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RESUMO

Introducdo: Pacientes com leucemia mieldide aguda (LMA) estdo sob maior risco para diversas
infeccdes, incluindo as fungicas, sendo esta, uma das principais causas de morbimortalidade. A
glicose 6 fosfato desidrogenase (G6PD) é uma enzima localizada em todas as células, com
funcdo primordial nos eritrocitos para proteger contra o estresse oxidativo, porém, muito
necessaria nos leucdcitos para producdo de suas proteases basicas e acidas para destruicdo de
microorganismos invasores. Objetivo: Avaliar se os polimorfismos no gene da G6PD
concomitantemente com infeccbes fungicas (IF) estdo associadas a clinica e morbidade em
pacientes diagnosticados com LMA acompanhados no Hemocentro do Amazonas.
Metodologia: Foi realizada busca ativa dos pacientes com entrevista e revisdo de prontuarios.
A determinacdo das mutacGes na G6PD foi realizada pela técnica de qPCR e posterior
sequenciamento génico para confirmacao das mutagdes. Resultados: Um total de 157 pacientes
foram envolvidos no estudo, sendo 91(58%) homens e 66(42%) mulheres. O subtipo de LMA
mais prevalente no grupo estudado foi a M3 em 63 pacientes (40,12%), seguido por M5 em 33
pacientes (21,02%), M2 em 21 pacientes (13,37%) e M4 em 15 pacientes (9,55%), contendo
prevaléncias proximas entre os géneros. A prevaléncia de infeccOes fungicas foi idéntica entre
0s géneros, porém, equimoses (P=0.004), vémito (p=0.016) e alteracdes cardiacas (P<0.001)
foram maiores no sexo feminino, enquanto tosse persistente (p=0.049) e Diarréia (p<0.001) no
masculino. Dezoito pacientes foram diagnosticados portadores de duas mutac@es, sendo 08
(5.1%) para c.202G/A, 18 (11,5%) para c.376A/G e 04 (2,5%) para ambas mutagdes
concomitantemente (c.202G/A/c.376A/G). Apesar dos portadores das mutacbes terem sido
acometidos mais frequentemente com infecgGes fungicas, 9,8% nos portadores para c202G/A
vs 3,4% nos normais, 12,2% para c376G/A vs 11,2% nos normais e 7,3% para ambas
c202G/Alc.376%/G vs 0,7%, esta incidéncia néo foi significativa, embora entendamos que com
um numero amostral maior de portadores de mutacdes e infecgBes flngicas, este dado seria
significativo. De outra forma, a prevaléncia de 6bito nos portadores das mutacdes encontradas
foi bem maior quando acometidos por IF (P<0,001). Acreditamos que a determinacdo de
polimorfismos da G6PD permitira tracar estratégias de monitoramento, diagndstico precoce e
terapéutica adequada e direcionada a LMA, bem como avaliar sua atividade podera ajudar a
identificar pacientes com LMAem maior risco de IF, permitindo projetar estratégias
terapéuticas e de vigilancia mais intensivas.

Palavras-chave: Leucemia miel6ide aguda, G6PD , Infeccdo Fungica, Manaus.
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ABSTRACT

Introduction: Patients with acute myeloid leukemia (AML) show at higher risk for several
infections, including fungal infections, which is one of the main causes of morbidity and
mortality. Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD is an enzyme located in all cells, with
primordial function to protect against oxidative stress in erythrocytes, however, very necessary
in leukocytes for the production of its basic and acid proteases used to destruction of invading
microorganisms. Objective: To evaluate whether polymorphisms in the GG6PD gene
concomitantly with fungal infections (IF) are associated with clinical and morbidity in patients
diagnosed with AML followed up at the blood foundationfrom Amazon(FHEMOAM).
Methodology: We performedan active search for patients and review of medical records. G6PD
mutations was determination of was performed using the gPCR technique and subsequent
genetic sequencing to confirm the mutations. Results: A total of 157 patients were involved in
the study, being 91 (58%) men and 66 (42%) women. The most prevalent AML subtype in the
studied group was M3 in 63 patients (40.12%), followed by M5 in 33 patients (21.02%), M2 in
21 patients (13.37%) and M4 in 15 patients (9.55%), with similar prevalence between genders.
The prevalence of fungal infections was identical between genders, however, bruising (P =
0.004), vomiting (p = 0.016) and cardiac changes (P <0.001) was higher in females, while
persistent cough (p = 0.049) and Diarrhea (p <0.001) in males. Eighteen patients were
diagnosed with two G6PD mutations, with 08 (5.1%) for ¢.202G/A, 18 (11.5%) for ¢.376A/G
and 04 (2.5%) for both mutations concomitantly (c. 202G/A / ¢.376A/G). Although the carriers
of the mutations were more frequently affected with fungal infections, 9.8% in carriers for
c202G/A vs 3.4% in normal, 12.2% for c376G/A vs 11.2% in normal and 7, 3% for both
c202G/A [ ¢.376A/G vs 0.7%, this incidence was not significant, although we believe that with
a larger sample number of carriers of mutations and fungal infections, this data would be
significant. Otherwise, the prevalence of death in patients with the mutations found was much
higher when affected by FI (P <0.001). We believe that the determination of G6PD
polymorphisms will allow the development of monitoring strategies, early diagnosis and
appropriate and targeted treatment for AML, as well as evaluating its activity may help to
identify AML patients at higher risk for Fl, allowing the design of more therapeutic and

surveillance strategies intensive.

Keywords: Acute myeloid leukemia, G6PD, Fungal infection, Manaus.
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1 INTRODUCAO

As neoplasias hematologicas séo caracterizadas como grupo de doencgas clonais que se
originam de uma Unica célula precursora hematopoiética. Essas alteracdes geralmente decorrem
de uma alteracdo genética, estimulando a producdo de seu clone neoplésico, proliferando
desordenadamente e comprometendo a medula éssea no caso das leucemias (KAMPEN KR
2012; OLIVEIRA 2018).

As Leucemias sdo doencas de relevancia mundial representando cerca de 2,4% de todos
0s canceres ocupando a 11° posi¢do no mundo e quanto a mortalidade cerca de 3,2% ocupando
a 10° posicdo. Esses dados refletem um mau progndstico da doenca principalmente em
populacdes de baixo nivel sécio econémico (GLOBOCAN 2018; MIRANDA-FILHO et al.
2018).

Atualmente, as maiores taxas de incidéncia foram estimadas na Austrdlia e Nova
Zelandia (18,5 por 100.000 hab), na América do Norte (17,7) e na Europa ocidental (2,6) numa
frequéncia de aproximadamente de 260mil novos casos por ano, dos quais 60% acometem
homens, e vem elevando sua frequéncia em pessoas acima dos 60 anos de idade (STEWART
& WILD 2014; MIRANDA-FILHO et al. 2018). Ja no Brasil, segundo o Instituto Nacional do
Céancer (INCA), as estimativas do ano de 2018 foram cerca de 11mil novos casos, acometendo
60% os homens e com 70% de mortalidade.

As leucemias sdo caracterizadas pela producdo descontrolada de células anormais na
medula 6ssea comprometendo a producdo das células sanguineas normais. Em muitos casos,
estas células displasicas culminam com a insuficiéncia da medula 6éssea, originando as
principais manifestacGes clinicas desses pacientes, que geralmente sdo: anemia, leucopenia e
trombocitopenia, ocorrendo em muitas situacdes, infiltracdo de outros 6rgdos como: figado,
baco, linfonodos cérebro e pele (HOFFBRAND & PETTIT 2013).

Atualmente, a classificacao das leucemias depende dos marcadores celulares (CDs) e da
avaliacdo das caracteristicas morfologicas da linhagem celular comprometida. Ao passo que
sdo identificadas e associadas a clinica do paciente, as leucemias podem ser divididas em dois
grandes grupos, agudas ou cronicas.

As Leucemias Agudas (LA) tendem a ser mais agressivas promovendo o bloqueio
maturativo na hematopoese, bem como o acimulo de células jovens (blastos) na medula 6ssea
e/ou sangue periférico, levando a insuficiéncia medular. Comumente as LAs possuem curso
mais rdpido, com proliferagdo celular intensa e diminui¢do da apoptose, sendo seu diagnostico

definido pela presenca de blastos acima de 20% na medula 0ssea e sangue periférico. Ja as



Leucemias Cronicas (LC) normalmente apresentam producdo exacerbada de células maduras,
apresentam-se de forma insidiosa e se estendem por um periodo mais prolongado.
(HOFFBRAND & PETTIT, 2013; LAGO & PETRONI, 2017).

As leucemias agudas e cronicas acometem tanto as linhagens linféides como também
as mieldides. Em alguns casos, podem acometer ambas linhagens denominando-se
bifenotipicas (LBA) (MALLICK et al., 2016; OLIVEIRA 2018).

Segundo a Revisdo da OMS (2016), as neoplasias mieldides e leucemias agudas
sdo classificadas e descritas a seguir:

e Neoplasias Mieloproliferativas (NMP)

Nesse grupo estdo a Leucemia Mieldide Cronica (LMC) Afetando progenitores
mieldides, apresenta estagio de maturacdo e desenvolvimento mais lento,
comum em adultos. Além da LMC também estéo incluidas a Trombocitopenia
Essencial (TE), Policitemia Vera (PV) Mielofibrose Priméaria (MFP)

¢ Neoplasias Mielodisplasicas/Mieloproliferativas

e Sindromes Mielodisplasicas (SMD)

¢ Neoplasia de Progenitores Mieloides

Nesse grupo estdo as Leucemias Mieldides Agudas e neoplasias relacionadas, a
Leucemia Mieldide Aguda (LMA) afeta progenitores mieldides com bloqueio
maturativo, geralmente de curso mais rapido, apresentando no minimo 20% de
blastos na medula 6ssea e sangue periférico, acometendo tanto adultos como em
criangas.

¢ Neoplasias de Progenitores Linfoides

Nesse grupo esta a Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) é o tipo mais comum
em criancas, podendo ocorrer em menor frequéncia 30% em adultos

e LinfoproliferacGes

Nesse grupo estd a Leucemia Linfoblastica Cronica (LLC) que é uma das
Neoplasias de Células B maduras. Adaptado de (OMS 2016; OLIVEIRA, 2018).

1.2 A LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA
A leucemia miel6ide aguda (LMA) ocorre pela proliferacdo clonal de mieloblastos que

se acumulam na medula 0ssea, sangue periférico ou outro tecido, e, consequentemente inibem

a atividade hematopoética normal, em razao da exacerbada producdo anémala dos precursores



granulociticos imaturos e pelo bloqueio da diferenciacdo e parada da maturacdo (KAMPEN KR
2012; MERINOL et al., 2018; OLIVEIRA 2018).

Nos Estados Unidos segundo a Sociedade Americana do Cancer, estimam-se que
60.530 novos casos de leucemia serdo diagnosticados em 2020 e 23.100 mortes para todos 0s
tipos de leucemia. Para a LMA as estimativas sdo de 19.940 novos casos e 11.180 mortes,
maioria em adultos. J& a média de idade é de aproximadamente 67 anos com 54% dos pacientes
diagnosticados (Carvalho et al., 2011). Ainda ndo se conhece sua etiologia, porém algumas
alteracdes geneticas estdo implicadas no seu desenvolvimento, assim como outros tipos de
cancer a leucemia pode resultar de um processo cumulativo de mutagdes nos genes de células
progenitoras na medula 6ssea (PELLOSO et al., 2003; ALBERTS et al., 2004; VELLOSO et
al., 2011).

No Brasil estimam-se novos casos para 2020 de 10.810, sendo 5.920 homens e 4.890
mulheres, esses valores correspondem a um risco relativo de 5,63 casos novos para cada 100
mil homens e 4,38 para cada 100 mil mulheres. (2020 - INCA).

Anteriormente considerada sem cura, atualmente vem apresentando um melhor
prognostico desde quando surgiram os primeiros quimioterapicos seguido da poliquimioterapia,
e nos ultimos 20 anos com o0 avanco de novos estudos, possibilitando alcangar um potencial de
cura de aproximadamente 35% a 40% dos pacientes com menos de 60 anos de idade, e, para
pacientes com mais de 60 anos o progndstico vem melhorando pontualmente (MARTIN PJ et
al.,2010; PELOQUIN; CHEN; FATHI,2013; SAULTZ & GARZON 2016). Estudos recentes
revelam que esse distarbio surge de uma série de alteracdes genéticas de células tronco
hematopoiéticas recorrentes com a idade, também, sdo evidenciados varios fatores de riscos,
como exposicao a radiacdo ionizante, medicamentos utilizados em quimioterapias, infecgdes,
obesidade, fumo, alcool e exposicdo ocupacional ao benzeno (SILVA et al., 2006; Carvalho et
al., 2011; INCA 2018).

A classificagdo da LMA se baseia nos conceitos de duas entidades: Organizagao
Mundial de Saude (OMS) e Grupo Franco-Americano-Britanico (FAB).

A LMA considerada heterogénea, compreende uma variedade de subtipos celulares que
podem ser observadas no sangue periférico e medula 6ssea. Segundo o Sistema de classificacdo
Franco-Americano-Britanico (FAB) sdo subdivididas a partir de MO a M7 (HAMERSCHLAK,
2008). Como descrito na Tabela 1.

Além de utilizar a classificagdo da OMS mais atual, a Fundacdo HEMOAM continua

utilizando a classificagdo FAB para subdivisdo das LMAs.



Tabela 1. Classificacdo morfoldgica FAB - LMA adaptada para a classificacdo OMS adaptado de (LANDINES-CASTRO et al., 2015; OLIVEIRA,

2018),

Tipo

Nomenclatura FAB

Morfologia

Marcadores
Imunofenotipicos

Leucemia mieloblastica

Blastos de tamanho médio, nucleo arredondado, cromatina fina, citoplasma nédo granular basofilico, nucléolos

*]3 4+ 33 4 «]1b + ¢llc +

Mo aguda com 0 minimo de proeminentes o14 + ¢15+
diferenciacdo
. . - Os blastos de tamanho médio com alta relagdo N/C, nucléolos arredondados com cromatina imatura e dispersa | *MPO + *13 + ¢33 + «117 +
Leucemia mielobléastica . ; . N PR, ~
M1 ~ com um ou mais nucléolos proeminentes. Os blastos podem a granulagéo azurofilica fina ou bastfes de Auer | «34+
aguda sem maturacao .
no citoplasma em 5 a 10% dos casos.
.- < , . . + 034 13 + 15 +
L Pequenos e médios blastos com alta relagdo N/C e nucleos arredondados por vezes localizados em um canto MPO 34«13 13
Leucemia mieldide aguda . , . : : : B} . . | "HLA-DR+ *Sudan black +
M2 M do citoplasma. O nucleo apresenta cromatina dispersa e imatura com um ou mais nucléolos. O citoplasma é
com maturagdo . x b R ~ . 117+
basofilico e pode conter tracos de granulacéo azurofilica primaria ou bastbes de Auer isolados
Immunophenotype
Granulagdo abundante, intensamente azurofilica. O nicleo é geralmente monocitico irregular ou bilobado com
uma fenda profunda. Citoplasma pouco basofilico devido a proliferagdo da granulacdo azurofilica. Alguns
M3 Leucemia promielocitica | promielécitos atipicos também contém inclusbes citoplasméticas cristalinas alongadasespecificas. Elas | ¢13 + ¢33 + sHLA-DR <34
geralmente formam aglomerados, mas diferem dos bast6es de Auer por mostrarem uma subestrutura tubular
na microscopia eletrénica.
Leucemia Grandes blastos moderada relacdo N/C e basofilia variavel. O nicleo pode ser arredondado, em forma de rim | «13 + 15 + ¢33 + «11b +
M4 . - .
mielomonocitica aguda ou irregular ellc+ 14 ++64 + 4+
Mb5a: Blastos grandes com ntcleo arrendondado e cromatina imatura dispersa e citoplasma moderadamente 14+ .68+
grande e intensamente basofilico. O citoplasma pode mostrar alguns bastdes de Auer e/ou prolongamentos e
M5 Leucemia monocitica | granulagdes. "
aguda M5b: Leucemia monocitica aguda, os promondcitos tem um nucleo arredondado ou forma de rim, com
mtop!asma menos basofilico que é mais granulado que os m(?noblastos e contém alguns vacuolos. Achados ellc+ *HLA-DR + 64 +
de eritrofagocitose com blastos monociticos sugerem uma t(8:16)
Méa leucemia eritroide com proliferacdo de blastos mistos: mais de 50% de precursores eritréides e cerca de | <13 + 33 +
30% de mieloblastos. A morfologia dos eritrdcitos no sangue periférico € bastante alterada, com esquizdcitos, | <15 +
M6 Leucemia eritréide aguda | equindcitos, acantdcitos. Leucemia eritréide pura M6b: os eritroides constituem 80% das células da MO, com | GlicoforinaA++Glicoforina
menos de 3% das células mieléides. Os eritrécitos no sangue periférico consistem em macrocitos, pontilhado | C+
basofilico, corpos de Howell-Jolly ou anéis de Cabot.
Com explosdes polimorficas, altamente imaturas. O nlcleo é excéntrico com cromatina reticulada dispersa ]+ 6l +
M7 Leucemia nucléolos proeminentes. O citoplasma néo é granular, basofilico e de aparéncia muito semelhante as plaquetas.

megacariocitica aguda

Micromegacariocitos e fragmentos de megacarioblastos sdo vistos no sangue periférico(plaquetas gigantes,
algumas altamente degranuladas).

42+ o134 33 + 434 +




1.2.1 Epidemiologia LMA

A incidéncia anual de LMA somente nos Estados Unidos est4 estimada em 3,5 casos
para cada 100mil habitantes e aumenta com a idade, no Brasil se estimou 1,1mil novos casos
para 2018/2019 (INCA 2018), outro estudo registrou no periodo de 2007 a 2011 um total de
7807 casos de leucemia em grupos ocupacionais, e 0s Estados que apresentaram maior
prevaléncia foram: no Estado de Minas Gerais (1350), no Rio grande do Sul (1082) e no Rio
de Janeiro (1047) (ZAGO & PASQUINI, 2014; MORAES et al., 2017). Ja& no Estado do
Amazonas segundo registro da Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(HEMOAM), no periodo de 2009 a 2019 foram registrados 367casos de LMA.

1.2.2 Dados Clinicos

Os sintomas mais frequentes da LMA decorrem da faléncia da medula 6ssea e do
comprometimento com baixa concentragdo das respectivas linhagens. Assim, alteragdes
relacionadas aos globulos vermelhos cursam com fadiga, palidez e fraqueza decorrentes da
anemia, além disso, individuos neutropénicos tendem a apresentar infec¢des recorrentes e de
repeti¢do, dando espago, inclusive as doengas oportunistas, por fim, casos que interferem nas
coagulacdes primarias (e secundéarias) podem provocar hemorragias, relacionadas a
trombocitopenia.

Considera-se também o acometimento extra-medular em outros tecidos e 6érgaos, como
pele, gengiva, sistema nervoso central (SNC), coagulopatia, leucostase e disturbios metabolicos
(ZAGO & PASQUINI, 2014; MERINOL 2018).

A melhoria do prognoéstico da LMA foi possivel pela estratificacdo da doenga em grupos
de risco, com base na citogenética; e pela identificacao de falhas de indug¢do quimioterapica.
Atualmente a probabilidade de cura da LMA nos paises desenvolvidos chega em torno de 60%,

j& nos paises em desenvolvimento estd em torno de 40% (SAULTZ & GARZON 2016).



1.2.3 Fatores de risco

Em geral, os fatores risco estéo associados ao sexo masculino, infeccdes, idade, fumo,

exposicdo a certos produtos quimicos como o benzeno, exposicdo a radiacdo, tratamento

anterior com quimioterapia ou radioterapia, obesidade, distdrbios hereditarios e genéticos com
historia familiar de leucemia (SILVA et al., 2006; CARVALHO et al., 2011; INCA

2018).

Estudos mostram que distarbios relacionados a LMA surgem de uma série de

alteracOes genéticas de células tronco hematopoiéticas recorrentes com a idade, com

translocacGes e mutacGes de genes responsaveis por correcdes de erros genéticos

herdados, além dos fatores extrinsecos ja citados (ACHARYA et al., 2018).

1.2.4 Classificacio LMA

Ao longo dos anos foram atualizados varios sistemas de classificacdo para LMA

baseado em etiologia, morfologia, fenotipo, sistema imune e genética. Na década de 1970, a

LMA foi classificada de acordo com o sistema de classificacdo Franco-Americano-Britanico

(FAB), usando principalmente morfologia e critérios imuno-fenotipicos / citoquimicos para

definir oito subtipos principais de LMA (FAB M0 a M7) (SILVA et al., 2006).

Tabela 2. Classificacdo das Leucemias segundo sistema de classificacdo Franco-Americano-

Britanico. Adaptado(Silva et al., 2006).

Grupos FAB* MIC** EGIL*** WHOQO****
Ano de 1976 1986 1995 1997
proposicao
Critérios de Morfoldgico Morfol6gico Imunoldgico Clinico
classificacéo Citoquimico Imunoldgico Morfoldgico
Citogenético Imunoldgico
Citogenético
Recorrente

*French-American-British
**Morphological-Immunological-Cytogenetic
***European Group for the Immunological characterzation of Leukemias
****World Health Organization




A Classificagdo da LMA segundo a OMS substituiu o sistema de classificacdo da FAB
para se tornar a modalidade essencial para classificacdo das leucemias agudas atualmente
(WHO 2016). Em colaboracdo com a Society for Hematopathology e a European Association
for Haematopathology, a OMS publicou a terceira e quarta edi¢des da Classificacdo de tumores
de tecidos hematopoiéticos e linféides, em 2001 e 2008, respectivamente, como parte de uma
série de Classificacdo da OMS, sendo atualizada até 2008 (ARBERET al., 2016; OLIVEIRA,
2018).

Desde entdo, ha inmeros avancos na identificacdo de biomarcadores Unicos associados
a algumas neoplasias mieldides e leucemias agudas, em grande parte derivadas da expressao
génica, analise e sequenciamento da proxima geracdo. A ado¢do desses novos critérios sao
responsaveis por melhorar significativamente diagnosticos realizados, bem como a relevancia
prognostica embasadas na classificacdo da OMS.

A classificacdo atual endossada por hematologistas, hematopalogistas, oncologistas e
geneticistas, representa um aprimoramento da classificagao anterior, incorporando novos dados
clinicos, prognosticos, morfologicos, imunofenotipicos e genéticos que surgiram desde a ultima
edicdo (ARBERET al., 2016). As principais mudancas na classificacdo e suas razfes sdo

apresentadas no Quadro 1 abaixo:

Quadro 1-Classificagdo OMS 2016 para as leucemias mieldides agudas e neoplasias
relacionadas. Adaptado de (OLIVEIRA 2018).

1) Leucemia mieldide aguda(LMA) com anormalidades genéticas recorrentes:
LMA com t(8,21) (g22;922); oncogene RUNX1 — RUNX1T1

LMA com inv(16) (p13.1;922) ou t(16;6) (p13.1;g22); oncogene CBFp — MYH11
Leuc. Promielocitica aguda (LPA): t(15;17), oncogene PML-RARa

LMA com t(9;11)(p21.3;923.3): oncogene MLLT3-KMT2A

LMA com t(6;9) (p23;34.1): oncogene DEK-NUP214

LMA com inv(3)(g21.3926.2) ou t(3;3)(q21.3;926.2): GATA2, MECOM

LMA (megacarioblatica) com t(1;22)(p13.3;913.3):RBM15-MKL1

Entidade provisoria: LMA com BCR-ABL1+

LMA com mutacdo NPM1

LMA com mutacéo bialélica em CEBPA

Entidade provisoria: LMA com mutagdo RUNX1

2) LMA com mudancas displasicas relacionadas

o Para uma LMA (>20% blastos), a presenca de displasia multilinhagem isoladamente
ndo classifica uma LMA como LMA com mudancas displasicas relacionadas quando houver
as mutacbes NPM1 e mutacao bialélica em CEBPA.

o Em casos ndo associados a essas referiadas mutagdes (NPM1 e CEBPA), a detecgéo
morfoldgica de displasia multilinhagem definida pela presenca de >50% de células displésicas




em pelo menos duas linhagens é um fator de mau progndstico para uma LMA e é suficiente
para o diagndstico de uma LMA com mudancas displasicas relacionadas.

o A histéria prévia de SMD € um critério de inclusdo para uma LMA com mudangas
displésicas relacionadas, excecdo feita para del (9q).
o H& inlmeras alteracbes citogenéticas que definem uma LMA (todas devem

possuir>20% blastos e sem terapia prévia associada) como LMA com mudangas displasicas
relacionadas: Cariotipo complexo (mais de trés alteracdes)

3) Neoplasias mieldides associadas a terapias (t-SMD e t-LMA)

Enquadra-se neste grupo, os pacientes que desenvolveram SMD ou LMA em consequéncia a
tratamentos quimioterapicos. Esses pacientes parecem possuir suscetibilidade ao cancer por
alteracOes linha germinativa. As alteracdes citogenéticas nesses casos também sdo importantes
para determinacdo da terapia e prognostico e devem ser identificadas somente ao final do
diagndstico que caracterize histdria clinica prévia bem associada a tratamentos.

4) LMA- nédo anteriormente especificadas (devem seguir a classificagéo)

Para as leucemias ndo especificadas anteriormente, e sem uma relacdo progndstica definida, o
critério morfologico FAB deve ser mantido, com excecéo da leucemia eritroide aguda pura e
a leucemia eritréide/mielGide (esta ultima definida por: 50% de precursores eritréides e na
medula e >20% mieloblastos dentre 0 TCN (mas ndo das CNE). As entidades com 50% de
precursores eritroides e na medula e > 20% mieloblastos das CNE, serédo classificadas como
mielodislasias (SMD) com excesso de blastos.

LMA minimamente diferenciada (LMA MO da FAB)

LMA sem maturacdo (LMA M1 da FAB)

LMA com maturagdo (LMA M2 da FAB)

Leucemia mielomonocitica aguda (LMA M4 da FAB)

Leucemia monoblastica/monocitica aguda(LMA M5 da FAB)

Leucemia eritroidepura (LMA M6b da FAB)

Leucemia megacariobléstica aguda (LMA M7 da FAB)

Leucemia basofilica aguda

Panmielose aguda com mielofibrose

5) Sarcoma Mieldide
6) Proliferacdes Mieloides relacionadas a Sindrome de Down

Mielopoese anormal transitoria
Leucemia Mieldide associada a Sindrome de Down




1.2.5 Fisiopatologia

Além dos fatores de risco relacionados, sabe-se que a LMA pode resultar de
alteracdes genéticas cumulativas, geralmente agrupadas em duas classes:

- Alteragcbes que afetam fatores de transcricdo mieldides que controlam a
diferenciacdo hematopoética.

- Mutagdes em genes que resultam na ativacdo anormal da funcdo de proteinas
que atuam na transducao de sinais intracelulares (ZAGO & PASQUINI, 2014).

1.2.6 Alteragoes Citogenéticas

Anormalidades cromossomicas ndo aleatdrias como delecbes e translocacdes sdo
identificadas em aproximadamente 52% de todos os pacientes adultos diagnosticados
com LMA priméria, hd muito tempo reconhecidos como eventos que causam e
promovem esta doenca (DOHNERET al., 2015).

Certas anormalidades citogenéticas, como t(8:21), observada na LMA M2 oncogene
RUNX1-RUN1T1-presente na LMA M1 (g22; g22), LMA M3 ou M3V com t(15; 17),
oncogene PML RaRa(q22; q21); LMA M4 com t(16;16) ou inversao do (16),(p13.1; q22) sdo
alteracdes associadas a maior remisséo e sobrevivéncia, enquanto alteragdes dos cromossomos
5, 7, cariotipo complexo e 11923 estdo associados com uma resposta fraca a terapia e menor
sobrevida global (DOHNERET al., 2015; Oliveira 2018).

Testes de rastreio classificados como padrdo ouro para diagnostico da LMA ainda ndo
estdo disponiveis, triagem molecular para categoria de LMA sendo critica para categorizacao
prognostica e estratégia de tratamento (SAULTZ & GARZON 2016).

1.3. DIAGNOSTICO DAS LEUCEMIAS REALIZADOS NA FUNDACAO HEMOAM
A Fundagdo HEMOAM, ao receber pacientes com suspeita de doencas oncohematologica, ou
direcionados de outros ambulatorios, realiza diversas analises que possibilitem um screnning,
capaz de direcionar e identificar a patologia relacionada, a realizagdo do estadiamento e
consequente tratamento. Os exames s3o:

Hemograma e citomorfologia

Mielograma

Citoquimicas

Imunofenotipagem: marcacdo de antigenos intracitoplasmaticos e antigenos de
superficie celular através da citometria de fluxo



o Caridtipo, analise numérica presenca de translocacdes, dele¢cdes ou outras anomalidades
o Estudos moleculares: rearranjos estruturais, quimerismo, citogenéticos, translocacdes
cromossdmicas, mutacoes génicas e polimorfismos

Fonte: Fundacdo HEMOAM (CAVALCANTI, 2006).

1.4 LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA E INFECCAO FUNGICA

Infecgdes fungicas ainda sdo consideradas um problema de saude publica no mundo,
com mais de 25 milhdes de pessoas com risco emitente de sofrer com esse problema. No Brasil
as infec¢des flingicas sdo predominantes com mais de 3,8 milhdes de individuos s3o afetados e
variam de acordo com a condi¢do sdcio econdmica, regional e cultural, além de individuos em
condi¢des de risco como: pacientes com cancer, imunossuprimidos e transplantados
(GIACOMAZZI et al.,2016).

Pacientes com doencas hematoldgicas fazem parte de um grupo de mais de um milhao
de pessoas acometidas no mundo por infec¢des incluindo as fungicas.

Giacomazzi (2016) demonstrou mostrou em seu estudo que pacientes com leucemia
mieloide aguda apresentaram maior prevaléncia de casos de infecgdes fungicas, principalmente
por aspergillosis e candidiase.

No grupo das neoplasias hematoldgicas, pacientes com LMA apresentam maior
suscetibilidade a infecgdes (incluindo as fingicas) principalmente apds serem submetidos a
terapia de inducdo ou consolidacdo e/ou que tenham sido transplantados, apresentando
neutropenia prolongada e mucosite induzida pela quimioterapia. Estes estdo sob maior risco
dessas doencas oportunistas e inclusive invasivas, representando uma das principais causas de
morbidade e mortalidade (PAGANO et al., 2004; NUCCI et al., 2010; SANNA et al., 2017).

Um estudo realizado nos continentes Americano, Europeu, Asiatico e Africano
detectaram casos de pacientes com doencas hematoldgicas e associagdes com infecgdes
fingicas, apresentando a Leucemia Linfoblastica Aguda, Leucemia Mieldide Aguda e Linfoma
nao-Hogdkin como doencas de maior prevaléncia observadas nessa interagdo (COLOMBO et
al., 2017).

Recentemente foi feito um levantamento epidemiologico na Funda¢do de Hematologia
e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), referente a dados de diagndstico micoldgico no
periodo de Novembro de 2017 a Agosto de 2018, onde se detectou que 25 dos pacientes
internados com neoplasia hematoldgica apresentaram algum tipo de infecgao fingica oito (08)

com LLA, quatro (04) com LMA, trés (03) com Linfoma ndao Hodgkin, trés (03) com Leucemia
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ndo especificada, dois (02) com anemia falciforme, dois (02) com anemia Aplastica, um (01)
com Mieloma Multiplo, um (01) com Sindrome mielodisplasica e um (01) com Leucemia

Mielodide Crodnica

1.5 ADESIDROGENASE DA GLICOSE-6-FOSTATO (G6PD)

A Desidrogenase da Glicose-6-Fostato ¢ uma enzima citoplasmatica amplamente
distribuida na maioria dos organismos e tecidos, em humanos, apesar da ampla distribuicao ¢
no metabolismo das hemacias que a G6PD exerce a sua fun¢ao mais importante, atuando na via
das pentoses para obtencdo de energia e na redugao de fosfato de dinucleotideo de nicotinamida
adenina (NADPH), substancia redutora essencial a prote¢do das hemaécias contra a agdo de
agentes oxidantes de origem endogena (peroxido orgénico) e exogena (drogas, alimentos e
elementos atmosférico) (COMPRI et al., 2000; LUZZATO et al., 2001).

E uma enzima chave na via pentose-fosfato nio somente com a produgdo de energia e
fornecimento de (NADPH) contra o estresse oxidativo para manter estabilidade das hemaécias,
contudo também promove respostas de explosdo oxidativa a neutrofilos contra
microorganismos (LUZZATO et al., 2001; SANNA et al., 2017).

Sua auséncia em glébulos vermelhos pode levar tradicionalmente a anemia hemolitica
aguda, induzida por agentes oxidativos exdgenos como infeccGes, drogas, feijao fava, ictericia
neonatal, entre outros. A desordem genética da G6PD pode ter como causa mutacdes que
alteram a estrutura da proteina, reduzindo, portanto, sua atividade ou a quantidade de enzima
produzida (PAGANO et al., 2004; SANNA et al., 2017).

1.5.1 Fisiopatologia (Papel da enzima G6PD nos eritrocitos)

A G6PD ¢ o catalisador no primeiro passo limitante da velocidade da via das pentoses
fosfato, que utiliza glicose-6-fosfato para converter o fosfato de nicotinamida adenina
dinucle6tido (NADP) na sua forma reduzida, NADPH.

Nos eritrocitos o NADPH é fundamental na prevencao de danos as estruturas celulares
causadas pelos radicais livres de oxigénio e serve como um substrato para a enzima glutationa
redutase. A glutationa reduzida pode ser usada para converter o peroxido de hidrogénio em
agua e prevenir danos as estruturas celulares, particularmente a parede celular dos glébulos

vermelhos, evitando assim o estresse oxidativo uma vez que eles tém capacidade limitada de
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reparo quando amadurecidos. A figura 1 ilustra a sequéncia de eventos oriundos do
Ciclo das Pentoses (SANNA et al., 2017; RHICHARDSONET al., 2017).
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Figura 1 Ciclo das pentoses. Nesta via ocorre a producdo de NADPH pela da a¢do da G6PD,
0 NADPH servirad de doador de elétrons para a regeneracdo da glutationa reduzida que é
responsavel em proteger a célula do estresse oxidativo. Fonte: Cappellini & Fiorell, 2008.

A G6PD catalisa o primeiro passo da via das pentoses, levando a glicose-6-fosfato a 6-
fosfo-gluconodelta-lactona permitindo a regeneracdo de nicotinamida adenina dinucleotideo a
nicotinamida adenina fosfato (NADPH) e vai permtir a regeneracdo de glutationa reduzida
(GSH) a partir de sua forma oxidada de dissulfeto de glutationa (GSSG).

A GSH é um importante agente redutor para neutralizar espécies reativas de oxigénio
via reducdo de doacdo equivalente. A exposicao de individuos com deficiéncia de G6PD a pro-
oxidantes, como medicacdes antimalaricas, favas ou infecc@es, pode induzir anemia hemolitica
aguda e, potencialmente, progressdo para o choque (STADEM et al., 2017).

Nos eritrdcitos, a via pentose fosfato confere protecdo contra agentes oxidantes pela
provisdo de NADPH de glutationa reduzida, a maioria das células possui um Sistema de backup
de outras vias metabdlicas que podem gerar o NADPH intracelular. Como eritrécitos sdo
anucleados e ndo possuem mitocondria, também néo realizam o ciclo de Krebs, ficando a G6PD
com o papel fundamental no ciclo das pentoses para regeneracdo do NADPH e obtencéo de
energia. Sua deficiéncia pode comprometer a obtencdo do mesmo causando danos
especialmente letais nos glébulos vermelhos, como estresse oxidativo que levam a desnaturagdo
das moléculas de globina que formam a hemoglobina resultando em anemia hemolitica
(CAPPELLINI & FIORELLI 2008; RHICHARDSON, 2017).
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1.5.3 Papel da enzima G6PD nos Leucocitos

Entre as células de defesa do organismo os neutréfilos representam a primeira linha de
defesa contra agentes patogénicos invasores e constituem aproximadamente com 40 a 60% da
populacdo de globulos brancos (ZAGO & PASQUINI, 2014).

Os neutrdfilos empregam vérias estratégias antimicrobianas, incluindo a fagocitose,
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), desgranulacdo de peptideos e enzimas
antimicrobianas como as proteases acidas e basicas (CHENG et al., 2013).

O processo de fagocitose por neutréfilos é acompanhada por uma explosdo de consumo
de oxigénio decorrente da ativacdo do sistema NADPH oxidase através da reducéo de oxigénio
molecular por elétrons provenientes, predominantemente da NADPH acarretando a producéo
de anion superdoxido (0O2—) (CAPPELLINI & FIORELLI 2008).

Assim a atividade microbicida de células fagociticas dependem principalmente desses
radicais livres de oxigénio liberados pela ativacdo da NADPH oxidase quando sdo estimulados
por microorganismos. A enzima G6PD catalisa a primeira reacdo na via fosfato pentose,
proporcionando um potencial redutor as células em forma de NADPH que € essencial para a
enzima NADPH oxide em fagdcitos. A nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato gerado na
derivacdo de hexose monofosfato, promove reducdo obrigatoria para a producdo de anion
superoxido e 6xido nitrico, sendo necessaria para a funcdo da heme oxigenase, especialmente
em fagocitos. A deficiéncia da G6PD esta associada a diminuicdo de NADPH, aumentando a
suscetibilidade a infeccdes recorrentes por reduzir a atividade de neutréfilos no combate a essas
infeccdes (ARDATI et al., 1997; SPOLARICS et al., 2001; SANNA et al.,2017).

Anormalidades fagocitarias geralmente se manifestam com infec¢Ges recorrentes, até
mesmo graves, podendo iniciar ainda na infancia. Quando os fagécitos sdo ativados, eles
aumentam o consumo de oxigénio e reduzem o oxigénio ao superoxido catalisado pela NADPH
oxidase, que doa elétrons para reduzir oxigénio molecular ao superéxido (AGUDELO-
FLOREZ et al., 2004).

Em infeccBes fungicas, o principal mecanismo de defesa é desenvolvido pelos fagocitos,
que os destroem por meio da producdo de NO e de outros componentes secretados por essas
células. Adicionalmente, ha participacdo de IFN-y, aumentando a fungdo de neutréfilos e
macrofagos. Portanto, pacientes que apresentam neutropenia com menos de 500
neutréfilos/mma3 ou que tenham deficiéncia da imunidade celular cursam com frequéncia com
infeccbes fungicas recorrentes e ocasionalmente desenvolvem formas graves e profundas
(ROMANI, 2004).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Agudelo-Flórez%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14978696
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Agudelo-Flórez%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14978696
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1.5.4 Deficiéncia da desidrogenase glicose-6-fosfato

A deficiéncia da G6PD ¢ uma das anormalidades enzimaticas hereditarias mais comuns
em seres humanos, ¢ uma desordem genética comum que afeta aproximadamente 400 milhdes
de pessoas no mundo, especialmente nas regides do mediterraneo, regides africanas e asidticas
(RHICHARDSON et al., 2017). Mundialmente, cerca de 7,5% da populagdo carrega um ou
mais gene dessa condi¢do, sendo considerada um problema de satude global (GIOVELLI etal.,

2007).

1.5.5 Prevaléncia no mundo, Brasil e Amazonas

De acordo com um relatério da Organizacdo Mundial da Saide (OMS), a maior
prevaléncia da deficiéncia de G6PD descrita é na Africa Subsaariana onde ha predominancia
da populacdo negra, cerca de 10 a 25% dos individuos apresentam alteracdo, seguido da Europa
meridional, sudeste da Asia, Sul das ilhas do pacifico e nas Américas do Norte e Sul, devido a
migracao relativamente recente. Abaixo Figura 2 demonstra os diferentes locais do mundo com
predominante presenca da G6PD, bem como sua frequéncia nesses locais. (GIOVELLI et al.,
2007; RHICHARDSON et al., 2017; STANDEM et al., 2017).

Figura 2. Distribui¢do mundial da deficiéncia da G6PD. Fonte: CAPPELLI & FIORELLI
2008.
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No Brasil a frequéncia da deficiéncia da G6PD esta entre 3% e 9%, sendo 95% e 98%
casos da variantes africanas —A G202A e a A376G. Além dessas, foram descritas outras
variantes como a Mediterranea, Seattle, Santamaria e Chatam, que, por sua versdo mais
raras.(MAURICIO et al., 2006)

Na cidade de Manaus-AM, Santana e col (2013) estimaram a prevaléncia total da G6PD
em 4,5% da populagdo, sendo 3,8% correspondente a individuos portadores da variante
Africana e 0,7% portadores da variante Mediterranea. E esses individuos faziam tratamento
para maléria durante esse periodo, ja Moura-Neto (2004) estimou aproximadamente 8,5% de

deficiéncia da G6PD em doadores de sangue também da mesma cidade.

1.5.6 Dados Clinicos

Muitos individuos com deficiéncia da G6PD podem permanecer assintomaticos por toda
a vida. A deficiéncia da G6PD geralmente se manifesta através de anemia hemolitica
desencadeada por diversos fatores como: infec¢Ges incluindo as fungicas, exposicdo a certas
drogas oxidantes como sulfonamidas, nitrofuranos, antimalaricos, alguns analgésicos,
antipiréticos, alimentos alcaloides de fava (favismo), ictericia neonatal e anemia hemolitica ndo
esferocitica crénica que podem levar & manifestacGes clinicas como: fadiga, dores nas costas,
anemia, ictericia e coluria (LUZZATTO et al., 2001; MASON et al., 2007; COMPRIET al.,
2000).

Pacientes com deficiéncia grave de G6PD podem apresentar sindromes parecidas a
doencas granulomatosas cronicas devido a explosdo oxidativa ndo funcional em seus fagocitos
(SPOLARISET al., 2001).

Deficiéncias moderadas, como as variantes mediterranea e africana, afetam os glébulos
vermelhos incapacitando-os de realizar sintese proteica e tornam-se sensiveis ao estresse
oxidativo a medida que envelhecem (SPOLARISET al., 2001).

Em termos laboratoriais mudancas estruturais decorrentes do estresse oxidativo nos
eritrocitos deficientes de G6PD geram bissulfetos e causam a desnaturacéo e a precipitacao da
hemoglobina, formando corplsculos de Heinz que se integram a membrana do eritrocito,
alterando sua carga, elasticidade e permeabilidade, tornando susceptivel a remogéo pelo sistema
reticulo monocitario do baco, figado e medula, iniciando assim o processo hemolitico. A
presenca de hemaécias “mordidas” em uma anisopoiquilocitose também podem ser observadas
no esfregaco de sangue devido a presenca dos corpos de Heinz que foram fagocitados, além de
hemoglobindria e reticulocitose (MOURA NETO et al., 2008; ZAGO & PASQUINI2014).
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1.5.7 Bases Genéticas da G6PD

O gene G6PD de copia unica € expresso em todas as células; entretanto, sua expressao
basal varia entre os tecidos, a expressao de G6PD ¢ regulada em uma célula (ZAGO &
PASQUINI, 2014).

O gene da G6PD esté localizado na regido telomérica do braco longo do cromossomo
X (g28), possui 13 éxons que codificam um total de 515 aminoacidos e 12 introns, distribuidos
por cerca de 20kb de DNA genémico (CAPPELLINI & FIORELLI 2008), estando proximo aos
genes responsaveis por herangas ligadas ao cromossomo X como: hemofilia, disceratose
congénica e daltonismo. Todas as mutacfes do gene da G6PD que levam a alguma deficiéncia
enzimatica afetam sua sequéncia codificadora (ZAGO & PASQUINI,2014).

Esta condicdo é herdada em um padréo recessivo ligado ao X, ilustrado na figura 3, o
gene assoaciado a esta condicdo esta localizado no cromossomo X. Nos homens uma copia
alterada do gene em cada célula é o suficiente para causar a condicdo, ja nas mulheres uma
mutacdo teria que ocorrer em ambas cOpias do gene para causar o transtorno; uma caracteristica
da heranca ligada ao X € que o pai ndo pode passar os tragos ligados ao X para o seu descendente
se for do sexo masculino (MANGANELLI et al., 2013). Nenhum dos padrdes de mutacao
observados em humanos causa a inativacao completa da G6PD, ja que isso seria letal para um
embrido em desenvolvimento (RHICHARDSON et al., 2017).

. GOPD
Hypoxanthine
Phosphoribosyltransferase  Factor X Fragile Site Colour Vision Factor Vill
HPRT Fa FRAXD CBBEM Fac
| ¢ |
H[I[ ] *q26 I I Xq28 :' Telomere
FBC_ .- G6PD CBEM
.M I J
'1__ G6PD gene 3

Figura 3. .Localizagdo do gene da G6PD no cromossomo X. Fonte: Cappellini&Fiorelli 2008.
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1.5.8 Mutacdes e Variantes da desidrogenase-6-fosfato

Existem atualmente 186 mutaces em G6PD humanas conhecidas, e a maioria sdo
mutacgdes pontuais que afetam um anico nucleotideo. As variantes de G6PD mais comuns sao
G6PDA Africano, frequentemente observada em regides tropicais da Africa e América do norte
e do sul, e a chamada variante mediterranea, amplamente encontrada na Italia, Espanha,
Portugal e Oriente Médio (SANNA et al., 2017).

A organizacdo Mundial da saude classificou as diferentes variantes da G6PD em cinco
classes, de acordo com o nivel de atividade enzimética residual e gravidade de hemolise.
Adaptado de (ZAGO & PASQUINI 2014; SILER et al., 2017).

Classe I — Deficiéncia Grave com menos de 10% da enzima levando a hemolise cronica;
Classe Il — Deficiéncia Grave com <10% de atividade residual, com episddios intermitentes de
hemdlise aguda: (incluem aqui as variantes Mediterranea, Santamaria e Cant&o);

Classe 111 — Deficiéncia Moderada (10% a 60% de atividade residual) incluindo as variantes
A-, africana, Seattle, Chatam;

Classe 1V — Deficiéncia ligeiramente diminuida ou ndo deficientes (60% a 100% de atividade
(inclui Variante A);

Classe V - Atividade enziméatica aumentada (>150% de atividade) (variante Verona).

Devido a vérias ondas de imigracdo que resultaram em diversidade cultural,
socioecondmica e étnica, o Brasil € um pais grande, com uma populacdo altamente heterogénea,
assim populacbes mistas podem apresentar diversidade no que diz respeito as variacfes da
deficiéncia da G6PD (MOURA-NETO et al., 2008).

As duas formas mais comuns de deficiéncias sdo o tipo mediterraneo, com uma
atividade residual aproximada de 2%, e o tipo africano variantes -A, com 15% de atividade
residual nos globulos vermelhos. As variantes africanas do tipo -A ocorrem com uma frequéncia
de 10% a 11% na populagéo afro-americana (SPOLARICSET al., 2011). A distribui¢do dessas
variantes varia de acordo com a regido geogréafica e grupo étnico (ZAGO & PASQUINI2014).

A clonagem e sequenciamento do gene normal da glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD) levou ao estudo dos defeitos moleculares que determinam variantes enzimaticas
(CAPPELLINI et al., 1994).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cappellini%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7906668
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Algumas variantes séo estudadas com maior frequéncia, pois podem ser encontradas
com maior abundancia em varias regifes. Nesse estudo, apresentamos as variantes a serem

investigadas de acordo com a frequéncia:

Variante A+ 376 A/G

Esta variante corresponde a troca do nucleotideo adenina (A) para uma guanina (G) na
posicdo 376. Essa mutacdo resulta na mudanca do aminoacido asparagina (Asn) para o
aminoacido &cido aspargico (Asp) na posicdo 126 da proteina. Esta mutacdo ndo esta
relacionada com a anemia hemolitica (classe Il1-1V), pois mantém a termo estabilidade e 0s
niveis de atividade enzimatica normais. Ocorre mais frequentemente em individuos negros,
italianos, judeus, arabes, gregos, orientais e persas. Sua prevaléncia em populacdes da Africa
subsaariana € de 0.1 a 0.34 (G6PD Homepage net acesso em 11/11/2018).

Variante G6PD A-202 G/A

Também chamada de Distrito Federal, Matera e Bética, este haplétipo é encontrado em
diversos lugares do mundo. Trata-se de uma mutagdo, com troca de uma guanina por uma
adenina na posi¢cdo 202, o que resulta na alteracdo do aminoacido metionina (Met) pelo
aminoéacido valina(Val) na posicdo 68 de proteina juntamente com uma mutacdo ocasionada
pela variante A. Este hapl6tipo é encontrado em frequéncias superiores a 0.24 em populacgdes
africanas (VULLIAMY et al., 1998).

Variante G6PD A- 968 T/C

Trata-se da alteracdo de uma timina por uma citosina na posi¢do 680, o que resulta na
troca do aminoacido leucina pelo aminoacido prolina (Pro) na posicdo 323 da proteina
combinada com a variante A (VULLIAMY et all. 1998).
Variante Santa Maria -542 A/T

E caracterizada pela combinacio da variante com a mutacdo A/T na posicdo 542, com

alteracdo do aminoéacido &cido aspargico para o aminoacido valina na posicao 181 da proteina.

A mutacdo O 542, que ndo destroi ou gera quaisquer sitios de restri¢do, foi detectada usando
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um primer misnatched previamente descrito, que cria artificialmente um sitio ACC 3 quando a
mutacao esté presente (NAFA et al., 1994).

Variante Santiago de Cuba-1339 G/A

A substituicdo de Adenina por Guanina como numero de referéncia 1339 (exon 11) leva
a substituicdo de Arginin por Glicina na posicdo de aminoacido 447. Esta variante esta
associada a anemia hemolitica crénica grave (classe I) (VULLIAMY et al., 1998).

Esta variante foi descoberta quando um paciente na provincia de Liaoning, no nordeste
da China foi classificado pela OMS como classe | (deficiéncia muito grave de G6PD), porém
qguando o gene da G6PD foi investigado viu-se que ele tinha uma substituicdo de G para A no
nucleotidio 1339. Como resultado o aminoacido na aposicdo 447 deveria mudar de Gly para
Arg. Este substituto é conhecido como G6PD Santiago de Cuba, porque foi descoberto pela
primeira vez em um menino cubano que apresentou anemia cronica grave. A Anemia néo esta
presente na vida didria, mas o ataque hemolitico pode ocorrer quando o portador ingere certos
medicamentos antioxidantes (WANGET al., 2010).

Variante Mediterranea 563 C/T

Essa variante consiste na alteracdo do nucleotideo C/T na posicdo 563, o que ocasiona
a mudanca do aminodacido Serina (Ser) para 0 aminoacido Fenilalanina (Phe) na posicdo 188 da
proteina, a primeira descricdo foi na Italia e Chipre. A proteina derivada desta variante possuli
menos de 10% da atividade enzimatica, tal caracteristica relaciona essa variante com a anemia
hemolitica medicamentosa e a enquadra na classe I, segundo a WHO. Com base nas regides
do planeta esta variante também pode ser denominada de Dallas, Sassari, Panama entre
outros(VULLIAMY et al., 1998; KAMPEN, 2012).

A variante mediterranea da G6PD (Gd-Md, 563 C >T) também é uma das deficiéncias
mais comuns de G6PD observado em varios paises do Oriente Médio, como o Ird, no
subcontinente indiano, e tem sido documentada no extremo leste como a China, Malasiae
Cingapura. No sul da Asia, esta variante da deficiéncia de G6PD ¢ de relevancia pratica, uma
vez que existe uma sobreposicdo geografica substancial com a maléria
(JAMORNTHANYAWAT et al., 2014).
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Variante Chatham A1003G

Apos a variante mediterranea da G6PD, a variante Chatham é a mutagdo mais comum e
severa nos paises do Oriente Médio incluindo provincias do Ira (Rahimi et al., 2006). Ocorre
com a substituicdo da Adenina pela Guanina no nucleotideo 1003e substituicdo da alanina com
Threonina na posi¢do do aminoacido 335(Vulliamy et al., 1988).

A variante Chatham (AL335Thr) é causada pela mutacdo G1003A no exon 9 do gene
da G6PD. Essa mutacdo causa deficiéncia de classe Il caracterizada por um valor menor que
10% da atividade normal da enzima, levando a forma severa da deficiéncia da G6PD (RAHIMI
et al. 2006).

Sanna e col. (2017) detectaram infec¢Ges em pacientes com LMA, sendo que a maior a
incidéncia foi de infeccdes fungicas, de forma significativa e mais elevada em pacientes com
deficiéncia da G6PD (cerca de 7 vezes mais).

Gafter-Gvilli (2017) demonstrou a presenca de infecgfes bacterianas nove (09) vezes
mais elevadas naqueles pacientes com LMA e deficientes da G6PD com relacdo aqueles com
LMA e normais para a G6PD. Nesse mesmo estudo o autor descreve importancia do rastreio de
neonatos que apresentaram sepse por organismo catalase-positivo com incidéncia mais elevada
naqueles deficientes da enzima G6PD. Além disso, se observou um aumento no tempo de
internacdo dos pacientes deficientes da G6PD em relagéo aos ndo deficientes.

Sanna e col. (2017) realizaram outro estudo abordando o gerenciamento de infecgGes
fangicas invasivas em pacientes com LMA submetidos ou ndo a quimioterapia naqueles com a
deficiéncia da G6PD, propondo um conjunto de regras e procedimentos como: identificacdo
correta do microorganismo invasor, profilaxia e tratamento de infecgdo flngica. Neste estudo
o papel da deficiéncia da G6PD na suscetibilidade a infec¢Ges foi confirmada em granul6citos
com funcdo reduzida apresentando menos de 30% de atividade.

Importante ressaltar que nestes estudos acima citados, a atividade da enzima G6PD foi
somente quantificada. Para estes estudos, foi considerado o valor minimo 10% de atividade
para que o paciente fosse considerado deficiente da enzima. Cumpre ressaltar que ndo foram
realizados estudos moleculares para determinagéo do polimorfismo e sua variante. Além disso,
também nado foram estratificados os subtipos de LMA, na metodologia utilizada.

Nos estudos acima a deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDd)
demonstrou associacdo com infecgdes fungicas em portadores da LMA, mas ainda ha escassez

desses estudos ao redor do mundo especialmente nas Ameéricas.
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Assim, entendemos ser racional descrever e verificar possivel associacdo entre ser
portador de LMA com estratificacdo de seus subtipos e possuir a deficiéncia da G6PD com a
determinacéo de polimorfismos genéticos e possivel aumento de suas infecgoes.

Sugerindo-se a elaboracdo de um algoritimo para correta identificacdo do
microorganismo, prevengao para gerenciar o risco de infecgdes sendo invasivas ou ndo nesses
pacientes, reduzindo o tempo de internacdo hospitalar, tempo de uso de antibidticos, além de
manifestacdes de outras infeccdes.

Desta forma acreditamos que o nosso trabalho pode responder com um melhor
acompanhamento a esses pacientes com tratamento diferenciado, proporcionando melhor
qualidade de vida, permitindo tracar estratégias de monitoramento, diagnostico precoce, menor

tempo de internacéo, uso racional de antimicrobianos e terapéutica direcionada a doenca.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Estimar polimorfismos genéticos no gene da G6PD em pacientes diagnosticados com
LMA acompanhados no Hemocentro do Amazonas.

2.2 Especificos

e Realizar levantamento demografico e clinico dos pacientes com LMA do Hemocentro

do Amazonas;

e Classificar os tipos de infeccbes mais frequentes nos pacientes com LMA,

especialmente as fungicas.
e Descrever polimorfismos encontrados com a clinica e subtipo de LMA estratificado

e Analisar a deficiéncia da G6PD com a gravidade clinica da infecgdo nos pacientes com
LMA.
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3. METODOS E CASUISTICA

3.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo de corte transversal

3.2 CASUISTICA

A populagéo deste estudo foi constituida de forma aleatdria num total de 157 pacientes
entre adultos, criangas de ambos os sexos, independentemente da idade, da origem e com
diagnostico de Leucemia Mieldide Aguda, todos em tratamento na Fundacdo HEMOAM no
periodo de Fevereiro de 2009 a Outubro de 2019. Esses pacientes foram recrutados na Fundacéo
HEMOAM da seguinte forma: demanda espontanea com abordagem sem agendamento prévio,
consulta agendada, ou estavam internados.

Todos foram orientados a respeito do projeto e convidados a participar da pesquisa, ao
aceitar, assinaram o TCLE e no caso de menores de 18 anos, Termo de Assentimento assinado
por responsavel legal. Também foram convidados a responder a um questionario sdcio-
demografico e clinico. Pacientes ou responsaveis que ndo autorizaram participacéo no presente
estudo ou ndo se obtiveram informagdes suficientes incluindo material biol6gico, ndo foram
incorporados nesse estudo, sendo devidamente excluidos.

O projeto foi desenvolvido nas dependéncias da Fundacdo Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas, por ser o centro de referéncia no Estado do Amazonas para 0
tratamento das Leucemias, assim como o Laboratério de Biologia Molecular da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas para realizacdo dos testes
moleculares, por ja estar devidamente equipado para realizacdo desses testes e contar com
profissionais especializados na area.

Do total de 157 pacientes que aceitaram participar do estudo, 107 sdo acompanhados
atualmente na Fundacdo HEMOAM e 50 foram a 6bito. Alguns pacientes que foram a ébito
ndo possivel fazer a coleta de sangue total, porém foram incluidas suas amostras de sangue em
esfregaco sanguineo durante este periodo, com anuéncia da Fundacdo HEMOAM. Para esses
pacientes cuja obtencdo do TCLE tornou-se inviavel devido ao obito ou perda de seguimento,
o Comité de Etica aprovou a dispensa de obtencfo de consentimento por parte dos pacientes

conforme o capitulo 1V-8 da Resolugéo 466 de 2012 do Conselho Nacional de Salde.
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3.3 Consideracdes Eticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Fundacéo de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas, parecer n°® 3700618 CAAE 83413718600000009.

O estudo foi realizado de acordo com os critérios de Regulacdo de Bioética no Brasil
Resolucao 466/2012 do Conselho Nacional de Saude e Resolucdo Complementar. O TCLE e
Assentimento foram aplicados de acordo com cada caso, também foram coletados dados dos
respectivos prontuarios médicos mediante anuéncia do HEMOAM.

As informac6es obtidas foram mantidas de forma confidencial, garantindo que este

estudo fosse realizado sob rigorosos principios cientificos e éticos.

3.4 Coleta de Dados Clinicos

Na coleta de dados clinicos e epidemioldgico foi feita uma entrevista com o paciente
utilizando questionario sociodemogréfico e clinico, além de levantamento de dados de
prontuarios fisicos e eletrdnicos dos programas, I-Doctor e Soft-lab implantados na Fundagéo
HEMOAM, sob consentimento de cada paciente e anuéncia da Fundacao.

As informacOes coletadas desses prontuarios foram HDA, exames laboratoriais,
principalmente microbioldgicos, Raio X de térax, sinais de infec¢cbes com neutropenia febril,
alteracdes na mucosa oral, tempo de tratamento, subtipo de LMA, hemograma do inicial e final
com valores de blastos quando fornecido. Mesmo com indisponibilidade de algumas dessas

informac@es no prontuério, o caso ndo foi excluido.

3.5 Coleta de dados Laboratoriais e Inclusio de amostras

Mediante os critérios de inclusdo e com o aceite por parte desses pacientes, foi feita
coleta do material biologico. Para andlise laboratorial foram coletadas amostras de sangue total
por profissional devidamente treinado, no volume de 2 a 5ml por pungdo venosa com tubo
primario (tampa roxa) contendo EDTA e encaminhado ao laboratério de hematologia.

Dessa amostra foram retirados 200 microlitros de sangue total onde foram identificados,
armazenados em microtubos e conservados em refrigerador a temperatura de 2°C a 6°C, para

que posteriormente fosse feita a extracdo do DNA e analise molecular. Ja amostras de pacientes
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que foram a dbitos sem o devido tempo para a coleta de sangue total, foi feita analise das
laminas desses pacientes sem coloracdo, fornecidas pelo setor de imunofenotipagem com
devida anuéncia da Fundacdo HEMOAM.

O material da lamina foi raspado para que fosse feita extracdo de DNA desse material e

posteriormente analise molecular.

3.6 Extracdao de DNA

O DNA foi extraido a partir de 200uL de sangue total de acordo com o protocolo do
fabricante do Brazol (LGC Biotecnologia,SP Brasil).

Apds a extracdo, o DNA foi quantificado no equipamento NanoDrop 2000. J& com o
material retirado das laminas foi utilizado o AccuPrep ®Genomic DNA Extraction kit Bioneer
de acordo o protocolo do fabricante.

Para visualizagdo dos fragmentos de DNA, aliquotas de 10ul do produto da extragao
foram misturados a 1,0 pl de tampao da amostra (Azul de Bromofenol) e aplicados ao gel de
Agarose a 1% (ja contendo a solucdo de brometo de etideo). Tampdo TAE 1x é acrescido e
submetido a corrida eletroforética (80V/160A) por 30 minutos. E apds.corados durante dois
minutos com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta.

O DNA foi armazenado a -20°C até o momento da analise molecular atendendo a
Resolucdo 441/2011-CNS.

Tanto a extracdo de DNA quanto as analises moleculares foram realizadas no
Laboratério de Biologia Molecular do Curso de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal do Amazonas.

3.7 Genotipagem da G6PD

Para a caracterizacdo dos polimorfirmos foi utilizada a técnica de PCR em Tempo
Real(qPCR) com o equipamento QuantStudio 3 (Apllied Biosystems Thermo Fisher
Scientific), utilizando sondas TagMan especificas para a amplificacdo (Quadro 2).

A reacédo de amplificacdo foi realizada para volume final de 12uL/reacdo, contendo
5uL de 2x TagMan Universal Mester Mix, 0,3uL de 20x SNP Genotyping Assay, 4,8uL de
agua esterelizadae 2,0uL de DNA (~100mg) da amostra.

As variantes genéticas da G6PD analisadas neste projeto foram escolhidas com base
conhecimento prévio das frequéncias observadas mundialmente e sua importancia clinica de

acordo com a classificacdo da Organizagdo Mundial de Saude.
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Quadro 2: Identificacédo das sondas para a técnica de PCR Real Timer de acordo com o
Thermofisher

POLIMORFISMO IDENTIFICACAO
A-T968C rs 76723693
A542T Santamaria rs 5030872
G1339A- Santiago de Cuba rs 137852317
A1033G Chatham rs5030869
C563T Mediterranean rs 5030868
A376 G rs1050829
G202A rs1050828

3.8 Analise Estatistica

Os dados dos questionarios e dos resultados obtidos dos experimentos realizados foram
digitados em banco de dados nos Software Graph pad Prism 5.0 (Graphpad Software, San
Diego, CA-USA) e SPSS versdo 19, de acordo com o tipo de variavel.

A andlise de varidveis qualitativas ou categdricas de trés ou mais grupos foi realizada
pelo teste ndo paramétrico do Qui-quadrado (x2), devidamente corrigido pelos testes de Mantel-
Haenszel e Yates.Na analise de apenas dois grupos categérico, foi utilizado o teste exato de
Fisher.

Os intervalos de confianga em 95% e a razéo de prevaléncia foram calculados para essas
variaveis. As analises de correlacdo foram realizadas utilizando os coeficientes de Pearson’s
para os dados de distribuicdo continua e os coeficientes de Kendall's tau-b e Spearman para 0s

dados com distribuicdo ndo normal.
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ABSTRAT

Introduction: Patients with acute myeloid leukemia (AML) show at higher risk for several
infections, including molds infections, which is one of the main causes of morbidity and
mortality. Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD is an enzyme located in all cells, with
primordial function to protect against oxidative stress in erythrocytes, however, very necessary
in leukocytes for the production of its basic and acid proteases used to destruction of invading
microorganisms. Objective: To evaluate whether polymorphisms in the G6PD gene
concomitantly with molds infections (IF) are associated with clinical and morbidity in patients
diagnosed with AML followed up at the blood foundation from Amazon (FHEMOAM).
Methodology: We performed an active search for patients and review of medical records.
G6PD mutations was determination of was performed using the qPCR technique and
subsequent genetic sequencing to confirm the mutations. Results: A total of 157 patients were
involved in the study, being 91 (58%) men and 66 (42%) women. The most prevalent AML
subtype in the studied group was M3 in 63 patients (40.12%), followed by M5 in 33 patients
(21.02%), M2 in 21 patients (13.37%) and M4 in 15 patients (9.55%), with similar prevalence
between genders. The prevalence of molds infections was identical between genders, however,
bruising (p=0.004), vomiting (p=0.016) and cardiac changes (p<0.001) was higher in females,
while persistent cough (p=0.049) and diarrhea (p<0.001) in males. Eighteen patients were
diagnosed with two G6PD mutations, with 08 (5.1%) for ¢.202G/A, 18 (11.5%) for c.376A/G
and 04 (2.5%) for both mutations concomitantly (c. 202G/A / ¢.376A/G). Although the carriers
of the mutations were more frequently affected with molds infections, 9.8% in carriers for
c202G/A vs 3.4% in normal, 12.2% for c376G/A vs 11.2% in normal and 7.3% for both
c202G/A [ ¢.376A/G vs 0.7%, this incidence was not significant, although we believe that with
a larger sample number of carriers of mutations and molds infections, this data would be
significant. Otherwise, the prevalence of death in patients with the mutations found was much
higher when affected by FI (p<0.001). Conclusion: We believe that the determination of G6PD
polymorphisms will allow the development of monitoring strategies, early diagnosis and
appropriate and targeted treatment for AML, as well as evaluating its activity may help to
identify AML patients at higher risk for Fl, allowing the design of more therapeutic and

surveillance strategies intensive.

Keywords: Acute myeloid leukemia, G6PD, Fungal infection, Manaus.
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INTRODUCTION

Leukemias are a set of diseases characterized by malignant changes in the hematopoietic
system, classified as chronic and acute. Acute Myeloid Leukemias (AML) occur due to clonal
proliferation of myeloblasts that accumulate in the bone marrow and inhibit normal
hematopoietic activity, characterized by anomalous proliferation of immature bone marrow
precursors [1,2,3,4,5].

It occurs mostly in adults over 60 years old, being more frequent in males. In Brazil, estimates
are 1.11 thousand new cases per 100,000 inhabitants per year, with a percentage of deaths of
60% [6].

In the state of Amazonas, according to the Hematology and Hemotherapy Foundation of
Amazonas (HEMOAM), currently 107 patients with AML are being followed up. AML patients
undergoing chemotherapy are at increased risk of infections, including molds infections, and
are the main causes of morbidity and mortality [7,8]

Some current studies have shown an increase in molds infections in AML patients with
concomitant glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) deficiency [9,10].

G6PD deficiency is a common genetic disorder that affects approximately 400 million people
worldwide, and the percentage described worldwide affects 7.5% of the population [13,14].
The G6PD enzyme is located in all cells, but has a primordial function in erythrocytes to protect
against oxidative stress, preventing its early hemolysis and also in leukocytes for the production
of its basic and acid proteases contained in its granules, for destruction of invading

microorganisms [10,12].

AIMS

The aim of this study was to determine genetic polymorphisms in the G6PD gene in patients
diagnosed with AML followed up in the Blood Center from Amazonas, associating the presence
of molds infections.

In order to respond with better monitoring of these patients, with shorter hospital stay and use
of antibiotics, providing a better quality of life, allowing the design of monitoring strategies,

early diagnosis and therapy directed to the disease.
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METHODS (STUDY DESIGN)

The population of this study was randomly constituted by a total of 157 patients among adults,
children, of both sexes, at any age, with diagnosis of Acute Myeloid Leukemia, all under
treatment at the Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(FHEMOAM) in the period of February 2009 to October 2019. All patients were recruited as
spontaneous demand with approach without prior appointment, scheduled appointment or
hospitalized. All of them were instructed about the project and invited to participate in the
research, when they accepted, they signed the informed consent form and in the case of minors
under 18, the term of assent was signed by a legal guardian.

This project was approved by the Ethics and Research Committee (CEP) of the FHEMOAM,
and developed according to the criteria of the Regulation of Bioethics in Brazil, Resolution
466/2012 of the National Health Council. All participants or guardians (in the case of children
under 18 years of age) have signed the written consent form and the study has been approved
by CEP under number 3700618 CAAE 834137186000000009.

Following the inclusion criteria and after the agreement of each patient, assent term was applied
and to answer a sociodemographic and clinical questionnaire. Of the total of 157 patients who
agreed to participate in the study, 107 are currently being followed up at the HEMOAM
Foundation and 50 have died. A survey of physical and electronic medical records was also
carried out, such as I-Doctor and Soft-lab programs implemented at the FHEMOAM. All data
collected were under the consent of each patient and with the consent of the Foundation, the
information obtained was kept confidential, ensuring that this study was carried out under strict
scientific and ethical principles.

The main information collected from these medical records were current history of the disease,
microbiological results, chest X-ray, signs of infections with febrile neutropenia, changes in the
oral mucosa, treatment time, AML subtype and initial and final blood count with values of
blasts when supplied.

For some laboratory analysis such as hemogram and total leukocyte count blood samples were
collected between 2 to 5 ml in 127 patients by venipuncture in a tube containing EDTA, while
another 30 samples were only extracted DNA through peripheral blood or bone marrow slides
stored in their respective medical records, since they have a died before the study started.
Genomic DNA was extracted from peripheral blood using HiYield Genomic DNA extraction
kit (BioAmerica Inc., USA). NanoDrop ND-1000 (ISOGEN LIFE SCIENCE, Netherlands) was
used to measure DNA concentration, according manufacture protocol. For the characterization

of polymorphisms, the Real Time PCR (gPCR) technique was used with the QuantStudio 3
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equipment (Apllied Biosystems Thermo Fisher Scientific), using specific TagMan probes for
amplification (Table 1)

GENOTYPING OF GLUCOSE 6 PHOSPHATE DEHYDROGENASE
SNPs Genotyping was conducted using TagMan® SNP Genotyping Assays (Applied
Biosystems, Foster City, CA) on a QuantStudio 6 and 7 Flex Real-Time PCR Systems (Applied

Biosystems). The probes used are show in Table 1.

STATISTICAL ANALYSIS

Demographic and clinical characteristics were summarized as the median and range or number.
Incidence of FI was the primary endpoint while secondary endpoints were the impact of G6PD
mutations presence on the incidence of mold infections, Candida sepsis, overall survival and
infection-related death. Significant differences were calculated using Fisher’s two-sided exact
test or Pearson’s chi-squared test, as appropriate. Categorical variables were detected using the
chi-square test to compare the differences between two groups. Overall survival was analyzed
using the Kaplan—Meier method, which was calculated from the date of diagnosis of leukemia
with infection to death or the last follow-up time. Analyses were performed using SPSS 19.0
software (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Value < 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

SOCIODEMOGRAPHIC PROFILE

Of the total of 157 patients, 91 (58%) were male and 66 (42%) female. Of these, 149 (94.90%)
were born and reside in the Amazon Region, with 133 (84.7%) belonging to the State of
Amazonas, while 08 (5.1%) were born in another region of Brazil, however, have lived for at
least 10 years in the State of Amazonas. The age average among men was 38.08 + 24.01, while
40.86 + 23.14 in women. Most patients declared themselves to be brown color. Regarding the
level of education, it was observed that men had a lower level of education and both genders
had less than 10% with higher education (Table 2).

SUBTYPES OF AML

The most prevalent AML subtype in the studied group was M3 in 63 patients (40.12%),
followed by M5 in 33 patients (21.02%), M2 in 21 patients (13.37%) and M4 in 15 patients
(9.55%), with similar prevalence between genders. In addition to these, 5 cases of unspecified

biphenotypic leukemias were diagnosed with a frequency of 05 (3.18%) (Table 3).
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CLINICAL EVENTS

The information contained in the socio-epidemiological questionnaire and medical records
showed fever as the first most event in both genders, 53.8% vs 54.5% , followed by anemia,
6.5% vs 16.7%, and arms and legs pains with 13.2% vs 21.2%, male and female, respectively.
The prevalence of molds infections was identical between genders, however, bruising
(p=0.004), vomiting (p=0.016) and cardiac changes (p<0.001) was higher in females, while
persistent cough (p = 0.049) and Diarrhea (p<0.001) in males (Table 4). Other less frequent
events were observed, such as systemic arterial hypertension, gastritis and cardiac alterations
with 2.2%, 2.3% and 7.6%, respectively (Data no show).

In our study, we found episodes of recurrent infections in female more frequent than in male,
such as urinary tract infection, intestinal infection and otitis with frequencies of 6.9%, 5.5% and
2.7%, respectively, however, without statistical significance. In Male, on the other hand,
presented higher frequency for furuncle, pneumonia, throat infection, sepsis, sinusitis, skin
infection and hepatitis, 3.6%, 3.3%, 2.2%, 2.2%, 1.9% and 1.8%, respectively. Fungal
mucositis, quite common in patients undergoing treatment for hematological disease, presented
a close frequency in both genders, with 12.1% in male and 15.2% in female.

Several infectious agents have been reported in medical records. Among them, C.tropicalis,
Malassesia sp, Candica sp, R.detocariosa, S.mitis, K .oxytoca, S.hyicus, S.maltophilia,
A.ivolffii, R.mulaginosa, C.laurentii, S.marcescens were diagnosed , S.saprophyticus,
S.hugdunesis, P.aerogenosa, S.epidermidis, S.aureus, A.baumanni, S.haemolyticus,
S.intermedius, K.pneumoniae, S.pneumoniae, S.saprophyticus and H. zoster.

Interestingly, almost all detected infectious agents have been reported as monoinfections, with
the exception of Streptococcus pneumoniae, which has always been reported with S.

epidermidis.

G6PD GENOTYPES

Of the 07 G6PD variants analyzed, only ¢.202G/A and c.376 A/G were found, with 08 (5.1%)
for ¢.202G/A, 18 (11.5%) for ¢.376A/G and 04 (2.5%) for both mutations concomitantly (c.
202G/A / ¢.376A/G). Others G6PD mutations as Mediterranean (563C—T), Santamaria
(542A—T), Chatham 1003 (G—A), Santiago de Cuba (1339G— A) and A- (968T— C)
variants were not found (Table 5).

The mutated genotypes of G6PD were more frequent in women, in the brown race and in the

M3 subtype, with mucositis and throat infection being the most reported.
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Kaplan—Meier estimates of candidemia free survival during follow-up showed a clear increase
in risk for of patients with G6PD Mutations (Figure 1), where the prevalence of death in patients

with the mutations found was much higher when affected by FI (p<0.001).

DISCUSSION

Several studies have identified risk factors for the development of mainly molds infections in
hematological neoplasms, among them: immunosuppressed patients undergoing induction or
consolidation chemotherapy with mucositis, prolonged neutropenia and transplanted [7,8,9].
Patients with hematological diseases are part of a group of more than one million people
affected worldwide by molds infections, considering that the highest prevalence of cases of
infection by aspergillosis and candidiasis were detected in patients with Acute Myeloid
Leukemia [10].

Recently, an epidemiological survey at FHEMOAM, between the years 2017 to 2018, detected
molds infections in 25 patients and of these, 16% were patients with AML. Sanna et al. (2017)
[9] demonstrated a high incidence of molds infections in patients with AML, including invasive
infections, where they found significantly, almost 7X more in AML patients concomitantly with
the enzyme deficiency of the G6PD enzyme. these same authors emphasized in this same study
the fundamental role of G6PD in the response to infections, where it proved that in disabled
patients the granulocytic function of neutrophils has a reduced activity of less than 30%.

We believe that this result occurred due to G6PD being in addition to a key enzyme in the
pentose-phosphate pathway and supply (of ADPH against oxidative stress. It also promotes
responses to the oxidative explosion of neutrophils against aggressive microorganisms such as
fungi [11,12] .

Gafter-Gvilli (2017) [13] demonstrated bacterial infections with a 9X higher frequency in those
patients with AML concomitantly with G6PD deficiency compared to those with AML and
normal activity for G6PD. In addition, these authors also demonstrated a longer hospital stay
in patients with G6PD deficiency compared to non-deficient patients.

It is important to note that in the studies mentioned above, only the activity of the enzyme G6PD
was performed. In these studies, the minimum value of 10% of activity was considered for the
patient to be considered deficient in the enzyme. It should be noted that molecular studies have
not been carried out to determine the polymorphism and its variant. In addition, the acute
myeloid leukemia subtypes have not been stratified.

In Brazil, our study is a pioneer in describing AML and its subtypes with genotypic variants of

the G6PD enzyme and possible molds infections. Although our study did not determine G6PD
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enzyme activity, the genotypic variants found could predict its activity and associate it with the
patient's clinic.

Unfortunately, in our study it was not possible to define the species of infectious agent that
could be directly correlated to the carriers of the G6PD mutations, since not all of them had a
specific infection during treatment. However, the mutated genotypes of G6PD 202/376 (Data
no Show) at some point had prolonged febrile neutropenia and at least one episode of infection,
including fungal, accompanied by mucositis.

This study reported a high frequency of African variants 202 (A-) and 376 (A-) in AML patients
in the State of Amazonas among individuals in that region who were brown in color,
corroborating the higher prevalence of these variants in most of Brazil (MOURA NETO et al.,
2004).

Our study observed that G6PD mutations influenced the risk of developing IF. In particular,
G6PD mutations that have enzyme deficiency minor that 60% seems to significantly increase
mold infections. Several studies have identified risk factors for developing IF in general
leukemias: however, patients with AML were the categories with the highest risk [11, 17].
Our data corroborate with the literature, which demonstrated frequencies close to what was
observed and that these are linked to a higher occurrence in patients with AML, mainly during

treatment [8].

CONCLUSION

Our study was able to describe Acute Myeloid Leukemia with its subtypes in patients with
G6PD polymorphisms and molds infections. The frequency of the -c.202G/A variant was more
frequent in women, while ¢.376A/G in men, with no statistical significance when associated
with infections for both genders.

Although a more significant sample number is necessary for possible association, we were able
to detect a prevalence of 12.1% of G6PD mutations in patients with AML, with the highest
frequency in the M3 subtype and with random infections.

We found the prevalence of death in patients with the mutations found was much higher when
affected by molds infections.

Conclusion: We believe that the determination of G6PD polymorphisms will allow the
development of monitoring strategies, early diagnosis and appropriate and targeted treatment
for AML, as well as evaluating its activity may help to identify AML patients at higher risk for

FI, allowing the design of more therapeutic and surveillance strategies.
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Table 1: Probes performed on the Real Time PCR technique.

Coding DNA Nucleotide Ref SNP Minor allele
position A Variation (Ref/Alt) identifier B frequency ©
202 G/A rs1050828 A=0.03
376 AlG rs1050829 G=0.07
542 AIT rs5030872 T=0.01
563 CIT rs5030868 T=0.03
968 TIC rs76723693 C=0.02
1033 AlG rs5030869 G=0.01
1339 G/A rs137852317 A=0.01

A: Originally described cDNA positions across different manuscripts focused on G6PD polymorphisms.
B: RefSNP accession ID (rs number): https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
C: Brazil minor allele frequency by https://www.ncbi.nlm.nih.gov
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Table 2. Socio-demographic Characteristics of Patients with Diagnosis of Leukemia from

FHEMOAM.
) Male Female Total
Patients Data
91 (58%) 66 (42%) 157 (100%)
Age (Means % SD) 38.08 £ 24.01 40.86 + 23.14 39.25+23.64
R Brown 84 (92.31) 57 (86.2) 141 (89.81)
ace
White 07 (7.69) 09 (13.8) 16 (10.19)
FI 48 (52.75) 22 (33.34) 70 (44.59)
FC 19 (20.88) 10 (15.16) 29 (18.47)
Ml 06 (6.59) 06 (9.09) 12 (7.64)
Schooling
MC 06 (6.59) 19 (28.78) 25 (15.92)
Sl 04 (4.40) 04 (6.06) 08 (5.10)
G 08 (8.79) 05 (7.57) 13 (8.28)

FI: Incomplete Fundamental
MC: High School

FC: Complete Elementary
Sl: Incomplete higher

MI: Incomplete Medium

G: Graduated



38

Table 3. French-American-British (FAB) classification of acute myeloid leukemia (AML)
subtypes and numbers of samples from FHEMOAM.

MO
M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7

Population Male Female Total
n (%) n (%) n (%)
MO 1 (1.09) 1(1.51) 02 (1.27)
M1 4 (4.39) 3 (4.54) 07 (4.45)
M2 14 (15.38) 07 (10.60) 21 (13.37)
M3 38 (41.75) 25 (37.87) 63 (40.12)
M4 09 (9.89) 06 (9.09) 15 (9.55)
Subtypes M5 18 (19.78) 15 (22.72) 33 (21.02)
M6 2 (2.19) 0 (0) 02 (1.27)
M7 2 (2.19) 7 (10.60) 09 (5.73)
Biphenotypic 3(3.29) 2 (3.03) 05 (3.18)
Total 91 66 157 (100.0)

Undifferentiated acute myeloblastic
Acute myeloblastic leukemia with minimal maturation
Acute myeloblastic leukemia with maturation

Acute promyelocytic leukemia
Acute myelomonocytic leukemia
Acute monocytic leukemia

Acute erythroid leukemia

Acute megakaryoblastic leukemia



Table 4. Most frequent clinical events reported from leukemia patients from FHEMOAM.

CLINICAL EVENTS Male Female RP | CI(95%) | Pvalue
Fever YN:S jg gg 1.01 | 0.76-1.29 | 0.936 **
Anemia YN:s IS ii 0.98 | 0.69-1.43 | 0.975**
Pancytopenia YNeOs (E);g gg 0.45 | 0.13-1.35 | 0.136 **
Bruises YNeOs ié lg7T 0.38 | 0.32-0.92 | 0.004 **
Cough YNeos 0231. gi 5.87 | 1.21-2.08 | 0.049 *
Vomiting YNeos (E);g 027T 0.24 | 0.06-0.83 | 0.016 *
Paarig f_AegT)s YN:S Ig ii 0.65 | 0.49-1.19 | 0.181 **
Diarrhea YN:S 0% 606 769 | 1.53-2.02 | <0.001*
Heart disease YNeos 901 Ong 7.57 | 0.52-0.68 | <0.001 *

RP: Prevalence Ratio
* Fisher Exact Probability Test

ClI: Confidence interval
** Kruskal-Wallis Test



40

Table 5. Relationship between individuals with African genotypic variants and other variables

Gender

N / Age Race G202A A376G  AML Subtype Fungal Infection

1 F/8 Brown GG AG M7 No

2 F /43 Brown GG AG M3 Skin

3 M/24  White AA GG M3 Legs

4 F /45 Brown GG AG M3 No

5 M/18 Brown GG GG M3 Mucositis

6 M/83 Brown AA GG MO No

7 M 46 Brown AA AA M2 Mucositis

8 F/8 Brown GG AG M5 No

9 F /41 Brown GG AG M3 Mucositis

10 M/2 Brown AA GG M2 Throat

11 F/39 Brown GA AG M1 Skin

12 F/64 Brown GG AG MO No

13 F/38 Brown GA AG M3 No

14 M/67 Brown GG GG M1 Mucositis

15 F/50 Brown GG AG M3 Mucositis

16 F/12 White GG AG M3 No

17  F /69 Brown GG AG M2 No

18 M/07 Brown AA GG M2 Mucositis
M: Male F: Female N: Patients Number
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Figure 1. Fungal-free survival (FFS) in acute myeloid leukemia patients according in two

groups of G6PD polymorphisms (G202A / A376G).
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6. ANEXOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “ESTUDO DA ASSOCIACAO DEFICIENCIA DA
GLICOSE-6-FOSFATO DESIDROGENASE E INFECCOES FUNGICAS EM PACIENTES COM
LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA”.

Estamos realizando uma pesquisa com a finalidade de detectar a deficiéncia de uma enzima necesséaria para o
organismo e sua relacdo com infeccao flngica em pacientes com neoplasia hematolégica. O objetivo deste estudo
além de avaliar a atividade da enzima é de obter melhorias no tratamento desta doenca com diagndstico precoce,
além de um acompanhamento mais apropriado aos pacientes, proporcionando desta forma uma melhor qualidade
de vida aos mesmos.

E de grande importancia que vocé entenda os principios gerais que se seguem e que serdo aplicados a todos os
participantes do nosso estudo:

A) Sua participacéo é totalmente voluntéria;

B) Vocé podera interromper sua participacdo antes ou em qualquer momento do estudo. Sua recusa em participar
n&do envolverd puni¢des ou perda de seus direitos constituidos;

C) Depois de lidas as explicacdes, vocé pode fazer qualquer pergunta necessaria ao seu entendimento.

EXPLICACAO BREVE SOBRE O PROJETO

Se vocé quiser participar, serd colhida uma amostra de sangue da veia do brago (mais ou menos uma colher de
cha) com seringa e agulha. Durante a coleta de sangue vocé podera sentir leve dor ou apresentar pequenas manchas
roxas no local da picada ap6s a coleta. Para amenizar estes possiveis desconfortos a coleta de sangue sera realizada
por pessoal bastante treinado e habilitado.

As amostras de sangue serdo utilizadas para a realizacdo de um exame para diagnosticar a deficiéncia da enzima
desidrogenase glicose-6-fosfato e vocé terd acesso total aos resultados, sendo estes enviados para o seu enderego
pelos correios ou e-mail se preferir. O tempo previsto para a realizagdo do nosso estudo serd de aproximadamente
um ano(01) e seis(06) meses. Se o resultado for positivo, talvez seja necessaria uma nova coleta de sangue para
confirmar o resultado. Se o seu exame for confirmado como positivo vocé serd orientado e convidado para o
acompanhamento pelo sistema de salde local.

BENEFICIOS

No estado do Amazonas ainda ndo ha um estudo sobre a deficiéncia da enzima desidrogenase glicose-6-fosfato
conhecida como G6PD e sua possivel associagdo com infec¢do fungica em pacientes com neoplasias
hematoldgicas. Um beneficio de sua participacdo neste estudo é a contribuigdo para o conhecimento cientifico na
area da salde. Além disso, vocé podera se beneficiar do diagnostico, do aconselhamento e orientacdo sobre a
deficiéncia desta enzima relacionada com infecgdes flngicas, mesmo ndo possuindo a deficiéncia. Com isso, o
acompanhamento para vocé e os demais pacientes serd de muita importancia para um melhor tratamento, uma vez
que possibilitard a realizagdo do acompanhamento clinico, laboratorial e aconselhamento adequado sobre a doenca.
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COMPROMISSO COM A CONFIDENCIALIDADE DA IDENTIDADE DO VOLUNTARIO

Todas as informacdes coletadas serdo mantidas confidencialmente. Os seus dados serdo armazenados em um
computador e seu nome ndo aparecera em nenhuma publicacdo, apresentacdo ou documento. Deste modo vocé
tem garantia de que este estudo esta sendo realizado sob rigorosos principios cientificos e éticos. Os registros da
sua participagdo no estudo serdo mantidos confidencialmente, sendo do conhecimento dos participantes do projeto
e do médico que o acompanha.

ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS

O material coletado (amostra de sangue) sera armazenado por até 10 anos somente se o Sr(a) autorizar.

Sua amostra podera ser utilizada em estudos posteriores desde que autorizado pelo Comité de Etica em

Pesquisa da Universidade Estadual do Amazonas ou, caso necessario, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
e pelo responsavel por esta pesquisa atual.

Por isso, pedimos que o Sr(a) se manifeste abaixo sobre o armazenamento e uso da sua amostra de sangue em
estudos posteriores.

0 N&o, a minha amostra ndo devera ser armazenada.

0 Sim, concordo que a minha amostra seja armazenada e utilizada em estudos posteriores. Se concordar
com 0 armazenamento da amostra de sangue, pedimos que se manifeste abaixo sobre a necessidade de ser
consultado para cada nova pesquisa com a sua amostra e seus dados:

0 Né&o quero ser consultado, mesmo sabendo que assim néo terei os possiveis beneficios dos resultados do
novo projeto de pesquisa.
0 Sim, exijo ser consultado para autorizar o uso de minha amostra no novo projeto de pesquisa.

Também em caso de concordar com 0 armazenamento da sua amostra de sangue, e ndo exigir ser consultado em
estudos posteriores, é possivel ainda que sua identidade seja desvinculada dos seus dados e da amostra de sangue,
sendo substituidos por cédigos, 0 que aumentaria a seguranca de seu anonimato. Porém, a decisdo de desvincular
a sua identidade da amostra significa que em todos os estudos posteriores onde a sua amostra serd utilizada ndo
sera possivel relacionar os resultados a sua pessoa e assim o Sr (a) ndo teria os possiveis beneficios dos resultados
do novo projeto de pesquisa. Assim, pedimos que se manifeste sobre a desvinculacdo de sua identidade da amostra
de sangue e dados:

() Nao, a minha identidade ndo pode ser desvinculada da amostra e dados
() Sim, concordo que minha identidade seja desvinculada da amostra e dados, mesmo sabendo que assim nédo
terei os possiveis beneficios dos resultados do novo projeto de pesquisa.

A pesquisadora responsével por este estudo, Noeme Henriques Freitas, esta a sua disposi¢do e com ela vocé pode
esclarecer qualquer davida que surja sobre o referido estudo, mantendo contato pessoal, na Fundacdo Hospitalar
de Hematologia e Hemoterapia do Estado do Amazonas no endereco: Avenida Constantino Nery, 4397 Chapada
— Manaus Amazonas; (92)3655 -0100; hemoam@hemoam.am.gov.brou pelo telefone (92) 981078871, e-
mail:noemefreitasl@gmail.com.

Também pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual do Amazonas
(CEPUEA) Av. Djalma Batista, Flores; Fone: 3578, CEP: 69050-010. cep.uea.edu.br. Manaus-AM. VVocé recebera
uma cdpia deste TCLE, que sera assinada pela pesquisadora e pelo Sr(a) em todas as paginas.
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Por favor, entre em contato com uma das pessoas abaixo caso vocé necessite de maiores esclarecimentos.

Dr. José Pereira de Moura Neto - Coordenador do projeto - Laboratorio de Analises Especializadas em
Biologia Molecular - UFAM - Contato: (92) 3305-5000 - (92) 98187-0920

Dr. Sérgio Roberto Lopes Albuquerque — Coordenador do projeto — Laboratoério de Imunohematologia na
Fundacdo Hemoam, enderego: Av. Constantino Nery, 397, Chapada 69050-002 — Manaus, A. Contato
(92)3655 — 0100 — (92) 99176-9493.

Noeme Henriques Freitas - Farmacéutica Bioquimica — Pesquisadora na Fundacdo Hemoam endereco: Av.
Constantino Nery, 4397, Chapada — 69050-002 — Manaus, AM. Contato:(92)3655-0100) -(92) 981078871

Caso vocé ndo tenha entendido alguma parte deste documento/explicacdo, pergunte ao investigador antes de
assinar.

Eu aceito participar da pesquisa
“ESTUDO DA ASSOCACAO ENTRE DEFICIENCIA DA GLICOSE-6-FOSFATO DESIDROGENASE
E INFECCOES FUNGICAS EM PACIENTES COM LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA”. Entendi as coisas
ruins e as coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer
momento, posso dizer “ndo” e desistir que ninguém vai ficar furioso. Os pesquisadores tiraram minhas davidas e
conversaram com 0S meus I’ESpOHSé.VGiS.

Li este termo de assentimento e concordo em participar da pesquisa. Assinei duas vias, uma gue vai ficar comigo
e outra que sera guardada pelo pesquisador.

Local, Data (dia/més/ano)

Impressdo Datiloscopica:
Polegar
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Assinatura do pesquisador(a)

Nome do Coordenador da pesquisa: Jose Pereira de Moura Neto

Assinatura do Coordenador da pesquisa



49

TERMO DE ASSENTIMENTO

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “ESTUDO DA ASSQCIA(;AO ENTRE DEFICIENCIA
DA GLICOSE-6-FOSFATO DESIDROGENASE E INFECCOES FUNGICAS EM PACIENTES COM
LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA”.

PRIMEIRAMENTE GOSTARIA DE ESCLARECER QUE SEUS PAIS JA PERMITIRAM QUE VOCE
PARTICIPASSE DO NOSSO ESTUDO.

Estamos realizando uma pesquisa para conhecermos melhor a deficiéncia de uma enzima conhecida como glicose
6-fosfato desidrogenase (G6PD) nos pacientes com neoplasia hematoldgica e infecg@es fungicas. O objetivo deste
estudo € fornecer o diagndstico da deficiéncia desta enzima em pacientes com neoplasia hematoldgica e possivel
associacdo com infeccdes fingicas bem com as suas caracteristicas clinicas, melhorando o tratamento desses
pacientes, proporcionando uma melhor qualidade de vida aos mesmos.

E de grande importancia que vocé entenda os principios gerais que se seguem e que serdo aplicados a todos 0s
participantes do nosso estudo:

A) Sua participacéo é totalmente voluntéria;

B) Vocé poderd interromper sua participacao antes ou em qualquer momento do estudo. Sua recusa em participar
ndo envolverd punicdes ou perda de seus direitos constituidos;

C) Depois de lidas as explicacdes, vocé pode fazer qualquer pergunta necessaria ao seu entendimento.

EXPLICACAO BREVE SOBRE O PROJETO

As criancas que irdo participar dessa pesquisa tém de 2 a 17 anos de idade.VVocé ndo precisa participar da pesquisa
se ndo quiser, é um direito seu e ndo terd nenhum problema se desistir.

Se vocé quiser participar, serd colhida uma amostra de sangue da veia do brago (mais ou menos uma colher de
cha) com seringa e agulha.O objetivo deste estudo é de avaliar a atividade da enzima G6PD e obter melhorias no
tratamento desta doenga com diagndstico precocealém e um acompanhamento mais apropriado aos pacientes,
proporcionando desta forma uma melhor qualidade de vida aos mesmos.

Durante a coleta de sangue vocé podera sentir leve dor ou apresentar pequenas manchas roxas no local da picada
da agulha ap6s a coleta. Para amenizar estes possiveis desconfortos a coleta de sangue serd realizada por pessoal
bastante treinado e habilitado.

As amostras de sangue serdo utilizadas para a realizacdo de um exame para diagnosticar a deficiéncia de uma
enzima e vocé terd acesso total aos resultados, sendo estes enviados para o seu enderego pelos correios. Se o
resultado for positivo, talvez seja necessaria uma nova coleta de sangue para confirmar o resultado.

O sangue sera coletado através da utilizacdo de materiais novos, estéreis e descartaveis, por pessoal habilitado e
especializado. As amostras para analise molecular serdo retiradas das mesmas amostras coletadas para o
diagnéstico, sem a necessidade de coletas extras. O resultado do exame sera informado aos seus pais tdo logo
esteja disponivel.

Ninguém saberd que vocé esté participando da pesquisa, nao falaremos a outras pessoas, nem daremos a estranhos
as informagdes que vocé nos der.

Os resultados da pesquisa serdo publicados e também fornecidos as autoridades de salde da sua cidade e seu
estado, mas sem identificar as criangas que participaram da pesquisa.
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BENEFICIOS

No estado do Amazonas ainda ndo ha um estudo sobre a deficiéncia da enzima conhecida como G6PD e sua
relagdo com infecgdo flngica em pacientes com neoplasias hematolégicas. Um beneficio de sua participagio neste
estudo é a contribuicéo para o conhecimento cientifico na &rea da satde. Além disso, vocé podera se beneficiar do
diagnostico, do aconselhamento e orientacdo sobre a deficiéncia desta enzima relacionada com infecces fungicas,
mesmo ndo possuindo a deficiéncia. Com isso, 0 acompanhamento para vocé e as demais pessoas sera de muita
importancia para um melhor tratamento, uma vez que possibilitara a realizacdo do acompanhamento clinico,
laboratorial e aconselhamento adequado sobre a doenca.

COMPROMISSO COM A CONFIDENCIALIDADE DA IDENTIDADE DO VOLUNTARIO

Todas as informacdes coletadas serdo mantidas confidencialmente. Os seus dados serdo armazenados em um
computador e seu nome ndo aparecera em nenhuma publicacédo, apresentacdo ou documento. Deste modo vocé
tem garantia de que este estudo esta sendo realizado sobrigorosos principios cientificos e éticos. Os registros da
sua participagdo no estudo serdo mantidos confidencialmente, sendo do conhecimento dos participantes do projeto
e do médico que o acompanha.

ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS

O material coletado (amostra de sangue) serd armazenado por até 10 anos somente se vocé e seu responsavel legal
autorizar. Sua amostra podera ser utilizada em estudos posteriores desde que autorizado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas ou, caso necessario, a Comissio Nacional de Etica em Pesquisa
e pelo responsavel por esta pesquisa atual.
Por isso, pedimos que vocé e seu responsavel legal se manifestem abaixo sobre o armazenamento e uso da sua
amostra de sangue em estudos posteriores.

0 N&o, a minha amostra no devera ser armazenada.

0 Sim, concordo que a minha amostra seja armazenada e utilizada em estudos posteriores. Se concordar
com 0 armazenamento da amostra de sangue, pedimos que se manifeste abaixo sobre a necessidade de ser
consultado(a) para cada nova pesquisa com a sua amostra e seus dados:

0 N&o quero ser consultado, mesmo sabendo que assim nao terei os possiveis beneficios dos resultados do
novo projeto de pesquisa.
0 Sim, exijo ser consultado para autorizar o uso de minha amostra no novo projeto de pesquisa.

Também em caso de concordar com 0 armazenamento da sua amostra de sangue, e nao exigir ser consultado em
estudos posteriores é possivel ainda que sua identidade seja desvinculada dos seus dados e da amostra de sangue,
sendo substituido por codigos, 0 que aumentaria a seguranc¢a de seu anonimato. Porém, a decisdo de desvincular a
sua identidade da amostra significa que em todos os estudos posteriores onde a sua amostra seré utilizada néo sera
possivel relacionar os resultados a sua pessoa e assim vocé nao teria os possiveis beneficios dos resultados do novo
projeto de pesquisa. Assim, pedimos que se manifeste sobre a desvinculacdo de sua identidade da amostra de
sangue e dados:

0 Nao, a minha identidade ndo pode ser desvinculada da amostra e dados
0 Sim, concordo gue minha identidade seja desvinculada da amostra e dados, mesmo sabendo que assim
ndo terei os possiveis beneficios dos resultados do novo projeto de pesquisa.
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Por favor, entre em contato com uma das pessoas abaixo caso vocé necessite de maiores esclarecimentos.

Dr. José Pereira de Moura Neto - Coordenador do projeto - Laboratorio de Analises Especializadas em
Biologia Molecular - UFAM - Contato: (92) 3305-000 — (92) 98187-0920

Dr. Sérgio Roberto Lopes Albuquerque — Coordenador do projeto — Laboratorio de Imunohematologia na
Fundac@o Hemoam, endereco: Av. Constantino Nery, 397, Chapada 69050-002 — Manaus, A. Contato (92)
3655 — 0100 — (92) 99176-9493.

Noeme Henriques Freitas - Farmacéutica Bioquimica — Pesquisadora na Fundacdo Hemoam endereco: Av.
Constantino Nery, 4397, Chapada — 69050-002 — Manaus, AM. Contato:(92)3655-0100) - (92) 981078871

Caso vocé ndo tenha entendido alguma parte deste documento/explicacdo, pergunte ao investigador antes de
assinar.

Eu aceito participar da pesquisa
“ESTUDO DA ASSOCIACAO DENTRE DEFICIENCIAG6PD E INFECCOES FUNGICAS EM
PACIENTES COM LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA”.Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem
acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “ndo” e desistir
gue ninguém vai ficar furioso. Os pesquisadores tiraram minhas dividas e conversaram com 0s meus responsaveis.
Li este termo de assentimento e concordo em participar da pesquisa Assinei duas vias, uma que vai ficar comigo
e outra que sera guardada pelo pesquisador.

Local, Data (dia/més/ano)

Impressdo Datiloscopica:

Assinatura do menor ]
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Nome do Coordenador da pesquisa: José Pereira de Moura Neto

Assinatura do Coordenador da pesquisa:



QUESTIONARIO

Todos os dados obtidos desde questionario serdo confidenciais

PROJETO DE PESQUISA TiTULO: ESTUDO DA ASSS)CIAQAO ENTRE DEFICIENCIA DE
GLICOSE-6-FOSFATO DESIDROGENASE E INFECCOES FUNGICAS EM PACIENTES COM
LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA.

Dados demogréaficos

Namero (Registro HEMOAM):
Nome do paciente:
Namero do prontuério:
Idade: Sexo:
e Datadenascimento: /| [

e Escolaridade:

e Ocupacéo:

Dados clinicos
e Data do diagnéstico:
e Primeira manifestacdo clinica:
e Local do diagnéstico:
e Malformac6es arteriovenosas (AVM):
e Pulmdes: o Sim 0 NaoCaracterizagao:
e SNC:oSim o NaoCaracterizacéo:
e Figado:o Sim o©N&do Caracterizaco:
e Outros:oSim oNdo Caracterizacdo:

e Comprometimento funcional ou complicagdes O Sim oNdo  Caracterizacdo:

e Historia Clinica ou Infeccao
e Idade de inicio:

e Frequéncia estimada nos Gltimos 3 anos:

e Necessidade de atendimento de emergéncia:o Sim oNao

e Tipos de procedimentos invasivos na emergéncia:

e Necessidade de transfusdo de sangue na emergéncia:o Sim oNio

e Numero estimado de concentrados de hemécias:
e Uso de medicamentos:

Comorbidades o Sim oNaooNa&o sabe/sem dados

e Medicamentos em uso regular:
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DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Correlagdo enfre deficiéncia da glicose-G-fosfato desidrogenase e infecpdes fingicas
em pacientes com leucemia mieldide aguda e cronica no Estado do Amazonas.

Pesquisador: NOEME HEMRIQUES FREITAS

Area Tematica:

Versdo: §

CAAE: B3413718.8.0000.0008

Instituigdo Proponente: Fundapdo de Hematologia @ Hemoterapia do Amazonas - HEMO&K
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADD S DO PARECER

Nomero do Parecer: 3.700.618

Apresentagao do Projeto:

A deficiéncia da Glicose-B-fosfate desidrogenase (GBPD) e uma desordem genetica que afeta
aproximadamente 400milhGes de pessoas no mundo, atinge especialmente as regides do mediterrdnac,
africanas e asidticas. Cerca de 76% da populagdo carrega um ou mais gene dessa condipdo, sendo
considerada um problema de sadde global [Siovelli LL et al., 2007).

A glicose-8-fosfato desidrogenase (GEFD) faz parte da via do fosfato de pentose, & seu principal papel
fisiclogice & formecer NADPH. A deficséncia da GEFPD, uma das anormalidades enzimaticas hereditarias mais
comuns em seres humaneos, surge stravés de uma das muitas mutagdes possiveis, & maioria dos quais
reduz & estabilidade da enzima e seu nivel como idade das células vermelhas (Luzzato L et al. 2016) As
pessoas deficientes da GAPD sdo principalmente assintomatices, mas podem desenvalver ictericia grave
durante o periodo neonatal e anamia hemolitica aguda quando ingerem alimentos como feijdo fave, guando
estdo expostas a certas drogas ou em casos de infecgdes incluindo as fingices.(Luzzeto L et al. 2018).

Mo Brasil a5 infecgdes fingicas séo predominentes e varia de acordo com & condigdo sdcio econémica,
regional. cultural & em individucs em condigdes de risco como pecientes imunodeprimidos, transplantados e
pacientes com céncer, sendo considerado casos de infecpdo por espergillosis em pacientes com Leucemia
Mieldide Aguda {Giscomazzi et al. 2018).

As leucemias mieldida aguda (AML) & crdnica (CML) s8o consideradas malignidades hamatologicas

Endarago: Ay, Constanting Nery, 4387, Bl, &, Sala do CEP-HEMOMM

Balrro: Chapara CEPD &nama-nn
UF: bt Municiplo:  MANALS
Talefone: |G2)3658-0114 Fau: (S2)3655-0112 E-mall: caphamoamg@gmall com
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heterogidness, caracterizadas pels expansio clonsl de explosdes misldides no sangue perfirics, meduls
Assen & ou outros tecidos, sdo as formas mais comuns de leucemis sguds & erdnice entre sdultos, &
responsiveis pele maior nimaere de mores anusis de lsucemios nos Estados Unides, (O Donell MR et al,
2017},

As doangas causadas por fungos ainda siic uma das principais causas de morbidade & mortalidade em
pacientes com luoemin misldide aguda (LMA) & (LMC), & glicose -O-fosfato desidrogenase & urma enzima
quit leve dé produgiio de NADPH, necessdria para destrulr microorganismos na reagiio do estimulo
respiraténio de glébules brancos. A avalingiic da atividade da GEPD pode ajudar o identificar pacientes com
LA & LMC com maier risoo de deangas invasivas por fungos (Sanna M. et al. 2017),

Disnte do exposts, considers-a iImportants realizar um estuda, de moda o investigar & deficiénein da GBFD
am pacientas com LMA & LMC & sus correlagiic som infecpdes Hingicas

Objetivo da Pesquisa:
Objetvo garal
- Correlacionar & deficléncia da GAFD em pacientes com LMA & LMC que apresantarem infecgdes fingicas

Objetivas especificos:

= Tragar estratéging de vigildncia nos paclentes com deficiéncin da GAFD;

= Contribuir com o olinion & terapdutics desses pacienies;

- Dasanvolver estratigias da tratamento & disgnéstioo para pacientes futuros na propria Fundagio,

Avaliagho dos Riscos & Beneficios:

Sobre o3 riscos o8 pesquisadores declaram quae "Os posaivals riscos seriio esclarscidos da seguinte farma
o participante da pesguisa cu representante legal no case de menores de 18 anos: Durante & coleis de
sangue o senhor (8) poderd sentic dor ou spresentar pequenss manchas roxes ne loosl de picads, apds &
coleta, Pars smenizer estes possivais desconfortos o colets de sengue serd realizads por profissional
trainade com materiais astéreis & descartivels. As amosiras da sengue sariic utiizadas pars o realizagic de
woames pors determinar marcadores hamatolégioos, bioguimicos & molsoulares & o senhora) terd scesso
fotal aos resultados, Todos of resultados dos examaes serio entregues ao miédico responsdvel & sus equipe,
tambdm seriio anexados ao prontudre médico de cada pacients, Mos sxamaes positives para algum
rasrcador molecular, talvez seja necessinc uma nove coleta de sangue para confirmar o8 resullados, As
amaosiras coletadas serio retirades das mesmas amostras coletadas para os exames de rofine realizado na
Fundagiio

Endaraga: Ay, Sonstanting Mary, 4307, 01 A, Sala do CEP-HEMOAM

Balrra:  Chapada CEP: i npa-0z
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Hemosm. Ressalta-se que o frabalho serd desenvolvido sob os critérios da Regulagdo CHS 468, de
12/110/2012 gue sprova as diretrizes & normas regulamentadoras adotadas nas pesquisas que envolvem
seres humanos, atendendo &35 exigéncias éticas e cientificas fundamentais, onde se refere a sticidade, no
Termo de consentimento livre & esclarecide dos pacientes e a protegdo a grupos vulnerdveis e aos
legalmente incapazes. Com ponderagdo entre riscos & beneficios, tanto atuais como potenciais, individuais
ou coletivos, com o maximeo de beneficios & o minimo de danos e riscos. Também a garantia de gque danos
previsiveis serdo evitados. Outro aspecto importante & gquanto & relevdncia social da pesguisa e minizacéo
do dnus para os sujeitos vulnerdveis, o que garante & igusal consideragdo dos interesses envolvidos, néo
perdendo o senfide de sus destinagdo sécio-humanitéria. Vale ressaltar que & equipe de trabalho j& possui
larga experiénecia no desenvolvimento de téenicas que serdo utilizadas, principalmente éguelas relacionadas
& biossegurangs na coleta, armazenamento, anélises laboratoriais e moleculares, minimizendo possiveis
problemas e limitagdes que possam vir 8 ocorrer”.

Em relagdo aos beneficios, relatam que "Sua participagéo neste estudo terd como beneficio & confribuicio
para o conhecimento cientifico na area da sadde. © senhor{a) podera se beneficiar do disgndstico, do
sconselhamento & orientagéo sobre sus doenga, Pouco sinds se sabe sobre esse tipo de alteragdo
genética, portanto o sconselhamento para o senhor(a) & as demais pessoas sers de muita importéncia para
um melhor acompanhamento e fratamente direcionado, uma vez que possibilitare a reslizagdo do
scompanhamento clinico & laboratorisl adequado, Apos o diagnéstice da probabilidade da doenga, o
tratamento correto com monitoramento & prevengdo sio fundamentais. Sua participagdo no estuda traré
beneficios diretos e possibilitard a realizagdo de exames gue néo séo realizados na rofina, trazendo
infarmagdées importantes referentes & doenga, propercionando assim a obtengdo de dados que poderdo ser
utilizados futuremente no acompanhamento de oufros pacientes, na busca de novos tratamentos & no

conhecimento do perfil genético dos pacientes atendida",

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

- Tipo de Estudo: Trats-se de um estudo de corte fransversal observacional de invesiigacéo clinica e
lsborataorial, com detecpéo de casos de pacientes com LMA & LMC apresentando deficiéncia de GAPD e sua
correlagéo com infegdes flingicas da Fundagéo Hospitalar de Hematologia & Hemoterapia do Amezonas na

cidade de Manaus.

- Local de Estudo: © projeto serd desenveolvido na dependéncia da Fundacdo Hospitalar de

Endarego: Ay, Constanting Mery, 4307, Bl &, Sala o CEP-HEMOAK
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Hematologia & Hemoterapiz do Amazonas, selecionads pels facilidade de recrutamento no pericdo de um
ang para coleta de dados. E no laboratdric de biologia molecular da faculdade de ciéncias farmacéuticas da
UFAM.

- Gritérios de inclusdo: Serdo incluidos todos pacientes homens, mulherss & criangas. com disgndstico de
Leucemia Misldide Aguda e Cronica, & que aceitarem participar da pesquisa (por meio de assinatura do
Termo de consentimento Livre e esclarecido), & no caso de menores o termo de assentimento assinado por
responsavel legal.

- Critérios de exclusdo: Pacientas sem o diagnastico de LMA & LMC e aqueles com episddios agudos de
anemia hemolitics. Amostras coaguladas ou mial conservadas.

- Coleta de dados: Mediante os critérios de inclusdo, a coleta consiste na aplicagéo de formulario com

questies socio-demograficas, clinicas e epidemiclogicas.

Coleta de Amostras Biologicas: A coleta de sangue que serd feita por pungdo venosa com tubo primario
{tampa roxa) contendo EDTA, sendo coletado pela propria pesquisadors gradusda em farmacia-bioguimica
elou por equipe de salde capacitada da propria fundagdo. Mo total, seré coletado sangue no volume de 2 a
ami

- Genotipagam: Sera gualitativo por anglise molecular para invesfigagéo do tipo de mutagdes e suas
variantes por PCR Alele Especifico, & um metodo rapido para determinar frequéncias de alelos de
deficiéncia de G8PD sendo realizado no Laboratéric de Biologia Molecular da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidede Federal do Amszonzas. E o Quantitative Enzimatico Colorimétrico para
quantificagdo da atividade da GEFD com normatizagdo da hemoglobina. E um método capaz de detectar a
deficiéncia de GEFD, demonstrando de forma satisfatdria o grau de deficiéncia em individuos que possuwem
mutagdes gue causam deficiéncia enzimética menos severs, inclusive em mulheres heterozigotas, este

(ltimao reslizado no Laboratdrio de Bioguimica da Fundacdc Hemoam.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

1. Folha de Rosto: Anexado na PB - Adeguado e presente na PB

2. Carta de Anuéncia dos Setores - Adequado e presentz na PB

3. Carta de Anuéncia da Instituicdo Froponente: Adequado e prezente na PB

Endarega: Ay, Constanting Mery, 4397, Bl A, Sala do CEP-HEMOAM

Balrmo: Chapada CEP: &5 050-007
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Talefone: ozia655-0114 Faw: (92)3655-0112 E-mall:  caphamcamibgmall.com
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4. Carta de Anuéncia da Instituicdo Co-participante: Adequado e presante na PB

5. Carta da Anuancia dos Pesquisadores envolvidos no projete de pesquisa: Adequado

8. Terma de Consentimento Livre e Esclarecide (TCLE): Anexado na PB (Adequada)

7. Terma de Assentimento: Anexado na PB (Adequadao)

8. Instrumento da pesquisa (Question&rio): Anexado na FB

B. Riscos: Adequado

10, Beneficios: Adeguado

11, Curriculo Lattes: Link & copia dos pesquisadores anexos na PB (Adequada)

12, Critérios de InclusSo e Exclusdo: Adequado

13, Mdmero de pacientes a serem incluidos: Adequads, amostra de conveniéncia.

Recomendagoes:

Sem recomendagdes. Emenda aceita, com & incluso de atividades na Universidade Federal do Amazonas
[UFAM).

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Sem pendéncias. Apos leitura da solicitagdo de emenda proposta pela pesquisadora, o projeto foi
considerado sdeguado, pois o pedido feito na emenda & apenas para a realizagdeo das atividades
laboratoriais na Universidade Federal do Amazonas (UFAM), atividades essas j& contempladas no projeto
inicial.

Consideragoes Finais a eriterio do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguiva | Postagem Autor Situagso
Informagdes Basicas| PE_INFORMAGOES_BASICAS_130544] 03/00/2019 Aceito
do Projeta 2 E1.pdf 18:02:13
FParecer Antenor riscas_beneficios. pdf 18/11/2018 |NOEME Aceito
17:32:50  |HEMRIQUES

Qutras Termo_Anuencia_Sergio_.pdf 20/00/2018 |NOEME Aceito
10:26:54 |HENMRIQUES

Outras Termo_Anuencia_Sergio_Roberto_Lope| 30/09/2018 |NOEME Aceito
5 _Albuguergue pdf 10:23:38 |HENRIQUES

Dutros Termo_anuencia_Luciane_Mendas pdf 0082018 | MOEME Aceaito
10:22:37  |HENRIQUES

Qutras Termo_anuencia_Jose_Pereira_M_Meto] 30/09/2018 |NOEME Aceito
pdf 10:16:03 |HENRIQUES

TCLE ! Termos de | Termo_Assentimento_Menor_Moemea. 30/00/2018 |NOEME Aceito
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Assentimanto / pdf 12:13:10  |FREITAS Acwite

Justificatve de

| Ausngla N —

Outros Sergio_Roberto_Lopes_Albuquerque. pdf 30/08/2018 |NCEME Acaito
12:08:

Qutros Lucyane_Mendes_Silva,pdf 30/08/2018 |NCEME Acaite
06:88.23 |

Outros Jose_Fereira_de_Mours_Neto, pdf 30/09/2018 |MCEME Acwito

- 098714

Outros Tarmo.pdf 2B/08/2018 |NCEME Acalte
2 q .

Projeto Detalhade [ | Projeto. pdf 2B/09/12018 |NCEME Acaite

Brochura 230320 |HENRIQUES

nvestigadar 1 ____IFREITAS

TCLE / Tarmos da | TCLE. pdf 2B/08/2018 |NCEME Acalto

Assentiments / 22:57:56 |HENRIQUES

Justificatve de FREITAS

Folha de Raosto Falha_de_rosto. pdi 23/01/2018 |NCEME Acaite
00,5318 |HENRIQUES

Situagiio do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:
Mz

MANAUS, 12 de Novembro de 2016

Assinade por:
Allyson Guimaries da Costa
{Coordenador|a))
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