)281.4081 E-mail: cephuwc@huwc.ufcbr
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